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Resumo. A esclerose multipla é uma doenga autoimune do SNC com opgdes terapéuticas
limitadas. Avaliou-se o efeito do acido ursélico (AU), isolado ou associado a
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), em camundongos com encefalomielite autoimune
experimental. Os tratamentos reduziram o escore clinico ¢ preservaram a massa corporal
em relagdo ao grupo EAE, indicando potencial imunomodulador e neuroprotetor,
especialmente na associacdo AU/HPBCD.
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INTRODUCAO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenga autoimune,
cronica e progressiva que afeta o Sistema Nervoso
Central (SNC), isto ¢, o encéfalo ¢ medula espinhal
(Oliveira et al., 2024). E marcada pela deterioragio
imunomediada dos axonios mielinizados,
prejudicando a transmissdo dos impulsos nervosos
(Haki et al., 2024). A génese da EM envolve a
ativagdo de linfocitos T autorreativos que deflagram
uma reacdo inflamatoria contra os autoantigenos da
camada de mielina. Esse processo de desmielinizagdo
desencadeia uma  série de  manifestagoes,
notadamente motoras, sensoriais, cognitivas e visuais
com potencial para causar incapacidade fisica
permanente (Haki et al., 2024). Embora a etiologia
exata seja desconhecida, acredita-se que fatores
genéticos e ambientais desempenhem um papel no
desenvolvimento da doenga (Oliveira et al., 2024).
Estima-se que quase 3 milhdes de pessoas no mundo
convivam com EM, cuja média de incidéncia ¢ de 2,1
por 100.000 pessoas por ano (“Atlas of MS 2020 -
Epidemiology report”). Ademais, ha maior
prevaléncia em mulheres, na proporcdo de 2:1 em
relagdo aos homens, sendo a idade média global do
diagnostico 32 anos, faixa etaria economicamente
ativa (Walton et al, 2020). Nesse contexto,
acredita-se que a EM seja a principal causa
neurologica de incapacidade em adultos jovens com
impacto significativo na qualidade de vida dos
afetados (Walton et al., 2020). Os medicamentos
utilizados no tratamento da EM reduzem a
inflamagdo e a progressdo da doenga ao inibirem
células do sistema imunolégico envolvidas na cascata
inflamatoria da doencga (Samjoo et al., 2021; Wei et
al., 2021). No mercado, estdo disponiveis
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medicamentos como interferons, acetato de
glatirdmer, rituximab, ocrelizumab e alemtuzumab,
além de siponimode para formas progressivas da EM.
Esses farmacos reduzem as lesdes no SNC e a taxa
de recaidas, mas ndo oferecem cura definitiva
(Callegari; Derfuss; Galli, 2021). Além disso, essas
terapias apresentam custo elevado, representando
uma barreira ao acesso, especialmente em paises
subdesenvolvidos (Burman, 2021). Outra dificuldade
no tratamento sdo os efeitos colaterais que podem
incluir sintomas semelhantes aos da gripe
(interferons), reacdes no local da injecao (acetato de
glatiramer), aumento do risco de infeccdes e
leucoencefalopatia multifocal progressiva (rituximab,
ocrelizumab) e alteragdes na fung@o hepatica
(Burman, 2021). Desta forma, faz-se necessario o
desenvolvimento de farmacos mais eficazes e
seguros para o tratamento da EM. Nesse processo de
desenvolvimento, o acido ursdlico (AU) vem se
destacando por apresentar efeitos neuroprotetores e
anti-inflamatérios (Zafar et al.,, 2022). Estudos
demonstram que o AU ¢ eficaz em aprimorar o
reparo da mielina em cérebros de camundongos
adultos e estimular progenitoras de oligodendrdcitos
exaustos a remielinizagdo (Honarvar et al., 2022). No
entanto, o potencial terapéutico do AU ¢
comprometido pela sua baixa solubilidade,
biodisponibilidade limitada e metabolismo rapido
(Lei et al., 2023; Liu et al., 2023; Sun et al., 2020;
Zafar et al.,, 2022; Zaloudkova et al., 2020). Para
superar essas limitagdes, pesquisadores tém
explorado modificagdes sintéticas e semissintéticas
na estrutura do AU, visando melhorar sua
solubilidade e otimizar seus efeitos terapéuticos
(Scherrer et al., 2023; Sun et al., 2020; Zafar et al.,
2022). Quando o AU ¢ encapsulado com
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ciclodextrinas (CDs), sua solubilidade em agua
aumenta, levando ao aumento da  sua
biodisponibilidade, por meio da micronizagdo que
facilita a ingestio do AU (Zaloudkova et al., 2020).
As CDs, sao oligossacarideos ciclicos sintetizados a
partir do amido ou de seus derivados (Wiipper;
Liersen;  Rimbach, 2021).mA  complexagdo
proporciona um aumento na solubilidade e
biodisponibilidade de compostos, assim como um
melhor direcionamento e absorc¢do destes nos tecidos
da pele e do cérebro (Alshati et al., 2023; Wiipper;
Liiersen; Rimbach, 2021). Na literatura ¢ possivel
encontrar trabalhos que demonstram uma melhora na
solubilidade do acido ursdlico em agua e, portanto,
na sua baixa biodisponibilidade, ao complexar o
Acido ursolico com HPBCD (Huang et al., 2017;
Song et al., 2019; Zaloudkova et al., 2020; Li et al.,
2009; Oprean et al., 2016; Soica et al., 2014; Song et
al., 2019; Oprean et al., 2016). Estes complexos vem
sendo testados para acdo antitumoral (Oprean et al.,
2016; Soica et al., 2014; Song et al, 2019) e
hepatoprotetora (Zaloudkova et al., 2020), nio tendo
sido encontrados estudos que avaliem o uso do
complexo AU/HPBCD na EM. Além disso, ndo
foram  encontrados  trabalhos  referentes a
complexagdo de acido ursdlico com pBCD. Visto
isso, o presente estudo tem como objetivo avaliar o
potencial imunomodulador de complexos de acido
ursélico com policiclodextrinas em modelo
experimental de  encefalomielite  autoimune
experimental (EAE), um modelo in vivo de estudo da
EM.

MATERIAL E METODOS

ANALISE IN VIVO - ENCEFALOMIELITE
AUTOIMUNE EXPERIMENTAL (EAE)

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas,
com 6-8 semanas de vida, Provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Vigosa e da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais
foram mantidos no biotério da Universidade Federal
dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (Teéfilo
Otoni/MG), em estantes ventiladas ¢ com dieta ad
libitum, em conformidade com o Cddigo Brasileiro
para a Utilizagdo de Animais de Laboratorio. Estes
experimentos foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Animais da UFVIM

— CEUA/Mucuri.
INDUCAO DA EAE

A inducdo do modelo de EAE seguiu o protocolo
descrito por Ramos et al. (2017). Cada animal
induzido foi imunizado por via subcutanea (s.c.) com
100 pL, em cada lado da regido dorsal proxima a
base da cauda, contendo 100 pg de MOG35-55
emulsificado em adjuvante completo de Freund, na
propor¢do 1:1, suplementado com 4 mg/mL de
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Mycobacterium tuberculosis — cepa H37RA. No dia
da imunizagdo ¢ 48 horas apds, cada animal recebeu
0,3 pg de toxina pertussis por via intraperitoneal
(i.p.). Ao 21° dpi, os animais foram eutanasiados por
aprofundamento anestésico e exsanguinagdo, com a
administragdo de Xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina
(100 mg/Kg, i.p.).

AVALIACAO DO ESCORE CLINICO DOS
CAMUNDONGOS C57BL/6

Para a analise do escore clinico e massa corporal
todos os animais de todos os grupos foram avaliados.
A avaliagdo da massa corporal teve inicio no
primeiro dia da indugdo (dia zero) e continuou até o
ultimo dia do experimento (21° dpi). Os
camundongos foram pesados em  balanca
semi-analitica diariamente antes da avaliacdo do
escore clinico. A avaliacdo do escore clinico ocorreu
no inicio 8° dpi e continuou até o 21° dpi. Os animais
foram clinicamente avaliados e classificados com
relagdo a incapacidade neuroldgica por meio da
escala apresentada na Tabela 1. O escore final de
cada animal corresponde ao somatério da pontuagio
obtida em todos os parametros avaliados em um
mesmo dia.

Tabela 1. Tabela 1 - Escala de incapacidade
neurologica para avaliagdo de escore clinico em
EAE.

Parte do

animal | Score Caracteristicas

Um normal mantém sua cauda ereta enquanto se move.
Sea da cauda esta flacida, com tendéncia a cair.
Se acaudaesta flacida e se arrasta na superficie.
Um camundongo normal, tem uma marcha enérgica e nao arrasta
suas patas.
Um dos dois testes a seguir & positivo,
* Teste da virada: enquanto mantém a cauda entre o polegar e
o indicador, vire o animal de barriga para cima e observe o
tempo que ele leva para acertar a postura. Um camundongo
saudavel se vira imediatamente. Uma demora sugere
1 fraqueza nas patas traseiras.
e Posicionar o camundongo na parte externa da gaiola e
Membros observar sua movimentagao & medida que ele atravessa de
inferiores uma extremidade 4 outra da gaiola. Se uma ou ambas as
patas traseiras frequentemente atravessaram as baras da
gaiola, que ha uma paralisia parcial
2| Ambos os testes posteriores so posiivos.
Uma ou ambas as patas traseiras mostram sinais de paralisia, mas.
3 | algum movimento é preservado, por exemplo: o animal pode agarrar &
se manter na parte interna da gaiola por um curto momento antes de
soltar.
Quando ambas as patas traseiras estao paralisadas e o camundongo
as arrasta enquanto se move.
Um camundongo normal, usa suas patas dianteiras para se agarrar e
andar e mantém sua cabega ereta.
Andar & possivel, mas difici. devido a fraqueza em uma ou ambas as
patas: por exemplo, as palas dianteiras sao consideradas fracas
quando o camundongo tem dificuldade em se agarrar na parte interior
Patas da gaiola. Outro sinal de fraqueza ¢ a falta de tonus no pescogo.
dianteiras Quando uma parte dianteira esta paralisada (impossibilidade de
, | @agaman e o camundongo fica dando voltas em tomo da pata
paralisada. Nesse momento, 0 pescogo ja perdeu muito de seu tonus
muscular.
3 | O camundongo nao pode se mover e néo consegue beber agua ou se
alimentar.
0 [Um normal, tem total controle sobre a bexiga.
Bexiga 1 | Um camundongo é considerado incontinente quando a porgao
posterior de seu corpo esta de urina,
Fonte: Elaborado por De Paula (2008). *Pontuagéo escolhida aleatoriamente.

Cauda

o Iv|=le

ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos experimentos in vivo foram analisados
utilizando o software Prism 6.0 (GraphPad). Apos
verificagdo de normalidade, as diferencas estatisticas
foram avaliadas por meio de Kruskal-Wallis ou
One-Way ANOVA com pos-teste de Bonferroni,
considerando p < 0.05 como nivel de significéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da massa corporal de camundongos
C57B1/6 induzidos com o modelo de encefalomielite
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autoimune experimental (EAE) tratados com acido
ursdlico e com acido ursdlico associado a
policiclodextrina.
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Figura 1— Massa corporal de camundongos C57BL/6
(n = 5 animais/grupo) induzidos ou ndo para
encefalomielite autoimune experimental

Durante o periodo pré-clinico da doenga (até
aproximadamente o 10° dia), todos os grupos
apresentaram aumento gradual da massa corporal,
embora o grupo EAE tenha permanecido com valores
inferiores aos observados no grupo controle. A partir
do surgimento dos sinais clinicos da doenga, por
volta do 11° ao 14° dia apds a imunizacdo,
observou-se reducdo ou estabilizagdo do ganho de
peso no grupo EAE, comportamento compativel com
a progressio da encefalomielite autoimune
experimental. O grupo controle (CN) manteve
crescimento continuo da massa corporal durante todo
o periodo experimental, alcangando os maiores
valores ao final do acompanhamento. Em
contrapartida, os animais do grupo EAE
apresentaram recuperagdo discreta do peso, porém
permaneceram abaixo dos valores observados no
grupo controle. Entre os grupos tratados, o acido
ursolico isolado apresentou perfil intermedidrio,
mantendo valores de massa corporal superiores aos
do grupo EAE durante parte do experimento. O
grupo tratado com  HPBCD  apresentou
comportamento semelhante, enquanto o grupo
tratado com o complexo AU/HPBCD demonstrou
tendéncia de manuten¢do da massa corporal durante a
fase inicial da doenga, embora tenha apresentado
reducdo apdés o 14° dia. De maneira geral, os
tratamentos minimizaram parcialmente a perda
ponderal induzida pela EAE, sem promover
recuperacdo completa aos niveis observados no
grupo controle. A redu¢do da massa corporal
observada nos animais submetidos a EAE representa
um achado esperado nesse modelo experimental, uma
vez que o processo inflamatorio desencadeado pela
doenga promove alteragdes metabdlicas, redugdo da
mobilidade, diminuigdo da ingestdo alimentar e
comprometimento do estado geral dos animais.
Segundo Haki et al. (2024), a fisiopatologia da
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esclerose multipla é caracterizada pela ativagdo de
linfocitos T autorreativos que culminam em intensa
resposta inflamatoria contra a bainha de mielina,
processo responsavel pelo desenvolvimento dos
deéficits neurologicos progressivos. Esse processo
inflamatorio sistémico pode justificar a dificuldade
de manutencdo do ganho de peso observada nos
animais do grupo EAE. Embora o acido ursolico
apresente reconhecida atividade anti-inflamatéria e
neuroprotetora, seu potencial terapéutico ¢ limitado
pela baixa solubilidade e reduzida biodisponibilidade
(Lei et al., 2023; Liu et al., 2023; Sun et al., 2020;
Zafar et al., 2022; Zaloudkova et al., 2020). Dessa
forma, a tendéncia de melhor preservacdo da massa
corporal observada nos grupos tratados sugere que a
administragdo do composto pode ter contribuido para
atenuar parcialmente os efeitos sistémicos da
inflamagdo induzida pela EAE. Estudos descritos por
(Honarvar et al. 2022) demonstram que o acido
ursélico favorece o reparo da mielina e estimula
células progenitoras de oligodendrocitos,
promovendo remielinizagdo em modelos
experimentais. Esses mecanismos podem contribuir
indiretamente  para menor comprometimento
funcional dos animais tratados e, consequentemente,
melhor manuten¢do da massa corporal. Além disso, a
utilizagdo da hidroxipropil-p-ciclodextrina como
sistema carreador pode potencializar a agdo do acido
ursolico. Conforme descrito por Zaloudkova et al.
(2020), a complexacdo com ciclodextrinas aumenta
significativamente a solubilidade do composto e sua
biodisponibilidade. De forma semelhante, (Wiipper,
Liiersen e Rimbach 2021) e (Alshati et al. 2023)
ressaltam que as ciclodextrinas melhoram a absorgao
e a distribuicdo de moléculas lipofilicas, favorecendo
sua agdo farmacologica. Embora os resultados
indiquem uma tendéncia de preservacdo da massa
corporal nos grupos tratados, as diferencas
observadas foram discretas, sugerindo que, nas
condigdes experimentais empregadas, os tratamentos
exerceram efeito parcial sobre as alteragdes
sistémicas provocadas pela EAE.

Avaliagdo dos escores clinicos de camundongos
C57B1/6 induzidos com o modelo de encefalomielite
autoimune experimental (EAE) tratados com acido
ursélico e com 4acido ursdlico associado a
policiclodextrina.
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Figura 2 - Escore clinico de camundongos C57BL/6
(n = 5 animais/grupo) induzidos ou ndo para
encefalomielite autoimune experimental

Os animais do grupo controle ndo imunizado (CN)
permaneceram com escore clinico igual a zero
durante todo o periodo experimental, confirmando a
auséncia de sinais neurologicos. Nos animais
imunizados (grupo EAE), os primeiros sinais clinicos
surgiram aproximadamente entre o 8° e o 10° dia
apos a imunizagdo. A partir desse periodo ocorreu
aumento progressivo do escore clinico, atingindo os
maiores valores entre os dias 17 e 19, indicando
agravamento continuo da incapacidade neurologica.
Os grupos tratados com AU, HPBCD e AU/HPBCD
também desenvolveram manifestagdes clinicas,
porém apresentaram menor progressdo da doenca
quando comparados ao grupo EAE. Apds o 14° dia,
periodo correspondente ao pico clinico da doenga,
observou-se estabilizagdo dos escores nos grupos
tratados, enquanto o grupo EAE continuou
apresentando aumento da incapacidade neuroldgica.
Destaca-se que o grupo tratado com AU apresentou
os menores escores clinicos na fase final do
experimento, seguido pelos grupos AU/HPBCD e
HPBCD. A presenca de diferenga estatistica em
relacdo ao grupo EAE apos o 16° dia indica que os
tratamentos foram capazes de reduzir
significativamente a gravidade das manifestacdes
neurologicas durante a fase mais avancada da
doenga. A evolugdo temporal dos escores clinicos
observada neste estudo reproduz o comportamento
esperado do modelo de encefalomielite autoimune
experimental, caracterizado pelo aparecimento dos
sinais neurologicos aproximadamente entre o 9° e o
11° dia apds a imunizagdo, seguido de progressdo da
incapacidade motora. Segundo (Walton et al. 2024),
protocolo utilizado para inducdo da EAE neste
estudo, esse modelo experimental reproduz
importantes aspectos imunopatologicos da esclerose
multipla, permitindo avaliar o potencial terapéutico
de novas moléculas imunomoduladoras. O aumento
progressivo dos escores clinicos observado no grupo
EAE esta de acordo com a fisiopatologia descrita por
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(Haki et al. 2024), na qual a ativagdo de linfocitos T
autorreativos promove intensa resposta inflamatoria
contra a mielina, resultando em desmielinizagdo,
comprometimento da  condugdo nervosa e
desenvolvimento de déficits motores progressivos. A
reducdo dos escores clinicos observada nos grupos
tratados sugere efeito neuroprotetor e
imunomodulador do 4cido wursélico. Conforme
relatado por (Zafar et al. 2022), esse composto
apresenta propriedades anti-inflamatorias capazes de
modular a resposta imune envolvida em doengas
neurodegenerativas. Ademais, (Honarvar et al. 2022)
demonstraram que o acido ursélico estimula a
remielinizagdo por meio da ativagdo de células
progenitoras de oligodendrocitos, favorecendo a
recuperacdo funcional do sistema nervoso central.
Entretanto, a eficacia terapéutica do acido ursolico
depende diretamente de sua biodisponibilidade. (Lei
et al. 2023; Liu et al. 2023; Sun et al. 2020 e
Zaloudkova et al. 2020) destacam que a baixa
solubilidade do composto limita sua absor¢do,
reduzindo seu potencial farmacologico. Nesse
sentido, a utiliza¢@o de ciclodextrinas representa uma
estratégia importante para otimizar sua acdo
terapéutica. De acordo com (Wiipper, Liiersen e
Rimbach 2021), as ciclodextrinas aumentam a
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de
moléculas hidrofobicas. Assim, 0os menores escores
clinicos observados nos grupos tratados refor¢am a
hipotese de que a associacdo entre acido ursdlico e
ciclodextrinas pode representar uma estratégia
promissora para reduzir a progressao da incapacidade
neurologica na EAE.

CONCLUSAO

Os resultados bioldgicos demonstram que o
complexo AU/HPBCD foi capaz de reduzir sinais
clinicos da EAE in vivo. Estes resultados demostram
potencial terapéutico deste complexo para o
tratamento da EM. Entretanto, mais estudos sdo
necessarios para analise dos efeitos desses
tratamentos nos processos inflamatdrios nos tecidos
dos animais, assim como esclarecimentos das vias de
sinalizacao envolvidas nos mecanismos de agdo.
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