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RESUMO

A inflamagao ¢ uma resposta coordenada do organismo contra infecgdes e lesdes
teciduais, com objetivo de preservar o organismo ¢ eliminar o agente agressor. Contudo, uma
resposta inflamatéria em longo prazo tem um efeito prejudicial e desempenha um papel critico
no desenvolvimento de diversas doencas inflamatoérias cronicas, além de o tratamento
disponivel apresentar diversos efeitos indesejaveis. Em resposta a esses problemas, inimeras
estratégias terapéuticas vém sendo estudadas, dentre elas o uso de metais de transi¢ao. O rédio
(Rh) ¢ um metal de transicdo e recentemente sua atividade imunomoduladora e potencial
atividade anti-inflamatéria vem sendo explorada, apresentando-se como agente promissor para
o tratamento de doengas inflamatorias. Na tentativa de desenvolver novos medicamentos, a
coordenacdo de substincias com ciclodextrinas (CDs) tem se destacado devido a melhora na
estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial imunomodulador do Rh (III) puro e apds coordenagdo em CDs. A caracterizagdo
estrutural dos complexos foi realizada por espectroscopia de infravermelho, anélise térmica e
RMN de 'H; a determinagio da estequiometria e dos pardmetros termodindmicos de interacio
(Keq, AintH®, AintG® € TAinS®) foram realizadas por titulagdo calorimétrica isotérmica; e a
caracterizacdo coloidal dos agregados espontaneamente formados foi realizada por
espalhamento de luz dindmico e potencial zeta. Para os ensaios bioldgicos, foi realizada in vitro
a analise da citotoxicidade celular pelo método de MTT, a avaliacdo da producdo de 6xido
nitrico pelo método de Griess, e a expressao de NF-kB por citometria de fluxo em macréfagos
RAW 264.7 e J774A.1. Foi também realizado o ensaio in vivo de edema em patas de
camundongos induzido por carragenina. Através da andlise fisico-quimica foi possivel verificar
a formac¢ao dos complexos de coordenagdao do Rh (III) em ambas as CDs, sendo um processo
endotérmico para o sistema com BCD, e exotérmico para o sistema com HPBCD, com aumento
do tamanho dos agregados de ciclodextrinas. Com relagdo aos testes bioldgicos in vitro, o Rh
(IIT) e os complexos reduziram a producdo de NO, sem alteragdo significativa da viabilidade
celular, e ainda reduziram a expressao do NF-«B com perfis diferentes nas linhagens estudadas.
No ensaio in vivo, reduziram a espessura da pata dos camundongos. Os resultados obtidos no
presente estudo demonstram a atividade imunomoduladora e um potencial anti-inflamatério do
Rh (IIT) e de seus complexos de coordenagao Rh(III)/BCD e Rh(III)/HPBCD. Maiores estudos
sd0 necessarios para confirmar o uso do Rh (III) e dos seus complexos como futuros candidatos
para o tratamento de doengas inflamatorias.

Palavras-chave: Rodio. Ciclodextrinas. Complexos de coordenacao. Inflamagao.



ABSTRACT

Inflammation is a coordinated response by the body against infections and tissue
damage, with the aim of preserving the body and eliminating the offending agent. However, a
long-term inflammatory response has a detrimental effect and plays a critical role in the
development of several chronic inflammatory diseases, in addition to the available treatment
having several undesirable effects. In response to these problems, numerous therapeutic
strategies have been studied, including the use of transition metals. Rhodium (Rh) is a transition
metal and recently its immunomodulatory and potential anti-inflammatory activity has been
explored, presenting itself as a promising agent for the treatment of inflammatory diseases. In
an attempt to develop new drugs, the coordination of substances with cyclodextrins (CDs) has
stood out due to the improvement in stability, solubility and bioavailability. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the immunomodulatory potential of pure Rh (III) and
after coordination in CDs. The structural characterization of the complexes was carried out by
infrared spectroscopy, thermal analysis and '"H NMR; the determination of stoichiometry and
the thermodynamic parameters of interaction (Keq, AinH, Ain'G® and TA;,S°) were performed
by isothermal calorimetric titration; and the colloidal characterization of spontaneously formed
aggregates was performed by dynamic light scattering and zeta potential. For biological assays,
cell cytotoxicity was analyzed in vitro by the MTT method, the evaluation of nitric oxide
production by the Griess method, and the expression of NF-kB by flow cytometry, in RAW
264.7 and J774A.1 macrophages. The in vivo model of mouse paw edema induced by
carrageenan was also performed. Through the physicochemical analysis, it was possible to
verify the formation of coordination complexes of Rh (III) in both CDs, being endothermic for
the system with BCD, and exothermic for the system with HPBCD, with an increase in the size
of the cyclodextrin aggregates. Regarding in vitro biological tests, Rh (III) and complexes
reduced NO production, without causing toxicity to cells, and also reduced the expression of
NF-«B with different profiles in the studied strains. In addition, they reduced the thickness of
the mice's paw. The results obtained in the present study demonstrate the immunomodulatory
activity and anti-inflammatory potential of Rh (III) and its coordination complexes Rh(III)/BCD
and Rh(IIT)/HPBCD. Further studies are needed to confirm the use of Rh (II) and its complexes

as future candidates for the treatment of inflammatory diseases.

Keywords: Rhodium. Cyclodextrin. Coordination complex. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo ¢ um mecanismo de defesa desencadeado por células especificas do
organismo em resposta as infecgdes ou danos celulares, que tem por objetivo erradicar os
agentes invasores e remover substancias danosas (PARK et al., 2006; ZHOU et al., 2007). A
resposta inflamatoria inicial ¢ geralmente aguda sendo caracterizada pelo aumento da
permeabilidade vascular, promovendo o infiltrado de células e formagdo do edema, resultado
do extravasamento de fluidos e proteinas (POSADAS et al., 2004).

Os macréfagos sdo importantes células da resposta imunologica inata e desempenham
papel crucial em processos inflamatdrios, seja na defesa do organismo durante a invasdo por
patdgenos, ou em desordens como, por exemplo, doengas autoimunes (LEAL et al., 2013). Os
macrofagos por meio de receptores de padrdes moleculares, tais como 7Toll-like (TLR) e Nod-
like reconhecem padrdoes moleculares associados aos patogenos (PAMPs) ou padroes
moleculares associados aos danos (DAMPs) (CALIXTO et al., 2004). Os macrofagos possuem
diversos tipos de TLR, muitos deles estdo presentes e associados a membrana plasmatica,
enquanto outros sdo intracelulares localizados em compartimentos endossomais. Estes
receptores interagem com padrdes moleculares diversos e desencadeiam sinalizagdes
intracelulares que irdo propiciar a ativacdo de fatores de transcricdo importantes para a
producao de mediadores pro-inflamatérios (MEDZHITOV, 2010; MODLIN, 2012).

Para uma resposta inflamatéria apropriada e eficaz, ¢ necessaria uma regulagao
cuidadosa de mediadores pro-inflamatorios, ja que uma resposta excessiva pode causar lesdo
no tecido hospedeiro e doencas inflamatérias cronicas (AZAB; NASSAR; AZAB, 2016;
MANTOVANI et al., 2008). A importancia da inflamagdo para a homeostase ¢ evidenciada
pelo fato de alteragdes na resposta inflamatdria comprometerem a satide do individuo tornando-
o susceptivel a diversas doengas, recomendando-se, neste caso, o uso de anti-inflamatdrios
esteroidais e nao-esteroidais (PARK et al., 2006). Contudo, a utilizagdo desses farmacos
também estd associada ao surgimento de efeitos adversos, que incluem transtornos
gastrointestinais e alteragdes cardiovasculares (SANTOS, 2017; SARINHO; MELO, 2017).
Além disso, muitas doencas inflamatérias cronicas ndo apresentam tratamentos eficazes
(AZAB; NASSAR; AZAB, 2016). Tais fatores incentivam a busca por novos agentes que
possam ser eficientes, trazendo mais beneficios, menos danos e mais acessibilidade a populagao
(ANNANE, 2008; CELLOTTI; LAUFER, 2001).

Dentro deste contexto, o desenvolvimento de agentes farmacoldgicos que interfiram na

producdo de mediadores inflamatdrios, como 6xido nitrico, de citocinas pro-inflamatdrias e na
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expressdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) sdo cruciais para o controle de processos
inflamatoérios caracterizados por uma producgdo excessiva e/ou prolongada desses mediadores
(MA et al., 2016; ZHONG et al., 2012).

Os complexos de metais de transi¢do, especialmente com elementos do Grupo 9 da
tabela periodica, tem despertado interesse em aplicagdes medicinais no desenvolvimento de
novas pesquisas devido seu potencial redox o que favorece sua capacidade de ligagdo a
biomacromoléculas com alta especificidade (MA et al., 2016; ZHONG et al., 2012).

Nesse contexto, compostos a base de rodio t€ém-se demonstrado promissores na
imunomodulacdo. Em 2012, Zhong e colaboradores mostraram o potencial anti-inflamatério do
complexo ciclometalado de rédio (IIT) (Rh (III)) que mostrou atividade inibidora da enzima de
ativacdo de NEDDS8 (NAE). A inibicdo especifica da NAE poderia modular a degradacdo de
substratos, como o inibidor do fator de transcri¢cdo IkappaB alfa (IkBa) que desempenha papel
significativo na sinalizagdo do NF-kB, progressio do ciclo celular e inflamagao
(DEBRECZENI et al., 2006; PODUST et al., 2000; ZHONG et al., 2012). Além disso, mais
recentemente outros estudos mostraram a potencial atividade imunomoduladora (MORAGUES
et al., 2013) e anti-inflamatoria (ZHONG et al., 2016) de diferentes complexos de Rh (III) que
foram capazes de inibir a produg@o de mediadores inflamatdrios.

Até o presente momento, foram identificados poucos trabalhos avaliando a atividade
imunomoduladora e potencial atividade anti-inflamatéria do Rh (IIT). Além disso, ¢ de grande
relevancia explorar o desenvolvimento de novos complexos com este elemento quimico,
modificando ou potencializando a atividade bioldgica deste metal de transi¢ao (MA et al., 2016;
ZHONG et al., 2012). Uma classe de compostos promissores para esta finalidade sdo as
ciclodextrinas, que sdo capazes de formar complexos supramoleculares de inclusdo com
moléculas organicas (PIN et al., 2019; SILVA et al., 2019; VUKIC et al., 2019) além de
complexos de coordenacdo com metais de transigdo (PROCHOWICZ et al., 2016;
PROCHOWICZ; KORNOWICZ; LEWINSKI, 2017).

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, constituidos por unidades de D-
glicopiranose. As CD’s naturais mais comuns e as Unicas utilizadas em produtos farmacéuticos
sdo aa, B ey que possuem 6, 7 e 8 unidades glicosidicas, respectivamente. A beta ciclodextrina
(BCD) tem sido mais utilizada pela industria farmacéutica, uma vez que permite formar
complexos de inclusao com diversas moléculas, cuja massa molar pode variar entre 100 e 400
g.mol ™! além de, apresentar baixo custo, elevada disponibilidade e seu uso ter sido aprovado
como excipiente para formulagdes de uso oral (KURKOV; LOFTSSON, 2013; UEKAMA;
IRIE, 2004). Entretanto, a BCD apresenta baixa solubilidade aquosa. Uma solugdo para este
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problema foi encontrada através da substituicdo dos grupos hidroxilicos da molécula por
diversos grupos funcionais, e assim melhorar a solubilidade, a toxicidade e aumentar a
capacidade de inclusdo de seus derivados. Portanto, a hidroxipropil-betaciclodextrina
(HPBCD), origina-se pela substituicdo dos grupos hidroxilicos por substituintes hidroxipropilas
(KURKOV; LOFTSSON, 2013).

Embora existam estudos avaliando o potencial imunomodulador e anti-inflamatério de
complexos de rédio, este € o primeiro estudo que mostra a avaliacdo do Rh (III) puro e do Rh
(IIT) complexado com BCD e HPBCD na modulagao da resposta imune in vitro, em macrofagos

murinos, e in vivo, no modelo de edema de pata induzido por carragenina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FISIOPATOLOGIA DA INFLAMACAO

A inflamagdo ¢ uma resposta natural que possui papel importante na defesa do
organismo, sendo a primeira linha de protecdo a estimulos nocivos como células danificadas,
invasdo por patogenos, acdo de agentes quimicos e fisicos, visando a restauracao da
homeostasia e integridade do tecido (AZAB; NASSAR; AZAB, 2016; MEDZHITOV, 2008).
A inflamagao apresenta sinais macroscopicos classicos que podem ser definidos como rubor,
calor, edema, dor e perda de fungdo (LAWRENCE; FONG, 2010).

Esses sinais sdo decorrentes de alteragdes nos vasos sanguineos promovendo
vasodilatacdo cujo objetivo € causar aumento da permeabilidade vascular e fluxo sanguineo
levando a consequente extravasamento de fluido rico em proteinas para o tecido, que
contribuem para a formagao do edema (POSADAS et al., 2004). A migragdo celular, outro
fendomeno marcante, ocorre como resultado da producdao local de varios mediadores
inflamatérios, que apresentam atividade quimiotatica e de alteragdes das proteinas de
membrana do endotélio vascular, facilitando o rolamento dos leucdcitos sobre a parede
endotelial, adesdo as células endoteliais e, finalmente, a transmigragdao e acimulo no local de
injaria (DA SILVA et al., 2003).

As fases da inflamacdo podem ser caracterizadas em aguda e cronica. A resposta
inflamatoria aguda apresenta eventos de curta duragdo, que se desenvolvem em horas ou dias
com predominio de neutrofilos, enquanto que a resposta cronica se desenvolve em longa
duragdo, com predominio de linfocitos, macrofagos e plasmocitos (CIEMNIECK et al., 2016).

A inflamacao aguda ¢ um mecanismo de defesa imediato e pode ser desencadeada pela
exposicdo do tecido a PAMPs e DAMPs, que sdo reconhecidos por receptores de
reconhecimento de padrdes (RRPs) presentes na superficie das células pro-inflamatérias, como
macrofagos, resultando na ativacao, producao e liberacao de diversos mediadores moleculares
que iniciardo o processo inflamatério. Essas substancias alteram o fluxo sanguineo, induzem a
vasodilatacdo e promovem aumento da permeabilidade vascular, estabelecendo a infiltracao
celular e consequente formacdo de edema e acumulo de leucdcitos no local da lesdo
(SCHIMMEL; HEEMSKERK; BUUL, 2016; YADAV et al., 2010).

Dentre os RRPs, os TLR se destacam pelo seu papel central na ligacdo de patdgenos e
iniciagdo da resposta inflamatoria, esses receptores sao destinados para diferentes PAMPs, tais

como, lipopolissacarideos (LPS) uma endotoxina presente na parede celular das bactérias gram-
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negativas que sdo reconhecidas pelo TLR4, um receptor 7o/l like (YADAV et al., 2010). A
ativacao dos RRPs por PAMPs induz a fagocitose, liberagdo de citocinas e outros mediadores
inflamatérios com o objetivo de conter a infeccado (HALMAN; RAMET; EZEKOWITZ, 2001;
YADAV etal., 2010).

Os macrofagos também expressam receptores para interferon-gama (IFN-y), uma
citocina produzida pela ativacao de linfécitos T CD4 e CDS e célula natural killer (NK), sendo
assim reconhecido como mediador da resposta imunologica. Entre as atividades biologicas do
IFN-vy, a ativacdo de macrofagos ¢ uma das principais fungdes, tornando-os mais eficientes na
destruicdo de microrganismos fagocitados. Além disso, o IFN-y induz a producgdo de véarios
mediadores inflamatérios, como por exemplo, citocinas e 6xido nitrico (NO) (MUHL;
PFEILSCHIFTER, 2003).

Durante o processo inflamatdrio células efetoras do sistema imune, como neutrofilos,
macrofagos, fibroblastos e NK, que possuem RRPs e reconhecem PAMPs ¢ DAMPs, sdo
recrutadas para o local da les3o para iniciar a resposta inflamatoria (TANG et al., 2013). Estas
células tendem a se acumular no sitio de infec¢ao, sendo a primeira linha de defesa frente ao
patdgeno. A migragdo processa-se em etapas: migracdo em direcao ao estimulo quimiotatico;
posterior rolamento e adesdo; promovendo a saida das células do vaso sanguineo por diapedese
e fagocitose e desgranulagdo a partir da ativagdo leucocitaria (DA SILVA et al., 2003).

A inducdo de edema em patas de camundongos pela carragenina ¢ um modelo
experimental amplamente utilizado para testar a atividade anti-inflamatéria de novas
substancias, onde a inflamag¢ao local ou sistémica ¢ associada com o aumento dos niveis de
citocinas pro-inflamatérias (POSADAS et al., 2004). A carragenina ¢ um polissacarideo
proveniente de algas marinhas vermelhas, pertencentes a familia das Rhodophyceae. E
amplamente utilizado como agente indutor de inflamagao aguda, devido a sua rapida agdo e
ativacdo de mediadores pro-inflamatérios (FERREIRA et al., 2004).

O edema de pata de camundongo induzido pela carragenina ¢ um modelo inflamatorio
agudo que consiste em duas fases: a primeira, detectada em torno de uma hora, conhecida como
fase rdpida, com liberacdo de histamina, serotonina e bradicina; a segunda fase ¢ chamada
tardia, com os mediadores inflamatérios liberados ap6s duas ou trés horas como, cininas e
prostaglandinas, respectivamente (CARVALHO, 2011; DI ROSA; GEROUD;
WILLOUGHBY, 1971).

A inflamacdo aguda pode culminar em resolucdo completa, com a cicatrizacdo e
reconstituicdo tecidual ou ainda evoluir para uma inflamag¢do cronica (GAESTEL;

KOTLYAROV; KRACHT, 2009; SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008). A transi¢do da
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inflamacao aguda para cronica pode ocorrer devido a persisténcia do agente lesivo, interferéncia
no reparo tecidual ou desregulacdo de quaisquer etapas da resposta inflamatoria. Algumas
situagoes, além de uma resposta aguda defeituosa, favorecem o estabelecimento da inflamagao
cronica, como no caso das doengas autoimunes, por exemplo, a artrite reumatoide, o lupus, a
doenca de Crohn, e as desordens degenerativas como a doenga de Alzheimer (CHAPLIN, 2010;
ROBBINS et al., 2001; STEARNS-KUROSAWA et al., 2011).

2.2 MEDIADORES INFLAMATORIOS

Diversas substancias estdo envolvidas na modulagdo da resposta imune durante
processos patologicos (MA et al., 2014). A resposta estabelecida durante o desenvolvimento de
um processo patoldogico envolve mediadores, tais como histamina, eicosanoides
(prostaglandinas e leucotrienos), espécies reativas de oxigénio (ROS), citocinas e quimiocinas
que irdo atuar na modulagdo do sistema imunologico e determinar o padrao e a severidade da
resposta inflamatoéria (MA et al., 2014; YADAYV et al., 2010).

Eicosanoides sdo uma classe de moléculas derivadas de 4cidos graxos poli-insaturados
(NORMAN; HERNRY, 2015). O acido araquidonico ¢é o principal precursor na biossintese de
eicosanoides, o qual ¢ derivado de fosfolipidios da bicamada lipidica da membrana celular por
meio da acdo das fosfolipases (GEORGE et al., 2014). As cicloxigenases (COX) convertem o
acido araquidonico em prostaglandinas H2, que por sua vez, ¢ transformada em uma série de
produtos finais, como prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas (PELLETIER et al.,
2003). Ja as lipoxigenases catalisam a formacdo de leucotrienos e outros compostos
biologicamente ativos através do acido araquidonico (FREIRE; VAN DYKE, 2013).

As prostaglandinas sdo mediadores lipidicos que estdo envolvidos em processos
fisiologicos e patologicos, incluindo vasodilatacdo ou vasoconstrigdo, aumento do fluxo
sanguineo renal, diminuicdo da secrecdo acida gastrica (NORMAN; HERNRY, 2015),
agregacao plaquetaria, modulacdo da funcao imune, dentre outras (HARRIS et al., 2002).

Dentre os mediadores inflamatdrios e vias celulares, que tém sido estudados em
associacdo com processos fisiopatologicos, destaca-se o fator de transcricdo NF-kB que
desempenha um papel crucial na iniciagdo e amplificagdo da inflamagao. O NF-kB ¢ constituido
por um conjunto proteico localizado no citoplasma das células e sua atividade ¢ controlada por
uma familia de proteinas inibidoras, denominadas IkB, que se ligam ao dimero NF-«B,
promovendo sua inibi¢do. Este fator regula a expressdo de diversos genes que codificam as

enzimas 6xido nitrico sintase induzivel (iNOs) e ciclooxigenase-2 (COX-2), fator de necrose
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tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1- beta (IL-1p) e interleucina- 6 (IL-6), que estdo envolvidas
na patogénese de doengas inflamatorias (BHARTI; AGGARWAL, 2002; DORRINGTON;
FRASER, 2019; SORRIENTO et al.,, 2012). Neste contexto, a producdo desordenada e
excessiva de mediadores pro-inflamatorios pode estar relacionada com a patogénese de varias
doengas e, portanto, esses mediadores sdo possiveis alvos de substincias terapéuticas
(ELSAYED et al., 2014).

As vias de sinalizagdo para a ativagao do NF-kB sdo denominadas via cldssica também
conhecida como via candnica, que promove a ativagao do complexo contendo a subunidade do
NF-kB denominada RelA (p65), e a via ndo candnica (via alternativa), que resultam na ativacao
de complexos contendo subunidade (Rel-B) do fator nuclear NF-kB (Rel-B) (LAWRENCE,
2009).

O NF-xB pode se apresentar na forma de heterodimeros ou homodimeros, sendo o mais
comum o p65/p50, provenientes da via classica. Conforme ilustrado na Figura 1, quando o
heterodimero p65/p50 encontra-se associado a proteina IkBa o heterodimero p65/p50 matem-
se inativo no citoplasma. A degradacao de IkBa ¢ mediada por proteinas quinases de IkB (IKK)
formada pelas subunidades cataliticas proteina quinase alfa de IxkB (IKKa) e proteina quinase
beta de IkB (IKKp) e a subunidade proteina regulatoria (IKKy), também conhecida como
modulador essencial de NF-kB (NEMO). As proteinas da familia de IxkBa sdo fosforiladas,
liberando a forma dimérica ativa de NF-kB. O NF-«B (p65/p50) transloca para o nucleo e liga
em regiodes especificas do DNA regulando a transcri¢do de genes-alvos (GARG; AGGARWAL,
2002; HAYDEN; GHOSH, 2008).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, secretadas por diferentes tipos de
células incluindo macrofagos e medeiam as interagdes e comunicagoes celulares (ZHANG; AN,
2007). As citocinas incluem as interleucinas, interferons e TNF. Estas desempenham diversas
funcdes no organismo, como mediagdo e regulacdo da imunidade, inflamacdo e estdo
envolvidas na proliferagdo e diferenciagdo celular (TAYAL; KALRA, 2008).

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria que possui varias fungdes, tais como a indugao
da produ¢do de outras citocinas e mediadores lipidicos da inflamagdo, de proliferagdo,
diferenciagdo celular e apoptose (TRACEY et al., 2008). TNF pode ser encontrado ligado a
membrana celular ou na sua forma soltivel, ambas as formas sdo biologicamente ativas. Embora
as células da linhagem dos monocitos/macrofagos sejam a principal fonte de TNF, em doengas
inflamatorias ela pode ser produzida por uma ampla variedade celular incluindo neutréfilos,

fibroblastos e células endoteliais (BRADLEY, 2008).
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Figura 1—Via de sinalizagdo para a ativagdo do NF-«kB e expressao de genes alvos.
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A ativagdo dos receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) pode resultar na ativacio
de NF-kB que, além de estimular a producdo de varios mediadores inflamatdrios, pode induzir
formacdo de ROS. Com isso, a inibigdo deste mediador € objetivo de varios estudos que
utilizam novos compostos com potencial agdo moduladora da resposta inflamatoria (NIU;
GUO; ZHOU, 2009).

O NO ¢é um poderoso mediador inflamatério, produzido a partir da L-arginina pela acdo
da iNOs e estd envolvido na regulagdo de diversos processos fisiologicos, incluindo
neurotransmisso e eventos do sistema imunolégico. O NO pode ser gerado em excesso durante
a resposta do hospedeiro contra danos causados por patdgenos ou outras substancias, tais como
compostos quimicos, contribuindo na patogénese de varios disturbios inflamatorios incluindo
dano tecidual, choque séptico, e artrite reumatoide (ZHANG et al., 2017; ZHOU et al., 2007).
Portanto, a produgdo de NO induzido por LPS pode refletir o grau de inflamagdo. A inibi¢do da
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producdo de NO por células de defesa pode demonstrar a capacidade destas substidncias em
atuar como possiveis agentes anti-inflamatoérios embora outros mediadores precisem ser
avaliados (CHOI et al., 2008; ZHOU et al., 2007).

A utilizagcdo de substancias que controlam a resposta inflamatoria tais como anti-
inflamatérios esteroidais, estd associada ao surgimento de efeitos adversos, que incluem
transtornos gastrointestinais, alteragdes cardiovasculares, entre outros (SANTOS, 2017;
SARINHO; MELO, 2017), o que incentiva a busca por novos agentes que possam ser eficientes,
trazendo mais beneficios, menos danos e mais acessibilidade a populacao (ANNANE, 2008;
CELLOTTI; LAUFER, 2001).

Portanto, o desenvolvimento de agentes farmacologicos que interfiram na produgdo de
mediadores inflamatdrios, tais como NO, prostaglandinas, NF-kB e citocinas pro-inflamatorias,
sdo cruciais para o controle de processos inflamatorios que sdo mediados pela producao
excessiva e/ou prolongada desses intermediarios por macrofagos e outras células envolvidas na

resposta inflamatoria.

2.3 PROPRIEDADES QUIMICAS E ATIVIDADES BIOLOGICAS DO RODIO

Compostos baseados em rodio tém tido destaque devido as suas interessantes
propriedades quimicas, principalmente no que diz respeito ao seu potencial redox, o que
favorece sua capacidade de ligagdo a biomacromoléculas com alta especificidade, e bioldgicas,
por exemplo, capacidade de interagir com enzimas. Esta perspectiva destaca estudos antigos e
recentes de complexos de rodio que mostram diversas atividades bioldgicas contra varios alvos
(MA etal., 2016; ZHONG ET AL., 2012).

Na forma metélica, o rodio € um elemento de coloracdo prateada, compacto, maledvel,
sendo um dos seis elementos quimicos que constituem o grupo da platina (platina-Pt, paladio-
Pd, iridio- Ir, 6smio-Os, ruténio- Ru e rddio- Rh). E um metal de transi¢do com simbolo quimico
Rh e pertence ao grupo 9 da tabela periddica. Apresenta nimero atomico 45, massa molar 102,9
g.mol’!, densidade 12,45 g.cm™, ponto de fusdo 1964 °C, ponto de ebuli¢io 3995 °C e, portanto,
¢ solido a temperatura ambiente (ALVES; SILVA; GUERRA, 2010).

O rédio metalico € completamente insolivel em todos os acidos, incluindo misturas de
acido nitrico e &cido cloridrico (4gua régia). Entretanto, o negro de rédio produzido por redugao
de sais de rodio € soluvel em dgua régia, 4cido sulfurico concentrado a quente e em acido

cloridrico na presenca de ar. E um metal altamente resistente a corrosdo, nao sofre influéncia
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de acidos fortes, embora quando aquecido, possa reagir com cloro € bromo e ocorrer sua
oxidagdo (ALVES; SILVA; GUERRA, 2010).

Os metais de transi¢ao sao assim definidos, baseado no preenchimento dos niveis
eletronicos dos elementos. Para o rodio, o seu subnivel d, apresenta-se apenas parcialmente
preenchido no atomo neutro ou em seus ions metalicos. Um aspecto muito importante destes
elementos ¢ a existéncia de diversos estados de oxidagdo. A grande maioria dos seus compostos
apresenta-se como elementos trivalentes, apesar de ocasionalmente serem encontrados nos
estados de valéncia +1, +2, +4 ¢ +6 (ALVES; SILVA; GUERRA, 2010).

Para aplicagdes biologicas, o atomo de rdédio trivalente (III) é o mais amplamente
utilizado; nesta configuragdo ambos os elétrons s e um elétron d estdo envolvidos em ligagdes
quimicas. Estes elementos apresentam uma grande tendéncia em formar compostos de
coordenacdo com bases de Lewis, isto €, com grupos capazes de doar um par de elétrons. Esta
capacidade destes elementos para formar complexos estd relacionada com o fato de formarem
ions pequenos com carga elevada, contendo orbitais vazios de baixa energia, capazes de receber
pares de elétrons dos grupos ligantes (ALVES; SILVA; GUERRA, 2010).

Fan e colaboradores (2019) avaliaram o potencial antitumoral do complexo
organometalico contendo Rh (I). Estudos in vitro mostraram que o complexo apresentou
atividade antiproliferativa frente as linhagens de células cancerosas (MCF-7 e HepG2) e além
disso, reduziu o volume do tumor no modelo in vivo em camundongos.

Além da atividade antitumoral, mais recentemente, os complexos de rodio também
foram explorados para aplicagdes anti-inflamatorias. Em 2012, Zhong e colaboradores
desenvolveram o primeiro complexo ciclometalado de Rh (III) com atividade inibidora da
enzima de ativagdo de NEDDS8 (NAE). A NAE ¢ uma enzima que desempenha um papel
andlogo a enzima ubiquitina E1 do sistema ubiquitina-proteassoma, ativando o NEDDS e
mediando a sua posterior transferéncia para Ubc12. Consequentemente, a inibigdo especifica
do NAE poderia modular a taxa de ubiquitinagdo e a subsequente degradacdo de substratos,
como IkBa e p27, estas sdo proteinas que desempenham papéis significativos na replicagao e
reparo do DNA, sinalizagdio de NF-kB, progressio do ciclo celular e inflamagao
(DEBRECZENI et al., 2006; MILHOLLEN et al., 2010; ZHONG et al., 2012).

Moragues e colaboradores (2013) relataram o complexo binuclear de Rh (I) como um
inibidor do NO em macr6fagos RAW 264.7 estimuladas com LPS. Encontrar a reducdo de NO
por esta substancia pode indicar um uso potencial para o tratamento de doengas inflamatdrias,

como a artrite, entre outras.
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Em 2014, Liu e colaboradores sintetizaram uma série de complexos ciclometalados de
Rh (III) e demostraram atividades bioldgicas contra alvos diversos, incluindo enzima e
interacao proteina-proteina. O complexo inibiu a atividade do NF-kB e reprimiu a degradagao
dos substratos como, [kBa e p27 em células de adenocarcinoma colorretal (Caco-2), o que foi
atribuido a sua capacidade de inibir a atividade da NAE em células.

Zhong e colaboradores (2017) sintetizaram e avaliaram in vivo uma nova classe de
compostos ciclometalados de Rh (III) com potentes atividades inibitérias da NAE em
camundongos com doengas inflamatdrias intestinais. Além disso, o complexo diminuiu a
atividade de NF-kB em células Caco-2. Nesse trabalho, a citotoxicidade do complexo em
relacdo as células Caco-2 foi estudada utilizando o ensaio de MTT. O complexo diminuiu o
crescimento celular com um valor ICso de 4,3 uM. O complexo também antagonizou NF-«xB,
que foi relacionada ao acumulo de IkBa induzido pelo complexo de Rh (III). O complexo ainda
inibiu a liberagdo de TNF-a e IL-1p induzido por LPS e nigericina em macrofagos RAW 264.7
de maneira dose-dependente.

Neste mesmo estudo conduzido por Zhong e colaboradores (2017), avaliaram a
potencial utilizagao de compostos de Rh (III) em doencas inflamatorias intestinais. Para isto,
induziram a colite com uma solu¢do de acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfonico em camundongos
C57BL/6. O indice de atividade (DAI) foi determinado pela medida do corpo, perda de peso e
consisténcia das fezes, com valores maiores de DAI correlacionados com sintomas mais graves.
Os camundongos coliticos tratados com o complexo de Rh (III) mostraram uma média DAI
maxima significativamente menor, indicando melhora da doen¢a inflamatoria induzida. Os
complexos reduziram os niveis dos mediadores inflamatérios TNF-a, mieloperoxidase e IL-13
em tecidos do célon dos camundongos tratados (ZHONG et al., 2017).

Considerando os resultados obtidos em estudos anteriores com complexos de Rh (III)
com atividade imunomoduladora, ¢ de grande relevancia explorar as possiveis atividade
biologicas do rddio ndo complexo e desenvolver novos complexos com este elemento, que
poderdo apresentar atividade bioldgica mais acentuada, em funcdo do aumento de sua
biodisponibilidade.

Uma classe de compostos promissores para esta finalidade sdo as ciclodextrinas, que

sdo capazes de formar complexos supramoleculares com diversas substancias.
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2.4 SISTEMAS SUPRAMOLECULARES

A industria farmacéutica tem buscado ampliar e aprimorar o seu arsenal terapéutico
através de inovacgdes tecnologicas que utilizem de nanotecnologias para desenvolver novos
medicamentos ou até mesmo melhorar caracteristicas de medicamentos ja existentes (SANNA
etal., 2013).

Dentro da perspectiva de novas formulagdes, a nanotecnologia surge como um conjunto
de técnicas que permite a manipulacao de objetos e dispositivos em dimensdes moleculares, na
ordem nanométrica, buscando assim utilizar as diferentes propriedades fisico-quimicas que
surgem, quando os materiais se encontram nessa escala, para desenvolver novos dispositivos
tecnologicos com fungdes diferenciadas (SANNA et al., 2013; SANTOS et al., 2019).

Diversos tipos de nanoestruturas sdo empregados pela industria farmacéutica como
método de encapsulamento de farmacos, sendo os principais, os lipossomas (KUMARI et al.,
2014; NII;, ISHII, 2005), nanoparticulas poliméricas (PATEL et al., 2012), nanoparticulas
lipidicas (SOMA et al., 2017) e as ciclodextrinas (CDs) (KURKOV; LOFTSSON, 2013).
Apesar de todos esses métodos estarem bem empregados e aceitos, as CDs tém se consolidado
no mercado farmacéutico devido seu baixo custo, grande disponibilidade e baixa toxicidade
(VENTURINTI et al., 2008). Por esse motivo as associagdes com CDs ja foram estudadas em
iniimeros principios ativos, como dexametasona (LOFTSSON; STEFANSSON, 2002) e
budesonida (DUFOUR et al., 2015), otimizando diversas caracteristicas dos farmacos, como
estabilidade, biodisponibilidade e seguranca.

As CDs sao oligossacarideos ciclicos consistindo de unidades glicosidicas que adotam
uma conformacao em cadeira e estdo unidas entre si através de uma ligagdo C-O-C do tipo a 1-
4. Os tipos de CD’s naturais mais comuns € 0s Unicos utilizados em produtos farmacéuticos sao
a o, Bevy, possuem 6,7 e 8 unidades glicosidicas respectivamente (Figura 2) (KURKOV;
LOFTSSON, 2013).

Figura 2— Estrutura quimica das ciclodextrinas (a, € YCD) naturais.
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No Quadro 1 estdo apresentadas suas principais caracteristicas. Sao produzidas através
da degradacdo enzimatica do amido por uma enzima denominada ciclodextrina glicosil
transferase, presente em alguns tipos de micro-organismos, como o Bacillus (B.) macerans, B.
megaterium, B. circulabs, Micrococcus varians, Klebsiella pneumoniae (HEDGES, 1998;

SAENGER, 1980; THOMPSON, 1997).

Quadro 1—Caracteristicas das principais ciclodextrinas naturais.

CD N° de Altura da Didmetro Didmetro Massa Molar | Solubilidade
Molécula | Interno (Borda | Externo (Borda
Mondmeros superior) superior)
aCD 6 79 A 5,7A 13,7 A 972,8 g/mol | 149,2 mmol/L
BCD 7 7,9 A 7,8 A 153 A 1135,0 g/mol | 16,3 mmol/L
yCD 8 7,9 A 9,5 A 16,9 A 1297,1 g/mol | 178,8 mmol/L

Fonte: Adaptado de SAENGER, 1980; THOMPSON, 1997.

A estrutura das CDs foi elucidada por estudos de raio X, onde foi observado a disposigao
espacial das unidades de glicopiranose, com conformacao em cadeia (Figura 3) e assemelha-se
a um cone truncado (Figura 4), possui uma cavidade capaz de receber diversas substancias em
seu interior (DEL VALLE, 2004; KURKOV; LOFTSSON, 2013). O tamanho desta cavidade
varia com o tipo de CD, pois o nimero de unidades glicosidicas determina o didmetro interno

e o volume do orificio (DEL VALLE, 2004).

Figura 3— Representagdo estrutural de uma unidade glicosidica na conformagao de cadeira.
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Figura 4— Representagdo esquematica da estrutural funcional das ciclodextrinas.
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Fonte: Adaptado de DEL VALLE, 2004.

O interior da cavidade ¢ delimitado pelo alinhamento dos 4tomos de hidrogénio ligados
aos carbonos C3 e C5 e pelo oxigénio da ligagdo éter C1-O1-C4. O par de elétrons ndo ligante
do oxigénio das ligagdes glicosidicas esta orientado para o interior da cavidade produzindo uma
elevada densidade eletronica conferindo-lhes algum carater de base de Lewis. Além disso, a
cavidade central das CDs ndo se encontra vazia, estando ocupada por moléculas de dgua. Essas
moléculas de dgua presentes na cavidade das CDs podem formar liga¢des de hidrogénio com
os grupos presentes na cavidade (PROCHOWICZ et al., 2016; PROCHOWICZ;
KORNOWICZ; LEWINSKI, 2017).

Entretanto, devido a tensdo do anel, essas interagcdes nao sao totalmente satisfeitas,
resultando em liga¢des de hidrogénio andmalas e de alta energia em relacdo as ligagdes de
hidrogénio convencionais. Esse confinamento desfavoravel das moléculas de 4gua na cavidade
das CDs, somadas a presenca dos grupamentos C-H, fazem com que essa regido da molécula
apresente um carater hidrofobico (SAENGER, 1980; THOMPSON, 1997).

A face externa das CDs ¢ composta por um maior numero de hidroxilas (OH), essas
hidroxilas atribuem a esta regido um carater hidrofilico pela possibilidade de formagdo de
ligacdes de hidrogénio e se solubilizam com a dgua. Essa disposi¢do espacial das CDs resulta
em ambientes com polaridades distintos em uma mesma molécula, ou seja, podendo entdo ser
consideradas moléculas anfifilicas (KURKOV; LOFTSSON; 2013).

Dentre as CDs naturais, a BCD ¢ a mais utilizada em formulagdes farmacéuticas devido
ao tamanho da sua cavidade, podendo assim acomodar uma grande quantidade de moléculas

em seu interior, além de apresentar a melhor relagdo custo-beneficio em relacdo as outras
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moléculas disponiveis comercialmente (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007; LOFTSSON;
DUCHENE, 2017).

Apesar dessas vantagens a PCD apresenta menor solubilidade devido ao
comprometimento dos grupos hidroxilicos secunddrios em ligagdes de hidrogénio
intramoleculares. Estas intera¢des tornam a estrutura rigida e impedem a sua hidratagao pelas
moléculas de dgua (KURKOV; LOFTSSON, 2013). Baseado no grande interesse de sua
utilizagdo e nas limitagdes impostas pela reducao da solubilidade, a partir das CD’s naturais foi
possivel introduzir modificagdes quimicas nos grupos hidroxilicos primarios e secundarios, por
intermédio da ligagdo de diversos grupos funcionais, e assim melhorar a solubilidade, a
toxicidade e aumentar a capacidade de inclusdo de seus derivados. Os derivados de CD’s podem
ser obtidos, principalmente, pela substituicdo com grupos metila, sulfobutila e hidroxipropila
(LOFTSSON; BREWSTER, 2012).

A hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD) (Figura 5) deriva-se da substitui¢do dos
grupos hidroxilicos em C2, C3 e C6 por substituintes 2-hidroxipropil. A derivagdo das CD’s
naturais oferece eficiéncias de complexac¢do, geralmente superiores, devido ao prolongamento
do espago hidrofobico da cavidade das CD’s, promovido pela introdug¢do dos substituintes
(KURKOV; LOFTSSON, 2013). Os derivados hidroxipropilicos  apresentam
hidrossolubilidade elevada e menor higroscopicidade quando comparados a CD’s de origem e,
por esse motivo, na presenca de umidade, dissolvem-se na 4gua adsorvida (LOFTSSON;

BREWSTER, 2012; KURKOV; LOFTSSON, 2013).

Figura 5— Estrutura quimica da HPRCD.
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A estrutura de cone truncado oco das CD’s, abertas em ambas as extremidades, e rica
em grupos hidroxilicos em sua fase externa permite a inclusdo de uma ampla variedade de
moléculas, como moléculas hidrofébicas, moléculas organometalicas e ions metélicos. A
associacao das moléculas hospedeiras (CD) com hospedes (farmacos) resulta na formagao de
complexos de farmaco-ciclodextrinas (PROCHOWICZ; KORNOWICZ; LEWINSKI, 2017).

As caracteristicas do complexo final formado sdo dependentes das propriedades do
hospede a ser complexado e das interagdes de associagdo estabelecidas entre eles. Diversas
estruturas podem ser obtidas, como complexos de inclusao (CI) (KURKOV; LOFTSSON,
2013), quando as CDs recebem em suas cavidades, moléculas organicas ou organometalicas;
ou ainda, compostos de coordenagdo (CC), quando as CDs interagem diretamente com centros
metalicos (PROCHOWICZ; KORNOWICZ; LEWINSKI, 2017).

De acordo com a defini¢gdo, CI sdo estruturas supramoleculares formadas por duas ou
mais moléculas distintas que se auto-organizam sem que alguma delas perca sua identidade
quimica (LOFTSSON; DUCHENE, 2007). Diversas forgas intermoleculares estdo envolvidas
na formagdo do CI e contribuem para a estabilizagdo dos mesmos, sendo elas interacdes
eletrostaticas, forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e forgas hidrofobicas. Na
formagao destes complexos, as moléculas de 4agua do interior da cavidade das CDs sdo
substituidas pelas moléculas da substancia hospede, mais hidrofobicas, obtendo uma associagao
mais energeticamente favoravel (KURKOV; LOFTSSON, 2013).

Conforme citado, complexos de coordenagdo entre CDs e metais (M) surgem como
resultado de um novo modelo supramolecular de organizagdo das CDs, onde as moléculas
interagem diretamente com metais solvatados ou com centros metalicos complexados a algum
ligante. Nestes complexos as CDs atuam como ligantes de coordenagdo, e a complexagdo €
impulsionada por vérios fatores, sendo o principal, a formacdo da ligagdo covalente M-CD,
além das forcas de Van der Waals, e fatores entropicos de solvatacdo/dessolvatagdao
(PROCHOWICZ et al., 2016; PROCHOWICZ; KORNOWICZ; LEWINSKI, 2017).

Os complexos de coordenacdo de CDs com compostos organometalicos sdo mais
explorados em relagdo a complexagdo direta com centros metéalicos, uma vez que a reagdo de
complexagdo ¢ a que mais se aproxima dos métodos de obtencdo de CI convencionais, onde a
interacao entre as moléculas ¢ estabelecida baseada na capacidade das CDs em alojar uma parte
apolar do composto em sua cavidade hidrofébica interna, enquanto sua fase externa rica em OH
secundarias interage com o ion metalico do composto, formando assim um complexo de
coordenacdo organometalico. A revelagdo da ligacdo do ion metélico diretamente aos grupos

OH da fase externa da CD impulsionaram as pesquisas para obten¢ao de novos complexos,
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onde o ion metalico esteja ligado diretamente na CD (PROCHOWICZ et al., 2016;
PROCHOWICZ; KORNOWICZ; LEWINSKI, 2017).

As CD possuem na sua fase externa um grande nimero de OH primarias e secundarias
que podem fornecer variados locais de coordenagdo para quelar ions metalicos e formar
ligagdes covalentes, onde os grupos OH podem ser desprotonados e agir como nucleofilos.
Varios complexos podem ser formados, desde sistemas monoméricos e dinucleares, complexos
tipo sanduiche homo e heterométalico até estruturas cilindricas. O carater do ion metalico, o
método de preparacdo utilizado e a estabelecimento de ligacdes de hidrogénio intra e/ou
intermoleculares podem influenciar no modo de agregacdo e arranjo supramolecular dos
complexos metalicos resultantes (PROCHOWICZ et al, 2016; PROCHOWICZ;
KORNOWICZ; LEWINSKI, 2017).

A estrutura basica de complexo com metal de transi¢do consiste de um ion metalico
central ligado via ligacdo covalente a um ou mais compostos organicos, podendo adotar
diversas geometrias, dependendo do nimero de coordenacdo do ion metalico (LEUNG et al.,
2015). Nos complexos do tipo sanduiche homo metélico (Figura 6), o ion metélico € conectado
por duas CDs através dos atomos de oxigénios desprotonados. Por sua vez, reagdes de sais
metalicos com CDs na presenga de ions metalicos alcalinos (Li*, Na*, K") favorece a formagao
de complexos do tipo sanduiche hetero metalicos, onde a distribui¢cdo de ions metalicos pode
aparecer em diferentes padrdoes dependendo do niimero de sitios de coordenacdo em uma
molécula de CD e o carater dos ions auxiliares utilizados. Analises estruturais revelaram que os
complexos do tipo sanduiche podem formar diversos tipos de arquiteturas supramoleculares,
variando de estruturas fechadas n3o porosas a redes em camadas mais estendidas

(PROCHOWICZ et al., 2016; PROCHOWICZ; KORNOWICZ; LEWINSKI, 2017).

Figura 6 — Representacdo esquematica da formagdo do complexo do tipo sanduiche homo metalico.

CC do tipo Sanduiche

CD Ton metalico homo metalico

Fonte: Adaptado de PROCHOWICZ et al., 2016.

Legenda: CD: ciclodextrinas; CC: complexo de coordenacgdo.
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A coordenacdo de ions metalicos por BCD foi amplamente investigada por Matsui e
colaboradores (MATSUI; KURITA; DATE, 1972; MATSUI et al., 1975). Estes autores
relataram a preparacao dos complexos de Cobre (II) (Cu (II)) com BCD em meio alcalino com
base em estudos espectroscopicos. A evidencia do estabelecimento de ligagcdes covalentes entre
o Cu (II) e BCD foi demostrada com base em estudos de dicroismo circular, mudancas
significativas observadas nos espectros do complexo de Cu (II)/BCD sugeriram o
estabelecimento de ligagdao covalente entre o ion metalico Cu (II) e os grupos OH das CDs.
Entretanto, apenas nimeros limitados de complexos metalicos com BCD estruturalmente
caracterizados sao relatados na literatura.

No processo de complexacdo, a constante de equilibrio (K¢q) do complexo ¢ um
parametro de alta relevancia, pois através da mesma ¢ possivel inferir o grau de afinidade e
ligacdo entre as duas espécies. Os valores considerados adequados para aplicagdes do complexo
em sistemas bioldgicos variam entre 50 e 20000. Complexos poucos estaveis (Keq < 50)
apresentam como problema uma liberagdo muito rapida da substancia, enquanto que os muitos
estaveis (Keq > 20000) apresentam dificuldades na liberagdo, apesar da resposta bioldgica
somente poder ser atestada mediante ensaios biologicos (DEL VALLE, 2004).

O processo de complexagdo ¢ geralmente espontaneo. Porém, como a constante pode
ser baixa, ¢ interessante aumentar a eficiéncia de encapsulamento através da remog¢do do
solvente. Assim, a producdo de complexos de inclusdo ou coordenagdo com maior efici€éncia
pode ser realizada pelo método de coprecipita¢do seguida de liofilizagdo, na qual a substancia
hospede ¢ adicionada a uma solu¢do de CDs que se encontra sob agita¢do. Posteriormente, o
complexo formado € recolhido e o solvente removido, por exemplo, pelo método de liofilizagao
(PASSOS et al., 2012).

A formacdo dos complexos implica em alteragdes em variadas caracteristicas fisico-
quimicas das moléculas hospedes, que facilitam suas aplicagdes em sistemas bioldgicos. Como
exemplo de melhorias ¢ relevante citar o aumento da estabilidade quimica, frente a degradagado
(no caso de moléculas organicas) ou oxidagdo (de metais) induzida pela temperatura ou
radiagdo ultravioleta, além disso, inibicdo do cheiro e/ou sabor indesejado e liberacao
modificada da substancia (DEL VALLE, 2004; LOFTSSON; BREWSTER, 2012).

Para a avaliagdo dessas alteracdes fisico-quimicas dos complexos formados empregam-
se algumas técnicas analiticas de caracterizacao de biomoléculas, tais como analise térmica
diferencial (DTA), calorimetria de varredura diferencial (DSC), andlise termogravimétrica

(TGA), calorimetria isotérmica de titulacdo (ITC), técnicas espectroscopicas na regido do
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infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN), além de técnicas de equilibrio de
fases como solubilidade.
Diante do exposto, os complexos de rodio (IIT) com BCD e HPBCD foram sintetizados,

caracterizados e avaliados em relagdo ao seu potencial imunomodulador.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar o potencial imunomodulador in vitro e in vivo do rodio

(IIT) e dos complexos de coordenacao de rodio (IIT) com ciclodextrinas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar os complexos de rodio (III) com P-ciclodextrina (Rh(IIT)/BCD) e
hidroxipropil-p-ciclodextrina (Rh(III)/HPBCD);

e Avaliar as intera¢des intermoleculares entre as ciclodextrinas e o rédio (III) no estado
solido por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR);

e Avaliar a estabilidade térmica dos complexos de coordenacdo por andlise
termogravimétrica (TGA) e termogravimetria derivada (DTG) e andlise térmica
diferencial (DTA);

e Avaliar as interagdes intermoleculares entre as ciclodextrinas e o rodio (III) em solugao
aquosa por ressonancia magnética nuclear de 'H (RMN 'H);

e Avaliar a estrutura supramolecular dos complexos, por medidas de espalhamento de luz
dindmico (DLS) e potencial zeta (PZ);

e Determinar os parimetros termodinimicos de complexagdo (entalpia- AH’, entropia-
TAS?, energia livre de Gibbs- 4G e constante de equilibrio- K.,), através da técnica de
titulagao calorimétrica isotérmica (ITC);

e Verificar a viabilidade de macrofagos RAW 264.7 e J774A.1 tratados com o rodio (I1I)
e com os complexos de coordenagdo (Rh(III)/BCD e Rh(IIT)/HPBCD);

e Dosar 6xido nitrico no sobrenadante de cultura de macrofagos RAW 264.7 e J774A.1
tratados com o rédio (III) e com os complexos de coordenagdo (Rh(II)/BCD e
Rh(IIT)/HPBCD);

e Avaliar a expressdao de NF-kB em macréfagos RAW 264.7 e J774A.1 tratados com o
rodio (III) e com os complexos de coordenacdo (Rh(III)/BCD e Rh(III)/HPBCD) por
citometria de fluxo;

e Avaliar o edema de pata induzido pela carragenina em camundongos BALB/c tratados

com o rodio (IIT) e com os complexos de Rh(IIT)/BCD e Rh(II1)/HPBCD;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAS-PRIMAS E REAGENTES UTILIZADOS

A BCD e HPBCD foram obtidas da Cerestar Company (Hammond, Indiana, USA). Os
reagentes quimicos RhCls, D>O, brometo de potassio, dimetilsulfoxido, corante MTT, meio de
cultura RPMI-1640, soro bovino fetal, penicilina/estreptomicina, tripsina, reagentes para NO e
carragenina foram adquiridos das empresas idoneas Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e
Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O kit para deteccdo do NF-kB por citometria de fluxo foi
adquirido da empresa BD Biosciences Pharmingen (Sdo Diego, CA, USA). A linhagem de
macrofagos murinos RAW 264.7 foi cedida pelo Centro de Tecnologia Celular e Imunologia
Aplicada (Imunocet —UFJF), e o macrdéfago J774A.1 foi adquirido no Banco de Células do Rio
de Janeiro (BCRJ).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Com o intuito de facilitar a compreensao do trabalho, elaboramos um fluxograma no qual
estdo apresentadas as etapas de sintese, caracterizacdo e os ensaios biologicos realizados
(Figura 7). Para o melhor desenvolvimento do trabalho o mesmo foi estruturado em duas partes,
sendo elas a etapa de sintese e caracterizacdo ¢ a fase de ensaios bioldgicos. Na etapa de
caracterizagdo dos complexos de coordenagdo, as andlises foram divididas de acordo com o
estado fisico do sistema. Os ensaios biologicos também foram divididos em ensaios in vitro e

in vivo.

4.3 PREPARO DOS COMPLEXOS DE COORDENACAO E MISTURAS MECANICAS

Os complexos de coordenacdo foram obtidos por reagdo espontdnea entre os
precursores, utilizando quantidades equimolares, 5 mM do Rh (III) e 5 mM de cada
ciclodextrina (BCD e HPBCD). Apos a mistura, os compostos foram congelados a - 20 °C e
liofilizados, de maneira similar ao realizado para preparar complexos de inclusdo convencionais
(PASSOS et al., 2012). Esta proporgao foi escolhida apos a determinagdo da estequiometria por
Calorimetria Isotérmica de Titulacdo, citado no item 6.1.3; e apds caracterizagdo coloidal por

titulagdes por Espalhamento de Luz Dinamico, Potencial Zeta e Condutimetria, citada nos itens
6.1.3-6.1.6.
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Em béqueres separados, foram preparadas solugdes aquosas do cloreto de Rh (III) e
ciclodextrinas na mesma concentracdo molar. A solucdo da molécula hospede foi adicionada
as solugdes de ciclodextrinas e mantidas sob agitacdo por 24 horas. As solugdes formadas foram
congeladas a - 20 °C e, posteriormente liofilizadas por 4 dias.

As misturas mecanicas (MM) contendo Rh (III) e ciclodextrinas foram preparadas na
proporcao molar de 1:1. Apos pesados, o Rh (IIT) e as CDs foram homogeneizados em grau de
porcelana com auxilio de pistilo, posteriormente foram acondicionados em microtubos e
armazenados a - 4 °C. Esta MM foi utilizada para comparagao nas analises no estado solido

(PASSOS et al., 2012).



Figura 7—Fluxograma de desenvolvimento da pesquisa.
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4.4 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

4.4.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho (IV) médio (4000 a 400 cm™) das CDs, das
misturas mecanicas (MM) e dos complexos de coordenagdo (CC) foram registrados em
equipamento de infravermelho da PerkinElmer, com transformada de Fourier, modelo
Spectrum Two™, a partir de pastilhas de Brometo de potassio (KBr). Os espectros foram
obtidos como a média de 16 varreduras consecutivas, com resolucdo de 2 cm™ e intervalo de
onda de 4000 a 400 cm™'. Para aquisi¢do e processamento dos espectros foi utilizado o programa
PerkinElmer Spectrum ES (versdo do aplicativo: 10.03.08.0133). Os dados foram exportados
para o Microcal Origin 9.0 para edi¢do (PASSOS et al., 2012).

4.4.2 Andlise Térmica: termogravimetria (TGA) e andlise térmica diferencial (DTA)

As Analises Termogravimétricas (TGAs) e Analises Térmicas Diferenciais (DTAs) para
o cloreto de rédio (RhCl; (III)), CDs (BCD e HPBCD), complexos de coordenacdo e as
respectivas misturas mecanicas (MM’s) foram realizadas no modulo termoanalitico da Hitachi
STA7200RV. Os experimentos foram conduzidos com rampa de temperatura de 30 °C a 900
°C e uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, com massa aproximada de 5,0 mg do composto a
ser analisado em cadinho de platina. Como referéncia, foi utilizado o cadinho de platina vazio.
Os dados foram exportados para o Microcal Origin 9.0 para edi¢do (adaptado de PASSOS et
al., 2012).

4.4.3 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de 'H (RMN de 'H)

As andlises de RMN de 'H do Rh (III) puro, das CDs e dos CC’s foram adquiridos
utilizando um espectrometro Brucker DRX4000- série AVANCE, a 400 MHz, no Departamento
de Quimica da UFMG. As amostras foram dissolvidas em oxido de deutério (D»0O). Os

espectros foram editados utilizando o programa MestReNova® 12.0 (PASSOS et al., 2013).
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4.4.4 Titulagoes calorimétricas isotérmicas (ITC)

Os parametros termodinamicos envolvidos na formagao dos complexos de coordenagao
em solugdo foram determinados a partir da titulacdo calorimétrica isotérmica envolvendo o
ligante Rh (III) e as CDs, a 25 °C. O experimento foi realizado utilizando um Microcalorimetro
VP-ITC da Microcal e os seguintes pardmetros experimentais: rotacdo de 300 rpm, tempo de
injecdo de 2 segundos, tempo de equilibrio de 5 minutos, 41 injecdes automaticas de 5 pLL de
titulante e 1,5 mL do titulado. Temperatura dos experimentos 25 °C, rotagao de 300 rpm. A
primeira injecdo de 1 pL foi descartada a fim de eliminar os efeitos de difusdo de material da
seringa para a célula e vice-versa. O titulante consistiu na solu¢do aquosa do Rh (III) a 60.0
mM, e o titulado foi a solugao das CDs a 4,0 mM no mesmo solvente. Apos os experimentos,
as curvas de titulacdo foram subtraidas dos respectivos brancos no objetivo de se eliminar
matematicamente os efeitos de interagdo dos compostos com o solvente. Os experimentos
foram realizados em duplicata e o tratamento dos dados executado com o auxilio do programa

Microcal Origin 9.0 (PASSOS et al., 2013).

4.4.5 Fotometria de espalhamento de luz dinamico (DLS) e Potencial zeta (PZ)

O comportamento supramolecular dos complexos Rh(III)/BCD e Rh(III)/HPBCD foi
avaliado por medidas de didmetro hidrodinamico (Dn) por espalhamento de luz dindmico
(DLS). Os experimentos foram realizados em um modulo fotométrico de DLS, Zetasizer Nano
7590 da Malvern, a 25° C +1,0 °C, com termostatizagdo via sistema Peltier. As amostras foram
inseridas em cubetas de polietileno de 1 cm de caminho 6ptico, padrao Malvern, e submetidas
a um feixe de luz monocromatico (Laser He-Ne de 4mW e comprimento de onda de 633 nm),
com intensidade de luz espalhada e medida a 90°. O Dy foi determinado pela média de cinco
medidas independentes, cada uma delas obtidas a partir da média de 5 contagens. Para os
experimentos, foram preparadas solugdes aquosas na concentragao de 60 mM para Rh (III) e 4
mM para as CDs. A seguir, foram realizadas 25 injec¢des (10 injecdes de SuL e 20 injegdes de
10 uL) do Rh (IIT) a 60 mM em 1,5 mL da solug@o das CDs a 4 mM (adaptado de SOUSA et
al., 2012). O tratamento dos dados foi executado com o auxilio do programa Microcal Origin
8.0.

Na determinagdo do potencial zeta (ZP) das estruturas supramoleculares, foram
preparadas solucdes similares as utilizadas no experimento de tamanho hidrodindmico,

anteriormente citado. As solugdes foram adicionadas a uma cubeta de polietileno, a qual ¢
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imersa a célula de medida (Dip Cell) e avaliada pelo modulo Zetasizer Nano-ZS 90 através da
técnica de micro-eletroforese laser-doppler (MELD), com angulo de espalhamento de luz a
173° ¢ DDP alternada 10 V, a partir dos valores de mobilidade eletroforética, calculado pelo
modelo de Smoluchowski (adaptado de SOUSA et al., 2012). O valor final do potencial zeta
foi calculado como a média de 5 medidas independentes com 5 contagens cada e o tratamento

dos dados foi executado com o auxilio do programa Microcal Origin 9.0.

4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.5.1 Etapa in vitro

4.5.1.1 Cultura de RAW 264.7 ¢ J774.A1

Macrofagos murinos RAW 264.7 e J774A.1 foram cultivados em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado com 10 % de soro bovino fetal, 1 % de
aminoacidos essenciais € 0,5 % de solucdo penicilina/estreptomicina (10.000 UI/mL, 10.000
mg/mL, respectivamente). Apos atingirem confluéncia, as garrafas foram raspadas e as células
colocadas em placas de 96 pogos na concentragio de 2 x 10° células/mL para o ensaio de
viabilidade por MTT e dosagem de NO pelo método de Griess, e 1 x 10° células/mL para anélise
de expressdo de NF-kB. As células foram entdo incubadas em atmosfera timida de 5 % de CO»

a37°C (CASTRO et al., 2012).

4.5.1.2 Avaliacao da citotoxicidade do Rh (III) e dos complexos de coordenagao em macrofagos

RAW 264.7 e J774A.1

A viabilidade dos macréfagos RAW 264.7 e J774.A1 foi determinada pelo método
colorimétrico do MTT (corante Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide- Sigma, St, Louis, MO,
USA). Para o teste, apos o tempo de tratamento de 03 e 48 horas, os sobrenadantes da cultura
celular de macrofagos tratados com Rh (III), ciclodextrinas puras (BCD ou HPBCD) e
complexos de coordenacao (Rh(IIT)/BCD ou Rh(III)/HPBCD) nas concentragdes de 300 uM,
100 uM e 50 uM foram descartados e a seguir 100 pL. de RPMI-1640 foram adicionados em
todos os pogos, e por fim adicionados 10 puL da solucdo de MTT (5 mg/mL). As placas foram
incubadas a 37 °C em estufa com 5 % de CO». Transcorrido o periodo de 4 horas a reagdo foi

finalizada com a retirada do meio de cultura e adicao de 100 uL de DMSO. A leitura foi feita
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em leitor de microplaca Multiskan™ FC Microplate Photometer (adaptado de CASTRO et al.,
2012) com comprimento de onda de 570 nm. Os dados foram inseridos e analisados no
programa Prism 6.0 (GraphPad) e considerados significantes quando p < 0,05 (adaptado de
CASTRO et al., 2012).

Para a determinacao do ICso, valor da concentragdo que inibe o crescimento celular em
50 % comparado ao grupo ndo tratado, foram testadas concentragdes de 1200 uM, 600 uM, 300
uM, 100 uM e 50 uM dos compostos.

4.5.1.3 Determinacgdo da producdo de 6xido nitrico (NO) por macrofagos RAW 264.7 e J774A.1

tratados com o Rh (III) e com complexos de coordenacao

A concentracdo de NO (indiretamente determinada pela dosagem de nitrito) foi medida
pelo método de Griess (TSIKAS, 2007), no sobrenadante de 48 horas de cultura de macrofagos
RAW 264.7 ¢ J774 A.1 estimulados com LPS (10 pg/mL) e IFN-y (9 ng/mL) e tratados com
Rh (ITI), CDs ou complexos de coordenagdo nas concentracdes de 300 uM, 100 uM e 50 uM.
Para controle foram utilizadas células estimuladas ndo tratadas e células ndo estimuladas e ndo
tratadas.

Para realizac¢do do teste 100 pL do sobrenadante de cada pogo foram transferidos para
placas de 96 pogos, posteriormente foi acrescentado igual volume de reagente de Griess (1 %
de sulfanilamida, 0,1 % de N-(1-naftil)-etileno diamina hidroclorida, 5 % H3POa, Sigma, St,
Louis, MO, USA). A produgao de nitritos foi quantificada pela comparagdo com uma curva
padrao com diferentes concentragdes de nitrito de sodio (NaNQOy). A absorbancia medida a 540
nm. A porcentagem de producdo de NO foi calculada levando em consideragdo o controle de

producado, células ndo tratadas e estimuladas com LPS e IFN-y (CASTRO et al., 2012).

4.5.1.4 Avaliagdo da expressao de NF-kB por macrofagos RAW 264.7 e J774A.1 tratados com

Rh (IIT) e com os complexos de coordenagdo por citometria de fluxo

Para a andlise da expressdo de p65 (indiretamente NF-«kB) as células foram cultivadas
na presenca ou auséncia do rodio (III) puro, CDs ou CCs nas concentragoes de 300 uM, 100
uM e 50 uM. A cultura de macréfagos RAW 264.7 ou J774A.1 (1 x 10% células/mL)
estimulados ou ndo com LPS (10 pg/mL) e IFN-y (9 ng/mL) foram mantidas por 3 horas
(PATIL et al., 2015). Transcorridos os tempos de cultura as células foram removidas e a

marcagdo de NF-kB processada conforme o kit do fabricante (NF-KPA-B (PS529)-PE 558423,
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BD, Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA), as células foram adquiridas no FACS

Verse e analisadas no software FCS express.

4.5.2 Etapa in vivo

4.5.2.1 Avaliagdo do efeito do Rh (III) e dos complexos de Rh(IIT)/BCD e Rh(III)/HPBCD no

modelo in vivo da indugdo de edema de pata de camundongos pela carragenina

4.5.2.2 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c fémea, com peso médio de 25
gramas, 6 a 8 semanas de idade e fornecidos pelo Nucleo de Experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno
com cama de maravalha de pinus autoclavada, sendo 05 animais por gaiola de 30,5 cm de
comprimento x 19,7 cm de largura x 20 cm de altura em estantes ventiladas, com exaustdo do
ar. Receberam agua filtrada e clorada e rag@o propria industrializada da marca NUVILAB-CR1,
disponiveis a vontade. Todo experimento foi conduzido de acordo com os principios do Codigo
de Etica Brasileiro para Utilizagdes de Animais de Laboratério. Experimentagio aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Animais da Universidade Federal dos Vales de Jequitinhonha

e Mucuri — campus Mucuri (Protocolo 01/2019R).

4.5.2.3 Preparacao e utilizagdo dos compostos para teste in vivo

O Rh (II), os complexos de Rh(II)/BCD, Rh(III)/HPBCD e a dexametasona 2
mg/comprimido, foram diluidos em tampao fosfato-salino (PBS). O Rh (III), e os complexos

foram testados na concentracdo de 5 mg/Kg (ZHONG et al., 2016).

4.5.2.4 Indugdo do edema em pata de camundongo através da inocula¢do de carragenina e o

tratamento com o Rh (III) e com os complexos de Rh(III)/BCD e Rh(III)/HPBCD

Inicialmente os camundongos foram pesados, divididos em sete grupos (n= 5
animais/grupo), conforme descrito abaixo (Quadro 2), e suas patas medidas com paquimetro (0
h). Animais tratados com dexametasona foram utilizados pela conhecida atividade anti-

inflamatéria (ABRAHAM et al., 2006). Trinta minutos antes da inducao do edema nas patas,
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os camundongos foram tratados por via intraperitoneal (100 uL) com PBS, dexametasona (0,5
mg/kg), com Rh (III) (5 mg/Kg), com BCD (5 mg/Kg), com HPBCD (5 mg/Kg), com
Rh(III)/BCD (5 mg/Kg), ou com Rh(III))HPBCD (5 mg/Kg). A carragenina (2,5 %) foi
dissolvida em PBS, e 20 uL foi injetado no coxim plantar da pata esquerda e 20 uL de PBS no
coxim plantar da pata direita como controle de fidelidade. Os camundongos foram divididos

em 7 grupos experimentais (n = 5 animais/grupo):

Quadro 2 —Divisao dos grupos dos camundongos BALB/c e os respectivos tratamentos.

Grupo Tratamento
I Induzido com carragenina (2,5 %) e tratado com PBS
II Induzido com carragenina (2,5 %) e tratado com dexametasona (0,5 mg/kg)

I Induzido com carragenina (2,5 %) e tratado com Rh (III) (5 mg/Kg)

v Induzido com carragenina (2,5 %) e tratado com BCD (5 mg/Kg)

A% Induzido com carragenina (2,5 %) e tratado com HPBCD (5 mg/Kg)

VI Induzido com carragenina (2,5 %) e tratado com Rh(IIT)/BCD (5 mg/Kg)
VII Induzido com carragenina (2,5 %) e tratado com Rh(III)/HPBCD) (5 mg/Kg)
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

As patas direitas e esquerdas foram medidas 1, 2 e 3 horas apds a inje¢do da carragenina,
e a diferenga entre as patas calculada pela formula: [Edema pata (mm)] = [medida pata injetada
com carragenina (mm) — medida pata injetada com PBS (mm)]. As patas foram medidas com
medidor de espessura digital (serie 547; 7300, Mitutoyo, Japao). Os camundongos foram

eutanasiados sob anestesia intraperitoneal apos a 4 hora de leitura.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados sdo representativos de pelo menos trés experimentos
independentes e sdo mostrados como média + erro padrdo. Os dados foram inseridos e
analisados no programa Prism 6.0. A significancia de diferenga foi analisada pelo teste de

Kruskal-Wallis e considerados significantes quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE COORDENACAO

5.1.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

A espectroscopia de absor¢ao na regidao do infravermelho (IV) € uma técnica importante
na caracterizagdo de moléculas no estado sélido. E capaz de detectar as variagdes do momento
de dipolo elétrico das ligagdes quimicas decorrente dos movimentos vibracionais. A técnica ¢
sensivel aos diferentes tipos de vibragdes entre os &tomos de uma molécula de acordo com suas
ligagdes interatomicas (FORATO et al., 2010).

No processo de formagdo de complexos de coordenacio, moléculas se conectam através
de ligagdes quimicas (fortes) e interagdes intermoleculares (fracas), as quais alteram a
distribuicdo eletronica sobre os nucleos atdmicos envolvidos. Como consequéncia, podem
ocorrer alteracdes no momento de dipolo das ligacdes ou grupos funcionais destas moléculas.
Essas alteragdes podem provocar aumento ou reducao da intensidade de absor¢do das bandas,
restri¢do ou intensificacdo do movimento vibratdrio refletindo no espectro de IV como reducao
da intensidade, deslocamento ou supressio de bandas (SUAREZ et al., 2014). Diante do
exposto, foram identificadas as interagdes entre o Rh (III) e as CDs no estado sélido, através da
comparagao dos espectros de FTIR das CDs, das MM e dos complexos de coordenacao.

Na Figura 8 estdo representados os espectros de IV do Rh (III), da BCD, da MM e do
complexo de Rh(III)/BCD na regido de 4000 a 400 cm™ em KBr; enquanto que na Figura 9, os
correspondentes espectros para o sistema Rh(III)/HPBCD . Na Tabela 1 estdo apresentadas as
principais bandas observadas para a fCD, MM e Rh(III)/BCD, enquanto que na Tabela 2 estao
apresentados resultados similares para o sistema Rh(IIT)/HPBCD.

Conforme observado nas Figuras 8 € 9, o espectro referente ao Rh (III) praticamente
ndo apresenta bandas de absor¢@o na regido do infravermelho médio, e as bandas de absor¢ao
apresentadas em 3427 cm! e 1628 cm™! sdo referentes ao estiramento O-H e deformacio
respectivamente, de moléculas de dgua de hidratagao.

Para ambos os sistemas, a MM foi preparada para demostrar que o complexo de
coordenacdo apresenta caracteristicas fisico-quimicas diferentes do que ¢ observado em apenas
uma mistura dos dois compostos isolados, sendo necessario um tempo de contato entre as

espécies em solucdo, para que a interagao ocorra.
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Figura 8—Espectros de infravermelho do Rh (III), BCD, MM e Rh(III)/BCD na regiao de 4000
a 400 cm™ em KBr.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: Rh (III): rodio (II); BCD: B-ciclodextrina; MM: mistura mecanica; Rh(III)/BCD: complexo

de coordenacao rodio(I1I)/B-ciclodextrina; KBr: brometo de potassio.

Na Figura 8, o espectro da BCD esta de acordo com o registro da literatura, sendo
possivel observar suas bandas caracteristicas com principais absor¢des em 3396 cm!, 2928 cm
11635 cm™', e 947 cm™ associadas ao estiramento OH, estiramento C-H, vibracdo C-O e
vibragdo envolvendo a ligagdo a-1,4 respectivamente (YUAN; LIU; LIU, 2015).

Na MM ocorreram mudancgas significativas nas posi¢cdes das principais bandas
observadas para a BCD isolada (Tabela 1). O perfil observado pode ser justificado pelo fato de
que mesmo no estado solido € possivel que ocorra interagdo entre as moléculas. No espectro do
Rh(IIT)/BCD ¢ possivel observar modifica¢des das bandas, tais como reducdo da intensidade de
absor¢io da banda da BCD a 3396 cm™ e 2928 cm™!, devido ao estabelecimento de um novo
padrio de ligagdes; atenuagiio das bandas em 1635 cm™ e 947 cm’! da BCD. Estas alteragdes
sugerem que o complexo de coordenagao foi formado, pois a presenga do Rh (III) ligado a fase
externa da BCD promove a saida de moléculas de dgua e reduz o niimero de ligacdes de

hidrogénio.
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Tabela 1- Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho do Rh (III), BCD, MM

e Rh(IIT)/ BCD.
Composto | vo-n)/ cm™ vc-n), CHz e CH3 | d0-n, 4gua de hidratacido | Vibracio do anel piranose
/ em!
/em™! / em™

RhCl5.6H,O - - 1613 -

BCD 3396 2928 1635 1158; 1028

MM 3396 2920 1643 1154; -
Rh(IIT)/BCD 3411 2928 1635 1157; -

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: BCD: B-ciclodextrina, MM: mistura mecanica, Rh(III)/BCD: complexo de coordenagéo

rodio(I1I)/B-ciclodextrina; v: numero de onda.

Figura 9—Espectros de infravermelho do Rh (I1I), HPBCD, MM e Rh(III)/ HPBCD na regido
de 4000 a 400 cm™ em KBr.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: Rh (I1I): rodio (III); HPBCD: hidropropril-B-ciclodextrina; MM: mistura mecénica;

Rh(IIT)/HPBCD: complexo de coordenacao rodio(Ill)/hidropropril-B-ciclodextrina; KBr: brometo de

potéssio.

Na Figura 9, o espectro da HPBCD estd de acordo com os dados da literatura, com

absorcdes principais em 3415 cm™, 2971 cm!, 1647 cm™, 1155 cm™!, que correspondem ao
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estiramento OH, estiramento C-H, vibracao C-O e a vibragdo envolvendo a ligacdo a-1,4,
respectivamente para a HPBCD (YUAN; LIU; LIU, 2015).

Na MM ocorreram mudangas significativas nas posigoes das principais bandas
observadas para a HPBCD isolada (Tabela 2). O perfil observado sugere que mesmo no estado
solido ¢ possivel que ocorra interagdo entre as moléculas. Na Tabela 2 ¢ possivel comparar

algumas das principais bandas da HPBCD, MM e Rh(III)/HPBCD.

Tabela 2—Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho de HPBCD, MM e

Rh(I11)/HPBCD.
Composto V(0-H) vic-n), CHz2 e CH3 | d0-n, agua de | Vibracio do anel piranose
cm’! cm’! hidratacio cm’!
cm’!
RhCl;.6H,O - - 1613 -
HPBCD 3415 2971 1647 1155;1028
MM 3417 2976 1642 1154; -
Rh(IIT)/HPBCD 3418 2975 1644 1155; -

Fonte: Elaborada pela autora (2019).
Legenda: HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina, MM: mistura mecanica, Rh(III)/HPBCD: complexo

de coordenacao rodio(I1l)/hidroxipropil-B-ciclodextrina; v: nimero de onda.

Para o complexo Rh(III)/HPBCD ¢ possivel observar modificagdes nas bandas, tais
como reducdo da intensidade de absorcio e deslocamentos das bandas em 3415 cm™, 2971 cm”
11647 cm™ e 1155 cm™!, correspondentes ao estiramento da OH, estiramento C-H, e vibragdo
C-O respectivamente, e aparecimento de uma nova banda em 1727 cm’

coordenacdo do Rh (III) a HPBCD.

, sugerindo a

Comparando os espectros dos complexos de coordenacdo € possivel observar que
ocorreram mudancas mais significativas para o sistema com HPPCD. Estas alteracdes
provavelmente se originaram em decorréncia de uma maior afinidade entre o Rh (IIl) e a
HPBCD em decorréncia da existéncia dos grupamentos hidroxipropil, que por serem maiores,
favorecem uma maior flexibilidade para acomoda¢do na esfera de coordenagdo do centro
metalico. Esse dado corrobora o resultado obtido pelo experimento de ITC que mostrou, para

este sistema, uma maior constante de associa¢ao entre as moléculas.
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5.1.2 Andlise Termogravimétrica e Termogravimetria derivada (TGA/DTG) e Andlise Térmica

Diferencial (DTA)

Através da andlise termogravimétrica e da analise térmica diferencial podemos avaliar
a estabilidade térmica dos complexos de coordenagdo e compara-los com seus precursores. Este
tipo de andlise ¢ importante visto que a complexacdo pode provocar modificagdes nas
propriedades térmicas dos precursores, como alteragdes nas temperaturas de fusdo e
decomposi¢do. Essas modificagcdes levam a uma alteracdo do comportamento térmico dos
complexos quando comparado com os componentes que o formaram (VILLAVERDE et al.,
2004; YAO et al., 2014), podendo ser utilizado para avaliar a formagao de ligagdes/interagdes
quimicas.

A anélise termogravimétrica (TGA) ¢ um método que se baseia na medida da alteracao
da massa em fung¢do da temperatura ou do tempo. Junto das curvas de TGA, € comum o emprego
da sua derivada (curva DTG), que permite visualizar melhor a temperatura em que ocorre
determinada variacdo de massa da amostra (YAO et al., 2014). J4 a andlise térmica diferencial
(DTA) ¢ uma técnica que monitora o fluxo de calor da amostra e da referéncia (material
termicamente inerte) a medida que ambas vao sendo aquecidas. O fluxo de calor medido na
DTA ¢ resultado da diferenca entre a temperatura da referéncia e da amostra em funcao da
temperatura ou do tempo, e permite determinar a natureza dos eventos
(endotérmicos/exotérmicos) (YAO et al., 2014).

Na Figura 10 estdo apresentadas as curvas de TGA/DTG e DTA da BCD, do Rh (III),
do Rh(IIT)/BCD e da MM.

Na curva TGA/DTG da BCD (Figura 10A e 10B) observa-se uma perda de 14,9 % de
massa no intervalo de 30-99 °C atribuida ao processo de desidratag¢do. Esse evento ¢ seguido
por um periodo de estabilidade térmica até 276 °C, temperatura onde inicia a fusdo, seguida de
decomposi¢ao a 340 °C e comprometimento de aproximadamente 82 % da massa (LANNA,
2015). Na faixa de 341 °C a 534 °C ocorrem sucessivos eventos de decomposi¢do, apods esta
temperatura até 800 °C ¢ possivel observar uma estabilizacdo com um residuo de 3,2 % da
massa da amostra inicial de BCD. Na curva DTA (Figura 10C) da BCD, observa-se um primeiro
evento endotérmico com temperatura maxima (Tmax) a 95 °C, atribuido a desidratagdo. Um
segundo pico endotérmico entre 250 e 380 °C (Tmax = 340 °C), atribuido a decomposicao e
fusao da BCD (LANNA, 2015).

Nas curvas TGA/DTG do RhCI3.6H2O foi observado um evento de perda de 36 % da

massa no intervalo de 32 °C a 317 °C, seguido de estabilidade térmica até aproximadamente
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650 °C onde ¢ observado outro evento de perda de massa, que compromete mais 30 % da massa,
atribuido a decomposi¢do do RhCl; em Rh (IIT) metalico. Apds este evento € observado um
periodo de estabilizagao com um residuo de 38 % de massa (YILMAZ; SULU; YAZICILAR,
2001). Na curva de DTA do RhCl3.6H>0, foi observado um primeiro evento endotérmico entre
30 °C a 217 °C com Tmax de 89 °C, atribuido a desidratacdo do composto. Em seguida, outro
evento endotérmico ¢ observado entre 700 e 810 °C, com temperatura maxima de 782 °C,

atribuido ao inicio da decomposi¢ao das moléculas de cloro, formando Rh (III) metélico.

Figura 10 —Curvas de TGA (A); DTG (B) e DTA (C) da BCD, RhCl3z, Rh(IIT)/BCD e MM.
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——BCD
—— RhCI,.6H,0 2
Rh(IIT)/sCD [N
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}
Endo

0 200 700 600 800
T(0)

Fonte: Elaborada pela autora (2019).
Legenda: DTA: analise térmica diferencial; DTG: derivada da analise termogravimétrica; BCD: beta
ciclodextrina; RhCls;.6H,O: cloreto de rédio (I1I) hexahidratado; Rh(III)/BCD: complexo de

coordenagdo do Rh (IIT) com BCD; MM: mistura mecanica; exo: exotérmico; endo: endotérmico; °C:

grau Celsius.
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Na curva TGA/DTG do complexo Rh(III)/BCD observa-se que existem moléculas de
agua residuais, ja que foi observado eventos de desidratacdo na faixa de temperatura 30-94 °C
com perda de 10 % de massa do complexo. Em seguida sdo observados sucessivos eventos de
fusdo, seguido de decomposicao na faixa de 94 °C a 473 °C e comprometimento de
aproximadamente 94 % da massa, apds 473 °C até 800 °C ¢ observado uma estabiliza¢do com
um residuo de 5,9 % da massa da amostra inicial do complexo de Rh(III)/BCD. Na curva DTA
(Figura 10C) do Rh(III)/BCD, foi observado um unico evento exotérmico entre 293-523 °C,
com Tmax a 363 °C, atribuido a decomposic¢ao e fusao do Rh(III)/BCD.

Na curva TGA/DTG da MM, observa-se uma perda de 13 % de massa no intervalo de
33-156 °C atribuido ao processo de desidratacdo da PCD. Na MM, os compostos sdo estaveis
até a temperatura de 265 °C quando entdo iniciam-se sucessivas etapas de decomposi¢ao das
moléculas. O evento de decomposicao das moléculas na MM ocorreu a uma temperatura menor
(proximo a 265 °C) que na molécula de RhCl3.6H0. Este evento de decomposicao ¢ observado
até aproximadamente 600 °C, comprometendo 89 % da massa da MM. Apds este evento até
800 °C ¢ possivel observar uma estabilizagdo com um residuo de 11 % de massa. Na curva
DTA da MM, ¢ possivel observar um unico evento exotérmico entre 305 °C a 653 °C com Trmax
de 519 °C, atribuido a decomposicao e fusao da MM.

Nas curvas TGA/DTG e DTA do complexo de Rh(III)/BCD, algumas observacdes
importantes foram identificadas, sendo elas:

1) A porcentagem de massa perdida no processo de desidratacdo da BCD ¢ menor no
complexo comparado com a ciclodextrina pura, sugerindo que o complexo possui
menos moléculas de 4gua. Isto pode ser justificado pela coordenagao do Rh (III) a BCD
e expulsdo das moléculas de agua (KURKOV; LOFTSSON, 2013);

2) No complexo de coordenagdo, a BCD inicia sua decomposicdo a uma temperatura mais
baixa (94 °C), em virtude das novas interacdes formadas;

3) Na curva DTA o primeiro evento endotérmico que ocorre entre 30-217 °C, atribuido a
desidratacao do RhCl3.6H2>O nao foi observado no complexo e na MM;

4) Na curva TGA, a perda de massa, atribuida ao evento de decomposi¢ao do RhCl3.6H,O
que ocorreu apoés 650 °C nao foi observado tanto na MM quanto no complexo de
coordenag¢do, mostrando um perfil térmico diferente da substancia livre.

Na Figura 11 estdo apresentadas as curvas de TGA, DTG e DTA da HPBCD,
RhClI3.6H,O, Rh(IIT)/HPBCD ¢ MM.
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Figura 11—Curvas de TGA (A); DTG (B) e DTA (C) da HPBCD, RhCls, Rh(IIT)/HPBCD e
MM.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: DTA: analise térmica diferencial; DTG: derivada da analise termogravimétrica; HPBCD:
hidropropil beta ciclodextrina; RhCls.6H,O: cloreto de rodio (II1) hexahidratado; Rh(IIT)/HPBCD:

complexo de coordenacdo do Rh (III) com HPBCD; MM: mistura mecanica; exo: exotérmico; endo:

endotérmico; °C: grau Celsius.

Na curva TGA/DTG da HPBCD foi observado dois eventos iniciais de perda de 2,6 %
e 5,8% de massa, que ocorreram em consequéncia da eliminacdo de moléculas de agua de
adsor¢do na faixa de 30-60 °C e desidratacdo na faixa 60-198 °C, respectivamente. Outros
eventos sdo observados na faixa de temperatura de 263-531 °C decorrente da decomposi¢ao
térmica da HPBCD, comprometendo 93 % da sua massa (VEIGA et al., 2002). Apds esta
temperatura até 800 °C € possivel observar uma estabiliza¢gdo com um residuo de 7 % da massa
da amostra inicial de HPBCD. Na curva DTA observa-se um unico evento exotérmico Tmax de

449 °C, atribuido a decomposicao.
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Na curva de TGA/DTG do Rh(III)/HPBCD, observa-se que o complexo apresentou
semelhancas com o perfil térmico observado para a HPBCD na faixa de 30-198 °C referente ao
processo de perda de 8 % de massa atribuido as moléculas de dgua de adsor¢do e desidratacao
da HPBCD. A partir desta temperatura o complexo apresentou um perfil térmico diferente das
moléculas isoladas, com um tnico evento de decomposicio na faixa 186-466 °C
comprometendo 61 % da massa do complexo. Apds est temperatura, até 800 °C, é possivel
observar uma estabilizagdo com um residuo de 31 % da massa da amostra inicial do complexo.
Na curva DTA (Figura 11C) do Rh(IITI)/HPBCD, foi observado um evento exotérmico entre
307-382 °C, com Tmax a 358 °C, atribuido a decomposicao e fusdo do Rh(III)/HPBCD.

Na curva TGA/DTG para a MM, ¢ possivel observar uma perda de 4 % de massa, na
faixa de 30-70 °C, associada a eliminagdo de moléculas de agua de adsorc¢do, sendo muito
proxima aquela observada para a HPBCD livre. Em seguida, um novo evento na faixa de
temperatura de 75-120 °C, atribuido a desidratacdo da molécula e comprometimento e mais 6
% da massa. A partir de 130 °C iniciou-se sucessivos eventos de decomposicdo da MM, até
proximo de 800 °C, com comprometimento de aproximadamente 86 % da massa da MM. Na
curva DTA foi possivel observar um unico pico exotérmico na faixa de temperatura 412 °C-
516 °C atribuida ao processo de decomposi¢ao da MM.

Nas curvas TGA/DTG e DTA do complexo de Rh(III)/HPBCD, algumas observacdes
importantes foram identificadas, sendo elas:

1) Tanto no complexo de coordenagdo quanto na MM, a HPBCD inicia sua decomposicao

a uma temperatura mais baixa, em virtude das novas interacdes formadas e possivel

efeito catalitico do Rh(III) sobre o ligante;

2) Na curva TGA/DTG, para o evento de decomposicao o complexo apresentou menor

faixa de temperatura que a HPBCD e a MM;

3) Nacurva TGA, a perda de massa, atribuida ao evento de decomposicao do RhClz.6H>O
que ocorreu apos 650 °C nao foi observado para o complexo de coordenagdo, mostrando

um perfil térmico diferente da substancia livre.

Destaca-se ainda que, em nenhum dos casos ocorreu sobreposicdo das curvas
TGA/DTG e DTA das MM’s e dos complexos de coordenacdo, indicando que existem
diferencas significativas em relagdo as ligagcdes estabelecidas, mostrando a formacao do
complexo no estado sdlido, bem como a importancia do contato entre as espécies na fase liquida

para que as interacdes sejam estabelecidas. Todas as alteragdes observadas tanto no
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experimento de IV quanto nos experimentos térmicos indicam que ocorreu a interagao entre as

moléculas e formagdo dos complexos de coordenagao.

5.1.3 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de 'H (RMN de 'H)

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) é uma poderosa técnica
utilizada para a caracterizagdo estrutural de moléculas, tanto em solugdo, quando no estado
solido. A técnica ¢ baseada na absor¢ao de energia, radiofrequéncias, por alguns nucleos tais
como 'H, 13C, N, F ¢ *'P, em uma molécula submetida a um campo magnético externo
intenso. As transi¢cdes detectadas pela radiacdo emitida quando os nucleos excitados retornam
ao estado fundamental geram os sinais de RMN do ntcleo (ALVES, 2010).

Esta técnica possibilita a caracterizagao de complexos fornecendo diversas informagdes
estruturais como, por exemplo, orientacdo molecular das substincias (ALVES, 2010). As
modifica¢des nos sinais da matriz se devem as alteragdes provocadas pela coordenagdo com o
ligante, visto que o estabelecimento dessas interacdes leva a mudancas na distribuicdo
eletronica sobre os nucleos dos atomos envolvidos e, consequentemente altera o momento
magnético nuclear resultante. Isso ¢ refletido no espectro de RMN como uma variagdo no
deslocamento quimico, alteracdo no perfil do sinal ou nas suas intensidades (ALVES, 2010;
VENTURINI et al., 2008).

Na Figura 12 est representada a sobreposi¢do dos espectros de RMN de 'H de BCD
(em preto) e Rh(II)/BCD) (em vermelho). Na Tabela 3 estdo descritos os valores de
deslocamentos quimicos atribuidos aos hidrogénios da BCD livre.

Nao foi possivel realizar o espectro do Rh (IIl) uma vez que ndo existe nenhum
hidrogénio ligado diretamente ao composto. E baseado nisso, as intera¢des entre o Rh (III) e as
CDs foram monitoradas através dos sinais de hidrogénios das CDs.

No espectro de RMN de 'H de BCD obtido em D20 a 400 MHz foi possivel observar
todos os sinais referentes aos hidrogénios da BCD e os dados estdo de acordo com a literatura
(MORALIS, 2016; SOUSA, 2007). Nele pode-se observar sinais referentes aos hidrogénios 1-6
do mondmero glicopiranosidico. As atribuicdes e os valores dos deslocamentos quimicos dos
sinais da BCD e Rh(III)/BCD, bem como a variagdo de deslocamento quimico quando

comparado os dois espectros estdo relacionados na Tabela 3.



Figura 12—Sobreposigio dos espectros de RMN de 'H da BCD (preto) e Rh(I1I)/CD
(vermelho) em D20, 400 MHz.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).
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Legenda: RMN de 'H: ressonincia magnética nuclear de hidrogénio; BCD: B-ciclodextrina;

Rh(IIT)/BCD: complexo de coordenagio rodio(I11)/B-ciclodextrina; D-O: Oxido de deutério; MHz:

mega-hertz; ppm: partes por milhdo.

Tabela 3— Deslocamentos quimicos dos sinais de hidrogénios (‘H) da BCD e Rh(III)/CD

(D20, 400 MHz).
Atribuicdes BCD (ppm) COMPLEXO
b Rh(IIT)/BCD Ad
e o (ppm)
\‘\*95( \ 1 | -CH 5,017 5,015 0,002
o4, 2 -CH 3.594 3,591 0,003
3 /H ) 3 )

o 3 | _CH 3.918 3.912 0.006
H o, 4 -CH 3,558 3,556 0,002
5 -CH 3,829 3,827 0,002
6 | Cl, 3.805 3,800 0,005

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: BCD: B-ciclodextrina; Rh(IIT)/BCD: complexo de coordenagdo rodio(I11)/B-ciclodextrina;

A38: varia¢do do deslocamento dos sinais de 'H da BCD no respectivo complexo; ppm: partes por

milh3o.

Comparando o espectro de RMN de 'H da BCD com o espectro do complexo de

Rh(IIT)/BCD ¢ possivel observar que ocorreu mudangas significativas para todos os sinais de

'H analisados. Com destaque para os H3 e H6, que sofreram maiores variagdes nos

deslocamentos quimicos, sugerindo que tenham sido mais perturbados durante o processo de

complexagdo.
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De maneira similar, a Figura 13 representa a sobreposi¢do dos espectros de RMN de
'H da HPBCD (em preto) e Rh(III)/HPBCD (em vermelho) em D>O, 400 MHz. As atribui¢des
e os valores dos deslocamentos do espectro de RMN de 'H da HPBCD estio de acordo com os
dados da literatura (WANG et al., 2014), e podem ser observados na Tabela 4. O espectro de
RMN de 'H da HPBCD € mais complexo quando comparado ao da BCD, uma vez que a HPBCD

¢ obtida através da inser¢@o de grupamentos hidroxipropila na estrutura da fCD.

Figura 13—Sobreposigio dos espectros de RMN de 'H da HPBCD (preto) e Rh(III)/HPBCD
(vermelho) em D20, 400 MHz.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: RMN de 'H: ressonincia magnética nuclear de hidrogénio; HPBCD: hidroxipropil-p-
ciclodextrina; Rh(III)/HPBCD: complexo de coordenacdo rdédio(Ill)/hidroxipropil-p-ciclodextrina;
D,0: 6xido de deuterado; MHz: mega-hertz; ppm: partes por milhdo.

As atribui¢des dos sinais e deslocamentos quimicos dos hidrogénios da HPBCD e
Rh(IIT)/HPBCD, bem como as variacdes de deslocamentos de sinais de 'H entre os dois
espectros encontram-se apresentados na Tabela 4.

Analisando o espectro de RMN de 'H da HPBCD e do complexo de Rh(III)/HPBCD ¢
possivel observar que todos os sinais de 'H sofrem varia¢des nos deslocamentos quimicos. Vale
ressaltar que os H1 e H4, que sofreram maiores varia¢des nos deslocamentos quimicos, foram
mais perturbados durante o processo de complexacdo, sugerindo que a interagdo entre o Rh (III)

e a HPBCD possa ter sido estabelecida nesta posigao.
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Tabela 4— Deslocamentos quimicos dos sinais de hidrogénios ('"H) da HPBCD e
Rh(III)/HPBCD (D20, 400 MHz).

Atribuicdes HPBCD (ppm) COMPLEXO
Rh(IL)/HPBCD | Ad

0 OH = (ppm)

g I e 1 CH 511 5.21 0,10
\ bl \ 2 _CH 3,64 3,69 0,05
HO‘(};{/ OH 7" 3 _CH 3,79 3,85 0,06

i o, 4 _CH 3.87 3,08 0,11
5 _CH 3,73 3,76 0,03
6 _CH, 3,61 3,57 0,04

Fonte: Elaborada pela autora (2019).
Legenda: HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina; Rh(III)/HPBCD: complexo de coordenacgdo
rodio(Il)/hidroxipropil-B-ciclodextrina; Ad: variagdo do deslocamento dos sinais de "H da HPBCD no

respectivo complexo; ppm: partes por milhdo.

As nitidas alteragdes nos deslocamentos quimicos dos sinais de 'H da BCD e HPBCD
sugerem que a complexacdo do Rh (III) com as ciclodextrinas causem modificacdes
eletromagnéticas no ambiente quimico apds coordenacdo. Comparando as mudangas nos
deslocamentos quimicos dos espectros dos complexos de coordenagdo, observa-se que para o
sistema com HPBCD houve maiores variagcdes deste pardmetro. Essa mudanga corrobora o
maior valor da constante de associagdo encontrada pelo experimento de ITC, citado na proxima

sessdo, para o complexo de Rh(IIT)/HPBCD.

5.1.4 Titulagdo Calorimétrica Isotérmica (ITC)

A técnica de titulagdo calorimétrica isotérmica (ITC) fundamenta-se na mensuracao do
calor liberado ou absorvido durante a formagdo de interagdes moleculares e tem sido
amplamente utilizada na determinagio de vérios processos moleculares em solugdo. E uma
técnica potencialmente relevante na caracterizacdo de complexos de inclusdo por permitir a
determinagdo direta da estequiometria de complexacao (N), da constante de associag@o (Keq) €
da variagdo de entalpia (A;H®). Além disso, os pardmetros entropia (TAinS°) e energia livre de
Gibbs (AinG®) do processo, que podem ser obtidos através da utilizagdo de equagdes
termodinamicas e dos dados apresentados pelo ITC, servem para descrigdo do mecanismo de
interacao (SELVA et al., 2010).

Na Figura 14 estao apresentadas as curvas de titulagdo do RhCl; em BCD. Inicialmente

foram realizadas as titulagdes do composto em dgua e, ap0s a subtragao dessa curva de diluigao
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(branco), obteve-se a curva final de titulagdo. Esse procedimento teve como objetivo excluir os
efeitos de interagdo soluto-soluto, soluto-solvente e solvente-solvente, a fim de avaliar apenas
as interagdes soluto-ciclodextrina (PASSOS et al., 2013). Na Tabela 5 estdo apresentados os

valores termodinamicos de interagdo entre o RhCl; e BCD obtidos no experimento.

Figura 14— Titulagdo calorimétrica isotérmica do RhCl3 (60 mM em agua) em solugdo de

BCD (4mM em agua) a 25 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: ITC: Titulagdo Calorimétrica isotérmica; BCD: B-ciclodextrina; RhCls: Cloreto de rodio

(IIT); N: estequiometria; K: constante de associag@o; A;H°: variag@o da entalpia; TA,S°: variacdo da

entropia; A/G°: energia livre de Gibbs.

Tabela 5— Parametros termodinamicos de interacdo entre o RhCls e BCD, a 25°C.

Complexo

N

K

ArG® (cal.mol )

AH° (cal.mol )

TA:S° (cal.mol )

Rh(IIT)/BCD

042+ 0,02

2,52 x103 £ 492

-4654.5

26,49 £ 1.72

4681.0

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: Rh(IIT)/BCD: complexo de coordenagdo rodio(I11)/B-ciclodextrina; N: estequiometria; K:

constante de associagio; A,G°: energia livre de Gibbs; AH°: variagdo da entalpia; TA,S": variagdo da

entropia.

Para a titulagdo do RhCls em PBCD foi possivel observar uma estequiometria do

complexo de 1:2, uma vez que o “N” encontrado foi de 0,42 + 0,02. Baseado nos dados
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termodinamicos, pode-se observar que a complexa¢ao ¢ um processo endotérmico (AH® > 0),
favorecido por entropia. Um processo endotérmico indica quebra de interacdes
intermoleculares/ligacdes quimicas especificas, bem como de estruturas de solvatagdo, com
subsequente formacao de interagdes menos estaveis do que as existentes antes da complexagao
(DENADAI et al., 2007; SILVA, 2015). O processo foi, portanto, direcionado por entropia, que
por sua vez foi atribuida a dessolvatacao das espécies durante a complexagao.

Na Figura 15 esta representada a curva final de titulagdo do RhClz em HPBCD. Para essa
interacdo a estequiometria encontrada também foi de 1:2 (“N”: 0,420) e ocorreu
espontaneamente nas condigdes do experimento (ver Tabela 6). Porém, diferente do observado
para a BCD, o processo apresentou componente entalpica favoravel, além de ter sido também

direcionado por entropia (valor positivo).

Figura 15— Titulagdo calorimétrica isotérmica do RhCl3 (60 mM em dgua) em solugdo de

HPBCD (4 mM em agua) a 25°C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).
Legenda: ITC: Titulagdo Calorimétrica isotérmica; HPBCD: hidroxipropril-B-ciclodextrina; RhCls:
cloreto de rodio (II1); N: estequiometria; K: constante de associagdo; A:H°: variacao da entalpia;

TA.S°: variacao da entropia; A;G°: energia livre de Gibbs.

Processo exotérmico (entalpia negativa) sugere que a formacao de interagdes/ ligacdes

especificas, o que resulta em fluxo de calor do sistema para as vizinhangas. Esse valor originou-
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se, muito provavelmente, da formagao de ligagdes covalentes entre o centro metalico Rh (III)

com os oxigénios dos grupos hidroxipropil da HPRCD.

Tabela 6— Parametros termodindmicos de interacdo entre RhClz e HPBCD (T= 25 °C).

Complexo N K AG® AH° (cal. mol) | TAS° (cal.mol™)
(cal.mol)
Rh(IIT)/HPBCD | 0,420 6,84 x 10° + 694 -5236.3 -436.1 £ 8.0 4800.2

Fonte: Elaborada pela autora (2019).
Legenda: Rh(II)/HPBCD: complexo de coordenagdo rodio(I1l)/hidroxipropril-p-ciclodextrina; N:
estequiometria; K: constante de associa¢do; A;G°: energia livre de Gibbs; A;H°: variacdo da entalpia;

TA,S°: variacao da entropia.

Ambos os compostos apresentaram constantes de afinidade moderadas (= 10°) quando
comparado a outros compostos de inclusdo da literatura (SILVA, 2015), dentro da faixa ideal
para usos como dispositivos de liberagao. Contudo, a diferenca nos valores de K, bem como no
perfil endotérmico/exotérmico pode ser atribuido a presenca dos grupos hidroxipropil na
HPBCD, os quais sao mais flexiveis para interagdo com o rédio (III), facilitando a ligagao Rh
(III)-CD. Além disso, a interacdo direta do Rh (III) com a BCD pode causar pequenas distor¢des
conformacionais no esqueleto da ciclodextrinas, explicando seu perfil endotérmico frente a

interacao do Rh (III) com a HPBCD.

5.1.5 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) ¢ uma ferramenta amplamente
utilizada na determinag¢do do tamanho médio de nanoestruturas em suspensao. Este método
baseia-se na dispersao do feixe de luz, laser monocromatico, quando a particula ¢ iluminada
pelo mesmo considerando o movimento Browniano das particulas e o fato que pequenas
particulas se deslocam mais rapidamente que particulas maiores. O didmetro hidrodindmico
(Dn) da particula em suspensdao ¢ o parametro fisico-quimico obtido por esse experimento
(HASSAN; RANA; VERMA, 2015). Em sistemas formados apenas por particulas pequenas, a
variagdo da intensidade da luz espalhada ¢ maior, pois como se movimentam mais rapidamente,
essas particulas cruzam a janela do detector mais vezes dentro de um determinado intervalo de
tempo (HASSAN; RANA; VERMA, 2015).

A titulagdo da solugdo aquosa de Rh (III) a 60 mM em uma solucdo aquosa de

ciclodextrina (BCD e HPBCD) a 4 mM, foi realizada para obter a distribuicdo do tamanho das
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particulas. Na Figura 16 ¢ apresentado o grafico de Dy dos agregados de particulas formadas
em solucdo aquosa, em fun¢do da razdo molar [Rh(II)]/[BCD]; enquanto que na Figura 17, o

correspondente grafico para o sistema com [Rh(III)]/[HPBCD].

Figura 16—Distribui¢do do tamanho dos agregados de particulas formados em solugdo

aquosa, em fung¢do da propor¢ao da [Rh(IIT)]/[BCD].
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
Legenda: Dy: diametro hidrodindmico; nm: nandmetros; Rh (III): rodio (III); mM: milimolar; BCD:
beta-ciclodextrina; N: estequiometria de associacdo; [Rh(III)]/[BCD]: concentragio do rdodio (I1I)

dividido pela concentragdo da beta-ciclodextrina.

Como pode ser observado nas Figuras 16 e 17, logo no inicio da titulagdo observa-se
valores de tamanho da ordem de 100 a 150 nm. Isso mostra que nas solu¢des de ciclodextrinas,
ocorre formacao espontanea de agregados de ciclodextrinas, conforme relatos da literatura
(JANSOOK; MOYA-ORTEGA; LOFTSSON, 2010; MESSNER et al., 2010). Observa-se
também que com a adicdo de Rh (III) no meio, ocorrem alteracdes no tamanho desses
agregados, mostrando que a presenga de Rh (III) acentua o processo de agregacao. Os dados
mostram que os complexos de coordenagdo formados pela interacao das ciclodextrinas com o
Rh (IIT) também estdo sujeitos a um segundo nivel de agregacao, formando estruturas tercidrias
e elevado numero de agregacao.

As Figuras 16 e 17, também mostram nitidas variacdes no diametro hidrodindmico das
estruturas, em pelo menos duas regides de comportamento distinto. O ponto de intersecdo das

curvas de regressdo linear para o sistema [Rh(III)]/[BCD] e [Rh(III)]/[HPBCD] foi na razdo
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molar de 0,47 mM e 0,51 mM, respectivamente. Este resultado vai de encontro com os dados
de estequiometria de associacdo obtidos no experimento de ITC, onde o ponto de divisdo foi

observado em 0,42 mM, para os dois sistemas, na mesma ordem de magnitude.

Figura 17—Distribui¢cdo do tamanho dos agregados de particulas formados em solugdo
aquosa, em fun¢ao da propor¢ao da [Rh(III)]/[HPBCD].

600

500 +

400

300

Dy, / (nm)

200

= Rh (III) 60.0 mM em HPBCD 4.0 mM
N=0,51

100

0 T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25

[Rh(IID)]/[HPBCD]

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
Legenda: Dy: diametro hidrodindmico; nm: nandémetros; Rh (III): rédio (III); mM: milimolar; HPBCD:
hidroxipropil-beta-ciclodextrina; N: estequiometria de associagdo; [Rh(III)]/[HPBCD]: concentragao

de rodio (III) dividido pela concentragao de hidroxipropil-beta-ciclodextrina.

Na primeira regido, at¢ proximo de N = 0,5, podemos observar que o aumento da
concentragdo de Rh (III) leva a um aumento nos valores de Dy para as CDs (BCD e HPBCD),
devido a formacao de complexos de coordenagdo, que por sua vez, se ligam entre si formando
estruturas supramoleculares terciarias (agregados de complexos de coordenacdo). Entretanto,
apos este valor de razdo molar, observa-se que os valores de tamanho tendem a permanecer
constantes. Apds N = 0,5, o Rh (III) ndo se liga aos agregados de ciclodextrinas e o Dy das
particulas nao sofre grandes alteracdes e o excesso de rodio ndo causa alteragdo expressiva no

tamanho dos agregados.
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5.1.6 Condutimetria

O parametro condutividade elétrica também foi determinado, por meio do experimento
de Potencial Zeta (PZ) descrito na proxima sec¢ao (5.1.7).

Na Figura 18 esta apresentado o grafico de condutividade do Rh (IIT) em fungdo do
aumento da razdo molar [Rh(II)]/[BCD]; enquanto que na Figura 19, o correspondente grafico

para o sistema [Rh(III)]/[HPBCD].

Figura 18— Titulagdo condutimétrica de Rh (III) 60 mM em BCD 4 mM.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
Legenda: Rh (III): rodio (III); mM: milimolar; BCD: beta-ciclodextrina; N: estequiometria de
associacao; [Rh(III)]/[HPBCD]: concentragdo de rodio (I11) dividido pela concentragao de beta-

ciclodextrina.

As Figuras 18 e 19 mostram os valores de condutividade elétrica medidos durante a
titulacao de solug@o de RhCl3; 60 mM em solucdes a 4 mM de BCD e HPBCD respectivamente.
Nas Figuras, pode-se observar duas regides distintas delimitadas pela interse¢@o das curvas de
regressdao linear. O ponto de interse¢do das curvas de regressao linear para o sistema
[Rh(IIT)]/[BCD] e [Rh(III)]/[HPBCD] apresentou valores de razao molar de 0,39 mM e 0,52
mM, respectivamente. Esses valores de razio molar encontrados corroboram os valores
encontrados para o experimento de ITC e Dy, reafirmando a formagdo dos complexos de

coordenagdo e a estequiometria de complexacao de 1:2.
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Figura 19— Titulagdo condutimétrica de Rh (III) 60 mM em HPBCD 4 mM.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
Legenda: Rh (III): rodio (III); mM: milimolar; HPBCD: hidroxipropil-beta-ciclodextrina; N:
estequiometria de associacao; [Rh(III)]/[HPBCD]: concentragao de rédio (III) dividido pela

concentracdo de hidroxipropil-beta-ciclodextrina.

Inicialmente, na primeira regido, o aumento da concentragdo do Rh (III) ndo interfere
significativamente na condutividade elétrica dos sistemas, uma vez que o todo o Rh (III)
adicionado esta envolvido na complexacdo e formagdo de agregados de complexos de
coordenag¢do que devem apresentar menores valores de condutividade molar devido aos maiores
tamanhos. Nestes agregados, o Rh (III) esté ligado ao complexo apresentando pouca mobilidade
e, portanto, contribui menos para o valor de condutividade elétrica medido.

Contudo, na segunda regido, a partir do ponto de interse¢do das curvas de regressao
linear (N =~ 0,5), momento que aconteceu a saturacao dos agregados de ciclodextrinas, o Rh
(IIT) adicionado apresenta-se livre e, consequentemente, contribuindo mais efetivamente com a

condutividade elétrica total em ambos os sistemas.
5.1.7 Potencial Zeta (PZ)
O Potencial Zeta (PZ) esté relacionado com a carga superficial da particula e relaciona-

se diretamente com a estabilidade da dispersdo. Quando um sistema apresenta valores PZ

abaixo de [30| mV, tem-se que as dispersdes sao mais instaveis. Assim, valores de PZ superiores
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a 30| mV indicam dispersdes com maior estabilidade, onde as forgas eletrostaticas sdao
superiores as forgas atrativas de Van der Waals. (INSTRUTECNICA, 2016).
Nas Figuras 20 e 21 estdo apresentados, respectivamente, os graficos de PZ em fungao

da concentragao crescente de Rh (III) em BCD e HPBCD.

Figura 20—Distribuigao dos valores de PZ dos agregados de complexos de coordenagdo em

funcdo da proporcao da [Rh(III)]/[BCD].
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
Legenda: PZ: Potencial Zeta; Rh (III): rédio (III); mM: milimolar; BCD: beta-ciclodextrina; N:
estequiometria de associagao; [Rh(III)]/[BCD]: concentracdo de rédio (III) dividido pela concentragdo

de beta-ciclodextrina.

Com relacao aos dados de PZ observa-se, que os agregados de ciclodextrinas (BCD e
HPBCD) formados em solug@o aquosa apresentaram valores de PZ de aproximadamente -12 mV
e -20 mV respectivamente, devido a ionizagao parcial das hidroxilas (Figura 20 e 21). Conforme
jé citado, o aumento da concentragdo do Rh (III), para os dois sistemas, induz a formagao de
agregados de complexos de coordenagdo com ciclodextrinas, até o ponto de interse¢do da curva
de regressao linear. Porém, esta indu¢ao no fendmeno de agregagdo vem acompanhado de

alteragdes na carga superficial dos agregados.
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Figura 21- Distribuicdo dos valores de PZ dos agregados de complexos de coordenagdo em

funcdo da proporcao da [Rh(III)]/[HPBCD].
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Legenda: PZ: Potencial Zeta; Rh (III): rédio (III); mM: milimolar; HPBCD: hidroxipropil-beta-
ciclodextrina; N: estequiometria de associagdo; [Rh(III)]/[HPBCD]: concentracdo de rédio (I1I)

dividido pela concentragdo de hidroxipropil-beta-ciclodextrina.

Como o rodio pode apresentar-se em solugdo até na forma de Rh*", é de se esperar uma
neutralizagdo, pelo menos parcial das ciclodextrinas. Essa ligacdo explica o aumento dos
valores de PZ de -12 mV a -5 mV para o sistema com BCD e de -20 mV a + 20 mV para o
sistema com HPBCD.

Ao final da titulacdo, os valores de PZ para os agregados de complexos de coordenagao
para o sistema com a BCD foram dentro da faixa de -12 mV a -3 mV, e para o sistema com a
HPBCD foi dentro da faixa de -20 mV a + 35 mV. Os dois sistemas encontram-se dentro da
faixa de instabilidade, contudo os valores de PZ mais elevados para os agregados de complexos
de coordenacdo indicam que estes sdo mais estaveis que os agregados de ciclodextrinas puras.

O ponto de intersecdo das curvas de regressdo linear, no momento da satura¢do dos
agregados de ciclodextrinas pelo Rh (IIT), mostrou valores de concentragao de agregacao igual
a 0,60 mM para o sistema com BCD e 0,32 mM para o sistema da HPBCD. Os valores de N
encontrados para o PZ em fun¢ao da propor¢ao da concentracdo do Rh(III)/CD, para ambos os
sistemas, foram na mesma ordem de magnitude encontrados tanto no experimento de ITC como
no Dn e no experimento de condutimetria, confirmando a estequiometria de formacdo dos

complexos de coordenacio.
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5.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.2.1 Avaliagdo do efeito do Rh (IIl) e dos complexos de coordenagdo na viabilidade celular
em macrofagos RAW 264.7 e J774.A41

O ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT ¢ um teste que verifica a viabilidade
celular apos a exposicao as substancias em estudo, sendo um dos métodos colorimétricos mais
amplamente utilizados devido ao baixo custo e rapidez no processamento das amostras (DE
ARAUJO et al., 2008). Nas Tabela 7 ¢ 8 sdo apresentados os resultados de viabilidade de
macrofagos RAW 264.7 e J774A.1, respectivamente, apos 3 horas de tratamento com o Rh (III)
e com complexos de coordenagao com ciclodextrinas, nas concentragdes de 50 uM, 100 uM e

300 pM.

Tabela 7—Avaliagdo da citotoxicidade do complexo de Rh(III)/BCD, Rh(III))HPBCD), Rh
(II1), BCD e HPBCD a 300 uM, 100 uM e 50 pM em macrofagos RAW 264.7 em 3 horas de

cultura.
Viabilidade celular (%)
Substancia® 50 uM® 100 uM ® 300 uM®
Rh(IIT)/BCD 100,20 + 1,61 92,44 £2,32 101,30 + 0,43
Rh(IIT)/HPBCD 93,43 £0,53 91,38 £2,31 93,16 2,32
Rh(TIT) 81,98 £ 1,30 94,49 £ 4,12 95,25+ 1,44
BCD 97,52 £ 6,16 82,89 + 1,67 89,38+ 1,15
HPBCD 92,68 +3,73 95,66 + 3,86 92,39 £ 6,31

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: (a) tratamento com complexo de coordenacao de rédio (III) com B-ciclodextrina
(Rh(III)/BCD), complexo de coordenagdo de rodio (III) com hidroxipropil/B-ciclodextrina
(Rh(IIT)/HPBCD), rodio (II1) puro (Rh(III)), B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil- B-ciclodextrina
(HPBCD); (b) concentragdo das substancias (uM).

Conforme a Tabela 7, € possivel observar que o Rh (III), nas concentragdes testadas,
manteve a viabilidade celular de macréfagos RAW 264.7 a valores superiores a 80 % apos trés
horas de tratamento. Além do Rh (III), os complexos Rh(IIT)/BCD e Rh(III)/HPBCD também
mantiveram a viabilidade celular dos macr6fagos RAW 264.7. O tratamento das células com

os complexos mostrou viabilidade superior a 90 % ap6s 3 horas de cultura.
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Conforme os resultados apresentados na Tabela 8, foi possivel observar que o Rh (III),
nas concentracdes testadas em 3 horas de tratamento, manteve a viabilidade celular de J774A.1
a valores superiores que 85 %. Este efeito também foi observado para os complexos. Tanto o
complexo de Rh(IIT)/BCD, quanto Rh(III)HPBCD mantiveram a viabilidade celular e apos 3
horas de tratamento foi possivel observar que a viabilidade celular de J774A.1 foi em média
maior que 75 % para ambos os complexos. Segundo a ISO 10993-5 (2009), em ensaios de MTT,
os compostos que ndo reduzem a viabilidade celular a valores inferiores a 70%, sdo

considerados ndo citotoxicos.

Tabela 8—Avaliagdo da citotoxicidade do complexo de Rh(III)/BCD, Rh(III))HPBCD, Rh
(III), com BCD, HPBCD a 300 uM, 100 pM e 50 uM em macrofagos J774A.1 em 3 horas de

cultura.
Viabilidade celular (%)
Substancia® 50 uM P 100 uM® 300 uM®
Rh(IIT)/BCD 83,33 +0,37 93,23 +£0,49 84,35+ 3,48
Rh(III)/HPBCD 94,99 + 6,42 79,03 + 2,54 77,98 £ 5,01
Rh(IIT) 91,94 + 3,45 86,26 +£ 0,98 92,54+ 7,87
BCD 99,45+ 221 82,26 +7,73 86,50 + 1,89
HPBCD 90,69 + 4,68 97,15+ 4,49 94,07 + 2,66

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: (a) tratamento com complexo de coordenacdo de rédio (III) com B-ciclodextrina
(Rh(III)/BCD), complexo de coordenagdo de rodio (III) com hidroxipropil/B-ciclodextrina
(Rh(IIT)/HPBCD), rodio (II1) puro (Rh(III)), B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil- B-ciclodextrina
(HPBCD); (b) concentragdo das substancias (uM).

Assim, conforme mostra as Tabelas 7 e 8, observa-se que o tratamento com Rh (II) e
com os complexos de Rh (III) com ciclodextrinas ndo promoveram efeito citotoxico nas
concentragdes testadas apos 3 horas de cultura de macrofagos, prosseguindo com a avaliagao
da expressao do fator de transcricdo NF-kB.

Nas Tabelas 9 e 10 sao apresentados os resultados de viabilidade de macr6fagos RAW
264.7 e J774A.1, respectivamente, apos 48 horas de cultura, na presenca do Rh (IIl) e os
complexos de Rh(III)/BCD e Rh(IIT)/HPBCD nas concentragdes de 50 uM, 100 uM e 300 uM.

Através dos resultados obtidos nas Tabelas 9 e 10, foi possivel observar que o Rh (III)

manteve a viabilidade celular dos dois macréfagos, apos o periodo de tratamento. A viabilidade
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celular para o macréfago RAW 264.7 foi superior a 90 % nos tratamentos com concentragdes
de 50 uM e 100 uM e superior a 80 % na maior concentragdo testada, 300 uM; enquanto que
para o J774A.1, Tabela 10, nas concentragdes de 50 uM e 100 uM, foi observado viabilidade
celular superior a 100 %, enquanto que na concentragdo de 300 uM, a viabilidade foi superior
a 85 %, quando comparado ao controle ndo tratado.

Ainda na Tabela 9, ¢ possivel observar que os complexos de Rh(II)/BCD e
Rh(IIT)/HPBCD também mantiveram a viabilidade de macrofagos RAW 264.7. Apo6s 48 horas
de tratamento, ambos os complexos mantiveram aproximadamente 100 % de viabilidade celular
na menor concentragdo testada. J4 na concentragdo de 100 uM as cé€lulas apresentaram
viabilidade aproximada de 90 %, e para a maior concentragdo foi observada viabilidade celular

superior a 70 %.

Tabela 9— Avaliacao da citotoxicidade do complexo de Rh(III)/3CD, Rh(III)/HPBCD, Rh
(IIT), com BCD e HPBCD a 300 uM, 100 uM e 50 uM em macréfagos RAW 264.7 em 48
horas de cultura.

Viabilidade celular (%)

Substancia® 50 uM P 100 uM® 300 uM®

Rh(III)/BCD 99,41 + 6,04 89,24+ 1,17 76,98 £ 0,72
Rh(III)/HPBCD 100,00 + 3,38 93,33 + 4,81 74,94 + 1,42
Rh(III) 94,30 + 2,17 93,37 £ 3,15 88,75+ 2,76
BCD 100,40 + 8,30 97,32 + 4,67 107,10 + 1,01
HPBCD 97,22 + 1,45 88,68 + 3,58 98,86 + 1,95

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: (a) tratamento com complexo de coordenacao de rédio (III) com B-ciclodextrina
(Rh(II)/BCD), complexo de coordenagao de rodio (II1) com hidroxipropil/B-ciclodextrina
(Rh(IIT)/HPBCD), rodio (I11) puro (Rh(III)), B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil- B-ciclodextrina
(HPBCD); (b) concentragdo das substancias (uM).

Com os resultados apresentados na Tabela 10, € possivel observar que além do Rh (III)
que manteve a viabilidade celular, os complexos de Rh(I1I)/BCD e Rh(IIT)/HPBCD também nao
alteraram a viabilidade celular de macréfagos J774A.1 apos 48 horas de tratamento. O
complexo de Rh(III)/BCD manteve a viabilidade celular superior a 85 % nas concentracdes de

50 uM e 100 uM e na concentragdo de 300 uM a viabilidade foi superior a 70 %. E o complexo
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de Rh(III)/HPBCD, nas duas menores concentragdes mostraram viabilidade celular proxima a

100 % e para o tratamento com a concentragdo de 300 uM a viabilidade foi superior a 80 %.

Tabela 10— Avaliacdo da citotoxicidade do complexo de Rh(III)/BCD, Rh(III)/HPBCD, Rh
(III), BCD e com HPBCD a 300 uM, 100 uM e 50 uM em macréofagos J774A.1 em 48 horas

de cultura.
Viabilidade celular (%)

Substancias® 50 uM® 100 uM® 300 uM®
Rh(III)/BCD 85,01 +4,30 99,91 + 5,41 70,27 £ 7,29
Rh(IIT)/HPBCD 97,59 + 1,88 100,00 + 3,83 81,96 + 4,55
Rh(IIT) 105,70 + 4,74 104,80 + 6,12 89,08 + 2,84
BCD 88,95+ 8,04 90,99 + 7,33 105,50 + 9,64 (>100%)
HPBCD 100,00 + 4,85 100,00 + 1,24 98,30 + 4,00

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: (a) tratamento com complexo de coordenacao de rddio (III) com B-ciclodextrina
(Rh(III)/BCD), complexo de coordenagdo de rodio (III) com hidroxipropil/B-ciclodextrina
(Rh(IIT)/HPBCD), rodio (I11) puro (Rh(III)), B-ciclodextrina (BCD) e hidroxipropil- B-ciclodextrina
(HPBCD); (b) concentragdo das substancias (uM).

O Rh (IIT) e os complexos de Rh (III) com ciclodextrinas nas concentracdes testadas
mantiveram a viabilidade dos macréfagos, tanto em células RAW 264.7 (Tabela 9) como em
células J774A.1 (Tabela 10), apresentando em média viabilidade celular superior a 70%, apds
48 horas de cultura.

A avaliagdo da viabilidade celular dos macréfagos também foi utilizada para a
determinagdo do ICso através da curva de morte apos 48 horas de cultura. Na Figura 22 (A e B)
sao apresentadas as curvas de morte celular de RAW 264.7 em fun¢do da variagdo nas
concentragdes das substancias testadas, sendo possivel estabelecer o valor de ICso; enquanto
que a Figura 23 (A e B) sdo apresentadas as curvas de morte celular para J774A.1 em fungdo
da variagdo nas concentragdes das substancias testadas, possibilitando estabelecer o valor de
ICso.

Conforme apresentado na Figura 22A ¢ possivel observar o perfil da curva de morte de
RAW 264.7 apds o tratamento com diferentes concentragdes do Rh (IIT) e dos complexos. A
concentracao do Rh (IIT) necessaria para promover alteracao em 50 % da viabilidade celular de
RAW 264.7 foi de 1090 uM. Os complexos apresentaram valores de ICso maiores quando
comparados ao Rh (III). O complexo de Rh(IIT)/BCD apresentou ICso de 1100 uM . Ja para o
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complexo de Rh(III)/HPBCD o valor de ICso foi 1134 uM, apds 48 horas de tratamento de RAW
264.7.
Figura 22— Curvas de morte de macrofagos RAW 264.7 em fungdo de diferentes
concentragdes do Rh (III) puro, Rh(II1)/BCD e Rh(II1)/HPBCD, apds 48 horas de cultura.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).
Legenda: Rh (III): rodio (111), Rh(III)/BCD: complexo de coordenagdo do rodio (I111) com f-
ciclodextrina, Rh(III)/HPBCD: complexo de coordenagido do rodio (I1I) com hidroxipropil-f3-

ciclodextrina, BCD: B-ciclodextrina, HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina, uM: micromolar.

Figura 23— Curvas de morte de macrdéfagos J774A.1 em fungdo de diferentes concentragdes

do Rh (IIT) puro, Rh(IIT)/BCD e Rh(III)/HPPCD, apos 48 horas de cultura.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).
Legenda: Rh(III) : rédio (III), Rh(III)/BCD: complexo de coordenagdo do rodio (II1) com B-
ciclodextrina, Rh(III)/HPBCD: complexo de coordenagdo do rédio (I1I) com hidroxipropil-p-

ciclodextrina, BCD: B-ciclodextrina, HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina, uM: micromolar.
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Conforme mostra a Figura 23 A, o Rh (III) apresentou valor de ICso de aproximadamente
567 uM. O valor de ICso para os complexos de Rh(II)/BCD e Rh(III)/HPBCD sao
respectivamente 566 uM e 554 uM, em J774A.1 apos 48 horas de tratamento.

Comparando os valores de ICso, foi possivel observar que o Rh (IIT) foi mais citotoxico
em macrofagos J774A.1 quando comparado ao RAW 264.7, pois o valor de ICso do Rh (III)
para RAW 264.7 foi de 1090 uM e para o J774A.1 foi de aproximadamente 566 pM.

Como citado em materiais e métodos, para controle, as células também foram cultivadas
com BCD e HPBCD nas mesmas condigdes dos complexos de coordenagdo. As curvas de morte
estdo apresentadas na Figura 22B e Figura 23B para RAW 264.7 ¢ J774.A1 respectivamente, e
o0 ICso foi maior que 1200 pM.

Embora J774A.1 e RAW 264.7 sejam macrofagos ¢ importante ressaltar que a
susceptibilidade destas células mediante diferentes substancias, podem ter resultados distintos,
por exemplo, Gunawardena e colaboradores (2015) avaliaram a citotoxicidade de metabolitos
secundarios presentes nas cascas de canela (Cinnamomum zeylanicum Syn e C. zeylanicum) da
familia Lauraceae, em macrofagos RAW 264.7 e J774A.1. O tratamento das células mostrou que o
metabolito secundario cinamaldeido foi mais citotoxico para o macrofago J774A.1 (ICso= 546 uM)
comparado ao RAW 264.7 (ICso= 1191 uM); enquanto que o metabolito benzoato de benzila foi
mais citotoxico para RAW 264.7 (ICso = 117 uM) em relagdao a J774A.1 (ICso = 1646 uM).
Corroborando com o presente trabalho, onde foi observado este comportamento distinto entre as
células frente aos compostos testados.

Como anteriormente mencionado, foram identificados poucos trabalhos avaliando a
atividade imunomoduladora e potencial atividade anti-inflamatéria do Rh (IIl) e de seus
complexos, a maior parte dos estudos t€ém por objetivo avaliar a atividade antitumoral (LU et
al., 2018; THANGAVEL et al., 2016). Estudos da atividade imunomoduladora (MORAGUES
et al., 2013) e potencial atividade anti-inflamatéria (ZHONG et al., 2016), sdo mais restritos.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o Rh (III) nas concentragdes
testadas, ndo apresentou citotoxicidade nas linhagens de células estudadas. Esse resultado
corrobora o estudo realizado por McConnell e colaboradores (2013), mas diferente do objetivo
do presente trabalho, avaliaram o efeito antitumoral de complexos organicos de Rh (I) frente a
linhagem de células de adenocarcinoma colorretal (HCT-116). Como controle as células
também foram tratadas com o Rh (II) puro e este ndo apresentou citotoxicidade.

Lu e colaboradores (2018) avaliaram o potencial antitumoral de complexos de Rh (III)
com quinolinonas em quatro linhagens de células tumorais humanas (HepG2, HelLa229,

MGC80-3 e NCI-H460). Como controle foi utilizada uma linhagem de células hepaticas
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humanas ndo tumorais (HL-7702). Apds 24 horas de tratamento o Rh (III) puro ndo promoveu
alteracdo da viabilidade em nenhuma das linhagens de células investigadas.

No presente trabalho foi possivel observar que os complexos de Rh(III)/BCD e
Rh(IIT)/HPBCD também nao promoveram alteracdo da viabilidade celular de macrofagos. Nao
foi observado na literatura trabalhos que avaliassem a citotoxicidade de complexos de Rh (III)
ligados diretamente em ciclodextrinas, somente trabalhos com ligantes organometalicos
contendo o Rh, avaliando o efeito citotdoxico em macroéfagos. Como ja citado, Moragues e
colaboradores (2013) investigaram a citotoxicidade de complexos binucleares de Rh (III) em
macrofagos RAW 264.7, cujos resultados mostraram que o tratamento destas células com estes
complexos nao alterou a viabilidade dos macréfagos apds 48 horas de cultura.

Su e colaboradores (2017) avaliaram o perfil citotoxico de complexos organometalicos
de Rh (IIT) com ligantes curcuminodides em células renais embrionarias humanas (HEK-293T).
O tratamento das células mostrou que o complexo organometalico de Rh (III) ndo apresentou
perfil citotoxico frente as células estudadas.

Zhang e colaboradores (2017) avaliaram a citotoxicidade de outros metais de transicao,
como complexos de ruténio, 6smio e iridio em macrofagos RAW 264.7. Estes complexos nas
concentragdes de 10 uM, 20 uM, 50 uM e 100 uM nido provocaram alteracdo na viabilidade
dos macrofagos apos 48 horas de tratamento. Neste mesmo estudo, foi utilizada uma linhagem
de fibroblastos de pulmdao humano (MCR-5) para investigar se o efeito destes complexos na
viabilidade celular ¢ especifico do tipo de célula. Neste caso, o complexo de ruténio foi
altamente citotoxico, o complexo de 6smio foi ligeiramente citotdxico e os complexos de iridio
ndo apresentaram efeitos significativos na viabilidade celular de MCR-5 ap6s 48 horas de
cultura, demonstrando variagdo de atividade em diferentes linhagens.

O uso de apenas BCD e HPBCD nas mesmas condi¢des dos complexos de coordenagao
também nao alterou a viabilidade dos macréfagos RAW 264.7 (Tabela 9) e J774.A1 (Tabela
10). No estudo conduzido por Vukic e colaboradores (2019), foi avaliada a citotoxicidade da
BCD na linhagem celular HCT-116 e os resultados mostraram que a BCD nao interferiu na
viabilidade de HCT-116, contribuindo para o conhecimento da ndo citotoxicidade destas
ciclodextrinas.

Pin e colaboradores (2019), também avaliaram a citotoxicidade da a, B ¢ y-CD nas
linhagens de células tumorais (HepG2 e A549) e no fibroblasto de pulmao humano nao tumoral.
O tratamento das células mostrou que as ciclodextrinas ndo promoveram alteracdo na

viabilidade das linhagens celulares avaliadas.
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Por meio dos resultados obtidos foi possivel observar que o Rh (III) e os complexos,
mantiveram a viabilidade dos macréfagos, o que significa que podem ser utilizados para
avaliacdo da atividade imunomoduladora. Assim, os resultados que serdo apresentados a seguir
em relagdo a producdo de NO e expressio do NF-xB sdo oriundos da atividade

imunomoduladora dos compostos € ndo de morte celular.

5.2.2 Avaliagdo da produgdo de oxido nitrico (NO) por macrofagos RAW 264.7 e J774A.1

estimulados com LPS e IFN-y e tratados com o Rh (IIl) e com os complexos de coordenagdo

A avaliagdo da inibi¢ao da produgdo de 6xido nitrico (NO), indiretamente determinada
pela dosagem de nitrito, em macréfagos RAW 264.7 e J774.A1 foi realizada pelo método
colorimétrico de Griess. Na Figura 24 sdo apresentados os resultados da inibi¢do da producao
de NO em macréfagos RAW 264.7 ap6s 48 horas de tratamento com o Rh (III) (A e B), e com
os complexos de Rh(IIT)/BCD (A) e Rh(IIT)/HPBCD (B). Com os resultados obtidos foi possivel
observar que o Rh (III) reduziu de maneira significativa a produ¢do de NO em todas as
concentragoes testadas, e este efeito foi mais acentuado para a maior concentragdo, em relagao
ao controle nao tratado (RAW 264.7 nao tratada).

Ainda na Figura 24, ¢ possivel observar que além do Rh (III), que reduziu a producao
de NO, os complexos de Rh(III)/BCD (A) e Rh(III)/HPBCD (B) também promoveram este
efeito. Os complexos de coordenacdo mostraram-se significativamente (p < 0,05) mais ativos
que o Rh (IIl) puro nas concentragdes de 100 e 300 pM na inibi¢do da producdo de NO
produzidos por macréfagos RAW 264.7. Comparando a inibi¢do promovida pelos complexos,
observou-se que o complexo de Rh(III)/HPBCD reduziu a producdo de NO a valores
significativamente menores (p < 0,05) que o complexo de Rh(III)/BCD a 300 uM. O complexo
de Rh(III)/HPBCD apresentou uma inibicao de 67 % na producao de NO, sendo superior ao
efeito promovido pelo Rh (III) (14 %). Os resultados demonstraram que a complexacao

potencializa a atividade inibitoria da produgao de NO por macrofagos RAW 264.7.



79

Figura 24— Avaliagdo da inibi¢do da produgdo de NO do Rh (III) puro, Rh(IIT)/BCD (A) e
Rh(IIT)/HPBCD (B) em macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y, apos 48 horas

de cultura.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: Rh(III)/BCD: complexo de coordenagéo do rodio (IIT) com B- ciclodextrina ,
Rh(IIT)/HPBCD: complexo de coordenacdo do rodio (II1) com HPBCD, Rh(III): rédio (III) puro, BCD:
B-ciclodextrina, HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina, * p<0,05 RAW 264.7 versus Rh (III) ou

Rh(II)/BCD ou Rh(IIT)/HPBCD ou BCD ou HPPCD. #p<0,05 Rh(IIT) versus Rh(IIT)/BCD ou
Rh(III)/HPBCD.

A alteragdo sobre a produg@o de NO também foi investigada na linhagem de macréfagos
J774A.1. Na Figura 25, sdo apresentados os resultados do tratamento dos macréfagos com o
Rh (IIT) (A e B), e com os complexos de Rh(IIT)/BCD (A) e Rh(IIT1)/HPBCD (B) por 48 horas.

Avaliando-se os resultados apresentados na Figura 25 (A e B), para J774A.1, ¢ possivel
observar que o Rh (III) foi capaz de reduzir a produg@o de NO nas concentragdes de 50 pM e
300 uM. A concentragdo de 300 pM, demonstrou efeito inibitério de 40 % da produgdo do NO.
Os complexos de Rh(IIT)/BCD e Rh(IIT)/HPBCD também foram capazes de reduzir a produgdo
de NO nas concentragdes de 100 uM e 300 pM, sendo que a 300 puM, os complexos
apresentaram um efeito inibitério semelhante ao encontrado para o Rh (IIl), de

aproximadamente 40 % da producdo de NO, ndo havendo diferenca significativa ( p > 0,05).
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Figura 25—Avaliagao da inibi¢do da produgdo de NO do Rh (III) puro, Rh(IIT)/BCD (A) e
Rh(IIT)/HPBCD (B) em macréfagos J774A.1 estimulados com LPS e IFN-y, apos 48 horas de

cultura.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: Rh(III)/BCD: complexo de coordenagéo do rodio (IIT) com B- ciclodextrina ,
Rh(IIT)/HPBCD: complexo de coordenacdo do rédio (II1) com hidroxipropil-p- ciclodextrina, Rh(III):
rodio (IIT) puro, BCD: B-ciclodextrina, HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina, * p<0,05 J774A.1
versus Rh (IIT) ou Rh(II1)/BCD ou Rh(IIT)/HPBCD ou BCD ou HPBCD.

Como controle, as células também foram cultivadas com BCD e HPBCD nas mesmas
condi¢des dos complexos de coordenagdo, ndo apresentaram redugdo significativa na inibi¢ao
da produgdo de NO dos macrofagos RAW 264.7 (Figura 24) e J774.A1 (Figura 25).

Em resumo avaliando-se os efeitos do Rh (III) na inibi¢do da produgdo de NO em
macrofagos RAW 264.7 e J774A.1, observou-se que o mesmo foi capaz de promover a inibig@o
da produgdo de NO nas duas linhagens celulares investigadas. A mudanga da concentragdo de
NO, ¢ uma avalia¢do da capacidade das substancias em atuar como possiveis agentes anti-
inflamatorios embora outros mediadores precisem ser avaliados (CHOI et al., 2008; ZHOU et
al., 2007).

O resultado do presente trabalho corrobora os estudos de Moragues e colaboradores
(2013) e Liu e colaboradores (2014). No trabalho realizado por Moragues e colaboradores
(2013) foi relatado o potencial efeito imonumodulador de um complexo binuclear de Rh (III),
contendo moléculas de mondxido de carbono (CO) coordenadas, que reduziu a produgdo de
NO em macrofagos RAW 264.7 ativados por LPS.

Do mesmo modo, Liu e colaboradores (2014) investigaram a potencial atividade anti-

inflamatoria do complexo ciclometalado de rodio (IIT) em linhagens de macréfagos RAW 264.7
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estimulados com LPS. O tratamento destas células promoveu uma reducgio de 80 % da produgao
de NO, de maneira dose dependente.

No presente estudo observamos que os complexos foram mais potentes na inibicdo da
producao de NO em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y, apos 48 horas de
tratamento, porém esta melhor atividade ndo foi observada para a linhagem de macrofagos
J774A.1. A complexagdo do Rh (IIT) com ciclodextrinas pode ter favorecido essa melhora nos
resultados obtidos em células RAW 264.7, uma vez que estudos demonstram melhoria do efeito
anti-inflamatdrio de farmacos complexados com ciclodextrinas, principalmente na forma de
complexos de inclusdo, mostrando que o uso desta molécula pode facilitar a interagdo com
sitios de agao.

Por exemplo, Tan e colaboradores (2015) mostraram que o aumento da atividade anti-
inflamatoria do acetato de hidrocortisona foi devido a formagdo do CI com BCD. O resultado
obtido foi uma inibicdo mais acentuada na producdo de NO em macrofagos RAW 264.7
estimulados com LPS. O aumento da atividade anti-inflamatoria do acetato de hidrocortisona
foi atribuido ao estabelecimento de um sistema de libera¢ao controlada apos complexacao com
a BCD.

Giacoppo e colaboradores (2017) avaliaram os efeitos anti-inflamatérios de uma nova
formulacao do CI de moringina com aCD utilizando a linhagem de macréfagos RAW 264.7
estimulados com LPS. Os resultados obtidos mostraram que o aumento da solubilidade da
moringina apds complexa¢ao com aCD foi fundamental para aumentar a atividade biologica da
substancia e, portanto, reduzir a producao de mediadores inflamatorios como TNF, IL-13 e NF-
kB.

Mais recentemente, Silva e colaboradores (2019) sintetizaram, caracterizaram e
avaliaram a atividade anti-inflamatéria dos complexos de inclusdo de o, f-amina, uma mistura
de triterpenos pentaciclicos, com BCD e HPBCD. A atividade anti-inflamatéria foi investigada
utilizando a linhagem de macrofagos J774A.1. Os resultados obtidos mostraram que os
complexos de inclusdo promoveram uma maior porcentagem de inibi¢do da producao de NO
quando comparada a a, f-amina pura.

Assim, o presente trabalho corrobora os estudos acima citado no sentido que mostram
que as ciclodextrinas foram capazes de promover uma melhoria na acao das substancias a qual
foram complexadas. Em geral, pode-se observar que todos os compostos foram capazes de
promover a reducdo da produ¢do de NO em macréfagos murinos, porém o mecanismo nao foi

esclarecido, sendo necessario investigar novas vias.
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5.2.3 Avaliagao do efeito do Rh (IIl) e dos complexos de coordenagdo na expressdo de NF-kB
em macrofagos RAW 264.7 e J774.A1 estimulados com LPS e IFN-y

A citometria de fluxo € uma técnica que possibilita a analise e quantificacdo de células
ou particulas biologicas suspensas em meio liquido em fluxo. Permite verificar varios
parametros simultaneamente, através da dispersdo da luz frontal (forward scatter- FSC), que se
correlaciona com o volume celular, luz lateral (side scatter-SSC), que estabelece a
complexidade morfologica da célula e também a fluorescéncia emitida pelos fluorocromos
ligados a anticorpos monoclonais (ADAN et al., 2017).

Na Figura 26 sdo apresentados os resultados da expressdo por mediana da intensidade
de fluorescéncia (MIF) do fator de transcricdo NF-kB por macréfagos RAW 264.7 estimulados
com LPS e IFN-y ap6s 3 horas de tratamento com o Rh (III) (A e B), e com os complexos de
Rh(IIT)/BCD (A) e Rh(III)/HPBCD (B);

Figura 26— Expressdo por mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) do fator de
transcri¢do NF-kB por macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y apds 3 horas de
tratamento com o Rh (III) (A,B), Rh(IITI)/BCD (A) e Rh(III)/HPBCD (B).
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: Rh(III)/BCD: complexo de coordenagéo do rodio (IIT) com B- ciclodextrina ,
Rh(IIT)/HPBCD: complexo de coordenagdo do rodio (II1) com hidroxipropil-p- ciclodextrina, Rh(III):
rodio (II) puro, BCD: B-ciclodextrina, HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina. NF-kB: fator nuclear
kappa B. MIF: mediana de intensidade de fluorescéncia. # p<0,05 RAW264.7 versus controle negativo
(CN) ou Rh(IIT)/BCD ou Rh(IIT)/HPRCD ou BCD ou HPRCD ou Rh (III). A p<0,05 Rh (II) versus
Rh(IIT)/BCD ou Rh(IIT1)/HPBCD ou BCD ou HPBCD comparando na mesma concentragéo.
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Os resultados apresentados na Figura 26 demonstram que o Rh (III) foi capaz de reduzir
a expressdo por MIF do fator de transcrigdo NF-kB em macrofagos RAW 264.7, em todas as
concentragdes testadas. Ja para os complexos este efeito ndo foi observado, os complexos de
Rh(III)/BCD (A) e Rh(IIT)/HPBCD (B) aumentaram a expressao do NF-«xB.

Na Figura 27 estao apresentados os resultados da porcentagem (%) de expressdo do fator
de transcri¢do NF-«kB por macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y ap6s 3 horas
de tratamento com o Rh (II) (A e B), e com os complexos de Rh(II[)/BCD (A) e
Rh(IIT)/HPBCD (B).

Figura 27— Porcentagem (%) de expressdo do fator de transcricdo NF-kB por macréfagos
RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y ap6s 3 horas de tratamento com o Rh (III) (A,B),
Rh(IIT)/BCD (A) e Rh(III)HPBCD (B).
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: Rh(III)/BCD: complexo de coordenagéo do rodio (IIT) com B- ciclodextrina ,
Rh(IIT)/HPBCD: complexo de coordenacdo do rodio (II1) com hidroxipropil-p- ciclodextrina, Rh(III):
rodio (II1) puro, BCD: B-ciclodextrina, HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina. NF-kB: fator nuclear
kappa B. %: porcentagem. # p<0,05 RAW264.7 versus controle negativo (CN) ou Rh(III)/BCD ou
Rh(IIT)/HPBCD ou BCD ou HPBCD ou Rh (III). A p<0,05 Rh (IIT) versus Rh(II1)/BCD ou
Rh(IIT)/HPBCD ou BCD ou HPBCD comparando na mesma concentracio.

O Rh (IIT) nas concentracdes de 50 e 100 uM foi capaz de reduzir a expressdo do NF-
kB. Entre os complexos, apenas o complexo de Rh(III)/BCD (A) nas trés concentracdes testadas
promoveu redugdo significativa da expressdo do NF-kB. O complexo de Rh(III)/HPBCD (B)

aumentou a expressdo do NF-«xB.
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Na Figura 28 estdo apresentados os resultados da expressao por mediana da intensidade
de fluorescéncia (MIF) do fator de transcricdo NF-kB por macréfagos J774A.1 estimulados
com LPS e IFN-y ap6s 3 horas de tratamento com o Rh (III) (A e B), e com os complexos de
Rh(IIT)/BCD (A) e Rh(IIT)/HPBCD (B).

Figura 28— Expressdo por mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF) do fator de
transcri¢do NF- kB por macrofagos J774A.1 estimulados com LPS e IFN-y apds 3 horas de
tratamento com o Rh (II) (A, B) Rh(III)/BCD (A), e Rh(III)/HPBCD (B).

50001 5000
4000

3000

NF-kB (IMF)
NF-kB (IMF

2000

1000

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Legenda: Rh(III)/BCD: complexo de coordenagdo do rodio (III) com B- ciclodextrina ,
Rh(IIT)/HPBCD: complexo de coordenagdo do rédio (II1) com hidroxipropil-B- ciclodextrina, Rh(III):
rodio (II) puro, BCD: B-ciclodextrina, HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina. NF-kB: fator nuclear
kappa B. MIF: mediana de intensidade de fluorescéncia. # p<0,05 J774A.1 versus controle negativo
(CN) ou Rh(IIT)/BCD ou Rh(II1)HPBCD ou BCD ou HPPCD ou Rh (I1I). A p<0,05 Rh (III) versus
Rh(IIT)/BCD ou Rh(IIT)/HPBCD ou BCD ou HPBCD comparando na mesma concentragio.

Por meio dos resultados obtidos € possivel observar que o Rh (III) foi capaz de promover
redugdo na expressdo do NF-«xB nas trés concentragdes testadas. Os complexos de Rh(II1)/BCD
(A) e Rh(III)/HPBCD (B) nas trés concentragdes testadas também promoveram redugdo da
expressao do NF-kB.

Na Figura 29 estdo apresentados os resultados da porcentagem (%) de frequéncia do
fator de transcrigdo NF-kB por macréfagos J774A.1 estimulados com LPS e IFN-y ap6s 3 horas
de tratamento com o Rh (III) (A e B), e com os complexos de Rh(III)/BCD (A) e
Rh(IIT)/HPBCD (B).
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Figura 29— Porcentagem (%) da expressdo do fator de transcricdo NF-kB por macréfagos
J774A.1 estimulados com LPS e IFN-y apos 3 horas de tratamento com o Rh(III),
Rh(IIT)/BCD (A), e Rh(II1)/HPBCD (B).
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).
Legenda: Rh(III)/BCD: complexo de coordenagdo do rodio (IIT) com B- ciclodextrina,
Rh(IIT)/HPBCD: complexo de coordenagdo do rodio (IIT) com hidroxipropil-B- ciclodextrina, Rh(III):
rodio (III) puro, BCD: B-ciclodextrina, HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina. NF-«xB: fator nuclear
kappa B. %: porcentagem. # p<0,05 J774A.1 versus controle negativo (CN) ou Rh(IIT)/BCD ou
Rh(IIT)/HPBCD ou BCD ou HPRCD ou Rh (IIT). A p<0,05 Rh (III) versus Rh(II1)/BCD ou
Rh(IIT)/HPBCD ou BCD ou HPBCD comparando na mesma concentragio.

Os resultados apresentados na Figura 29 demonstram que o Rh (III) a 300 pM reduziu
a expressdo do NF-kB. Os complexos de Rh(III)/BCD (A) e Rh(III)/HPBCD (B) nas trés
concentragdes testadas promoveram redug@o na expressao do NF-«B.

Avaliando os resultados da expressdo do fator de transcri¢do NF-kB em macrdéfagos
RAW 264.7 e J774A.1 estimulados com LPS e IFN-y ap6s 3 horas de tratamento observou-se
que o Rh (III) foi capaz de promover reducdo da expressdo do NF-kB nas duas linhagens de
células estudadas. Este resultado corrobora com o estudo realizado por Liu e colaboradores
(2014) que sintetizaram e avaliaram a potencial atividade anti-inflamatéria de um complexo
ciclometalado de Rh (III) em macréfagos RAW 264.7 e observaram a reducdo da expressdo do
fator de transi¢do NF-«xB.

Além do Rh (IIT) o metal niquel também ja foi avaliado em relagdo ao potencial inibidor
de NF-kB. Shawish e colaboradores (2014) relataram a atividade anti-inflamatoria de um

complexo de tiossemicarbazona com niquel (II) ao mostrarem que a expressdo, induzida por
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LPS, de genes alvos do fator de transcrigdo NF-kB foi reduzida apds tratamento dos macréfagos
RAW 264.7. Além disso, foi investigada a expressao do fator de transcri¢do NF-kB em células
HeLa S3 estimuladas com TNF-a. O tratamento destas células com o complexo de
tiossemicarbazona de niquel (II) promoveu uma redugao acentuada na expressao do NF-«xB.
Outro estudo que também avaliou a potencial atividade anti-inflamatéria de um
complexo ciclometalado de Rh (IIT) em linhagens de células de adenocarcinoma de colon
humano (Caco-2) foi realizado por Zhang e colaboradores no ano de 2017. O tratamento dessas
células promoveu uma reducao da atividade do fator de transi¢do NF-«xB. Este resultado foi
atribuido ao acimulo de IkB induzido pelo composto. Além disso, neste mesmo estudo foi
observado que o complexo ciclometalado de Rh (III) promoveu a diminui¢ao da liberacao de
citocinas inflamatorios como TNF-a e IL-1p em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS.
Os complexos de coordenacdo com Rh (III) apresentaram efeitos diferentes nas
linhagens de células estudadas. Nao encontramos na literatura trabalhos que avaliassem a
expressdo do fator de transcricdo NF-kB por macréfagos tratados com complexos de

coordenagao de Rh (III) com ciclodextrinas.

5.2.4 Avaliagdo do efeito do Rh (II) e dos complexos de Rh(II1)/FCD e Rh(Ill)/HPSCD no

modelo in vivo da indugdo de edema de pata de camundongos pela carragenina

O modelo da indugdo de edema em patas de camundongos induzido pela carragenina ¢
um teste amplamente utilizado para determinar o potencial anti-inflamatério de diversas
substancias (POSADAS et al., 2004). A carragenina desencadeia uma resposta inflamatéria
inicialmente aguda, acompanhada de vasodilatacdo, exsudagao de fluido e migragdo de células
para o local da inflamac¢ao (SOHN et al., 2012).

O objetivo desse experimento foi avaliar a resposta do Rh (III) e dos complexos em
reduzir o edema induzido pela carragenina em patas de camundongos e a possivel atividade
anti-inflamatoria das substancias.

A Figura 30 mostra a variacdo da espessura da pata (mm) ap6s 3 horas de tratamento
com o Rh (IIT) (5§ mg/Kg), com o complexo de Rh(III)/BCD (5 mg/Kg), e dexametasona (0,5
mg/Kg).

Assim sendo, € possivel observar que na 3 hora apos a indugao, os grupos tratados com
Rh (III) (5mg/Kg), com o complexo Rh(III)/BCD (5 mg/Kg) e com a dexametasona
apresentaram redu¢do no edema de pata induzido pela carragenina, sendo estatisticamente

diferente do grupo tratado com PBS. E importante ressaltar que nio houve diferenca entre a
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inibicdo promovida pela dexametasona e os tratamentos com Rh (III) ou com Rh(IIT)/BCD (5
mg/Kg). Além disso, o tratamento com BCD (5mg/Kg) nao foi capaz de inibir o edema de pata,

apresentando inchago igual ao tratamento com PBS.

Figura 30—Variacao da espessura (mm) do edema induzido pela carragenina em patas de

camundongos Balb/c fémea apos 3 horas de tratamento intraperitonealmente com o Rh (III) (5
mg/Kg), BCD (5 mg/Kg), com o complexo de Rh(IIT)/BCD (5 mg/Kg), dexametasona (0,5
mg/Kg) e com PBS (100 pL).
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).
Legenda: Rh(III): Rodio (IIT), BCD: B-ciclodextrina, Rh(IIT)/BCD: complexo de Rh(III) com BCD,
PBS: tampao fosfato salino, mm: milimetros. # p<0,05 PBS versus dexametasona. A p< 0,05 PBS

versus Rh(IIT), Rh(II1)/BCD.

Na Figura 31 ¢ apresentada a variacdo da espessura da pata (mm) ap6s 3 horas de
tratamento com o Rh (III) (5 mg/Kg), com o complexo de Rh(II[)/HPBCD (5 mg/Kg), e
dexametasona (0,5 mg/Kg).



88

Figura 31—Variagao da espessura (mm) do edema induzido pela carragenina em patas de
camundongos Balb/c fémea ap6s 3 horas de tratamento intraperitonealmente com o Rh (III) (5
mg/Kg), HPBCD (5 mg/Kg), com o complexo de Rh(III)/HPBCD (5 mg/Kg), dexametasona
(0,5 mg/Kg) e com PBS (100 pL).
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Legenda: Rh(III): Rodio (I1I), HPBCD: hidroxipropil-Beiclodextrina, Rh(III)/HPBCD: complexo de
Rh(IIT) com HPBCD, PBS: tampao fosfato salino, mm: milimetros. # p<0,05 PBS versus
dexametasona. A p< 0,05 PBS versus Rh(IIl), Rh(IIT)/HPBCD.

Os tratamentos com o Rh (III) e com o complexo de Rh(III)/HPBCD mostraram reducao
no edema da pata similar ao grupo que recebeu dexametasona (0,5 mg/Kg), a partir da 2° hora,
sendo diferente estatisticamente dos animais que receberam PBS como tratamento. O
tratamento com HPBCD (5mg/Kg) ndo foi capaz de inibir o edema de pata, sendo igual ao
tratamento com PBS. Como controle, os camundongos também foram tratados com BCD
(Figura 30) e HPBCD (Figura 31) nas mesmas concentragdes (5 mg/Kg) e condi¢des dos
compostos, nao apresentaram reducdo no edema de patas de camundongos induzida por
carragenina.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o tratamento com o Rh (III)
(5 mg/Kg) apresentou diferenca significativa na reducdo do edema em patas de camundongos
induzidas por carragenina quando comparado ao grupo controle tratado com PBS. Esse

resultado corrobora estudos realizados por outros pesquisadores que mostraram a atividade anti-
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inflamatéria de outras substancias através do modelo de edema de patas de camundongos
induzido por carragenina (ZHONG et al., 2017).

Liao e colaboradores (2012) relataram a atividade anti-inflamatoria de constituintes da
Cinnamomum cassia in vitro em macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS e através do
modelo in vivo de indugdo de edema em patas de camundongos pela carragenina, onde houve
reducdo da producdo de NO, do fator de transcricio NF-kB e do edema das patas dos
camundongos.

Na literatura ndo foram observados trabalhos que relatassem a potencial atividade anti-
inflamatoria de complexos de coordenagdo com o rodio no modelo in vivo de edema de patas
de camundongos induzidos por carragenina, apenas o trabalho conduzido por Zhong e
colaboradores (2017) que mostraram in vivo a promissora atividade anti-inflamatoria do
complexo ciclometalado de Rh (III) no tratamento da doenga inflamatoéria intestinal. No estudo
foi utilizado o modelo de camundongos coliticos induzidos por uma solucio de acido 2,4,6-
trinitrobenzenossulfonico (TNBS) e tratados com complexo ciclometalado de Rh (III)
(5mg/Kg) O indice de atividade da doenga (DAI) foi determinado pela medida da perda de peso
corporal e consisténcia das fezes, com valores mais altos de DAI correlacionados com os
sintomas mais graves da doenca. Os resultados mostraram que camundongos coliticos nio
tratados apresentaram um escore DAI maximo de 8,3, enquanto camundongos coliticos tratados
com o complexo ciclometalado de Rh (III) mostraram um escore DAI maximo
consideravelmente mais baixo de 5,8. Além disso, o complexo ciclometalado de rédio (III)
diminuiu os mediadores inflamatorios TNF-a, IL-1B em amostras de tecidos do colon dos
camundongos tratados com o composto.

Os complexos de Rh(IIT)/BCD e Rh(III)HPBCD a 5 mg/Kg também mostraram
diferenca significativa na redugdo do edema em patas de camundongos induzidas por
carragenina quando comparado com controle tratado com PBS.

Comparando a inibicdo do edema em patas de camundongos induzido por carragenina
promovida pelo Rh (IIT) puro em relacdo aos seus complexos, observou-se que ndo houve
diferenca significativa na reducao do edema em patas de camundongos promovida pelo Rh (III)
e pelos complexos de Rh (III) com ciclodextrina. Estudos anteriores que também avaliaram a
potencial atividade anti-inflamatoria de substancias complexadas com ciclodextrinas
mostraram resultados semelhantes. E possivel sugerir que em virtude do fato do Rh (III) j& ser
uma espécie muito ativa, no modelo utilizado, ndo foi possivel identificar uma melhoria no

efeito dos complexos, sobre o processo inflamatoério.
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Contudo, conforme demonstrado na se¢do 5.2.2, os complexos de Rh (III) em RAW
264.7 foram mais efetivos em reduzir a produgdo de NO do que o Rh (III). Por outro lado, o Rh
(IT) foi mais eficiente em reduzir a expressao de NF-xB. Considerando que essas duas vias nao
sdo totalmente dependentes, tem-se que na presenga das ciclodextrinas como ligante
provavelmente gera uma alteragdo do mecanismo de acao do Rh (III), favorecendo a inibi¢ao
do NO, mas restringindo a via de expressao do fator de transcricdo NF-kB.

Estudo similar, onde o complexo com ciclodextrinas apresentou mesma atividade da
substancia pura, tem sido citado na literatura, apresentando vantagens distintas daquela
esperada para o complexo. Silva e colaboradores (2018) demonstraram a atividade anti-
inflamatoria da limonina antes e depois da sua complexagdo com e YCD. A limonina, assim
como os seus complexos apresentaram redu¢do no edema de patas de camundongos induzidos
por carragenina. Os resultados encontrados mostraram que ndo houve diferenga significativa
entre a redugdo do edema de patas de camundongos promovida pela limonina e seus complexos.
Entretanto, os autores apontam que os resultados sao promissores para a implantagao de um
sistema de supressao de sabor amargo, apos complexa¢do com ciclodextrinas, podendo indicar
novas aplicagdes industriais para os complexos com ciclodextrina.

Os resultados apresentados neste estudo sugerem o potencial anti-inflamatério do Rh
(IIT) e dos complexos de coordenacdo do Rh (III), em func¢do da maior atividade moduladora
relacionada a reducdo da expressdo do fator de transcrigdo NF-kB e do elevado efeito
promovido na inibicdo da produ¢do do NO, respectivamente. Além disso, foi verificada a
redu¢do do edema de pata de camundongos, induzidos por carragenina, promovida pelo Rh (III)
e dos complexos de coordenagao do Rh (III). Porém, estudos de mecanismos moleculares sao

necessarios para esclarecer as vias de acao destes compostos.
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6 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos no presente trabalho ¢ possivel concluir que o método de
coprecipitagdo/liofizacdo foi eficiente para a preparacao dos dois complexos de coordenagao, e
que tanto o Rh (IIT) como os seus complexos Rh(IIT)/BCD e Rh(III)/HPBCD foram capazes de
modular negativamente mediadores inflamatorios in vitro, além de promoverem a redugdo
doedema de pata in vivo, demostrando um possivel potencial para o controle de doengas
inflamatorias, entretanto, outros estudos sdo necessarios para maiores esclarecimentos das vias

de sinalizagdo envolvidas no mecanismos de acao.
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ANEXO A — Comité de Etica em Experimentacio Animal

S TRANO DA EDUC,
UHIVER SIDADE FEDERAL DOS vALES DO Jices

T UFVIM

CERTIFICADO
Tedfilo Otoni, 16 de julho de 2019.

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO in vivo DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA DE COMPLEXOS DE RODIO COM CICLODEXTRINAS EM MODELO
INFLAMATORIO DE EDEMA DE PATA", registrada com o n° 01-2019 R, sob a
responsabilidade de Caio César de Souza Alves - que envolve a produglo, manutengio ou
utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéio Animal (CONCEA), e foi APROVADO
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UFVIM) DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI, em 17* Reunido Ordinéria, no
dia 09 de julho de 2019.

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagdo |19/08/2019 a 18/08/2023
Espécie/linhagem/raga | Camundongo isogénico Balb/c

N° de animais 150

Peso/ldade 18g / 3 a 4 semanas
Sexo Fémea

Origem CEBIO-ICB-UFMG

Com o recebimento deste parecer, o responsdvel compromete-se a entregar o relatério final da
proposta até 60 dias apos o término. Em caso de planos de aula, a cada seis meses estes

deverdo ser revalidados.
Ressaltamos que, conforme a Resolugdo Normativa I, de 9 de Julho de 2010, qualquer

 alteragdo no protocolo previamente aprovado, na equipe técnica, bem como acidentes
 envolvendo os animais, competem ao responsavel a comunicagdo a CEUA/UFVIM.

SCRaA 1m

‘vordenadora da Comissilo de Etica no Uso de Animais/UFVIM




