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RESUMO

O tratamento das doengas inflamatérias enfrenta grandes desafios
relacionados aos efeitos indesejados dos anti-inflamatérios atualmente disponiveis,
além da caréncia de medicamentos para tratar doengas inflamatdrias cronicas e
autoimunes como lupus eritematoso sistémico, artrite reumatoide, esclerose multipla,
entre outras. Desta forma, torna-se necessario o desenvolvimento de novos agentes
farmacolégicos. Dentro deste contexto, € importante ressaltar a importancia da
nanomedicina, que dispde de ferramentas que permitem o desenvolvimento de
sistemas de liberagcdo controlada de farmacos com a utilizagdo de nanoestruturas
como ciclodextrinas. As ciclodextrinas se destacam por sua excelente
biocompatibilidade e capacidade de formar complexos tanto supramoleculares,
quanto de coordenagdo. Entretanto, em formulagbes complexas, pode haver
dissociagao dos compostos devida a competicdo com outras espécies quimicas
presentes no meio. A polimerizagao de ciclodextrinas representa uma estratégia para
ampliar sua capacidade de complexagao. O rodio € um dos metais de transigao que
compdem o grupo da platina e o conhecimento sobre seu efeito antitumoral existe ha
varias décadas, entretanto, nos ultimos anos a possivel atividade anti-inflamatéria
dessa classe de metais tem sido investigada. Dessa forma, o presente estudo
objetivou sintetizar, caracterizar e avaliar as atividades biolégicas do complexo de
coordenacao de rodio (lll) com policiclodextrina. A caracterizagdo estrutural foi
realizada por espectroscopia de infravermelho, pela qual foi possivel observar
mudancas em varios modos vibracionais da pCD apds a formag¢ao do complexo; por
ressonancia magnética nuclear de 'H, que confirmou as interagdes intermoleculares
ocorridas durante a formagao do complexo por variagdes no deslocamento quimico
dos sinais de hidrogénio. A titulagdo calorimétrica isotérmica mostrou que a
complexacao € direcionada por entalpia e por entropia, com estequiometria 1:3. A
avaliacdo das atividades biolégicas in vitro foi realizada através de ensaios de
citotoxicidade, genotoxicidade, determinagéo da produg¢ao de oxido nitrico e avaliagao
da expressao do fator de transcricao NF-kB e mostrou que o complexo sintetizado
promoveu a diminuicdo da producao de 6xido nitrico e da expressao de NF-kB nas
linhagens de macréfago RAW 264.7 e J774A.1 mantendo a viabilidade celular e sem
promover danos ao seu material genético. Para avaliagao in vivo foram utilizados os

modelos de inducdo de edema de pata em camundongos pela inoculagdo de



carragenina (inflamagao aguda) e pela inoculagdo de ovalbumina (hipersensibilidade
tardia). Os resultados mostraram que o rédio promoveu a redugao do edema de pata
de forma semelhante a dexametasona. Foi mostrado ainda que o complexo também
reduziu o edema, e que esse fato esta relacionado ao potencial da policiclodextrina
em otimizar a atividade do rédio. Maiores estudos devem ser realizados para avaliar
as vias que estdo envolvidas na atividade anti-inflamatéria dos complexos de

coordenacao a base de rodio para viabilizar a exploragao do seu potencial.

Palavras-chave: policiclodextrinas, rédio, imunomodulagéao.



ABSTRACT

The treatment of inflammatory diseases faces major challenges related to the
unwanted effects of currently available anti-inflammatory drugs, in addition to the lack
of drugs to treat chronic inflammatory and autoimmune diseases such as systemic
lupus erythematosus, rheumatoid arthritis, multiple sclerosis, among others. Therefore,
the development of new pharmacological agents becomes necessary. In this context
is important to highlight that nanomedicine has tools that allow the development of
controlled drug release systems using nanostructures like cyclodextrins. Cyclodextrins
stand out in this context for their excellent biocompatibility and ability to form
coordination complexes, however, in complex formulations, there may be dissociation
of the compounds due to competition with other chemical species present in the
medium. The polymerization of cyclodextrins represents a strategy to increase their
complexation capacity. Rhodium is one of the metals that make up the platinum group
and knowledge about its antitumor effect has existed for several decades due to the
cytotoxic activity of transition metals, however, in recent years the possible anti-
inflammatory activity of this class of metals has been investigated. Thus, the present
study aimed to synthesize, characterize and evaluate the biological activities of the
rhodium(lll)  coordination complex with polycyclodextrin. The  structural
characterization was performed by infrared spectroscopy, by which it was possible to
observe changes in various vibrational modes of pCD after the formation of the
complex; 'H nuclear magnetic resonance, which confirmed the intermolecular
interactions that occurred during the formation of the complex by variations in the
chemical shift of the hydrogen signals. Isothermal calorimetric titration showed that the
complexation is driven by enthalpy and entropy, with 1:3 stoichiometry. The evaluation
of in vitro biological activities was carried out through cytotoxicity and genotoxicity
assays, determination of nitric oxide production and evaluation of the expression of the
transcription factor NF-kB and showed that the synthesized complex promoted a
decrease in nitric oxide production and NF-kB expression in macrophage strains RAW
264.7 and J774A.1 maintaining cell viability and without promoting damage to its
genetic material. For in vivo evaluation, models of induction of paw edema in mice by
inoculation of carrageenan (acute inflammation) and by inoculation of ovalbumin
(delayed hypersensitivity) were used. The results showed that rhodium promoted the

reduction of paw edema in a similar way to dexamethasone. It was also shown that the



complex promoted the reduction of paw edema, and that this fact is related to the
potential of polycyclodextrin to optimize rhodium activity. Further studies should be
carried out to evaluate the pathways that are involved in the anti-inflammatory activity
of rhodium-based coordination complexes to enable the exploration of their potential.

Keywords: polycyclodextrins, rhodium, immunomodulation.
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1 INTRODUGAO

1.1 PROCESSO INFLAMATORIO E SEUS MEDIADORES

O sistema imunoldgico, composto por uma variedade de 6rgaos, células e
moléculas, tem por fungdo basica manter a homeostase do organismo. Diante de
estimulos infecciosos ou ndo, como microrganismos, agdo mecanica, radiagcéo
ionizante, células danificadas ou compostos téxicos, a primeira resposta do organismo
€ o0 desencadeamento de um processo inflamatério, que envolve diversos elementos
teciduais, celulares e moleculares (CRUVINEL et al., 2010; NETEA et al., 2017).

Os sinais clinicos caracteristicos do processo inflamatoério sao rubor, calor, dor,
edema e perda de fungdo tecidual. Durante esse processo ocorrem importantes
eventos microcirculatorios como aumento da permeabilidade vascular, recrutamento
e acumulo de leucécitos e a liberacdo de uma série de mediadores inflamatdrios
(CHEN et al., 2018).

Em uma resposta inflamatéria tipica estdo envolvidos quatro componentes
basicos que atuam em vias distintas a depender do tipo de estimulo inflamatério,
sendo eles: os indutores da inflamacgao, os sensores que os detectam, os mediadores
inflamatorios induzidos pelos sensores e os tecidos-alvo. Independente do estimulo
inicial, todos os processos inflamatérios apresentam um mecanismo em comum no
qual os receptores de superficie celular reconhecem o estimulo, as vias inflamatdrias
sao ativadas, os marcadores inflamatorios sdo liberados e as células inflamatorias sdo
recrutadas (NETEA et al., 2017; CHEN et al., 2018). A figura 1 representa um processo

inflamataorio induzido por um patégeno bacteriano.

Figura 1 - Componentes da resposta inflamatéria
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Padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e padrées moleculares
associados a danos (DAMPs) sao estruturas que podem desencadear a resposta
inflamatoria pela ativacdo de receptores de reconhecimento de padrées (PRRs)
expressos em células imunes como mastocitos, células dendriticas e macrofagos. Os
receptores Toll-like (TLRs) s&o os mais bem estudados dentre os PRRs e induzem a
producao de mediadores incluindo citocinas, quimiocinas, eicosanoides, entre outros.
Citocinas como interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina
1B (IL-1B), interagindo com TLRs e com os receptores IL-6R, TNFR e IL-1R, atuam
mediando o processo inflamatoério. A sinalizagdo pelos TLRs promove ainda uma
sequéncia de eventos intracelulares que levam a translocagao do fator nuclear kappa
B (NF-kB), importante fator de transcrigdo envolvido no controle da expressao de
diversos genes ligados a resposta inflamatéria (CHEN et al., 2018).

O fator de transcricdo NF-kB regula varias fungdes das respostas inata e
adaptativa, sendo, portanto, um mediador central das respostas imunoldgicas. Além
disso, interfere de forma critica na ativacao, diferenciacao e sobrevivéncia das células
imune inatas e células T inflamatdrias. Dessa forma, erros na ativacdo deste fator
estao relacionados a patogénese de muitas doencgas inflamatérias (LIU et al., 2017).

A familia NF-kB é formada por cinco fatores de transcrigao relacionados: p50,
p52, p65 (ou RelA), RelB e c-Rel. Eles compartiiham um dominio N-terminal de
ligacado/dimerizagdo ao acido desoxirribonucleico (DNA), que permite a formacao de
homodimeros e heterodimeros, denominado dominio de homologia Rel. Os dimeros
se ligam aos sitios kB, que sao sequéncias especificas de DNA com a finalidade de
modular a expressdo génica. Por conter dominios de ativagdo da transcricdo C-
terminal, RelB, c-Rel e p65 podem recrutar coativadores e ativar a expressao génica,
ao passo que p50 e p52, que nao possuem esses dominios, ativam a transcricao por
meio da formacao de heterodimeros com os demais fatores ou recrutando outras
proteinas que apresentam tal dominio. Quando na condigédo de homodimeros, p50 e
p52 nao podem ativar a transcricdo, podem reprimi-la ao se ligarem ao DNA
(HAYDEN; GHOSH, 2011; LIU et al., 2017).

Os complexos NF-kB sao geralmente encontrados no citoplasma em sua forma
inativa complexados a proteinas inibitérias da familia IkB. Essas proteinas ocultam o
dominio de ligacdo dos dimeros NF-kB/Rel ao DNA e os mantem sequestrados no
citoplasma. Além disso, proteinas I-kB possuem sinais de exportag¢ao nuclear capazes
de remover as proteinas NF-kB do nucleo (PANDAY et al., 2016). A ativagdo do NF-
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KB ocorre por duas vias principais de sinalizagao, a via classica, ou canbnica e a nao
candnica, também denominada alternativa (Figura 2). A via classica responde a varios
sinais inflamatorios, dentre os quais, lipopolissacarideo (LPS), TNF-a, PRRs, IL-1 e
diversas outras citocinas. Estes estimulos induzem a fosforilagdo de proteinas |-kB
por um complexo de quinases IKK composto por duas subunidades cataliticas, IKKa
e IKKB e uma subunidade regulatéria IKKy (também conhecida como NEMO). A
fosforilagdo de IKKa resulta em sua ubiquitinagdo e degradacao. O NF-kB agora ativo
se transloca para o nucleo e ativa os genes que codificam citocinas envolvidas na
modulagao da resposta inflamatéria (TANIGUCHI; KARIN, 2018). A via alternativa NF-
KB responde a um subconjunto de proteinas pertencentes a familia do TNF, incluindo
linfotoxina (LT), receptor ativado do ligante NF-kB (RANKL), entre outras, e nao
envolve a degradacéo de IkBa (LINGAPPAN, 2018; TANIGUCHI; KARIN, 2018).

Figura 2 - Vias de ativagao do NF-kB
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Além de regular a proliferagao, apoptose, morfogénese e diferenciagéo celular,
o NF-kB tem como alvo o aumento da sintese de citocinas inflamatoérias (LIU et al.,
2017).
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Citocinas sao proteinas de baixo peso molecular (em geral de 15 a 30 kDa)
predominantemente liberadas pelas células imunes como linfécitos, mondcitos e
macroéfagos. Citocinas anti-inflamatorias atuam com o objetivo de inibir o processo
inflamatorio, enquanto as pro-inflamatérias promovem a inflamagéo (CHEN et al.,
2018).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria de grande relevancia no sistema
imunoldgico por exercer varias fun¢gées como induzir a sintese de outras citocinas e
mediadores de proliferagcdo e diferenciacao celular e apoptose. Esta citocina se
apresenta em duas formas: TNF-a soluvel, com 17 kDa e TNF-a ligado a membrana,
com 26 kDa, sendo a ultima forma a mais ativa. A detec¢cao do TNF-a é realizada em
situacbes de infeccao e inflamacdo e seus niveis séricos sdo proporcionais a
gravidade do processo inflamatério. Uma das principais moléculas que estimulam a
sintese de TNF-a é o LPS, além de interferon gama (IFN-y), IL-1, entre outras. Embora
células como mastécitos, neutrdfilos e linfocitos B sejam capazes de produzir TNF-q,
as ceélulas T e os macréfagos sdo considerados os principais produtores desta
citocina, que tem suas ag¢des mediadas pela ligacdo aos receptores de fator de
necrose tumoral (TNFR) (ZELOVA; HOSEK, 2013).

A influéncia do TNF na regulacdo de NF-kB é amplamente apresentada na
literatura e existe um crescente interesse em elucidar a atuagdo do TNF na geracao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), uma vez que sua ligagao ao receptor TNFR1
pode levar a ativacdo do NF-kB, bem como induzir a geragdo de ROS. O
esclarecimento desses mecanismos contribui com estudos focados, por exemplo, na
criacdo de novos compostos que atuem na modulagdo do processo inflamatério
(BLASER et al., 2016; LIU et al., 2017).

Ainda neste contexto, tdo importantes quanto as ROS s&o as espécies reativas
de nitrogénio (RNS), dentre as quais se destaca o 6xido nitrico (NO), a menor
molécula bioativa conhecida (XUE et al., 2018). A fonte primaria de NO é a enzima
oxido nitrico sintase (NOS) que possui trés isoformas: neuronal (nNOS), endotelial
(eNOS) e induzivel (INOS). A iINOS produz NO a partir da L-arginina na presenca de
oxigénio molecular induzida por LPS e diversas citocinas. O NO desempenha papeis
na neurotransmissdo, fungcdo vascular e tem grande atuagdo nos processos do
sistema imunologico, os efeitos do NO podem variar de acordo com o local e com a
quantidade sintetizada. Em condigdes fisioldgicas, em niveis basais, apresenta agéo

reguladora direta, como na neurotransmisséo e vasodilatagdo. Entretanto, mediante



25

estimulos inflamatérios, podem ser gerados niveis elevados de NO, o que favorece o
desequilibrio da resposta inflamatéria resultando em graves danos teciduais
(BOGDAN, 2015; XUE et al., 2018).

Existem estudos que apontam correlacédo positiva entre producéo elevada de
NO e citocinas inflamatdrias em pacientes com doencas inflamatérias intestinais,
doenca de Alzheimer, artrite reumatoide, esclerose multipla e outras doengas (AL-
OMRAN; PARVATHY, 2007; SOUFLI et al., 2016; SHARMA; CINELLI et al., 2020). O
estresse oxidativo provocado pelo acumulo de NO leva a peroxidacao lipidica,
destruicdo do DNA e oxidagao de proteinas, além de promover ligagdes covalentes
com moléculas que induzem a morte celular (JAYAKUMAR et al., 2020)

Tendo em vista os efeitos deletérios do NO em niveis elevados, os inibidores
dessa molécula sado considerados uma importante ferramenta terapéutica no manejo
de doencas inflamatérias. Sharma, Al-Omran e Parvathy (2007) mostram que
inibidores seletivos da biossintese de 6xido nitrico e analogos sintéticos de arginina
sdo utilizados para o tratamento da inflamacgao induzida pelo NO.

Um dos grandes desafios no que se refere ao tratamento das doencgas
inflamatorias sdo os efeitos indesejados dos medicamentos anti-inflamatérios
atualmente disponiveis. A maior parte das estratégias terapéuticas se baseia na
utilizacao de farmacos anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINEs) e dados recentes
mostram que mais de 30 milhdes de pessoas fazem uso desses medicamentos
diariamente. Ndo ha duvidas quanto a sua eficacia, entretanto, seus efeitos adversos
também sao incontestaveis, relacionados, principalmente, aos tecidos cardiovascular,
hepatico, renal e gastrointestinal (BJARNASON et al., 2018).

Com o foco em minimizar os efeitos deletérios dos tratamentos das doencgas
inflamatdrias, o numero de pesquisas para desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas vem crescendo cada vez mais. Em sua revisdo, George Psomas (2020)
ressalta o papel dos medicamentos a base de metais. Neste trabalho foi relatado que
0 uso combinatério de metais com drogas e outros compostos biologicamente ativos
em condigbes especificas resulta na suavizagdo de efeitos colaterais, além de
melhorias na solubilidade e superagao da resisténcia celular.

Nesse contexto, € de suma importancia a elaboragdo de novos agentes
farmacologicos que tenham como alvo a inibigdo da produgdo de mediadores
inflamatdérios com a capacidade de modula-lo, visando o controle da resposta e

evitando o agravamento da condi¢ao patoldgica.
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Para avaliar o potencial biolégico de novas substancias existem varios modelos
experimentais em animais que induzem inflamagdo e permitem avaliar, nesse
contexto, os efeitos biologicos da substéncia de interesse. Esses modelos s&o
amplamente utilizados, principalmente o teste de edema de pata induzido por
carragenina em camundongos, que € amplamente conhecido e apresenta elevado
grau de reprodutibilidade (BARBOSA-FILHO et al., 2006; FLORENTINO et al., 2017;
WANG et al., 2020). A carragenina € uma substancia que estimula a liberacdo de
mediadores inflamatérios e os sinais da inflamagdo como edema, hiperalgesia e
eritema se desenvolvem imediatamente apds sua inje¢cao subcutanea (CINELLI et al.,
2020). A resposta inflamatoéria é evidenciada e quantificada pelo edema na pata do
animal, a inibigdo da inflamagé&o induzida pela carragenina é apresentada em varios
estudos como preditiva da atividade anti-inflamatéria de substéncias de interesse
(MORRIS, 2003; CINELLI et al., 2020).

Chandel e colaboradores (2019) sintetizaram pirazolinas a base de cumarina e
utilizaram o modelo de inflamacgao induzida por carragenina para verificar a atividade
anti-inflamatéria desse composto. Eles constataram que a substancia foi capaz de
reduzir a inflamacéo de forma semelhante ao etoricoxibe, medicamento padrao
utilizado para fins de comparacao.

Com o objetivo de prolongar o efeito terapéutico do fetoprofeno de calcio
desidratado, um farmaco anti-inflamatério ndo esteroide, Ammar e colaboradores
(2017) sintetizaram um complexo do medicamento de referéncia Nalfosab® com beta
ciclodextrinas. O efeito anti-inflamatério das preparagdes foi avaliado por meio do
modelo experimental de edema de pata induzido por carragenina e os autores
chegaram a conclusdo de que o complexo formado tem um efeito sustentado em
funcdo da liberagdo mais lenta do medicamento ao longo do tempo devido a
formulagdo com o polimero.

Ao avaliar as propriedades da kukoamina A, um alcaloide bioativo encontrado
na raiz da planta Lycium chinense, um grupo de pesquisadores da China e da
Tailandia constatou que, além de inibir significativamente a produgdo de espécies
reativas de oxigénio, 6xido nitrico, e outros mediadores inflamatérios em macréfagos
RAW 264.7 estimulados por LPS, a substancia reduziu a resposta inflamatéria in vivo
no edema da pata induzido por carragenina em camundongos (WANG et al., 2020).

Além dos modelos de edema de pata, a carragenina € utilizada em outros

protocolos para induzir a inflamacao. Fusco e colaboradores (2017), por exemplo,
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induziram a pleurisia (inflamacédo das pleuras) pela injegdo de carragenina na
cavidade pleural de camundongos para avaliar o efeito dos agentes bloqueadores do
inflamassoma NLRP3, uma via molecular ativada por uma ampla gama de agentes
causadores de danos celulares para ativar a resposta imune inata. Ao observar que o
tratamento com os agentes testados atenuou o espessamento da membrana
pulmonar e a infiltragdo de leucdcitos polimorfonucleares, reduziu a translocagao de
NF-kB no nucleo e inibiu a montagem do complexo NRLP3, eles concluiram que esses
bloqueadores podem reduzir significativamente o desenvolvimento de lesdo pulmonar
aguda induzida por carragenina. Portanto, os estudos presentes na literatura reforgam
a relevancia dos modelos experimentais que utilizam a carragenina como agente
inflamatorio tanto para a investigagdo da fisiopatologia da inflamag¢ado aguda, como
para a triagem de substancias com potencial anti-inflamatério (FLORENTINO et al.,
2017; MOON et al., 2018).

Outro modelo experimental in vivo amplamente utilizado é o teste de
hipersensibilidade do tipo tardia ou Delayed type hipersensitivity (DTH). Por meio dele
€ possivel obter varios parametros de uma inflamagao cronica para diferentes
finalidades, como o desenvolvimento de novos farmacos, a exemplo do estudo de
Park e colaboradores (2007), que testaram o efeito anti-inflamatério de uma
preparagao herbal por eles desenvolvida em camundongos com edema de orelha
induzido por oleo de croton.

Mufoz e colaboradores (2016) utilizaram o teste de DTH para investigar o efeito
de nanoparticulas de diamante em camundongos com edema de pata induzido por
ovalbumina.

O teste de hipersensibilidade do tipo tardia também foi utilizado por Kim e
colaboradores (2014) no estudo no qual avaliaram a imunotoxicidade de
nanoparticulas de 6xido de zinco em diferentes tamanhos e cargas elétricas em

camundongos.

1.2 NANOTECNOLOGIA, NANOMEDICINA E SISTEMAS DE LIBERAGAO
CONTROLADA DE FARMACOS

A nanotecnologia é definida pela National Nanotechnology Initiative (NNI) como
a ciéncia que se baseia em materiais na faixa de 1 a 100 nm de didmetro e fendmenos

que ocorrem com esses materiais (PATRA et al., 2018; AJAYAN, 2019). Esse conceito
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€ usado por grandes agéncias federais como Food and Drug Administration (FDA) e
Escritorio de Patentes e Marcas dos Estados Unidos (USPTO). No entanto, ha
divergéncia de alguns especialistas, que afirmam que essa limitagdo de tamanho é
questionavel, uma vez que os hanomateriais podem ter propriedades Unicas, mesmo
em tamanhos que se aproximam dos micrémetros (LAMPRECHT, 2009; VENTOLA,
2012).

Em escala nanométrica, atomos e moléculas podem apresentar caracteristicas
diferenciadas quanto a capacidade de condutividade elétrica, variacbes de
temperatura, reatividade quimica, entre outras, o que os torna vantajosos para
constituir as nanoestruturas (BRANNON-PEPPAS; BLANCHETTE, 2009; TELI,
MUTALIK; RAJANIKANT, 2010). O surgimento das primeiras nanoestruturas data da
década de 1950, marcado pelo complexo droga/polimero obtido pelo pesquisador
Henry Jatzkewitz, seguido por Bangham e Horne, que, na década seguinte
descobriram os lipossomas (ASLAN et al., 2013). Desde entdo, mais nanoestruturas
foram descobertas e seus potenciais mais bem elucidados trazendo grandes avangos
e importantes resultados para a ciéncia. A importancia desta area ¢ irrefutavel para os
cientistas, evidente pelo crescente numero de artigos publicados em periddicos nos
ultimos anos, e para governantes, que em varios paises investem em programas no
campo da pesquisa e desenvolvimento da nanotecnologia (KARGOZAR; MOZAFARI,
2018; NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES et al., 2020).

Em geral, as caracteristicas fisicas mais importantes das nanoestruturas sao
composi¢ao, tamanho, propriedades de superficie, carga e forma. A grande relagao
superficie/volume, o tamanho reduzido e a capacidade de encapsular diversos
compostos conferem as nanoestruturas muitas vantagens em relagdo a particulas
maiores como maior biodisponibilidade e tempo de circulagdo (KHAN et al., 2015;
TIETJEN et al., 2018). Os tipos disponiveis de nanoestrutura variam conforme sua
fonte de origem, como os lipossomas (a base de lipideos naturais ou sintéticos),
nanoestruturas rigidas de polimeros degradaveis ou nao-degradaveis, micelas
(anfifilicas), dendrimeros, nanoestruturas proteicas, virais, de membranas bioldgicas,
derivadas de carbono, de metais e ndo-metais, com aplicagdo em diversas areas
como robotica, comunicagao, quimica, engenharia, entre outras (FARAJI; WIPF, 2009;
NASROLLAHZADEH et al., 2019).

Nos ultimos anos a nanotecnologia passou a ser amplamente utilizada na area

da medicina, dando surgimento a nanomedicina. Com os avangos na ciéncia dos
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materiais, engenharia biomédica, biologia celular e molecular, que contribuem para o
aperfeicoamento constante e por meio da utilizagdo de nanoparticulas, a
nanotecnologia proporciona grandes progressos no manejo de doengas. Diagnodsticos
precoces e altamente especificos, tratamentos mais eficazes e com efeitos colaterais
reduzidos e reparo a nivel tecidual por meio de nanodispositivos sdo exemplos das
aplicagbes da nanomedicina (JAIN, 2017; WU; WANG,; LI, 2020). A figura 3 apresenta
0os principais tipos de nanoparticulas utilizadas em nanomedicina (AGUILERA-
CORREA; ESTEBAN; VALLET-REGI, 2021).

Figura 3 - Diferentes tipos de nanoparticulas inorganicas e poliméricas

celas

| —

Nanoparticulas de éxidos metalicos
Nanotubos de carbono

Silica mesoporosa

Nanoparticula viral

Pontos quanticos

Lipossomos

Nanoparticulas poliméricas

Fonte: Adaptado de AGUILERA-CORREA; ESTEBAN; VALLET-REGI, 2021.

O surgimento da nanomedicina trouxe consigo uma abordagem promissora

para contornar problemas da terapia convencional como a falta de especificidade de
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muitos medicamentos e os inumeros efeitos toxicos decorrentes dos tratamentos
atuais. Por isso, dentre as infinitas aplicagbes possiveis, a utilizacdo de
nanoestruturas como agentes de liberagdo de espécies terapéuticas € uma das que
mais vem crescendo e se destacando por meio do desenvolvimento de sistemas de
liberagao controlada de farmacos (SLC) (SURI; FENNIRI; SINGH, 2007; PATRA et al.,
2018).

Pode-se definir SLC como dispositivos desenvolvidos com a capacidade de
disponibilizar uma quantidade ideal de uma substancia de interesse no tecido alvo
dentro de um espaco determinado de tempo com o intuito de otimizar a resposta do
organismo (KHAN et al., 2015).

A forma como o organismo metaboliza um medicamento, sua biodistribuigéo,
absorcao, toxicidade e eliminagcdo estdo intimamente ligadas a forma como ele é
administrado. As formas tradicionais de administragdo promovem um aumento da
concentragao do farmaco na corrente sanguinea até o nivel maximo de absorg¢ao, mas
que ndo se mantém dentro da faixa terapéutica por um periodo prolongado e é
imediatamente seguido de um declinio, o que resulta na necessidade da
administracao de uma nova dose para que se aumente novamente a concentragao
(ASLAN et al., 2013). A figura 4 apresenta a comparagao grafica entre o perfil de

concentracao do farmaco na terapia convencional e a partir da liberagdo controlada.

Figura 4 - Perfil de biodisponibilidade de farmacos convencionais versus sistema de

liberacéo controlada
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Institute of Technology apud ELMAN;
UPADHYAY, 2010.
Oscilagbes da concentragcdo para fora da faixa terapéutica podem causar

problemas como toxicidade, efeitos colaterais em niveis elevados e a auséncia do
efeito terapéutico desejado, portanto, um SLC ideal, além de direcionar a droga ao
local de acédo desejado, deve ser capaz de manter a concentragdo dentro da faixa
terapéutica e ainda, induzir mecanismos de agao alternativos. Para isso, a escolha
dos materiais utilizados no desenvolvimento de um sistema de liberacdo controlada
representa um papel critico, eles devem ser biocompativeis, quimicamente estaveis,
nao toxicos, ndo imunogénicos e devem ser facilmente sintetizados (JAIN, 2017).

Para serem considerados nao toxicos, os materiais precisam ser avaliados,
entre outros aspectos, quanto ao seu potencial genotoxico, ou seja, sua capacidade
de promover qualquer tipo de dano ao DNA, cromossomos ou material nuclear das
células (SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2020). Uma vez que mutagdes
em células somaticas e germinativas podem ter consequéncias que variam desde o
desenvolvimento de um cancer até o comprometimento da reprodugdo e o nivel
populacional, é de suma importéncia a investigagao deste parametro (UMBUZEIRO;
HERINGA; ZEIGER, 2016). Atualmente estao disponiveis muitos tipos de testes in
vivo e in vitro que permitem avaliar o efeito genotéxico de novos produtos
farmacéuticos, dentre os quais se destaca o ensaio de micronucleo com bloqueio da
citocinese (UMBUZEIRO; HERINGA; ZEIGER, 2016; SOMMER; BURACZEWSKA;
KRUSZEWSKI, 2020).

Existem diferentes formas de se modificar a liberacdo de farmacos, cada uma
delas com suas caracteristicas préprias. Na liberacio retardada uma unica formulagao
com repetidas dosagens é utilizada e a liberacdo do medicamento acontece em um
momento diferente daquele imediatamente apdés a administragdo. Ja a liberagao
sustentada disponibiliza o medicamento por um periodo prolongado apds a
administracao e, finalmente, a liberagdo controlada propriamente dita se refere ao
mecanismo que direciona o medicamento para os locais especificos e os mantem na
concentracao efetiva (SINGHVI; SINGH, 2011; LEE; YEO, 2015).

Os principais mecanismos de liberagdo controlada frequentemente empregam
moléculas como lipossomas, dendrimeros, diferentes nanoparticulas poliméricas e
ciclodextrinas (RANI et al., 2019). Os lipossomas foram as primeiras nanoestruturas

estudadas como carreadores de drogas terapéuticas. Sao vesiculas formadas por
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bicamadas lipidicas nas quais os farmacos soluveis em agua podem ser
encapsulados. Os dendrimeros sédo polimeros naturais ou sintéticos ramificados que
possuem um nucleo central. A superficie dessas moléculas apresenta numerosas
cadeias que podem ser modificadas quimicamente. Os farmacos podem se ligar
covalentemente aos grupos terminais de um dendrimero ou podem ser aprisionadas
dentro do nucleo por meio de ligagbes de hidrogénio, ligacbes hidrofébicas ou
interagcdes eletrostaticas (LEE; YEO, 2015; RANI et al., 2019). As nanoparticulas
poliméricas podem se apresentar como nanocapsulas ou nanoesferas, diferindo entre
si segundo sua constituicdo e organizacgao estrutural. As nanocapsulas possuem um
nucleo apolar com um invoélucro polimérico ao seu redor — os farmacos podem estar
adsorvidos a superficie polimérica ou dissolvidos no nucleo. Ao contrario das
nanocapsulas, as nanoesferas nao possuem nucleo hidrofébico em sua composicéo,
sendo constituidas por uma matriz polimérica na qual o farmaco pode ser adsorvido
ou retido (TELI; MUTALIK; RAJANIKANT, 2010). As ciclodextrinas se destacam por
sua excelente biocompatibilidade e capacidade de formar complexos de inclusdo. Ao
longo dos ultimos anos vem crescendo o numero de pesquisas que exploram essas
caracteristicas para aplica-las no desenvolvimento de sistemas supramoleculares
para distribuicdo de farmacos (ZHANG; MA, 2013; JACOB; NAIR, 2018; SHELLEY;
BABU, 2018). Para desenvolver mecanismos de liberagdo controlada a base de
ciclodextrinas é fundamental conhecé-la detalhadamente, dessa forma, a seguir serdo

apresentadas e discutidas suas principais caracteristicas.

1.3 CICLODEXTRINAS

Ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos resultantes da degradagao de
amido ou derivados de amido pela agdo da enzima ciclodextrina glicosil transferase,
presente em alguns tipos de microrganismos. Os tipos mais comuns, conhecidos
como a, B, e y-ciclodextrinas, apresentam-se, respectivamente, com seis, sete e oito
unidades de glucopiranose unidas por ligagéo a-(1-4) (Fig. 5). B-ciclodextrinas (3CD)
representam o equivalente a 70% do total de CDs, ao passo que 15% sao de a-
ciclodextrinas (aCD), 5% y-ciclodextrinas (yCD) e os 10% restantes sdo compostos
de outros derivados de CDs (LI et al., 2007; LANNA et al., 2016; OLIVERI; VECCHIO,
2018).
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As CDs nao sao totalmente cilindricas, possuem o aspecto de um cone
truncado com cavidade céncava oca medindo em média 7,9 A de profundidade. Os
didmetros superior e inferior variam em fungdo do numero de unidades de glicose
(ZHANG; MA, 2013; MOCANU; VIZITIU; CARPOV, 2001; PROCHOWICZ et al.,
2016). Cada um dos tipos de ciclodextrinas apresenta diferentes caracteristicas de
solvatacao, a BCD € a espécie com menor solubilidade (18,5 g/L), seguida da aCD
(145,0 g/L) e dayCD (232,0g/L)a25°C (Ll et al., 2007; JAMBHEKAR; BREEN, 2016).

Figura 5 - Estruturas moleculares e dimensdes de CDs: aCD, BCD e yCD
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Fonte: Adaptado de RAMOS et al., 2018.

Os custos relacionados aos tipos de CD diminuem de acordo com a facilidade
de isolar e purificar cada um. Um frasco com 100 g de BCD é vendido, em média, por
R$ 1.991,00 pela empresa Sigma Aldrich, enquanto 25 g de aCD custam R$ 3.215,00
e 5gde yCD aR$ 12.571,00 (QIU et al., 2018; SIGMA, 2022).

Ha uma variedade de vias sintéticas que permitem alterar quimicamente as
ciclodextrinas para sintetizar produtos de grande relevancia e interesse tecnoldgico e
uma dessas ferramentas € a substituicdo dos hidrogénios das hidroxilas OH6 por
grupos sulfobutila, hidroxipropila e metila. As hidroxilas encontram-se em uma
disposigao que permite formar ligagcdes intramoleculares de hidrogénio — as hidroxilas

OH2 de uma unidade interagem com as hidroxilas OH3 da unidade subsequente.
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Tomando como exemplo a BCD, observa-se que o numero de unidades glicosidicas
no anel permite que as hidroxilas estejam posicionadas a uma distancia propicia para
que todas elas estejam envolvidas em uma corrente de ligagdes de hidrogénio dentro
da molécula (SWARBRICK, 2007; QlIU; LI; LIU, 2017).

As ciclodextrinas podem ser consideradas moléculas anfifilicas, uma vez que
apresentam duas regides com diferentes comportamentos: sua parte externa, onde
estdo presentes as hidroxilas, tem carater hidrofilico; em contrapartida, a parte interna
se mostra hidrofébica, o que desfavorece a presenga de moléculas ibnicas ou polares
(LULA et al., 2011; ZHANG; MA, 2013).

Tem sido extensivamente demonstrado que as ciclodextrinas podem formar
complexos com diversos compostos organicos e inorganicos. O carater hidrofébico
das moléculas de CD permite a formagao reversivel de complexos com elementos
como ions, proteinas, oligonucleotideos, entre outros (NAMGUNG et al., 2014;
PROCHOWICZ et al., 2016; CHEN et al., 2017). Acredita-se que a utilizagdo de
ciclodextrinas em formulagdes de farmacos seja a mais relevante de suas aplicagdes,
podendo promover aumento da solubilidade, estabilidade e disponibilidade, além de
reduzir a sua toxicidade em sistemas biolégicos sem alterar as propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas dos mesmos (JAMBHEKAR; BREEN, 2016b).

Durante a formagao dos complexos sao estabelecidos varios tipos de ligagdes
intermoleculares. As moléculas de agua sdo de grande importdncia para a
complexagao — nesse processo, tais moléculas, entdo localizadas na cavidade central
das ciclodextrinas, sdo substituidas por moléculas ou grupos de moléculas-hdspede
que apresentam compatibilidade quanto a polaridade, forma, tamanho e estrutura das
CDs. Isso acontece como consequéncia do estado de alta energia e baixa entropia
dessas moléculas de agua na presenga de um terceiro componente que possua
polaridade menor que a da agua (SWARBRICK, 2007).

Para descrever tal fenbmeno em termos de equilibrio quimico de maneira

resumida é utilizada a equagéo:

K

nS +mCD =—= CD.S,_
(1)
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onde S é o substrato (organico ou inorganico) hospede, CD ¢é a ciclodextrina,
CDnSm € o composto de inclusdo, m e n sdo os coeficientes estequiométricos da
reacao e Keq € a constante de equilibrio do processo, em que o numero de moléculas
de agua envolvidas pode ou ndo estar explicito (BUSTOS et al., 2008; JAMBHEKAR;
BREEN, 2016b).

A complexacgao de drogas com CDs € um processo rapidamente reversivel. Em
solugao aquosa tais complexos s&o continuamente formados e dissociados com a vida
util muito curta, cerca de milissegundos ou menos (SWARBRICK, 2007). Além de
melhor solubilidade, os complexos se mostram ainda com melhor capacidade de
dissolugdo quando comparados a formulagdes tradicionais de farmacos. Os
complexos podem ser formados por inclusdo completa do farmaco ou com apenas
parte dele, sendo que, frequentemente, a proporcao “host-guest”é de 1:1. Em solucéo
aquosa, ha um equilibrio dindamico entre as moléculas livres de CDs e de farmacos e
os complexos formados, e a dissociagdo dos complexos € governada pelo equilibrio
termodinamico, geralmente no sentido de maior entropia, ou seja, das moléculas
separadas (KOOPMANS; RITTER, 2008; QIU; LI; LIU, 2017).

Para que um farmaco administrado por via oral seja absorvido é necessario que
haja dissolugao e transposi¢cdo da membrana intestinal. Apenas as formas livres dos
farmacos sao capazes de atravessar as barreiras lipofilicas, portanto, ocorrera a
precipitacdo do farmaco livre que apresenta baixa solubilidade se sua concentracao
na solugdo for superior ao equilibrio de solubilidade (JANSOOK; OGAWA,;
LOFTSSON, 2018; MROWCZYNSKI et al., 2018).

A baixa solubilidade aquosa, a estabilidade in vivo reduzida e a degradagao no
ambiente gastrointestinal sdo condigbes que tém motivado a pesquisa para
desenvolvimento de complexos com ciclodextrinas. Por exemplo, foi evidenciado
aumento da solubilidade, da taxa de dissolugdo, biodisponibilidade e atividade
antitumoral de diversas drogas como o metotrexato (BOURKAIB et al., 2013), a
cisplatina (SWARBRICK, 2007) e a doxorrubicina (JACOB; NAIR, 2018) utilizadas no
tratamento de cancer de mama, de pele, testicular, ovariano e leucemia quando
complexados com a ciclodextrina. A melhora na solubilidade proporcionada pela
complexagao com CDs pode variar de acordo com as caracteristicas de cada farmaco
(QIU; LI; LIU, 2017; TIAN; HUA; LIU, 2020).

Embora sejam muitos os beneficios proporcionados pela formacédo dos

complexos, é valido ressaltar que as ciclodextrinas nativas s&o incapazes de
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incorporar algumas moléculas grandes, e ainda que os compostos de inclusdo com
CDs, em formulagbes complexas, podem se dissociar muito faciimente devido a
competicdo com outras espécies quimicas presentes no meio. No intuito de contornar
tal problema, em especial em formulagcdes de elevada viscosidade como pomadas,
pastas, cremes, géis e logdes, nas quais, em geral, sd0 necessarios varios
componentes espessantes, tem sido dada atengdo aos sistemas formados por
polimeros de ciclodextrinas (CHAI et al., 2014; PROCHOWICZ; KORNOWICZ;
LEWINSKI, 2017).

1.4 POLICICLODEXTRINAS

A polimerizacdo de ciclodextrinas, que da origem a policiclodextrina (pCD),
constitui uma estratégia para ampliar a capacidade de inclusdo, permitindo a
complexagao de moléculas maiores do que aquelas incorporadas nos complexos com
as ciclodextrinas nativas e fornecendo efeito espessante a formulagdo (PRATT et al.,
2010; GIDWANI; VYAS, 2014).

Dentre as diferentes formas de produgao das pCDs com a utilizagao de agentes
reticulantes como dianidridos organicos e compostos carbonilicos, a reagédo com a
epicloridrina (1-cloro-2,3-epoxipropano) é a mais frequente na quimica de
polissacarideos. Epicloridrina (Epi) € um agente bifuncional que contém dois grupos
funcionais reativos - um grupo cloroalquila e um epoxido — que Ihe permitem formar
ligacbes com as hidroxilas da BCD (etapa de reticulagao) e/ou com ele mesmo (etapa
de polimerizagédo) (HEYDARI et al., 2018). Pesquisadores do grupo suigo Jirg Solms
foram os primeiros a publicar, em 1964-65, uma patente de seu estudo sobre materiais
de ciclodextrinas reticuladas com epicloridrina - o primeiro a identificar e explorar o
papel das cavidades das CDs nos materiais reticulados com Epi e a introduzir a nogao
de complexos de inclusdo e de associagao desses materiais. Os primeiros relatos da
utilizacdo desses materiais formando complexos com farmacos datam do final da
década de 1990. Até a década de 1970 as principais aplica¢des desses materiais eram
na industria alimenticia para separar vitaminas, acidos nucleicos e proteinas por meio
da cromatografia liquida de baixa pressao (CRINI, 2014).

A utilizacdo da Epi para a modificagdo de CDs vem sendo cada vez mais
notificada ao longo das ultimas décadas com diferentes finalidades. Koopmans e

colaboradores (2008) apresentaram aumento da viscosidade dos hidrogéis
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produzidos com pCD e observaram que a variagdo na quantidade de agentes
reticulantes exerce influéncia sobre o produto — de acordo com os autores, a formagao
de um hidrogel com elevada viscosidade s6 pode ser obtida com altas concentragdes
de epicloridrina. Gidwani, Vyas e Deep Kaur (2018) analisaram o comportamento de
inclusdo do agente anticancer gefitinibe em um polimero de pCD e, através de
diferentes técnicas analiticas, demonstraram modificagdes nas propriedades fisico-
quimicas do composto. Seus resultados atestam que, quando complexada, a droga &
convertida de um estado cristalino para uma condi¢gdo amorfa, com maior potencial de
dissolucdo quando comparada a sua forma cristalina.

Nangung e colaboradores (2014) desenvolveram um complexo entre pCD e o
agente antitumoral paclitaxel e mostraram que o complexo apresentou ndo apenas
boa dispersibilidade em agua, mas também elevada estabilidade no sangue devido a
interacdes multivalentes. O mesmo estudo evidenciou ainda que é eficientemente
absorvido pelas células cancerosas alvo através de mecanismos passivos e ativos. A
eficiéncia do sistema de distribuicdo baseado em policiclodextrinas pode variar em
funcdo do tipo de droga a ser transportada devido as interagées complexas entre os
diferentes agentes utilizados e a pCD.

Um estudo desenvolvido na india por Bina Gidwani e Amber Vyas (2014), no
qual foi sintetizado um complexo entre pDC e glipizida, um farmaco hipoglicemiante
utilizado em pacientes diabéticos, apresentou um aumento da solubilidade aquosa e
da taxa de dissolucéo desse farmaco.

Uma das maneiras de sintetizar policiclodextrina com o uso de epicloridrina &
por meio de condensagao e polimerizagdo em uma unica etapa - a reagao é
geralmente preparada com BCD na presenga de Epi em meio alcalino, resultando em
produtos que contém misturas de espécies poliméricas de diferentes pesos
moleculares (KOOPMANS; RITTER, 2008). A reacéo e a estrutura esquematica do

polimero formado estdo representadas nas figuras 6 e 7.
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Figura 6 - Reagbes quimicas entre BCD e epicloridrina em meio alcalino
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Figura 7 - Estrutura esquematica do polimero resultante da reag&o entre CD e
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Uma vez sintetizada, a pCD apresenta a capacidade de hospedar e reconhecer
diversos substratos. A estequiometria do complexo formado frequentemente é de 1:1,
ou seja, com a inclusdo de uma unica molécula hospede para cada cavidade,
entretanto, essa propor¢cao ndo € uma regra, também podem ser observadas razées
estequiométricas de 2:1, 2:2, 3:1, 3:2 ou 4:5 (PROCHOWICZ; KORNOWICZ;
LEWINSKI, 2017; OLIVERI; VECCHIO, 2018).

De modo geral os complexos podem ocorrer em duas formas distintas:
complexos de inclusdo, quando a molécula hospede € completamente incorporada e
complexos de associacdo, nos quais a molécula héspede esta parcialmente incluida.
Além dessas duas formas, existem ainda os complexos formados por efeito de
cooperagao nao apenas entre cavidades, mas também entre as cavidades das
ciclodextrinas e a rede polimérica, como ilustrado na figura 8 (MORIN-CRINI et al.,
2018).

Figura 8 - llustragdo esquematica do efeito cooperativo entre as cavidades de

ciclodextrinas

FONTE: (MORIN-CRINI et al., 2018).

As caracteristicas unicas das policiclodextrinas apresentadas e os resultados
dos inumeros estudos que exploram suas funcionalidades deixam clara sua

superioridade em relagao as ciclodextrinas nativas em determinadas aplicagdes, e que
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elas podem ser utilizadas como importante recurso em aplicagbes biomédicas e

farmacéuticas.

1.5 RODIO E COMPLEXOS METALICOS

Complexos metalicos podem apresentar grandes vantagens quando
comparados aos complexos a base de compostos convencionais como o carbono.
Seus estados oxidativos, suas propriedades eletrbnicas e sua capacidade de
organizar diferentes ligantes ao redor do centro do metal de forma estavel os
transformam em alternativas viaveis as moléculas orgénicas como agentes
terapéuticos (LIU et al., 2014).

Os complexos a base de platina vém sendo estudados ha muitos anos. Em
1979 a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina se tornou um marco
no campo da pesquisa da quimica inorganica com foco em agentes quimioterapicos
(MA et al., 2016). Apesar do sucesso alcancado, foram observados muitos efeitos
colaterais como resisténcia de algumas células e elevada toxicidade, o que
impulsionou os pesquisadores a explorarem complexos com outros elementos
metalicos (KATSAROS; ANAGNOSTOPOULOQOU, 2002).

O rddio (Rh) é um dos elementos metalicos que compdéem o grupo da platina
juntamente com ruténio (Ru), paladio (Pd), ésmio (Os), iridio (Ir) e a platina (Pt), todos
eles possuem propriedades fisicas e quimicas similares e tendem a ocorrer juntos nos
mesmos depodsitos minerais. O rodio pertence ao grupo 9 da tabela perioddica, € um
metal de transicdo com massa molar de 102,9 g/mol, numero atémico 45, distribuigao
eletrénica d®s', sua densidade é de 12,4 g/cm3a 20 °C. Seu ponto de fusdo é
aproximadamente 1964 °C e o de ebulicdo 3995 °C. E um metal relativamente inativo,
nao é atacado por acidos fortes. Os principais estados de oxidacéo do rédio séo +3 e
+1, embora podem, ocasionalmente, ser encontrados nos estados de valéncia +1, +2,
+4 e +6, com complexos +3 dominante em solugéo de cloreto (LIVINGSTONE, 1975;
BENGUEREL; DEMOPOULOS; HARRIS, 1996; ALVES; SILVA; GUERRA, 2010).

Os complexos de Rh(l) sdo bastante numerosos, os complexos [Rh(CO)2L],
onde L sdo derivados de sulfonamida ou ditiocarbamato e derivados de xantato, foram
atestados por Craciunescu e colaboradores (1989) como agentes citostaticos e

antitumorais.
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O trabalho de Stringer e colegas apresentou complexos heterometalicos de
Rh(l) e salicilaldiminas com potencial antimalarico (STRINGER et al., 2015).

Os carboxilatos de rodio (II) [Rh2(O2CR)4] foram descobertos em 1960 por
Chernyaev e colaboradores e, desde entdo, vem sendo extensivamente estudados -
compreendem a maior classe de compostos de rédio (II) conhecida (DUBICKI;
MARTIN, 1970). A pesquisa voltada para essa classe de compostos viabilizou, na
década de 1970, a descoberta da sua atividade antitumoral. Foi demonstrado que os
carboxilatos de rédio (Il) sdo capazes de interagir com o DNA e inibir processos da
replicacéo (CHIFOTIDES et al., 2003).

A atividade antitumoral promissora dos carboxilatos de rédio ja foi observada
também em linhagens celulares resistentes a cisplatina, com atividade citostatica em
tumores L1210, carcinoma ascitico de Ehrlich, melanoma B16 e sarcomas 180 e P388
(CARNEIRO et al., 2013).

O interesse pelo rédio como um potencial agente antitumoral existe desde a
década de 1970 e os complexos de rédio Il sdo as espécies organometalicas mais
bem-sucedidas nos estudos voltados para essa finalidade (GIL; KUBOTA; NAJJAR,
1998; MEDICI et al., 2015; BOYLE; BARTON, 2018). Entretanto, esses complexos
apresentam grande potencial em diversas outras atividades biolégicas com varios
alvos incluindo enzimas, interagdes proteina-proteina e mediadores inflamatdrios.

Ma e colaboradores (2016) apresentaram complexos de rédio Il com
capacidade inibitoria da atividade da proteina beta amiloide, envolvida na progressao
da doenga de Alzheimer, sugerindo esses complexos como ferramentas no manejo
terapéutico dessa doenca.

A Royal Society of Chemistry publicou em 2017 testes com atividades
biolégicas de dois complexos de coordenacdo de Rh(lll): [Rh(ed3a)(OHz2)]-H20 e
Na[Rh(ed3a)CIl]-H20 em quatro linhagens de células tumorais humanas (MCF-7,
A549, HT-29 e Hela) e uma nao tumoral (MRC-5). Nas anadlises de citotoxicidade os
autores observaram que todas as células tumorais, exceto MCF-7 foram sensiveis a
ambos os complexos. Além disso, por meio de analise molecular de proteinas,
evidenciaram que ambos os complexos induziram a redug¢ao da quantidade de Bcl-2,
uma proteina crucial nos processos apoptéticos (JEREMIC et al., 2017).

Corroborando com outros estudos que apontaram complexos cineticamente
inertes de rédio como inibidores de proteinas quinases ou como moduladores de

interacdes proteina-proteina, Zhong e colaboradores desenvolveram em 2014 um
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complexo de Rh(lll) e mTor recombinante pré incubado com a proteina FKBP12. Em
seus resultados constataram que este complexo atenuou a atividade de mTOR, uma
proteina com papel central no crescimento, na proliferacdo e na manutencdo das
células, tanto em um sistema livre de células quanto em imunoprecipitados de células
tratadas (ZHONG et al., 2014).

Além das atividades acima citadas, estudos apresentam efeitos
imunomoduladores de diferentes complexos de rédio. Estao presentes na literatura
relatos de complexo ciclometalado de Rh(lll) inibindo a atividade da enzima NAE,
envolvida na regulagéo dos processos de doengas inflamatérias e intestinais (ZHONG
et al., 2017), de NF-kB, também envolvido em inUmeros processos inflamatérios e
ainda efeitos anti angiogénicos em modelos experimentais (LIU et al., 2014).

Em doengas inflamatérias a familia de histonas demetilases JMJD3 é
responsavel por desmetilar especificamente a lisina 27 na histona H3 (H3K27me3),
uma marca epigenética repressiva, modulando, portanto, a expressao de genes alvo.
Uma das formas de indug¢do da expressao de JMJD3 € por meio de estimulos pro-
inflamatorios. Com base nesses mecanismos Kang e colaboradores (2018)
sintetizaram o primeiro complexo metalicos seletivo a base de Rh(lll) e ao investigar
seus efeitos bioldgicos constataram que o complexo se comporta como antagonista
da atividade de JMJD3. O complexo inibiu seletivamente a desmetilacdo de
H3K27me3 e promoveu também a inibicdo da produgao de TNF-a em células RAW
264.7 estimuladas por LPS.

Os inumeros estudos que demonstram o potencial bioativo dos metais de
transicdo, especialmente do rédio e seus complexos, em diferentes areas
impulsionam o desenvolvimento de novos complexos de rodio para investigar seu
potencial imunomodulador. Diante do exposto € possivel dizer que a policiclodextrina
€ uma molécula promissora capaz de formar um complexo de coordenagao
macromolecular com o Rh(lll) e acentuar sua atividade bioldgica por meio da melhora

da sua biodisponibilidade.
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2 JUSTIFICATIVA

O tratamento das doengas inflamatérias enfrenta grandes desafios
relacionados aos anti-inflamatérios atualmente disponiveis. A maior parte das
estratégias terapéuticas se baseia na utilizagao de farmacos anti-inflamatoérios néo
esteroidais e milhdes de pessoas fazem uso diario destes medicamentos, que apesar
de eficazes, apresentam inumeros efeitos indesejaveis.

A utilizagdo de nanoestruturas como agentes de liberacdo controlada de
espécies terapéuticas tem sido uma excelente estratégia para tentar minimizar este
problema. Embora o cenario farmacéutico atual venha evidenciando o potencial das
ciclodextrinas em oferecer melhorias as propriedades terapéuticas de muitas drogas,
a solubilidade aquosa € um fator limitante para que muitos farmacos sejam utilizados
como ferramentas para os sistemas de liberagao controlada. Na tentativa de contornar
essa questao, alguns estudos desenvolvidos ao longo dos ultimos anos tém voltado o
foco para a modificagao da estrutura quimica dessas moléculas.

As ciclodextrinas polimerizadas apresentam vantagens em algumas situagdes
em relagdo as demais ciclodextrinas, por combinarem as caracteristicas vantajosas
dos polimeros, garantindo solubilidade, além da capacidade de formagdo de
complexos como as demais ciclodextrinas.

Nesse contexto, as pesquisas biomédicas e farmacéuticas vém crescendo a
cada dia na tentativa de explorar o potencial das policiclodextrinas como ferramentas
multifuncionais que permitem melhorar os sistemas de liberagdo controlada de
compostos bioativos e proporcionar avangos no desenvolvimento de medicamentos e
na eficiéncia terapéutica.

Existe uma infinidade de compostos bioativos atualmente estudados, dentre
eles, os metais do grupo da platina, como o rédio, que possuem conhecida atividade
antitumoral. No entanto, ainda séo escassos os estudos acerca do seu potencial
imunomodulador.

Isto posto, torna-se de grande relevancia desenvolver novos compostos com
policiclodextrinas e explorar suas atividades em sistemas biolégicos com o intuito de
aperfeicoar as formulagcbes atualmente disponiveis aumentando a disponibilidade e

reduzindo a toxicidade de compostos bioativos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar o complexo de Rh(lll) com policiclodextrinas e
investigar seu efeito biolégico in vitro em linhagens de macréfagos e in vivo em

camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Sintetizar o complexo Rh(lll)/pCD;

e Avaliar as interagdes intermoleculares entre o rodio (lll) e a policiclodextrina no
estado solido por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR);

¢ Avaliar a estabilidade térmica do complexo de coordenagao através de analise
termogravimétrica (TGA), termogravimetria derivada (DTG) e analise térmica
diferencial (DTA);

e Avaliar as interagdes intermoleculares entre o rédio (lll) e a policiclodextrina em
solugdo aquosa por ressonancia magnética nuclear de '"H (RMN 'H);

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

e Determinar os parametros termodinamicos de complexacédo (variacdo de
entalpia: AH°, variagao de entropia: TA,S°, variagdo de energia livre de Gibbs: A,G° e
constante de equilibrio: Keq), através da titulagdo calorimétrica isotérmica (ITC);

o Verificar o efeito citotdxico nas linhagens de células tumorais A549 e MCF7 apds
tratamento com Rh(lll), pCD e com o complexo Rh(lll)/pCD;

o Verificar a viabilidade de macrofagos RAW 264.7 e J774A.1 tratados com Rh(lll),
pCD e com o complexo Rh(Ill)/pCD;

¢ Investigar a genotoxicidade em macréfagos RAW 264.7 e J774A.1 tratados com
Rh(lll), pCD e do complexo Rh(lll)/pCD;

e Avaliar a producdo de oxido nitrico por macrofagos RAW 264.7 e J774A.1
tratados com Rh (lll), pCD e com o complexo Rh(ll1)/pCD;

e Avaliar a expressdo de NF-kB em macréfagos RAW 264.7 e J774A.1 tratados
com Rh (lll), pCD e com o complexo Rh(lll)/pCD;
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¢ Avaliar os efeitos no edema de pata induzido pela carragenina em camundongos
BALB/c tratados com Rh(lll), pCD e com o complexo Rh(lll)/pCD;

¢ Avaliar os efeitos no edema de pata induzido por ovalbumina em camundongos
BALB/c tratados com Rh(lll), pCD e com o complexo Rh(lll)/pCD por meio do ensaio
de DTH.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SINTESE DA pCD

As pCDs foram sintetizadas por reag¢ao de polimerizagdo da BCD na presenca
de vinculador quimico, a epicloridrina, em meio basico ([NaOH] = 5 M) sob agitacao
(1000 s') e temperatura (40 °C) controladas no copo metalico do Redmetro Dinadmico
Hibrido DHR1, o qual foi utilizado como reator.

Durante a sintese, houve coleta e armazenamento dos dados de viscosidade
pelo software TRIOS, que por sua vez foram transferidos para o programa Microcal

Origin 9.0 para modelagem matematica e determinag¢ao da cinética de reagao.

4.2 PURIFICACAO DA pCD

Apos a sintese, a pCD foi purificada por precipitacdo em acetona. O sdlido
obtido foi seco, redissolvido em agua, neutralizado com HCI até pH ~ 7 e novamente
precipitado em acetona (RENARD et al., 1997).

4.3 SINTESE DO COMPLEXO Rh(lll)/pCD

O complexo de Rh(lll)/pCD foi formado espontaneamente pela reagéo da pCD
com o cloreto de rodio apos mistura na proporgdo molar 1:1 (vide experimentos de
ITC na sessao 4.4.6). Para a sintese foram preparados 20 mL de solugdo aquosa de
RhCls hexahidratado na concentragcdo 5 mM e 20 mL de solugdo aquosa de pCD
também na concentragdo 5 mM (considerando a massa molar do monémero de BCD).
As solugdes foram misturadas e mantidas sob agitacdo por 24 h em temperatura
ambiente. Em seguida o material foi congelado e posteriormente seco por meio de

liofilizacdo durante 24 h.
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4.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

4.41 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho médio (4000 a 400 cm-') dos
compostos puros (cloreto de rédio e pCD) e do complexo Rh(lll)/pCD foram adquiridos
em um equipamento da Perkin EImer, com transformada de Fourier, modelo Spectrum
Two TM, a partir de pastilhas contendo KBr. Os espectros foram obtidos como a média
de 16 varreduras consecutivas, com resolugdo de 2 cm'. Para a aquisicdo dos
espectros foi utilizado o programa Perkin Elmer Spectrum ES (versdo do aplicativo:
10.03.08.0133). Os dados foram exportados para o Microcal Origin 9.0 (OriginLab,
Northampton, MA) para edigéo.

4.4.2 Analises térmicas TGA e DTA

Por meio de termogravimetria (TGA) e analise térmica diferencial (DTA) foi
investigado o comportamento térmico da pCD sintetizada bem como do seu complexo
com rodio, uma vez que essas técnicas permitem monitorar, respectivamente, a
massa e a capacidade calorifica do material em funcao da temperatura. Desse modo,
fendbmenos como desidratacdo e decomposicao, associados a perda de massa, sao
observados por ambas as técnicas, ao passo que, eventos relacionados a mudancgas
conformacionais e transicdo de fase foram observados apenas através da DTA. O
experimento foi realizado em atmosfera de ar natural a 298 mL/min e taxa de
aquecimento de 30 °C/min. Foi utilizado cadinho de alumina e massa aproximada de

3,5 mg para cada composto.

4.4.3 Analise de RMN

As analises de RMN de 'H do RhCls, da pCD e dos complexos foram realizadas
por colaboradores do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais. Os espectros foram obtidos em espectrometro Brucker DRX400 série
AVANCE a 400 MHz. As amostras foram dissolvidas em 6xido de deutério (D20),
utilizando o sinal da agua como referéncia interna para os espectros de 'H RMN. Para

a edigao dos espectros foi utilizado o software MestReC?®.
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4.4.4 Fotometria de espalhamento de luz dinamico

A caracterizagdo nanoestrutural dos componentes da formulagéo por meio de
medidas de tamanho (didmetro hidrodinamico - Dn) do complexo Rh(lIl)/pCD foi
realizada em suspensao aquosa, por meio de espalhamento de luz dindmico (DLS).
Foi utilizado o médulo fotométrico de DLS Zetasizer Nano ZS90 Malvern a 25°C £ 1,0
°C, com termostatizacao via sistema Peltier. As amostras foram inseridas em cubeta
de polietileno com caminho éptico de 1 cm padrao Malvern e submetidas a um feixe
de luz monocromatico (Laser He-Ne de 4 mW e comprimento de onda de 633 nm)
com intensidade de luz espalhada medida em angulo de 90°. O D foi determinado
através da média de cinco medidas independentes, sendo cada uma delas a partir da
meédia de cinco contagens. Foram realizadas titulagdes de Rh(lll) 60 mM na solugao
de pCD 4 mM, havendo a formagao do complexo Rh(l11)/pCD do qual foi determinado
o Dn. Foram realizadas 50 inje¢des manuais (10 inje¢des de 5 yL e 40 injegdes de 10
pL) do Rh(lll) em 1,5 mL da solugédo de pCD. O tratamento dos dados foi realizado

através do software Microcal Origin 9.0.

4.4.5 Determinagao do potencial zeta

A determinacdo do potencial zeta, foi realizada utilizando-se procedimento
similar aquele realizado para os experimentos de avaliagéo do didametro hidrodindmico
citado anteriormente. As suspensdes foram vertidas em uma nova cubeta de
polietileno, a qual é imersa a célula de medida (Dip Cell) e analisadas no mdédulo
Zetasizer Nano-ZS 90 por meio de micro-eletroforese laser-doppler (MELD) com o
espalhamento de luz em angulac¢do de 173° e DDP alternada 10 V, a partir dos valores
de mobilidade eletroforética calculados pelo moédulo de Smoluchowski. O valor final
do potencial zeta foi obtido pela média de cinco medidas independentes com cinco
contagens cada e o tratamento dos dados foi executado no programa Microcal Origin
9.0.

4.4.6 Titulagao calorimétrica isotérmica

A determinacao da estequiometria de complexagao foi realizada por meio de

titulagdes calorimétricas isotérmicas envolvendo o ligante Rh(lll) e a pCD a 25 °C. O
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experimento foi realizado em duplicata com o emprego de um Microcalorimetro
VP_ITC Microcal seguindo o padrao de rotagao de 300 rpm, tempo de injegdo de 2
segundos, tempo de equilibrio de 5 minutos, 51 injegdes automaticas de 5 uL de RhCls
a 60 mM em 1,5 mL de pCD a uma concentragdo de 2 mM de base monomérica de
BCD. Os dados obtidos foram tratados com a utilizacdo do software Microcal Origin
9.0 para ITC fornecido pela Micro Cal. Os célculos das propriedades termodinamicas

(N, K, A:G°, AH° e TAS®) foram realizados através do mesmo software.

4.5 ENSAIOS IN VITRO COM CULTURAS DE CELULAS

4.5.1 Cultura celular

As linhagens celulares de macrofagos murinos RAW 264.7 e J774 A1, as
células de adenocarcinoma alveolar humano A549 e as células de tumor mamario da
linhagem MCF-7 (2 x 10 células/mL) foram cultivados em placas de 96 pogos a 37
°C em 5% de CO2, em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 2 mM de L-
glutamina, 100 ug/mL de antibidtico (estreptomicina e penicilina) e 5% de soro fetal
bovino, o tempo de cultivo variou de acordo com o objetivo da atividade biolégica

avaliada, conforme protocolo previamente estabelecido descrito posteriormente.

4.5.2 Avaliagao do efeito citotéxico do Rh(lll), da pCD e do complexo Rh(lll)/pCD

em células tumorais A549 e MCF-7

O efeito citotoxico das substéncias nas células tumorais A549 e, MCF-7, foi
estudado por meio do ensaio colorimétrico de MTT (corante Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide — Sigma, St, Louis, MO, USA). Para avaliagdo da viabilidade celular, as
células foram cultivadas na presenca ou auséncia do complexo Rh(lll)/pCD nas
concentragdes de 50, 100 e 300 uM por 48 h. Como controle as células foram tratadas
com Rh(lll) puro e com pCD também nas concentragdes de 50, 100 e 300 pM. Apods
48 h de cultivo o sobrenadante foi removido cuidadosamente dos pocos de cultura de
forma que néo ocorresse modificagdo no precipitado. Em seguida, foram adicionados
100 pL de RPMI e 10 yL de MTT (5 mg/mL) e as placas foram entédo incubadas a 37
°C em estufa com 5% de CO2. Apéds transcorrido o periodo de 4 h, a reagao foi

finalizada com a retirada do meio e a adigao de 100 L de DMSO para a dissolugao
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dos cristais de formazan produzidos. As placas foram levemente agitadas para
proporcionar total solubilizagao e a densidade 6ptica medida no comprimento de onda
de 570 nm no leitor de microplaca Multiskan™ FC Microplate Photometer. Os dados
foram analisados no programa Prisma 6.0 e considerados significantes quando p <
0,05.

4.5.3 Avaliacao da viabilidade celular em macréfagos tratados com Rh(lll), pCD
e Rh(lll)/pCD

A viabilidade celular das linhagens de macréfago RAW 264.7 e J774.A1
também foi determinada por meio do ensaio colorimétrico de MTT. Foram utilizadas
as mesmas condi¢cdes de cultivo celular e tratamento das células tumorais acima
citadas.

ApOs a avaliagao da viabilidade celular pelo método de MTT as linhagens RAW
264.7 e J774.A1 foram tratadas com Rh(lll), pCD e com o complexo Rh(lll)/pCD nas
concentragcdes de 1200 uM, 600 uM, 300 uM, 100 uM e 50 yM para a determinagao

da concentracéo inibitéria de 50% do crescimento celular (CASTRO et al., 2012).

4.5.4 Avaliagdo da producao de o6xido nitrico em macréfagos RAW 264.7 e
J771.A1 tratados com Rh(lll), pCD e com Rh(lll)/pCD

A concentracgao de 6xido nitrico (NO), indiretamente determinada pela dosagem
de nitrito, foi medida no sobrenadante de cultura dos macrofagos RAW 264.7 e
J774.A1 utilizando-se o ensaio de Griess (TSIKAS, 2007). As células foram cultivadas
por 48 horas na presenga de Rh(lll), pCD ou Rh(lll)/pCD nas concentragdes de 50,
100 e 300 uM estimuladas com LPS (1 pg/mL) e IFN-y (0,9 ng/mL). Como controles
foram utilizadas células estimuladas sem tratamento e células n&o estimuladas e nao
tratadas. Para a realizacédo do teste, em uma placa de 96 pogos foram adicionados
100 pL de sobrenadante da cultura celular e igual volume de reagente de Griess (1%
de sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil)-etileno diamina hidroclorida, 5% H3POa4, Sigma,
St, Louis, MO, USA). A quantificagdo da producgao de nitritos se deu pela comparagao
a uma curva padrao com diferentes concentracdes de NaNO2. A absorbancia foi

medida em comprimento de onda de 540 nm e a porcentagem de produg¢ao de NO foi
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calculada levando-se em consideragao o controle de produgéo, células nao tratadas
e estimuladas com LPS e IFN-y (CASTRO et al., 2012).

4.5.5 Avaliagao da expressao de NF-kB por macrofagos RAW 264.7 e J774A.1
tratados com Rh(lll), pCD e com Rh(lll)/pCD

Para a analise da expressao de p65 (indiretamente NF- kB) as células foram
cultivadas na presenca ou auséncia de Rh(lll), pCD ou Rh(lll)/pCD nas concentragdes
de 50, 100 e 300 uM. A cultura de macréfagos RAW 264.7 ou J774A.1 (1 x 10
células/mL) estimulados ou ndo com LPS (10 pug/mL) e IFN-y (9 ng/mL) foram
mantidas por 3 h (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 558423,47 BD, Biosciences Pharmingen, San Diego, CA,
USA), as células foram adquiridas no FACS Verse e analisadas no software FCS
express.

Para garantir que possiveis redugdes na expressdo de NF-kB ndo eram
decorrentes de morte celular, a viabilidade foi também avaliada com 3 h de cultura
para os macrofagos RAW 264.7 ou J774A.1 por meio do método de MTT conforme

descrito previamente.

4.5.6 Avaliagao da genotoxicidade do Rh(lll), da pCD e de Rh(lll)/pCD

A analise de biomarcadores de danos ao DNA se deu por meio do teste de
micronucleo com bloqueio da citocinese, aplicado em macréfagos RAW 264.7 e
J774.A1 seguindo o protocolo de Fenech (2007).

As células foram cultivadas em frasco de 25 cm? na densidade de 1 x 10°
células/mL de meio de cultura RPMI suplementado e incubadas a 37 °C em estufa
com 5% de CO2. Apos 24 h de incubacdo o meio de cultura foi trocado e foram
adicionados, em todos os frascos, 200 yL da soluc&o de citocalasina B (300 ug/mL)
para obten¢ao da concentracao final de 6 pg/mL. Foram adicionados 50 yL da solugao
de metil-metanosulfonato (MMS) a 7,5 mg/mL no frasco correspondente ao controle
positivo, além disso, foram adicionados, nos respectivos frascos, 100 pyL das solugdes
de Rh(lll), pCD e Rh(lll)/pCD nas concentra¢des de 100, 300 e 1000 uM. Em seguida

as células foram incubadas pelo periodo de 48 h.
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Apods o tempo de incubagao realizou-se a colheita de células e o preparo das
laminas. Para isso as células foram removidas do frasco com o auxilio de um scraper,
transferidas para um tubo Falcon devidamente identificado e centrifugadas por 5
minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado preservando-se cerca de 0,5 mL
onde o pellet foi homogeneizado. Em seguida foram adicionados 5 mL da solugao de
citrato gelada na concentragéo de 0,01% e feita a homogeneizagao durante 5 minutos.
Ao final foram adicionados 20 pyL de formol e realizada nova centrifugagdo por 5
minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado preservando-se cerca de 0,5 mL,
o pellet foi homogeneizado por 20 vezes, a suspensao de células foi aspirada e
mantida no interior da pipeta Pasteur para a adigdo de 5 mL do fixador metanol/acido
acético (3:1) seguida de imediata homogeneizagdo. Mais uma vez os tubos foram
centrifugados a 1500 rpm durante 5 min e o sobrenadante descartado até restar
aproximadamente 0,5 mL para ressuspender o pellet.

Para o preparo das laminas, inicialmente elas foram lavadas com o detergente
Extran® até se observar a formacdo de um filme de agua sobre elas. Depois de
lavadas, foram acondicionadas em um béquer de vidro contendo agua destilada
suficiente para cobri-las totalmente e mantidas refrigeradas até o momento do uso.
Com a lamina inclinada foram adicionadas duas gotas da suspensao de células em
locais distintos por cima do filme d’agua, elas foram deixadas em suporte para
secagem em temperatura ambiente de um dia para o outro. Depois da completa
secagem, as laminas foram coradas utilizando-se a solugéo de laranja de acridina (40
Mg/mL) — a solugao foi adicionada até cobrir completamente a [amina posicionada no
suporte de coloragédo. Apds 2 min a lamina foi lavada em agua destilada com o auxilio
de uma pisseta durante 1 min.

A analise das laminas foi realizada em microscoépio de fluorescéncia na objetiva
de 40x de acordo com os seguintes critérios:

e para o calculo do indice de divisdo nuclear foram contadas 500 células
especificando-se dentre elas a quantidade de mononucleadas,
binucleadas, trinucleadas e polinucleadas.

e para analise dos biomarcadores de danos ao DNA foram contadas 2000
células binucleadas registrando-se o numero de células com a presencga

de micronucleo, pontes nucleoplasmaticas e brotos nucleares.
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Para calcular o indice de divisdo nuclear foi utilizada a formula: ([M1 2 2(M2) +
3(M3) + 4(M4)])/N. Os resultados apresentados sao representativos de 3

experimentos independentes.

4.6 ENSAIOS IN VIVO

4.6.1 Indugao do edema em pata de camundongo através da inoculagao de
carragenina e o tratamento com Rh(lll), pCD e com Rh(lll)/pCD

Para a realizacdo do ensaio foram utilizadas fémeas de camundongos da
linhagem BALB/c com peso médio de 25 g, 6 a 8 semanas de idade adquiridos no
Nucleo de Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais. Os
animais foram mantidos em grupos de 05 nas gaiolas de polipropileno medindo 30,5
cm de comprimento x 19,7 cm de largura x 20 cm de altura forradas com maravalha
de pinus autoclavada e acondicionadas em estantes ventiladas com exaustdo do ar.
Eles receberam dieta ad libitum a base de agua filtrada e clorada e ragao
industrializada da marca NUVILAB-CR1. Todo experimento foi conduzido de acordo
com os principios do Cédigo de Etica Brasileiro para Utilizacdes de Animais de
Laboratério. Experimentacédo aprovada pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de
Animais (CEUA) da Universidade Federal dos Vales de Jequitinhonha e Mucuri —
campus Mucuri (Protocolo 01/2019R).

As substancias testadas e o comprimido de dexametasona 2 mg, foram diluidos
em tampao fosfato-salino (PBS). O Rh(lll), a pCD e o complexo foram testados na
concentracéo de 5 mg/Kg (MORRIS, 2003).

A indugdo do edema em pata de camundongo através da inoculagdo de
carragenina e o tratamento com o Rh(lll), pCD e com o complexo Rh(lll)/pCD foram
realizadas conforme descrito a seguir.

ApoOs a pesagem os animais foram organizados em cinco grupos (n = 5
animais/grupo), como descrito abaixo (Quadro 1), e suas patas foram medidas com
paquimetro (0Oh). Os animais tratados com dexametasona foram utilizados como
referéncia pela conhecida atividade anti-inflamatdéria dessa substancia. Trinta minutos
antes da indugdo do edema nas patas, os camundongos foram tratados por via
intraperitoneal com PBS (100 pL), dexametasona (0,5 mg/kg), com Rh(lll) (5 mg/Kg),
com pCD (5 mg/Kg) e com Rh(ll1)/pCD (5 mg/Kg). A carragenina foi dissolvida em PBS
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(2,5 %), 20 uL foram injetados no coxim plantar da pata esquerda e 20 uL de PBS no
coxim plantar da pata direita como controle de fidelidade.

As patas direita e esquerda foram medidas 1, 2 e 3 h apos a injecdo da
carragenina, e a diferenga entre elas calculada pela formula: [Variagdo do Edema de
pata (mm)] = [medida da pata injetada com carragenina (mm) — medida pata injetada
com PBS (mm)]. As patas foram medidas com medidor de espessura digital (serie
547; 7300, Mitutoyo, Jap&o).

Quadro 1 - Divisdo dos grupos dos camundongos BALB/c e os respectivos

tratamentos para indugdo do edema de pata com inoculagédo de carragenina.

GRUPO INDUCAO TRATAMENTO
| - PBS Induzido c(:grg g/:oe;rragenma Tratado com PBS
Il — Dexametasona Induzido com carragenina | Tratado com dexametasona
(2,5 %) (0,5 mg/kg)
Il = Rh(lll) Induzido com carragenina Tratado com Rh (llI)
_ (2,5 %) _ (5 mg/Kg)
IV - pCD Induzido ((:grg ;)a)rragenma Tratado com pCD (5 mg/Kg)
) Induzido com carragenina Tratado com Rh(I1)/pCD)
V - Rh(lll)/pCD (2.5 %) (5 mg/Kg)

FONTE: Elaborado pela autora (2021)

4.6.2 Avaliagdao da hipersensibilidade tardia em camundongos através da
inoculagdao de ovalbumina e o tratamento com Rh(lll), pCD e com
Rh(11)/pCD

Para a realizagdo do ensaio foram utilizados camundongos machos da
linhagem Balb/c com peso médio de 24 g, 4 a 5 semanas de idade adquiridos no
CEBIO — Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG. Os
animais foram mantidos em grupos de 05 por gaiola em estantes ventiladas com
exaustédo de ar. Eles receberam dieta ad libtun a base de agua filtrada e clorada e
racao industrializada da marca NUVILAB-CR1. Todo o experimento foi conduzido de
acordo com os principios do Cédigo de Etica Brasileiro para Utilizacdo de Animais de
Laboratério e aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagado de Animais (CEUA) da
Universidade Federal dos Vales de Jequitinhonha e Mucuri — campus Mucuri
(Protocolo n°® 02-2021 R).

Para o modelo de inflamacao tardia in vivo, inicialmente os animais foram

pesados e divididos em 06 grupos (n = 5 animais/grupo) conforme descrito no Quadro
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2. Os animais tratados com dexametasona foram utilizados como referéncia, tendo
em vista a conhecida atividade anti-inflamatoéria desse composto. Para a indugéao da
inflamacé&o foram inoculados na base da cauda dos animais 200 yL de ovalbumina
(Sigma) grade V (1 mg/mL) emulsificada com adjuvante completo de Freund’s - CFA
(1:1). Os tratamentos foram por via intraperitoneal, o grupo dexametasona recebeu
0,5 mg/kg/dia diluida em PBS, os grupos Rh(lll), pCD e Rh(lIl)/pCD receberam
5mg/Kg/dia, os tratamentos foram realizados durante seis dias apos a indugéo (dpi).
No 7° dpi foram injetados 30 pL de ovalbumina grade Il (20 mg/mL) no coxim plantar

esquerdo e igual volume de PBS no direito.

Quadro 2 - Divisao dos grupos dos camundongos BALB/c e os respectivos

tratamentos para DTH.

GRUPO INDUCAO TRATAMENTO
| — Higido Nao induzido N&o tratado
Il — PBS Ovalbumina grade V 1mg/mL PBS

emulsificada (1:1) com CFA

[l — Controle positivo

Ovalbumina grade V 1mg/mL
emulsificada (1:1) com CFA

Tratado com dexametasona
(0,5mg/kg i.p.) diluida em PBS

Ovalbumina grade V 1mg/mL

Tratado com Rh(lll) (5 mg/Kg

V= Rn(lll) emulsificada (1:1) com CFA i.p.) diluido em PBS
V - bCD Ovalbumina grade V 1mg/mL | Tratado com pCD (5 mg/Kg)
P emulsificada (1:1) com CFA (5mg/kg i.p.) diluida em PBS
VI - Rh(llly/pCD Ovalbumina grade V 1mg/mL | Tratado com Rh(lll)/pCD)

emulsificada (1:1) com CFA

(5mg/kg i.p.) diluida em PBS

FONTE: Elaborado pela autora (2022)

As patas esquerda e direita foram medidas 48 h apds a injecdo de ovalbumina
e a diferenca calculada. Os camundongos foram eutanasiados sob anestesia
(cetamina + xilazina) e foram retirados sangue, baco, linfonodos inguinais e patas. O
coxim plantar, os linfonodos e o bagco foram macerados, homogeneizados e
centrifugados a 10.000 rpm por 15 min a 4 °C e os sobrenadantes foram coletados e
congelados a -80° C. O sangue foi centrifugado e o plasma congelado a -80 °C. Os
resultados apresentados sao representativos da meédia + desvio padrdo. A
significancia entre os grupos foi analisada utilizando Student’s test, teste nao
paramétrico de Mann-Whitney ou Twoway ANOVA (GraphPad Prism 5.0). As

diferengas foram consideradas significantes para p < 0,05.
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5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados apresentados sao representativos de pelo menos 3 experimentos
independentes e serdo mostrados como média + desvio padrdo. Os dados foram
inseridos e analisados no programa Prism 6.0. A significancia de diferenca foi analisada

pelo teste de Kruskal-Wallis e considerados significantes quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

6.1.1 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é
amplamente utilizada para caracterizacdo quimica de uma infinidade de materiais.
Essa técnica € baseada nas vibragdes moleculares dependentes de massas atdmicas,
forcas de ligacdo e interagdes intra e intermoleculares para fornecer o espectro de
absorcdo unico de um dado composto que pode ser comparado aos espectros de
referéncia disponiveis na literatura (BUNACIU; ABOUL-ENEIN; FLESCHIN, 2010;
MOHAMED et al., 2017).

No espectro eletromagnético a regido do infravermelho 1V é subdividida em trés
regides: infravermelho préximo (780 - 2500 nm), infravermelho médio (2500 - 50000
nm) e infravermelho distante (50000 nm - 1 mm). A grande maioria das moléculas
apresenta banda de absorgao na regiao do infravermelho médio, entre 4000 e 400 cm-
. Em geral, ligagoes simples (O-H, C-H e N-H) sdo detectaveis entre 2500 e 4000 cm-
', ligagbes duplas entre 2000 e 2500 cm™' e as ligagbes triplas observadas entre 1500
e 2000 cm™' (MOHAMED et al., 2017).

Durante a formacao dos complexos de coordenacgao ocorrem diversas ligagoes
quimicas que provocam mudangas nos atomos que compdem as moléculas
envolvidas, podendo perturbar o momento de dipolo das ligagbes de grupos
funcionais. Essa perturbagdo nos momentos de dipolo é evidenciada pela alteracao
de intensidade, ao passo que mudangas na energia dos modos vibracionais,
correspondem aos deslocamentos das bandas no espectro (DENADAI et al., 2006;
SWARBRICK, 2007).

A técnica de FTIR foi utilizada para avaliar as liga¢gdes entre Rh(lll) e pCD e
notificar as alteragdes de bandas encontradas das amostras, fazendo a comparagao
com a pCD pura, RhCI3.6H20 e mistura mecanica. A mistura mecanica permite
demonstrar que o complexo de coordenagao apresenta caracteristicas fisico-quimicas

diferentes daquelas observadas na simples mistura de compostos isolados e que é
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necessario tempo de contato entre as espécies em solugdo, para que a interagcao de

fato ocorra. Os espectros obtidos estdo representados na figura 9.

Figura 9 - Espectros de infravermelho do RhClI3.6H20, pCD, MM e Rh(lll)/pCD na
regido de 4000 a 400 cm-' em KBr
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)
Legenda: RhCI;.6HO: cloreto de rédio Il hexahidratado; pCD:
policiclodextrina; MM: mistura mecanica; Rh(lll)/pCD: complexo de
coordenagao rodio(lll)/policiclodextrina; KBr: brometo de potassio.

E necessario ressaltar que como a pCD é um polimero de ciclodextrinas a
atribuicdo dos seus sinais se torna complexa. Entretanto, ao comparar os espectros
obtidos, € possivel observar mudangas em varios modos vibracionais da pCD
sugerindo restricdes de grupos funcionais de pCD apds a formagao dos complexos.
Na tabela 1 estdo descritas as principais bandas observadas nos espectros de pCD e
Rh(111)/pCD.

Tabela 1 - Principais bandas de FTIR da pCD e Rh(lll)/pCD

v(C-H), CH> e | 860-H, agua de Vibragao do anel
Composto v(O-H) _ ~ _

CHas/cm™’ hidratagdo/ cm™ piranose / cm""
pCD 3490 cm™’ 2932 cm™’ 1637 cm™ 1158; 1028 cm"
Rh(111)/pCD 3450 cm™’ 2981 cm™’ 1645 cm™ 1162 cm™

FONTE: Elaborada pela autora (2021)
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A interagado do Rh(lll) com a pCD estabelece um novo padrao de interagdes, o
que altera o numero de ondas de determinados grupos funcionais, e € isso
evidenciado pelos resultados aqui apresentados. As modificacbes nas bandas
mostram, através da redugdo da absorcdo em de 3490 cm™' e do aumento das bandas
em 1637 cm™ e 2932 cm™ que o Rh(lll) esta sendo ligado, respectivamente, aos
grupos O-H e C-H durante a formagao do complexo.

Os espectros aqui apresentados corroboram com outros trabalhos presentes
na literatura como o de Zhong e colaboradores, que apresentaram o espectro da pCD
com picos em 3380 cm™, 2930 cm™', 1640 cm™ e 1420 cm™', correspondendo,
respectivamente ao estiramento de O-H, estiramento de C-H, estiramento e
deformagéo de O-H e deformagéo de C-H (ZHONG et al., 2020).

Pratt e colaboradores (2010) encontraram dados similares em seus estudos
nos quais sintetizaram polimeros de BCD com epicloridrina em diferentes proporgdes
molares (1:15, 1:25 e 1:35). Seus resultados mostram que nas trés diferentes
proporgdes o polimero se comportou de maneira semelhante, com picos de 3400 cm-
' (estiramento de O-H), 3000 cm-" (estiramento de C-H) e 1040 cm™' (estiramento de
C-O-C). Resultados semelhantes também s&o apresentados por Binello e
colaboradores (2008) em estudo no qual obtiveram picos de 3400, 3000, 1452, 1253,
1040 cm™".

Com o objetivo de remover ions de metais pesados de aguas de esgoto,
Shahabi Nejad e colaboradores (2020) desenvolveram um complexo de tioureia e
policiclodextrinas e, ao caracterizar sua molécula de pCD apresentaram, no espectro
de FTIR, ligagdes de vibragdo de C-C, C-O e C-O-C em 1032, 1081, 1158 cm™,
respectivamente. Nos espectros do complexo, as bandas em 2271 e 1554-1640 cm™"
foram atribuidas a vibragédo de estiramento S-H e C-N, respectivamente, e ainda de
acordo com os autores, as intensidades de pico dos grupos epédxido foram reduzidas
em grande medida, indicando que grandes proporgdes desse grupo desapareceram
devido a reagdo com a tioureia.

Estes e outros resultados presentes na literatura (ORPRECIO; EVANS, 2003)
servem como base para legitimar a formacdo do complexo Rh(lll)/pCD e sua

caracterizagao em estado solido aqui apresentada.
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6.1.2 Anadlise termogravimétrica, termogravimetria derivada (TGA/DTG) e

analise térmica diferencial (DTA)

As técnicas de analises térmicas sao importantes ferramentas para o estudo de
diversos materiais, elas compreendem métodos como termogravimetria (ou analise
termogravimétrica), analise térmica diferencial, calorimetria de varredura diferencial,
analise termomecanica, entre outros, que proporcionam o conhecimento de diferentes
propriedades do material em questdo (HADARUGA; BANDUR; HADARUGA, 2018).

Independentemente da técnica aplicada, a temperatura da amostra é alterada
em uma faixa predeterminada e as propriedades fisicas s&o continua e
automaticamente registradas, podendo haver rea¢des de natureza endotérmica ou
exotérmica. Por meio da analise termogravimétrica € possivel obter informagdes
acerca das transi¢cdes de fase como a vaporizagdo, sublimagdo, absorgcdo e
dessorgao, além de dados sobre eventos de natureza quimica como desidratagao e
decomposicdo. A analise termogravimétrica € realizada em uma termobalanca que
registra a perda ou ganho de massa da amostra em fungéo da temperatura e do tempo
dando origem a curva da TGA.

A analise térmica diferencial, inventada em 1899, é uma técnica que afere a
diferenca de temperatura entre a amostra e um material de referéncia termicamente
inerte enquanto sdo aquecidos ou resfriados em um forno. A aplicagado dessa técnica
permite determinar a natureza dos eventos — endotérmicos e exotérmicos — através
do fluxo de calor que resulta da diferenga entre a temperatura do material de referéncia
e da amostra em fungao da temperatura ou do tempo. Os resultados obtidos nesse
tipo de analise retratam a estabilidade térmica dos complexos, sendo, portanto, de
grande importancia, uma vez que a complexagdo pode alterar as propriedades
térmicas dos precursores (OZAWA, 2000).

As curvas de TGA, DTG e DTA da pCD, RhCl3.6H20, Rh(lll)/pCD e MM estao

representadas na Figura 10.
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Figura 10 - Curvas de TGA (A); DTG (B) e DTA (C) da pCD, RhCl3.6H20,
Rh(ll1)/pCD e MM

600
A) B)
100
——pCD
——RhCLBH.O
80 pCD/RAII] 400-|
—— MM-pCD/Rh(IIl} Eﬂﬁgl .
= - pCD/RA(IH)
E._. 60 - 'éa, — M
200 .
E £
& apd 1 ™
o 3 by ] 3
20 9 > et
D -
T T T T 1 ':DD T T T T 1
o 200 400 600 800 1000 0 200 400 &00 800 1000
T/(°C) T/(C)
) 150
——pCD
1004 —— RhCI,6H,0
BCD/RA(IIN
a —— MM
=
< 50 I &
O
0
-50 J T p T r T J T J 1
0 200 400 600 800 1000
T/(°C)

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: (%m/mo): massa normalizada para 100%; d(m/mo)/dT: derivada da perda de
massa com a temperatura; TGA: analise termogravimétrica; DTA: analise térmica diferencial;
DTG: derivada da analise termogravimétrica; pCD: policiclodextrina; RhCls;.6H2O: cloreto de
rédio (1) hexahidratado; Rh(lll)/pCD: complexo de coordenagéao do Rh(lll) com pCD; MM:
mistura mecanica; °C: grau Celsius.

Na curva TGA/DTG da pCD é possivel observar a desidratagdo da molécula
que ocorreu entre 30 e 133 °C aproximadamente com consequente redugao de 4,3%
da massa. Em seguida estéo representados trés eventos de decomposi¢do com perda
de 58,0% da massa entre 231 e 438 °C no primeiro, redugao de 81,6% até a

temperatura de 596 °C no segundo e, no terceiro evento de decomposigao, observa-
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se o residuo correspondente a 8,6% da massa apods atingida a temperatura de 904
°C.

Quanto ao RhClI3.6H20, os resultados de TGA/DTG mostraram a ocorréncia de
um evento de perda de 36% da sua massa no intervalo de 32 °C a 317 °C referente a
desidratacéo, que precedeu uma estabilidade térmica até aproximadamente 650 °C,
quando ocorre um segundo evento de perda equivalente a 30% de massa. Em seguida
€ possivel observar um periodo de estabilizacdo com a formacédo de um residuo de
38% de massa, atribuido a decomposicdo do RhClz em Rh(lll) metalico ndo volatil. A
curva de DTA do RhCI3.6H20 foi apresentou o primeiro evento endotérmico entre 30
°C a 217 °C referente a desidratacdo do composto e entre 700 °C e 810 °C, outro
evento endotérmico foi observado, dessa vez atribuido ao inicio da decomposicéo das
moléculas de cloro, formando o Rh(lll) metalico.

Ao analisar o comportamento térmico da MM nota-se uma semelhanga com o
perfil do complexo Rh(lIl)/pCD quanto aos eventos iniciais de perda de moléculas de
agua e decomposicdo até a temperatura aproximada de 250 °C, ao passo que, ao
atingir a temperatura aproximada de 602 °C a MM, que sofreu dois eventos de
decomposicgao, se apresentou com massa equivalente 5,42%. Quanto ao complexo,
na curva estdo evidenciados trés eventos de decomposi¢do nas temperaturas
aproximadas de 93 a 230 °C, 390 °C e 391 a 827 °C com perda final de 69,7% da sua
massa.

E importante ressaltar que ndo houve sobreposicdo das curvas de TGA/DTG e
DTA da MM e do complexo, o que permite dizer que existem diferengas significativas
em relacdo as ligagcbes estabelecidas, confirmando a formagao do complexo em
estado soélido, bem como a importancia do contato entre as espécies na fase liquida
para que as interagdes sejam estabelecidas.

Nas analises térmicas do complexo formado por policiclodextrinas e tiouriea, os
pesquisadores observaram, por meio da TGA, o inicio da degradagdo da pCD a
temperatura de 290 °C e sua pirdlise na faixa de 290 a 420 °C onde o polimero perdeu
81% da sua massa, enquanto o complexo pCD/ECH-TU apresentou inicio da
degradagao em 260 °C com pirdlise entre 260 e 440 °C. A curva de DTG da molécula
de pCD evidenciou dois picos: 271 e 342 °C, que corresponderam as perdas de peso
da decomposigéo do polimero (SHAHABI NEJAD et al., 2020).

Gidwani, Vyas e Kaur (2018) estudaram a inclusdo do farmaco antitumoral

Gefitinib em policiclodextrinas e, para avaliar as alteragbes fisico-quimicas que



63

refletem a estabilidade térmica do complexo durante aquecimento, aplicaram a técnica
de DTA. Em seus resultados apresentaram os seguintes dados: amplo pico
endotérmico na curva da pCD entre 100 e 250 °C refletindo o processo de
desidratacdo e um pico endotérmico na curva do farmaco na forma livre a temperatura
de 184,7 °C, que corresponde ao seu ponto de fusdo. Em relagdo ao complexo foi
observado um pequeno pico endotérmico préximo a 130 °C que, de acordo com os
autores, pode estar associado a desidratacdo da molécula de pCD. Ainda de acordo
com eles, esse pico € menor devido a troca do farmaco pelas moléculas de agua
localizadas na cavidade da pCD. Observaram ainda o desaparecimento do pico
correspondente ao ponto de fusdo do farmaco livre, corroborando com a sua inclusao
na cavidade da pCD. Os autores afirmam que o complexo é ligeiramente menos
estavel em altas temperaturas, uma vez que sua decomposicao ocorre a uma
temperatura (192,8 °C) comparativamente mais baixa do que dos seus precursores.

Garcia-Zubiri, Gonzalez-Gaitano e Isasi (2006), por meio de TGA/DTG e DTA,
avaliaram a estabilidade térmica de dois derivados de naftaleno, aqui referidos como
“derivado 1” e “derivado 2”, em complexos de inclusdo com moléculas de BCD e pCD.
Para analise dos resultados os autores consideraram o padrao térmico em trés etapas,
a saber: (l) abaixo de 150 °C — perda do solvente (agua e/ou propanol) e fuséo do
derivado de naftaleno; (lI) 150 a 285 °C — perda do derivado de naftaleno por
volatilizagao e (lll) acima de 285 °C — degradagéo da BCD ou pCD.

Os autores observaram que nos sistemas com BCD a estabilidade do complexo
com o derivado 1 € menor que a do complexo com o derivado 2, sendo ambos mais
estaveis que a mistura mecanica correspondente, e quando compararam com 0S
sistemas com a pCD, concluiram que estes sdo mais estaveis do que os sistemas
com a BCD em temperatura ambiente ou ndo (GARCIA-ZUBIRI; GONZALEZ-
GAITANO; ISASI, 2006).

Como pode ser observado, os estudos acima apontaram resultados
semelhantes aos dados aqui apresentados em relacdo aos eventos de desidratacao
policiclodextrina. Outro ponto de concordancia entre os resultados aqui apresentados
e os dados disponiveis na literatura € o fato de os complexos estudados apresentarem
maior estabilidade em relagdo as suas misturas mecanicas. Quanto ao inicio da
decomposicdo da pCD, no presente estudo foi observada uma temperatura menor
quando comparada aos demais, diferenca que pode estar relacionada ao processo de

sintese da molécula.
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6.1.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) € uma técnica
analitica que fornece informagdes estruturais e dindmicas de moléculas, seja em
solugdo ou no estado sélido. O principio da técnica € a absor¢ao da radiagao
eletromagnética na regiao das radiofrequéncias, sendo o fendbmeno observado em
nucleos que possuem um momento magnético. Quando colocados em um campo
magneético, os momentos nucleares se alinham em uma orientagdo determinada pelo
spin nuclear, que € uma propriedade fundamental de certos nucleos. Os sinais de
RMN refletem as mudangas detectadas pela radiacdo emitida quando os nucleos
excitados retornam ao seu estado fundamental. Os nucleos mais frequentemente
estudados em RMN s3o '°C e 'H, cujo spin é igual a %2, possuindo assim, duas
orientagdes: alinhado com o campo magnético ou contra ele (SWARBRICK, 2007).

Com elevada sensibilidade e facil interpretacdo dos dados, as analises por
RMN sdo amplamente utilizadas para avaliar a formacdo de complexos entre
ciclodextrinas e diferentes moléculas de interesse (BINELLO et al., 2008; CRINI, 2020;
LIU et al., 2020), ela permite caracterizar o complexo a partir das modificagdes dos
sinais da matriz, que resultam de alteragdes provocadas pela coordenagdo com o
ligante, tendo em vista que as interagcdes entre as moléculas provoca mudangas na
distribuicdo eletronica dos atomos envolvidos e altera 0 momento magnético nuclear
resultante.

O espectro obtido na RMN permite confirmar as interagdes intermoleculares
e/ou formagdo de novas ligagdes evidenciando as variagdes no deslocamento
quimico, alteragdes no perfil do sinal ou nas suas intensidades (SWARBRICK, 2007;
JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

A figura 11 apresenta a sobreposicdo dos espectros de RMN de 'H da
policiclodextrina e do seu complexo de coordenacdo com o Rh(lll). E importante
ressaltar que, uma vez que o Rh(lll) ndo apresenta nenhum atomo de hidrogénio
diretamente ligado, ndo € possivel obter o espectro de RMN deste composto. Dessa
forma, as interagdes foram averiguadas a partir dos sinais referentes aos atomos de

hidrogénio da policiclodextrina.
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Figura 11 - Sobreposigao dos espectros de RMN de 'H da pCD e Rh(lll)/pCD em
D20, 400 MHz.
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: RMN de 'H: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio; pCD:
policiclodextrina (preto); Rh(Ill)/pCD: complexo de coordenacao rédio(lll)/
policiclodextrina (vermelho); D,O: Oxido de deutério; MHz: mega-hertz; ppm:
partes por milhdo.

As atribuicbes e os valores dos deslocamentos quimicos dos sinais dos
hidrogénios, referentes aos espectros da figura 11, se encontram detalhados na tabela 2.
Os Hidrogénios H1’ e H1” s&o isbmeros espaciais do hidrogénio H1, conforme descrito na

literatura (LI et al., 2004).
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Tabela 2 - Atribui¢cdes e os valores dos deslocamentos quimicos dos sinais de pCD

e Rh(lll)/pCD referentes aos espectros de RMN de 'H

Atribuicdes pCD (ppm) RRQTROD (g:rr:]ﬁ)plexo —
H2 CH 3,590 3,598 0.008
H4 CH 3,511 3,503 0.008
H3 - H5 CH' 3,839 3,836 0.003
H1 -CH 5,033 5,022 0.011
H1’ -CH 5,183 5173 0.010
H1™ -CH 5,145 5,133 0.012

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: pCD: policiclodextrina; Rh(lll)/pCD: complexo de  coordenagao
rodio(lll)/policiclodextrina; Ad: variagdo do deslocamento dos sinais de 'H da pCD no
respectivo complexo; ppm: partes por milhdo. 'Hidrogénios 3 e 5 da pCD s&o descritos na
literatura como uma banda larga entre 4,7 e 5,4. Aqui, apresentaram maximo em ~ 3,83.

6.1.4 TitulagGes calorimétrica isotérmicas

A titulagdo calorimétrica isotérmica (ITC) é uma importante ferramenta para a
caracterizagao de complexos, sendo um dos métodos mais sensiveis para a determinacao
da estequiometria da interacdo, da constante de afinidade (também chamada de
estabilidade ou constante de associacdo) e da mudanca de entalpia, que reflete o calor
liberado ou absorvido durante a interacdo. Além disso, a entropia e a energia livre de
Gibbs do processo podem ser calculadas a partir dos dados de ITC, ou seja, permite a
obten¢ao de um perfil termodindmico completo (BOUCHEMAL; MAZZAFERRO, 2012).

A técnica se baseia em mensurar o calor liberado ou absorvido durante a formacgao
das interagdes moleculares — o instrumento possui duas células, uma para a mostra e
uma de referéncia — e monitora constantemente a temperatura dessas células para manter
o equilibrio térmico. Quando a solugdo de Rh(lll) (na forma de RhCIs) é adicionada a
solugao de pCD, o calor gerado em fungao da interagao entre as moléculas € proporcional
a quantidade de pCD adicionada. A liberagao de calor tende a diminuir progressivamente
até a saturagao das interagdes entre titulante e titulado. Em seguida a area de cada pico
€ integrada em funcéo da razdo molar dos dois reagentes e a curva de titulagdo pode
entdo ser ajustada a varios modelos tornando possivel determinar as constantes de
associagao, a estequiometria e os perfis termodinamicos da interagcdo (KABIRI;
UNSWORTH, 2014).

A curva de titulagao do cloreto de Rh(lll) em pCD esta representada na Figura 12.
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Figura 12 - Titulagao calorimétrica isotérmica de RhCls (60 mM) em pCD (4mM) a 25 °C.
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)
Legenda: ITC: titulagdo calorimétrica isotérmica; pCD: policiclodextrina; RhCls:
cloreto de rodio (lll); N: estequiometria; K: constante de associagao; A-H°:
variacao da entalpia; TA-S°: variagao da entropia; A-G°: energia livre de Gibbs.

Inicialmente foram realizadas as titulagées do composto em agua (diluicao) e entéao
na policiclodextrina. Apos a subtragédo dessa curva de diluicdo (branco), obteve-se a curva
final de titulagdo. Esse procedimento € necessario para evitar os possiveis efeitos de
interagdo soluto-soluto, soluto-solvente e solvente-solvente, e avaliar apenas as
interagdes soluto-policiclodextrina (PASSOS et al., 2013). Os dados termodinamicos da

interacao de RhCls e pCD obtidos estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Parametros termodinamicos de interacédo entre o RhCls e pCD a 25°C

A,G° AH° TA,S°
Complexo N K
(cal/mol?) (cal/mol?) (cal/mol?)
Rh(|||)/pCD 0,318 + 0’001 4,5X104i 2,8 X 103 - 6353,8 '957,3 + 8,5 5396,5

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: Rh(IIl)/pCD: complexo de coordenagdo rédio(lll)/policiclodextrina; N:
estequiometria; K: constante de associacdo; A.G°: energia livre de Gibbs; AH°: variacado da
entalpia; TA,S°: variagdo da entropia.

Como pode ser observado, ha uma inflexdo na curva em N = 0,3, o0 que sugere

a estequiometria do complexo de 1:3, ou seja, 1 atomo de Rh(lll) para cada 3
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mondmeros de pCD. O A/H° na analise do ITC representa o calor global resultante da
interacéo do cation Rh(lll) com a pCD, dessa forma, o valor aqui obtido (-957,3 + 8,5)
indica que a reacdo de complexacdo é de natureza exotérmica. Os principais
determinantes envolvidos s&o as ligagbes covalentes Rh(lll)-pCD. Os dados de AH°
e TA/S° permitem inferir sobre os diferentes tipos de forgas envolvidas nas interagdes
Rh(ll1)/pCD — ligagdes covalentes e interagcdes ion-dipolo sao dirigidas por entalpia e
as hidrofébicas (dessolvatagao) por entropia (BOUCHEMAL; MAZZAFERRO, 2012),
portanto, ao analisar a titulagdo do Rh(lll) em pCD é possivel inferir que as interagdes
foram direcionadas tanto por entalpia (AH° = -957.3 cal/mol) quanto por entropia
(TA/S° = 5396,5 cal/mol), com elevada constante de ligagdo K = 4,52 x 10*. A grande
afinidade do Rh(lll) em relagéo a pCD se justifica pelo fato de que esta ciclodextrina
tem suas hidroxilas parcialmente ionizadas, em fungdo da sua sintese em meio

basico, o que favorece uma atragao eletrostatica.

6.1.5 Fotometria de espalhamento de luz dinamico e Potencial zeta

Quando em um meio liquido, as particulas se movem de forma aleatéria
(movimento Browniano) em fungdo de colisbes com as moléculas do meio de
dispersao — particulas de menor tamanho se movimentam mais rapidamente que
particulas grandes. O espalhamento de luz dindmico € uma importante ferramenta
para determinar o tamanho médio de nanoestruturas em solucdo baseada na
deteccgdo das flutuagdes na intensidade da luz espalhada pelas particulas. A técnica
consiste na aplicagdo de um feixe de laser monocromatico que vai gerar o
espalhamento de luz pelas particulas presentes na amostra. A medida da intensidade
de luz espalhada permite detectar e analisar o movimento browniano das particulas
para obter seu diametro hidrodindmico, um dos principais parametros fisico-quimicos
para a caracterizacdo de espécies nanométricas em suspensado (STETEFELD;
MCKENNA; PATEL, 2016).

A variagao da intensidade de luz espalhada esta relacionada com o tamanho
das particulas, dessa forma, um sistema composto apenas por particulas pequenas
apresentara uma variagao elevada da intensidade de espalhamento de luz, uma vez
que pelo seu movimento rapido, elas passam pela janela do detector varias vezes em

um intervalo de tempo determinado (XU, 2015).
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Sabendo que solugdes de ciclodextrinas sao passiveis de sofrer agregagao
formando nanoestruturas com tamanho em torno de 200 nm (ZHONG et al., 2020),
além do fato da utilizagdo de ciclodextrinas macromoleculares poderia gerar novas
possibilidades de agregados, no presente estudo foram realizadas medidas de
tamanho de particulas, tendo em vista que eles podem agir como moduladores da
liberagdo do principio ativo no sistema. A figura 13 mostra o grafico de Dn dos

agregados formados em solu¢do aquosa em fungéo da raz&o molar [Rh(lll)]/[pCD].

Figura 13 - Distribuicdo do tamanho dos agregados de particulas formados em
solugao aquosa em fungao da proporgao da [Rh(l1)]/[pCD].

1000 -

QDD—_

800

700

” H};}HHM it

E
£
;‘ 400 EH

004 TI-

200 } " Rb (1) 60.0 mM em pCD 4.0 mM

] N =057
100 4
] T T T T T T T T T T T
0.0 05 1.0 15 20 25
[Rh(lll)/pCD]

FONTE: Elaborada pela autora (2021)
Legenda: Dh: didmetro hidrodinamico; Rh(lll): rodio (111); pCD: policiclodextrina; N:
estequiometria de associacao; [Rh(ll1))/[pCD]: concentracao do rédio (IIl) dividido pela
concentragao da policiclodextrina.

O ponto de interseg&o obtido no sistema [Rh(lII)]/[pCD] foi na raz&o molar de
0,57 mM. Ao analisar o grafico € possivel observar na primeira regido, até
aproximadamente N = 0,5, que o aumento da concentragao de Rh(lll) promove um
aumento dos valores de Dn para a pCD em decorréncia da formagao de complexos de
coordenacado, que se ligam uns aos outros formando estrutura supramoleculares
terciarias (agregados de complexos de coordenacgao). Além da regido de N = 0,5 nota-
se que nao ocorrem grandes alteragbes no Dh das particulas e o que justifica esse
fendmeno é que apods essa faixa o Rh(lll) ndo se liga aos agregados de pCD, ou seja,

0 excesso de rodio ndo causa alteragéo expressiva no tamanho dos agregados.
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Sistemas dispersos representam uma classe importante de formas de
dosagens farmacéuticas como emulsdes, suspensodes, lipossomas e nanoparticulas.
Cargas elétricas sdo desenvolvidas por varios mecanismos na interface entre a fase
dispersa e o meio aquoso. Além do tamanho das particulas, o potencial zeta exerce
um efeito importante nas varias propriedades dos sistemas coloidais e sistemas de
liberacdo de farmacos e a superficie das nanoparticulas pode influenciar o
direcionamento e distribuigdo de drogas — nanoparticulas convencionais (sem
modificagdo de superficie) e particulas negativamente carregadas podem, por
exemplo, ser rapidamente eliminadas dos sistemas biolégicos (SWARBRICK, 2007;
HONARY; ZAHIR, 2013). O PZ de nanoestruturas em solugdo/suspensado esta
relacionado com sua estabilidade coloidal. Valores extremamente positivos ou
negativos causam forgas repulsivas, evitando agregacao das particulas, o que garante
maior facilidade de dispersdo. Dessa forma, quando se trata de estabilizagdo
eletrostatica e estérica combinada, um potencial zeta minimo de £ 20 mV é desejavel
(HONARY; ZAHIR, 2013b). O grafico de PZ em fungéo da concentragao crescente de
Rh(Ill) em pCD esta representado na figura 14.

Figura 14 - Distribuicdo dos valores de PZ dos agregados de complexos de

coordenacao em funcao da proporgéo de [Rh(lll)/[pCD].
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)
Legenda: PZ: Potencial Zeta; Rh (lll): rodio (lll); pCD: policiclodextrina; N:
estequiometria de associagao; [Rh(IIl)}/[pCD]: concentragéo de rédio (lll) dividido pela
concentracao de policiclodextrina.
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Os dados obtidos mostram que os agregados de pCD formados em solugao
aquosa apresentam valores de PZ em torno de -18 mV em funcgao da ionizagao parcial
das hidroxilas. Conforme mencionado anteriormente, 0 aumento da concentragao de
Rh(lll) induz a formagdo de agregados de complexos de coordenagdo com
ciclodextrinas até o ponto de interseg¢ao da curva de regresséo linear, entretanto, essa
inducao é acompanhada de alteragdes de carga na superficie dos agregados.

Sabendo que o rodio se apresenta em solugéo na forma de Rh(lll), é esperado
que haja uma neutralizagdo, ao menos parcial da pCD. Essa ligagao justifica o
aumento observado dos valores do PZ de -18 mV a -7 mV.

O ponto de intersegdo da curva de regressao linear no momento da saturagao
dos agregados de pCD pelo Rh(lll) mostrou valor de 0,47. O valor de N esta na mesma
ordem de magnitude dos valores encontrados tanto no experimento de ITC, quanto

de Dn, 0 que confirma a estequiometria de formagao do complexo de coordenagao.

6.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

6.2.1 Avaliagcao do efeito citotoxico do complexo Rh(lll)/pCD nas células
tumorais A549 e MCF-7

A verificagdo da viabilidade celular é fundamental para grande parte dos
ensaios in vitro. A avaliagdo da citotoxicidade é rotineiramente realizada por meio do
ensaio de MTT, um método colorimétrico baseado na avaliacdo da atividade
metabdlica celular. O mecanismo bioquimico do teste envolve enzimas
oxidorredutases celulares que convertem o corante de MTT insoluvel em cristais
soluveis de formazan (BAHUGUNA et al., 2017). O presente estudo avaliou o possivel
efeito citotoxico do complexo Rh(lll)/pCD duas diferentes linhagens de células
tumorais: células de adenocarcinoma alveolar humano A549 e células de tumor
mamario da linhagem MCF-7. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 4 e 5.

Conforme observado, nenhuma substancia promoveu a redugao da viabilidade
a valores menores que 70% apos 48 h de cultivo. A maior inibicao foi observada na
concentracao de 300 uM, o complexo Rh(lll)/pCD reduziu para 83,5 £ 3,7 (%) ou seja,
uma reducgéo de 16,6% na viabilidade de A549, sendo estatisticamente diferente do

controle nao tratado.
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Segundo a ISO 10993-5 (2009), em ensaios de MTT, os compostos que nao
reduzem a viabilidade celular a valores inferiores a 70%, sdo considerados nao
citotdxicos (EN ISO, 2009).

Tabela 4 - Avaliagao da citotoxicidade do Rh(lll), pCD e Rh(lll)/pCD a 50 yM, 100
MM e 300 uM em células de adenocarcinoma de pulmao A549 apds 48 h de cultivo.
Viabilidade celular (%)

Substancia?® 50 uM 100 pM 300 uM

Rh(llI) 87,8+4,7 95,2+4,0 87,9472
pCD 92,5+3,0 93,7+1,6 89,3+4,6
Rh(IIl)/pCD 91,9+3,0 93,6 +0,7 83,5+ 3,7*

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

*p < 0,05 células tratadas versus células ndo tratadas (100% de viabilidade); a) Rh(lll),
policiclodextrina (pCD), complexo de rodio (lII) com policiclodextrina Rh(lll)/pCD. Os
resultados sdo representativos de trés experimentos independentes.

Tabela 5 - Avaliacao da citotoxicidade do Rh (lll), pCD e Rh(lll)/pCD a 50 uM, 100
MM e 300 uM em células de tumor mamario MCF-7 apo6s 48 h de cultivo.
Viabilidade celular (%)

Substancia® 50 uM 100 uM 300 uM

Rh(lll) 96,8 £ 6,6 99,3+1,1 95,7+0,5
pCD 102,5+1,0 99,0+1,2 94,8 +6,2
Rh(IIl)/pCD 105,6 +2,5 98,5+1,9 93,2+1,6

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

*p < 0,05 células tratadas versus células néo tratadas (100% de viabilidade); a) Rh(lll),
policiclodextrina (pCD), complexo de rodio (III) com policiclodextrina Rh(Il)/pCD. Os
resultados sao representativos de trés experimentos independentes.

Jeremic e colaboradores (2017) estudaram o efeito citotoxico de complexos de
Rh(lll) com um amino policarboxilato do tipo EDTA também em células de
adenocarcinoma de pancreas e de tumor mamario. Em seus resultados as células
A549 se mostraram sensiveis ao tratamento, enquanto ndo foi observado efeito
citotoxico nas células MCF-7.

Ao contrario dos resultados acima, existem trabalhos que mostram efeito

citotoxico positivo em células MCF-7, como o de Ruiz e colaboradores (2012), que
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sintetizaram um complexo de Rh(lll) ligado ao levonorgestrel para explorar sua
atividade citotéxica.

Os dados presentes na literatura mostram que o rédio possui diferentes
propriedades a serem exploradas para o tornarem potenciais drogas antitumorais,
entretanto, sua reatividade, interacdo e absorgao celular dependem fortemente dos
ligantes que fazem parte do complexo, o que explica, por exemplo, a diferenga de
resultados disponiveis com linhagens de células semelhantes (GELDMACHER;
OLESZAK; SHELDRICK, 2012).

6.2.2 Avaliagao da viabilidade em macréfagos tratados com Rh(lll), pCD e
Rh(lll)pCD

A viabilidade dos macrofagos RAW 264.7 foi verificada apos 3 e 48 h de
tratamento com as substancias e os resultados estao expressos nas tabelas 6 e 7. Em
todas as concentragdes testadas de Rh(lll), pCD e Rh(lIl)/pCD observou-se mais de
70% de células viaveis apos 3 h de cultivo (Tabela 7). Segundo a ISO 10993-5 (2009),
em ensaios de MTT, os compostos que nao reduzem a viabilidade celular a valores

inferiores a 70%, sao considerados nao citotéxicos.

Tabela 6 - Avaliacao da citotoxicidade do Rh(lll), pCD e Rh(lll)/pCD a 50 yM, 100
MM e 300 uM em macréfagos murinos RAW 264.7 apds 3 h de cultivo.
Viabilidade celular (%)

Substancia® 50 uM 100 uM 300 uM

Rh(III) 82,0 +1,3* 94,5+41 952+1,4
pCD 78,7 £1,7* 86,4 +1,7* 82,6 +1,6%
Rh(11)/pCD 98,7 £ 1,1 95,7+23 83,8 + 3,0*

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

*p < 0,05 células tratadas versus células néo tratadas (100% de viabilidade); a) Rh(lll),
policiclodextrina (pCD), complexo de rédio (lll) com policiclodextrina (Rh(lll)/pCD). Os
resultados sao representativos de trés experimentos independentes.

Ap0os 48 h de cultivo e exposi¢cao aos tratamentos com as substancias testadas,
os macrofagos RAW 264.7 continuaram a apresentar viabilidade celular acima de
70%.
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Tabela 7 - Avaliagéo da citotoxicidade do Rh(lll), pCD e Rh(ll1)/pCD a 50 uM, 100
MM e 300 uM em macréfagos murinos RAW 264.7 apds 48 h de cultivo.
Viabilidade celular (%)

Substancia® 50 M 100 uM 300 pM
Rh(Il) 94,30 £ 2,2 93,4 +32 88,8 + 2,8*
pCD 92,2+27 96,5 + 4,6 101,1+1,9
Rh(lI1)/pCD 97,5+ 3,6 84,5+ 2,2 77,132

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

*p < 0,05 células tratadas versus células ndo tratadas (100% de viabilidade); a) Rh(lll),
policiclodextrina (pCD), complexo de rédio (lll) com policiclodextrina (Rh(lll)/pCD. Os
resultados sao representativos de trés experimentos independentes.

Os resultados mostram que nenhum dos compostos foi capaz de reduzir mais
de 70% da viabilidade celular de RAW 264.7 dentro das concentracdes testadas.

A viabilidade dos macréfagos J774A.1 testada apds 3 e 48 h de tratamento esta
apresentada nas tabelas 8 e 9. Em todas as concentracdes testadas de Rh(lll), pCD
e Rh(lIl)/pCD observou-se mais de 70% de células viaveis apos 3 h de cultivo (Tabela
8).

Tabela 8 - Avaliagéo da citotoxicidade do Rh(lll), pCD e Rh(lll)/pCD a 50 uM, 100
MM e 300 uM em macréfagos murinos J774A.1 apos 3 h de cultivo.
Viabilidade celular (%)

Substancia® 50 UM 100 uM 300 pM
Rh(IlN) 92,0%35 86,2 + 1,0* 925+7,9
pCD 86,7 + 1,0 83,2 + 2,0 78,7 + 6,3*
Rh(lI1)/pCD 95,8+ 2,5 92,2+2,3 80,9 + 3,2*

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

*p < 0,05 células tratadas versus células n&o tratadas (100% de viabilidade); a) Rh(lll),
policiclodextrina (pCD), complexo de rodio (lll) com policiclodextrina (Rh(lll)/pCD). Os
resultados sao representativos de trés experimentos independentes.

Ap06s 48 h de cultivo e exposi¢ao aos tratamentos com as substancias testadas,
os macrofagos J774A.1 continuaram a apresentar viabilidade celular acima de 70%
exceto no tratamento com Rh(ll1)/pCD na concentragao de 300 uM (67,1 £ 8,5) (Tabela
9).
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Tabela 9 - Avaliagéo da citotoxicidade do Rh(lll), pCD e Rh(ll1)/pCD a 50 uM, 100
MM e 300 uM em macréfagos murinos J774A.1 apos 48 h de cultivo.
Viabilidade celular (%)

Substancia® 50 M 100 uM 300 pM

Rh(Il) 105,7 £ 4,7 104,8 + 6,1 89,1+2,8
pCD 97414 95,8+ 1,3 88,4 +2,3*
Rh(lI1)/pCD 103,7+3,5 86,8+ 4,7 67,1 8,5

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

*p < 0,05 células tratadas versus células ndo tratadas (100% de viabilidade); a) Rh(lll),
policiclodextrina (pCD), complexo de rodio (lll) com policiclodextrina (Rh(IlI)/pCD). Os
resultados sao representativos de trés experimentos independentes.

ApOs a avaliagdo da viabilidade celular dos macréfagos foi realizada a
determinacao do ICso, valor da concentragao que inibe o crescimento celular em 50%
comparado ao grupo néo tratado. Foram testadas as concentragbes de 1200 uM, 600

MM, 300 uM, 100 uM e 50 pM dos compostos, conforme apresentado na tabela 10.

Tabela 10 - Valores de ICso do Rh(lll), pCD e Rh(lll)/pCD em células J774A.1 e RAW

264.7.
ICs0 (UM)
a
Compostos J774A1 | RAW 264.7
Rh(Ill) 566 1090
Rh(Il1)/pCD 551 1165

FONTE: Elaborada pela autora (2021)

*p < 0,05 células tratadas versus células n&o tratadas (100% de viabilidade); a) cloreto de
rédio(lll), policiclodextrina (pCD), complexo de rédio (I1I) com policiclodextrina (Rh(lll)/pCD).
Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes.

A comparagao entre os valores obtidos evidenciou que o Rh(lll) puro € mais
citotoxico para macréfagos J774.A1 do que para RAW 264.7, uma vez seu ICso €
menor. E importante ressaltar que, muito embora ambos sejam macréfagos, é comum
haver variabilidade nas respostas quando estimulados pelos mesmos agentes, uma
vez que diferentes linhagens celulares apresentam padrdes distintos de reagdes
intracelulares (KAWAI, 2000; COMALADA et al., 2006; JUNIOR et al., 2014; CABRAL
et al., 2018).

Na literatura os dados a respeito do potencial imunomodulador do Rh(lll) sdo

escassos (MORAGUES et al., 2013; ZHONG et al., 2017; KANG et al., 2018), o que
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nos leva a comparar os resultados do presente estudo com trabalhos que utilizaram
diferentes complexos a base de rodio com diferentes objetivos, como por exemplo,
aqueles que avaliaram seu potencial antitumoral, que sao mais frequentes.

De acordo com Leung e colaboradores (2013), a atividade citotoxica dos
complexos metalicos é altamente dependente de sua eficiéncia de captacao celular,
que por sua vez pode ser regulada ajustando-se a hidrofobicidade dos ligantes
conjugados.

Man e colaboradores (2011) apresentaram complexos a base de iridio (lll) e
rédio (l11) como agentes terapéuticos para o tratamento de Alzheimer. Seus resultados
mostraram que o complexo a base de Rh(lll) apresentou inibigdo quase completa da
agregacao do peptideo B-amiloide. Ao avaliar a citotoxicidade do complexo
demonstraram que os efeitos antiproliferativos foram observados apenas em
concentragcdes superiores as necessarias para a inibigdo completa da agregacéao da
proteina.

O comportamento citotdxico de dois diferentes complexos a base de Rh(lll) foi
investigado por Jeremi¢ e colaboradores (2017), onde observaram que, quando
comparados a doxorrubicina e a cisplatina, ambos se mostraram citotdxicos para as
células A549, HT-29 e Hela. Entretanto, os mesmos complexos ndo foram capazes
de reduzir a viabilidade de células de carcinoma mamario da linhagem MCF-7.

Kang e colaboradores (2018) desenvolveram oito complexos metalicos
(identificados pelos numeros 1 a 8) a base de Rh(lll) e Ir(lll) em um estudo que
identificou o complexo 1 a base de Rh(lll) como inibidor da atividade de JMJD3, uma
histona demetilase envolvida em processos da resposta imunolégica. Por meio do
ensaio MTT em macrofagos RAW 264.7 os autores apresentaram os seguintes
valores de ICs0: 15,02 + 1,42 uM para o complexo 1,0 e 4,5 £ 1,17 yM para o controle
positivo.

Geldmacher, Oleszak e Sheldrick (2012) publicaram uma revisdo sobre as
propriedades biolégicas dos compostos Rh(lll) e Ir(lll) na qual relatam que durante
muito tempo no campo da pesquisa de novos medicamentos antitumorais houve uma
grande falta de interesse em estudar compostos envolvendo o rédio e o ruténio devido
a inércia cinética tipica de seus centros metalicos, que faz com que sua capacidade
de promover algum impacto na viabilidade celular seja baixa. Os autores explicam por

meio de exemplos ao longo da revisdo que o principio geral para a falta de reatividade
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quimica de muitos desses complexos esta relacionada com os ligantes, que podem

ser substituidos para potencializar ou reduzir o efeito citotoxico.

6.2.3 Efeitos do complexo Rh(lll)/pCD na formag¢do de micronucleos em
macroéfagos RAW 264.7 e J774.A1

A genotoxicidade do complexo foi avaliada por meio do ensaio de micronucleo
com bloqueio da citocinese. Neste método, as células que completaram a divisdo
nuclear sio identificadas por sua aparéncia binucleada apés a inibicao da formacao
do anel de microfilamentos de actina necessario para a citocinese, dessa forma, um
dos paréametros avaliados na investigagao dos efeitos genotoxicos de uma substancia
€ o indice de divisdo nuclear (IDN) (FENECH, 2020). De acordo com Michael Fenech
(2007), os resultados podem variar de acordo com as condi¢ées de cultura, o nivel de
exposicao a agentes genotoxicos ou citotoxicos, composicdo do meio de cultura e as
células que estdo sendo utilizadas e o valor considerado ideal para IDN esta entre 1,3
e2.2.

Micronucleos (MN), pontes nucleoplasmaticas (NPBs) e brotos nucleares
(NBuds) sdo biomarcadores de instabilidade cromossOmica e efeitos genotdxicos
(FENECH et al., 2011), portanto, quando detectados em quantidades elevadas, sao
preditivos de danos ao material genético das células. MN sao originados de
fragmentos de cromossomos ou de cromossomos inteiros que ficam para tras na
anafase durante a divisdo nuclear e sua formagao pode ser resultado de processos
naturais como metabolismo ou envelhecimento, bem como de exposicdo a fatores
ambientais como agentes quimicos (SOMMER; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI,
2020). As NPBs surgem a partir de cromossomos dicéntricos causados por fusdes
terminais dos teldbmeros, de reparo incorreto de quebras do DNA ou da falha na
separagao completa das cromatides. Ao passo que os NBuds resultam de um
mecanismo pelo qual os nucleos eliminam genes amplificados e complexos de reparo
de DNA n&o resolvidos (FENECH, 2020).

A definicdo de resultados positivos ou negativos de genotoxicidade é baseada
nos critérios previstos em protocolos internacionais como o OECD guideline for the
testing of chemicals - TG 487 - in vitro mammalian cell micronucleus test. No presente
estudo os controles positivo e negativo estdo de acordo com tais critérios, bem como

valores de IDN, que se mostraram dentro da faixa ideal preconizada para todas as



78

substancias testadas nas suas diferentes concentragdes em ambas as linhagens de
macrofagos analisadas (FENECH, 2007; OECD, 2016).

Nas figuras 15 e 16, que apresentam os resultados das analises de
genotoxicidade em macrofagos RAW 264.7 e J774.A1, é possivel observar que nao
houve aumento significativo da ocorréncia de micronucleos em nenhuma das
concentragdes testadas tanto dos compostos puros quanto do complexo. Além disso

nao foi encontrada diferencga significativa entre os compostos puros e o complexo.



Figura 15 - Formacao de micronucleos em macréfagos da linhagem RAW 264.7

tratadas com diferentes concentragdes de Rh(lll), pCD e Rh(lll)/pCD
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: pCD: policiclodextrina; Rh(lll): cloreto de rodio (ll1);
Rh(lll)/)pCD complexo de coordenacdo de rodio com
policiclodextrina; IDN: indice de divisao nuclear; MN: micronucleo;
CBN: célula binucleada; NBud: brotos nucleares; NPB: ponte
nucleoplasmaticas; MN/1000 CBN: micronucleo por 1000 células
binucleadas; NBud/1000 CBN: brotos nucleares por 1000 células
binucleadas; NPB/1000 CBN: ponte nucleoplasmaticas por 1000
células binucleadas.



Figura 16 - Formagao de micronucleos em macréfagos da linhagem J774.A1

tratadas com diferentes concentragdes de Rh(lll), pCD e Rh(lll)/pCD
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: pCD: policiclodextrina; Rh(lll): cloreto de rdédio
(11); Rh(Il)/pCD complexo de coordenagdo de rédio com
policiclodextrina; IDN: indice de divisdo nuclear; MN:
micronucleo; CBN: célula binucleada; NBud: brotos
nucleares; NPB: ponte nucleoplasmaticas; MN/1000 CBN:
micronucleo por 1000 células binucleadas; NBud/1000
CBN: brotos nucleares por 1000 células binucleadas;
NPB/1000 CBN: ponte nucleoplasmaticas por 1000 células
binucleadas.
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De acordo com a literatura, a frequéncia esperada de pontes nucleo
plasmaticas varia entre 0 e 10, enquanto a de brotos nucleares esta entre 0 e 5 por
1000 células binucleadas (FENECH, 2007). No presente estudo ndo foi observada a
presenca desses marcadores em nenhuma das linhagens testadas.

Nao foram encontrados dados na literatura de outros estudos que aplicaram o
teste de micronucleo em macréfagos para investigar os efeitos genotoxicos do rodio
ou do complexo com policiclodextrina.

Migliore e colaboradores (2002) estudaram os possiveis efeitos genotoxicos do
rédio em linfécitos humanos utilizando diferentes concentragcdes e apresentaram
meédia de 21,1; 25,5 e 23,5 para as concentragbes de 100, 250 e 1000 uM
respectivamente. Estes resultados sdo semelhantes aos dados obtidos no presente
estudo onde os macréfagos RAW 264.7 apresentaram média de 20,8; 18,8 e 20,2 e
os J774.A1 apresentaram média de 21,7; 20,0 e 19,5 nas concentragdes de 100, 300
e 1000 uM respectivamente.

O trabalho de Lebedova e colaboradores (2017) investigou o potencial
genotoéxico de diferentes nanoparticulas, dentre elas da platina, e concluiu que o metal
em questdo ndo promoveu dano ao material genético de em células epiteliais
brénquicas humanas.

Ao avaliar a genotoxicidade do complexo a base de ruténio do tipo Na[RuClzL2)]
Ljubijanki¢ e colaboradores (2018) observaram diminuicdo da ocorréncia de
micronucleos em linfécitos humanos apés tratamento (LJUBIJANKIC et al., 2018).

Recentemente, Teixeira e colaboradores (2021) sintetizaram dois diferentes
complexos a base de ruténio e utilizaram o ensaio de micronucleo para avaliagdo da
citotoxicidade em células tumorais. De acordo com os autores, os complexos se
apresentam promissores quanto a seguranga toxicologica.

Diante do exposto € possivel sugerir que tanto o Rh(lll), quanto o complexo
Rh(ll1)/pCD n&o apresentam potencial genotdxico para macrofagos das linhagens de
macrofago RAW 264.7 e J774.A1 nas concentragdes de 100, 300 e 1000 uM.
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6.2.4 Efeitos do complexo Rh(lll)/pCD na producao de oxido nitrico em
macroéfagos RAW 264.7 e J774.A1

Como ressaltado anteriormente, o NO € um importante agente mediador de
processos envolvidos na resposta inflamatéria como a permeabilidade vascular e o
fluxo sanguineo, agregacgao plaquetaria e adesao leucocitaria. Estimulos inflamatérios
como o LPS podem desencadear a producédo de NO pela enzima iNOS resultando na
produgao de intermediarios reativos de NO que estimulam o estado pro-inflamatorio.
E de grande conhecimento que a producdo exacerbada de NO est4 relacionada com
diversas doencas inflamatérias como aterosclerose, artrite reumatoide e outras, o que
reforga a importancia do desenvolvimento de novos agentes terapéuticos capazes de
modular essa produgao (LEUNG et al., 2013).

Para investigar os possiveis efeitos do complexo de Rh(lll)/pCD, a inibicao da
producao de NO foi avaliada indiretamente pela da dosagem de nitrito em macrofagos
RAW 264.7 (Figura 17) e J774.A1 (Figura 18) através do método colorimétrico de
Griess.

Nos resultados obtidos foi possivel observar que o tratamento com Rh(111)/pCD,
quando comparado ao controle nao tratado, reduziu significativamente a producao de
NO em RAW 264.7 em todas as concentragdes testadas. Além disso, nas
concentracdes de 100uM e 300uM a reducgdo de NO induzida pelo complexo foi mais

significativa do que a reducéo induzida pelo Rh(lll) puro.
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Figura 17 - Avaliagcéo da inibigdo da producao de NO pelo Rh(lll), pCD e Rh(lll)/pCD
em macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y, apds 48 h de cultura.
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: Rh(lll)/pCD: complexo de coordenagdo do rédio (Ill) com
policiclodextrina, pCD: policiclodextrina; e Rh(lll): cloreto de rodio (lll), *
p < 0,05 quando comparado a RAW 264.7. #p < 0,05 quando comparado
ao Rh(ll1) na mesma concentracao. Os resultados sado representativos de
trés experimentos independentes.

Em J774A.1 todos os tratamentos reduziram a producdo de NO de forma
diferente ao controle (célula estimulada, porém nao tratada). Nas concentragdes de
100 uM e 300 uM, o complexo se mostrou melhor que o Rh(lll) puro ao reduzir a
producdo de NO, apesar de nado ter apresentado diferengca estatistica dentro do

intervalo de confianga utilizado (Figura 18).
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Figura 18 - Avaliagcéo da inibigdo da producao de NO pelo Rh(lll), pCD e Rh(lll)/pCD

em macréfagos J774A.1 estimulados com LPS e IFN-y, ap6s 48 h de cultura.
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: Rh(lll)/pCD: complexo de coordenagdo do rodio (Ill) com
policiclodextrina, pCD: policiclodextrina; e Rh(lll): cloreto de rodio (I1l), *p <
0,05 quando comparado a J774A.1. Os resultados séo representativos de
trés experimentos independentes.

Na literatura € possivel encontrar diversos trabalhos que investigam as
atividades biolégicas dos metais de transicdo, dentre eles o rédio, em complexos
organometalicos. Como citado anteriormente, grande parte desses estudos esta
focada nos efeitos antitumorais e poucos sao os resultados apresentados com relagéao
a outros efeitos, como por exemplo a imunomodulacéo.

Os complexos de rédio recebem grande destaque em estudos que o
apresentam com atividade anticancer interessante para inibir algumas enzimas e
proteinas nao enzimaticas, como demetilases, quinases e oxidases, além de
mediadores inflamatérios (KANG et al., 2017; KANG et al., 2018; SOHRABI et al.,
2021).

A redugao significativa da produgdao de NO em RAW 264.7 aqui observada
evidencia o potencial imunomodulador do complexo Rh(lII)/pCD. Esses resultados séo
corroborados por Liu e colaboradores (2014) que, em seus experimentos

desenvolveram o complexo [Rh(bzq)2(4,7-Clphen)]PFs, capaz de reduzir a produgéo
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de NO induzida por LPS em macréfagos RAW 264.7. Seus dados mostram que a
inibicdo pelo complexo foi de 80%, ao passo que o controle por eles utilizado inibiu
50% da produgéo. Apds essa constatagdo o grupo realizou uma analise de dose-
resposta na qual as células foram tratadas com LPS (1,0 yg/mL) e o complexo (10,0
MM) ou veiculo controle por 24 h, e o nivel de acumulo de nitrito no meio de cultura foi
medido pelo método de Griess. Essa etapa mostrou que o complexo inibiu a produgao
de nitrito induzida por LPS de uma forma dependente da dose (LIU et al., 2014).

A reducao da produg¢do de NO induzida por LPS em macréfagos RAW 264.7
também foi observada por um grupo de pesquisa da Universidade de Valéncia, na
Espanha em estudo no qual foi desenvolvido um complexo ciclometalado de rédio
binuclear com moléculas liberadoras de monoxido de carbono (MORAGUES et al.,
2013).

Outras evidéncias do potencial imunomodulador do rédio estdo presentes no
trabalho de Papakonstantinou e colaboradores (2017), que desenvolveram uma série
de complexos a base de Rh(lll) e constataram sua capacidade de inibir o fator de
ativagdo plaquetaria (PAF) e a trombina. Segundo os autores, os complexos
sintetizados sao promissores candidatos a agentes antitrombéticos, anticancer e anti-
inflamatdrios, fundamentados no fato de que tanto a trombina quanto o PAF estao
envolvidos no contexto inflamatério em tecidos tumorais e de que o excesso de PAF
favorece o estado pré-inflamatério.

A proteina JMJD3 € uma histona demetilase envolvida em eventos celulares
como diferenciacgéao, proliferacdo e apoptose. Essa proteina é induzida em processos
oncogénicos, infecgdes virais € em processos inflamatorios. Macrofagos estimulados
por LPS expressam JMJD3, que promove o0 aumento da transcricdo de citocinas pro-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral. Dessa forma, um agente inibidor de
JMJD3 se torna uma importante ferramenta na modulagao da resposta imune. Com
base nessas informagdes e em estudos acerca das atividades bioldgicas dos metais
de transicdo, Kang e colaboradores (2018) sintetizaram diferentes complexos
ciclometalados a base de iridio e rodio e identificaram que um dos complexos a base
de Rh(lll) (por eles nomeado complexo 1) atua como antagonista de JMJD3. Em
seguida os autores constataram a inibicdo da produgcdo de TNF-a em macréfagos
RAW 264.7 estimuladas por LPS, demonstrando assim o potencial imunomodulador

do complexo de rédio (lll) testado.
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Zhong e colaboradores (2017) investigaram os efeitos biolégicos do rédio em
modelo de doenga inflamatéria intestinal. Eles desenvolveram um complexo de Rh(lll)
inibidor de NAE, uma enzima envolvida nos processos de ubiquitinagdo e degradagao
de proteinas relacionadas a inflamacao, como IkBa e p27, e o apresentaram como um
promissor agente anti-inflamatério para tratamento da doenca inflamatdria intestinal.

Um ponto importante a ser frisado € que no presente estudo o tratamento com
o complexo Rh(ll1)/pCD, nas concentragbes de 100 uM e 300 uM, promoveu a redugéo
de NO nos macrofagos RAW 264.7 de forma mais acentuada do que o tratamento
com Rh(lll) puro. Nas células da linhagem J774.A1 nao ocorreu essa diferenga, o que
pode ser justificado pelo fato de que, como citado anteriormente, diferentes linhagens
de células podem apresentar respostas heterogéneas mesmo quando submetidas as
mesmas condi¢des (JUNIOR et al., 2014; CABRAL et al., 2018).

Os polimeros de ciclodextrinas tém sido empregados com sucesso em muitas
areas de pesquisa e diversas aplica¢des industriais como tratamento de agua, ciéncia
ambiental, aditivos alimentares, industria téxtil, cosméticos, engenharia de tecidos e
distribuicdo de farmacos. A literatura dispbe de varios estudos que apontam a
utilizacao desses polimeros na sintese de diferentes complexos com o intuito de
melhorar caracteristicas como solubilidade, biodisponibilidade, afinidade de ligagdes,
absorcao e tempo de liberagdo das moléculas de interesse (HEYDARI et al., 2017;
CRINI, 2020; LIU et al., 2020; CRINI, 2021). Com base nesses estudos é possivel
inferir que a complexagdo com a policiclodextrina seja a razao pela qual o complexo
Rh(I11)/pCD apresentou atividade superior a do Rh(lll) puro.

O trabalho de Liu e colaboradores (2020) corrobora com os resultados aqui
apresentados. Eles sintetizaram um complexo do antibidtico ornidazol com
policiclodextrina (1:1) e constataram que a pCD promoveu melhora no tempo de
liberagdo do farmaco. Dessa forma, concluiram que o complexo pode ser benéfico
para a liberagado do farmaco no intestino e que, consequentemente, pode ser usado
para desenvolver um novo sistema de distribuicdo de ornidazol.

Gefitinib € um medicamento de acéo citotéxica que impede o crescimento e a
disseminagao das células tumorais. Ele foi aprovado pelo FDA em 2003 e desde entao
e utilizado no tratamento de tumores solidos, entretanto € uma substéncia de baixa
solubilidade. Gidwani, Vyas e Deep Kaur (2018) contornaram essa limitagcdo ao
complexarem o farmaco com moléculas de pCD — seus resultados revelaram que, no

complexo, a droga nao existe mais no estado cristalino e é convertida na forma
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amorfa, que mostra maior taxa de dissolugdo em comparagdo com o farmaco
cristalino. Eles concluem que a complexagao do Gefitinib com pCD é uma ferramenta
adequada para resolver a questao relacionada a sua entrega e pode ser explorada
para o desenvolvimento de um sistema de entrega eficaz.

Outro exemplo de melhora das caracteristicas fisico-quimicas promovida pela
policiclodextrina € o resultado publicado por Heydari e colaboradores (2017) no
trabalho em que avaliaram perfil de liberagéo, estabilidade térmica e solubilidade do
complexo nifedipino/pCD. Nifedipino (NIF) é um farmaco utilizado no tratamento de
hipertensao arterial que apresenta baixa solubilidade em agua e reduzido tempo de
permanéncia na circulagao plasmatica.

Os testes in vitro de liberagdo do NIF foram realizados em pH semelhante ao
gastrico (1,2), intestinal (7,4) e em pH alcalino (10) e mostraram, respectivamente,
42%, 50% e 83% de liberagao de NIF do complexo no periodo de 30 h, sugerindo que
a pCD fornece uma liberagao controlada de NIF dependente do pH ao longo do tempo.
A maior estabilidade térmica do complexo em relacdo aos seus precursores foi
comprovada por meio da técnica DSC, e, ao comparar a solubilidade de NIF com a
dos complexos NIF/BCD e NIF/pCD, os autores observaram melhor resultado do
complexo formado com pCD, atribuindo essa melhoria a estrutura poli funcional dos
polimeros de ciclodextrina (HEYDARI et al., 2017).

Estes e outros trabalhos disponiveis na literatura endossam os resultados
apresentados no presente estudo que permitem sugerir que a policiclodextrina
potencializou a atividade biolégica do Rh(lIl) na inibigdo da producédo de NO induzida

por LPS em macrdéfagos.

6.2.5 Efeitos do complexo Rh(lll)/pCD na expressao de NF-kB em macréfagos
RAW 264.7 e J774.A1

Sabe-se que a inflamagao é fundamental para o inicio da imunidade protetora,
contudo, a resposta inflamatdria exacerbada pode causar danos ao tecido e promover
o desenvolvimento de doengas inflamatérias e autoimunes. Tendo em vista que a
ativacdo do NF-kB é uma etapa fundamental para a ativacdo de mediadores
inflamatorios, a inibigdo das vias desse fator de transcrigdo tem sido o foco de muitas

pesquisas ao longo dos ultimos anos (AFONINA et al., 2017).



88

O presente estudo avaliou os efeitos na expressao de NF-kB em macréfagos
RAW 264.7 e J774.A1 estimulados com LPS e IFN-y ap6s 3 h do tratamento com
Rh(II1)/pCD. Os resultados representam a mediana da intensidade de fluorescéncia
(MIF) obtida através de citometria de fluxo, uma técnica que permite a avaliagdo de
diferentes caracteristicas celulares como conteudo genético, receptores de superficie,
atividade enzimatica e producgéao de citocinas. O principio da técnica é a detecgao de
fluorocromos acoplados em anticorpos, capazes de se ligar as moléculas de interesse
presentes na célula (O’'NEILL et al., 2013).

Na figura 19 é possivel observar, por meio da diminuigdo da intensidade de
fluorescéncia, que o complexo Rh(IIl)/pCD promoveu a redugéo expressao de NF-kB
nos macréfagos RAW 264.7 apdés 3 h de tratamento em todas as concentragdes
testadas de forma significativa em relacdo ao controle, células RAW 264.7

estimuladas, porém nao tratadas.
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Figura 19 - Mediana da intensidade de fluorescéncia da expressao de NF-kB por
macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS e IFN-y, apds 3 h de tratamento com
Rh(111)/pCD, pCD e Rh(lll)
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: Rh(lll)/pCD: Rh(Ill)/pCD: complexo de coordenacéo do rodio
(1) com policiclodextrina, pCD: policiclodextrina; Rh(lll): cloreto de rodio
(1l1); CN: controle negativo; NF-kB: fator nuclear kappa B; IFM: mediana
da intensidade de fluorescéncia. *p < 0,05 RAW 264.7 versus controle
negativo (CN) ou Rh(llI1)/pCD ou pCD ou Rh(lll); #p < 0,05 Rh(lll)/pCD
versus Rh(lll) na mesma concentragdo. Os resultados sao
representativos de trés experimentos independentes.

A figura 19 evidencia ainda que o tratamento com Rh(lIl)/pCD inibiu a
expressao de NF-kB de forma mais acentuada do que o tratamento com Rh(lll) na
concentragao de 300uM, evidenciando mais uma vez a vantagem de se complexar o
composto com pCD.

Os efeitos dos tratamentos nos macrofagos J774.A1 estédo representados pela
figura 20, na qual é possivel observar a reducdo da mediana da intensidade de
fluorescéncia, refletindo a reducao da expressao de NF-kB por essas células em todas

as concentragdes testadas apos o periodo de 3 h.
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Figura 20 - Mediana da intensidade de fluorescéncia da expressao de NF-kB por

macrofagos J774.A1 estimulados com LPS e IFN-y, apds 3 h de tratamento com
Rh(111)/pCD, pCD e Rh(lll).
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FONTE: Elaborada pela autora (2021)

Legenda: Rh(lll)/pCD: Rh(lll)/pCD: complexo de coordenagdo do rodio
(1) com policiclodextrina, pCD: policiclodextrina; Rh(lll): cloreto de rodio
(I; CN: controle negativo; NF-kB: fator nuclear kappa B; IFM: mediana
da intensidade de fluorescéncia. * p < 0,05 J774.A1 versus controle
negativo (CN) ou Rh(lll)/pCD ou pCD na mesma concentragdo. Os
resultados sao representativos de trés experimentos independentes.

Os resultados aqui apresentados, que comprovaram a capacidade do complexo
Rh(ll)/pCD reduzir a expressao do fator de transcricdo NF-kB nas linhagens de
macrofagos RAW 264.7 e J774.A1 estimulados com LPS e IFN-y, estdo em
concordancia com os dados apresentados por Liu e colaboradores (2014) que, ao
sintetizar e avaliar os efeitos biolégicos do complexo a base de Rh(lll) desenvolvido
por eles, constatou também a inibicdo da atividade transcricional do NF-kB em
macréfagos RAW 264.7.

Poucos trabalhos disponiveis na literatura expressam resultados semelhantes,
como o de Kang e colaboradores (2017) que sintetizaram um complexo a base de
Rh(lll) e, ao avaliar seus efeitos em células de melanoma humano da linhagem A2058,

identificaram que as células tratadas com o complexo apresentaram inibicdo das vias
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STAT3 e NF-kB. A redugdo da sinalizagdo do NF-kB foi relatada por Zhong e
colaboradores (2017) em macréfagos RAW 264.7 apds tratamento com dois
complexos metalicos a base de rodio desenvolvidos por eles.

N&o foram encontrados outros estudos que avaliaram os efeitos do Rh(lll)
complexados com policiclodextrinas na expressdo de NF-kB. Outros metais do grupo
da platina também ja foram apontados como potenciais inibidores de NF-kB.
Recentemente Jayakumar e colaboradores (2020) publicaram os resultados do
trabalho no qual sintetizaram trés diferentes complexos a base de ruténio para avaliar
sua atividade anti-inflamatéria em macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS. Apos
os tratamentos eles concluiram que um dos complexos foi capaz de reduzir a
producao de NO e a expressao de NF-kB.

De forma semelhante ao ensaio de avaliacdo da producio de NO, observou-se
aqui que o complexo Rh(lll)/pCD apresenta desempenho superior ao Rh(lll) puro, o
que nos permite novamente inferir, com base em outros trabalhos presentes na
literatura (HEYDARI et al., 2017; GIDWANI; VYAS; DEEP KAUR, 2018; LIU et al.,

2020), que a policiclodextrina potencializou a atividade biolégica do Rh(lll).

6.2.6 Efeitos do complexo Rh(lll)/pCD em modelo in vivo de indugao de edema

de pata em camundongos pela inoculagao de carragenina

Diante dos resultados obtidos nos ensaios in vitro, que revelaram a potencial
atividade imunomoduladora do complexo Rh(Ill)/pCD, objetivou-se investigar seus
efeitos in vivo. Para isso foi utilizado o modelo de indugcédo de edema de pata em
camundongos induzido por carragenina, uma substancia que estimula a liberagéo de
mediadores inflamatoérios e faz com que sinais da inflamacdo como o edema se
desenvolvam imediatamente apds sua injegao subcutanea. Como dito anteriormente,
esse modelo € amplamente utilizado por ser bastante conhecido e apresentar elevado
grau de reprodutibilidade (CINELLI et al., 2020).

O resultado esta expresso pela figura 21, que mostra a variagdo da espessura
do edema induzido pela carragenina nas patas dos camundongos apds 3 h de

tratamento intraperitoneal com os compostos.
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Figura 21 - Variagdo da espessura do edema em patas de camundongos BALB/c

apo6s 3 h de tratamento intraperitoneal com o Rh(lll), pCD, Rh(lll)/pCD,

dexametasona e com PBS.
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Legenda: Rh(lll): cloreto de rodio (1), pCD: policiclodextrina, Rh(l11)/pCD: complexo
de coordenacgdo de Rh(lll) com policiclodextrina, PBS: tampéo fosfato salino, mm:
milimetros. & p < 0,05 dexametasona versus PBS. *p < 0,05 Rh(lll) versus PBS. Os
resultados sao representativos de trés experimentos independentes.

A medida das patas dos animais mostrou que, apés o periodo de 3 h de
tratamento intraperitoneal (100 uL) com Rh(lll) [5 mg/Kg], pCD [5 mg/Kg], Rh(lll)/pCD
[5 mg/Kg], dexametasona [0,5 mg/Kg] e com PBS, o Rh(lll) puro foi capaz de reduzir
o edema em valores semelhantes ao obtido com a dexametasona. O complexo
Rh(ll)/pCD também apresentou capacidade de reduzir o edema, entretanto, nao
atingiu efeito estatisticamente diferente do PBS, utilizado como controle positivo.

A reducao do edema de pata apresentada pelo complexo permite inferir sua
superioridade em relagao ao cloreto de rodio puro devido a complexagcdo com a pCD.
Isso se deve ao fato de que foram utilizadas as mesmas dosagens no valor de 5 mg/kg
para ambos 0s compostos e, considerando essa massa (em mg/kg), a quantidade de

ions de rédio € bem menor no complexo (%Rh(lll) = 8,31%) do que no RhCls (%Rh(lll)
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=49,17%). Assim, pode-se dizer que na presencga de pCD gasta-se bem menos Rh(lll)
para se produzir um efeito similar.

Nas ultimas décadas, a pesquisa da quimica medicinal tem sido focada nas
propriedades antitumorais dos complexos de metais de transigao, especialmente
daqueles baseados em platina e ruténio. Em comparagado, os estudos acerca da
atividade anti-inflamatéria dos complexos metalicos recebem atengédo muito menor.

Ao longo do presente estudo citamos alguns trabalhos desenvolvidos que
destacam o potencial dos complexos de metais de transi¢do na modulagdo das vias
inflamatdrias. Entretanto, ndo foram encontrados dados relacionando os complexos
de coordenagao do Rh(lll) em modelos in vivo, salvo o trabalho de Zhong e
colaboradores (2017). Esses autores estudaram um modelo in vivo de doenga
inflamatodria intestinal e evidenciaram promissor efeito anti-inflamatério do complexo
ciclometalado de Rh(lIl) por eles desenvolvido.

Agarwal, Nakara e Shanmugan (2019) publicaram recentemente uma revisédo
na qual apresentam 11 diferentes trabalhos em que foram estudados complexos
formados por extratos de plantas e metais. Nessa mesma revisao sao apresentados
ainda outros modelos de inflamacéo in vivo comprovando a atividade anti-inflamatéria
dos complexos metalicos, entretanto, ndo foram citados trabalhos envolvendo Rh (llI).

Frente aos resultados obtidos no ensaio de inflamagao aguda e tendo em vista
que, como mencionado anteriormente, as ciclodextrinas tem a capacidade de
melhorar a solubilidade de farmacos a ela complexados e melhorar sua estabilidade
(BOURKAIB et al., 2013; NAMGUNG et al., 2014; JACOB; NAIR, 2018; TIAN; HUA;
LIU, 2020), o presente estudo demonstra-se inédito em mostrar efeitos Rh(lll), em um
modelo de inflamacdo aguda, além da superioridade do seu complexo com

policilodextrina no efeito anti-inflamatério.

6.2.7 Efeitos do complexo Rh(lll)/pCD em modelo in vivo de hipersensibilidade

tardia em camundongos pela inoculagao de ovalbumina

Delayed type hipersensitivity (DTH), ou hipersensibilidade do tipo tardia é uma
resposta inflamatéria mediada por linfécitos T e tem como caracteristica marcante o
grande influxo de células inflamatorias, principalmente os macréfagos (PALLARDY;
BECHARA, 2017). O processo envolve uma fase inicial de sensibilizagdo apos o

contato com o antigeno que pode variar em torno de sete dias, periodo no qual sao
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ativadas células T. Na fase efetora ocorre a liberagdo de citocinas que ativam os
macrofagos e outras células inflamatdrias inespecificas. Em geral, a resposta comeca
a ser evidenciada a partir de 24 h e tem seu pico entre 48 e 72 h (ROACH,;
STEFANIAK; ROBERTS, 2019; ZHANG et al., 2009).

A reacéao de hipersensibilidade tardia foi analisada 48 h apds a inoculagao de

ovalbumina e os resultados estado representados na figura 22.

Figura 22 - Variagédo da espessura do edema em patas de camundongos BALB/c

apos 48 h do desafio com ovalbumina.
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Fonte: a autora (2022)
Legenda: DTH - OVA: ovalbumina; Rh(lll): cloreto de rédio (lll); pCD:
policiclodextrina; Rh(lll)/pCD: complexo de coordenacdo de rédio com

policiclodextrina.

E possivel observar no grafico que o tratamento com Rh(lll) [5 mg/Kg] foi capaz
de promover a redugdo do edema de pata de forma significativa semelhante a
dexametasona. O resultado corrobora com o ensaio de edema de pata induzido por
carragenina, mostrando também uma redugao do edema pelo complexo Rh(lll)/pCD,
embora sem diferenga estatisticamente significativa.

Ao apresentar a capacidade dos compostos em reduzir o edema de pata, dessa
vez em modelo de inflamacao tardia, tem-se aqui mais uma evidéncia de que o
complexo se mostrou superior ao rodio puro pelo mesmo principio citado

anteriormente. O tratamento com Rh(lll)/pCD (%Rh(lll) = 8,31%) na mesma dosagem



95

do tratamento com Rh(Ill) (%Rh(lll) =49,17%), utilizando a massa de 5mg/kg, resultou
em uma redugao do edema, com quantidade de Rh(lll) quase cinco vezes menor que
no tratamento com o cloreto de rédio puro, permitindo inferir que a atividade do rédio
foi aprimorada pela pCD.

Com a crescente utilizagcdo de nanoparticulas metalicas na area biomédica,
muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos para avaliar seus efeitos no sistema
imunolégico (HIGASHISAKA et al., 2017, HIRAI, T. et al., 2016; CRANE, 2020),
entretanto, ainda sdo muito escassos os dados a respeito de uma possivel atividade
anti-inflamatéria. Nao foram encontrados na literatura estudos semelhantes
envolvendo complexos a base de rodio.

Utilizando o modelo experimental de DTH em camundongos, Jan e
colaboradores (2012) observaram que nanoparticulas de 6xido de ferro puro, por meio
de administragdo dose-dependente, possuem a capacidade de atenuar reagoes
inflamatadrias incluindo edema de pata.

O trabalho de Kim e colaboradores (2014) corrobora com os dados aqui
apresentados. Eles investigaram a imunotoxicidade de nanoparticulas de 6xido de
zinco por meio do modelo de DTH e em seus resultados relataram uma melhora na
resposta dos animais apds 48 h de tratamento com o complexo por eles sintetizado,
entretanto, sem diferenga estatisticamente significativa em relagao ao controle.

E importante ressaltar que os efeitos imunoldgicos dos metais estdo
relacionados a sua capacidade de alterar as interagcdes entre células e moléculas em
nivel bioquimico e dependem criticamente de suas propriedades fisico-quimicas como
estado de oxidagao e solubilidade (KINBARA et al., 2011).
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7 CONCLUSOES

O presente estudo objetivou sintetizar, caracterizar e avaliar as atividades
biolégicas do complexo de coordenagédo Rh(lll)/pCD. A caracterizagao estrutural,
realizada por meio de diferentes métodos como espectroscopia de infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de 'H e titulagdo calorimétrica isotérmica, atestou a
coordenagao dos compostos.

Os testes de citotoxicidade e genotoxicidade mostraram que tanto o complexo,
quanto o Rh(lll) puro ndo promovem danos celulares incompativeis com a viabilidade
celular e com a integridade do seu material genético.

As analises de atividades biologicas revelaram o potencial imunomodulador do
complexo sintetizado e de seus compostos tanto in vitro quanto in vivo. Foi observada
redugao na producao de 6xido nitrico, um importante agente mediador de processos
envolvidos na resposta inflamatéria, em macréfagos das linhagens RAW 264.7 e
J774.A1 estimuladas por LPS.

O complexo Rh(lll)/pCD, nas concentragdes de 100 uM e 300 pM, apresenta
atividade superior ao Rh(lll) puro ao reduzir a produ¢ao de NO em macrofagos RAW
264.7.

Outra atividade imunomoduladora demonstrada no presente estudo foi a
reducdo da expressao de NF-kB em ambas as linhagens de macréfagos testadas
(RAW 264.7 e J774.A1). O complexo Rh(lll)/pCD se mostrou superior ao Rh(lll) puro
na concentragao de 300 uM ao reduzir a expressdo de NF-kB em macréfagos RAW
264.7.

Os modelos in vivo de edema de pata induzido por carragenina e por
ovalbumina mostraram que o rédio foi capaz de promover a diminuicao do edema de
forma semelhante a dexametasona e que o complexo Rh(lll)/pCD é capaz de
promover a redugao do edema com uma quantidade cinco vezes menor de rédio, o
que revelou o potencial da pCD em otimizar a atividade do Rh(lll) apds a formagéo do
complexo.

Diante dos resultados aqui apresentados, o presente trabalho fornece
diferentes evidéncias para sugerir o potencial efeito imunomodulador do Rh(lll) e do
seu complexo de coordenagédo Rh(lll)/pCD além da capacidade da policiclodextrina
de melhorar as carateristicas fisico-quimicas das moléculas as quais ela é

complexada.
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Maiores estudos devem ser realizados para avaliar quais as vias estao
envolvidas na atividade anti-inflamatéria dos complexos de coordenacéo a base de

rédio para viabilizar a exploracdo do seu potencial.
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