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RESUMO

A inflamacdo é uma série de repostas protetoras e regenerativas do corpo humano,
caracterizando-se por uma série de eventos onde estdo envolvidos os mediadores
inflamatdrios como citocinas e células, sendo classificada em inflamacdo aguda ou cronica.
Em todo esse processo estdo envolvidos migracédo de leucdcitos, reconhecimento de PAMPs e
DAMPs por receptores TLRs por macréfagos presentes no tecido, producéo de oxido nitrico,
citocinas e eicosanoides como a PGE». Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES)
aparecem entre 0s mais consumidos e sua acdo € devido ao mecanismo de inibicdo das
enzimas COX, ja os corticosteroides sdo farmacos que possuem efeitos anti-inflamatorios
com mecanismo de acdo associado a ligacdo com os receptores de glicocorticddes citosolicos,
regulando a expressdo génica de células imunes. A cerca dos salicilatos, possuem efeitos anti-
inflamatorios, assim como seus derivados, em contrapartida, possuem uma série de reacdes
adversas das quais podemos citar os problemas gastrintestinais, renais e cardiovasculares. A
criacdo de novas moléculas se tornou uma arte para estudiosos da area, visto a necessidade
correlacionada as industrias farmacéuticas, técnicas como essa Sdo importantes para o0
desenvolvimento de novos farmacos como os derivados dos salicilatos. Os AINES possuem
toxicidade comprovada e considerada nociva aos sistemas renal e gastrointestinal e
cardiovascular, dessa forma, os derivados dos salicilatos de metila, com seus efeitos anti-
inflamatorios, sdo uma opcéo no desenvolvimento de novos farmacos para serem utilizados
no combate a inflamacgdo. O objetivo deste trabalho € planejar, sintetizar e avaliar a atividade
anti-inflamatéria do Nitro-Salicilato de Metila in vitro em macréfagos. Para obtencdo do
NSM, partimos de uma reacao realizada entre trés compostos, a montagem e producdo dessa
nova droga foram realizadas em parceria com o Laboratério de Quimica Farmacéutica da
Universidade Federal do Para. A viabilidade celular foi realizada pelo método MTT, a
producdo de NO foi pelo método de Griess, as dosagens de IL-1B, TNF-a ¢ PGE-2 foram
quantificadas pelo método de ELISA. Como resultados, a reacdo realizada entre trés
compostos resultou na formacdo do Nitro-Salicilato de Metila. O NSM ndo promoveu efeito
citotoxico nas concentracdes inferiores a 300 uM ap6s 24 h de incubacéo, causando morte
celular na concentracdo de 1000 uM. Quanto aos testes de NO, TNF-a, IL-1p ¢ PGE2, os
resultados demonstraram que o NSM promoveu uma reducdo significativa na producgdo desses
mediadores inflamatorios nos grupos estimulados com LPS+INF-y e tratados com as
concentracdes de 12,5, 25 e 50 uM onde foi possivel observar um efeito dose dependente.

Contudo, o NSM demonstrou ter um potencial efeito anti-inflamatério, no entanto, mais



estudos devem ser realizados afim de identificar o mecanismo de acéo pelo qual o NSM

consegue exercer seu efeito anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Inflamacédo. Nitro-Salicilato de Metila. AINES. Mediadores Inflamatérios.



ABSTRACT

Inflammation is a series of protective and regenerative responses from the human body,
characterized by a series of events involving inflammatory mediators such as cytokines and
cells, being classified as acute or chronic inflammation. Throughout this process are involved
leukocyte migration, recognition of PAMPs and DAMPs by TLRs receptors by tissue
macrophages, production of nitric oxide, cytokines and eicosanoids such as PGE2. Non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) appear among the most consumed and their
action is due to the mechanism of inhibition of COX enzymes, corticosteroids are drugs that
have anti-inflammatory effects with mechanism of action associated with binding with
glucocorticoid receptors, cytosolic, regulating gene expression of immune cells. About
salicylates, they have anti-inflammatory effects, as well their derivatives, on the other hand,
have a number of adverse reactions from which we can mention the gastrointestinal, renal and
cardiovascular problems. The creation of new molecules has become an art for scholars in the
field, seen to the need correlated the pharmaceuticals industries, techniques like these are
important for the development of new pharmaceuticals products such as those used for
salicylates. NSAIDs have proven toxicity and are considered harmful to the renal and
gastrointestinal and cardiovascular systems, therefore, methyl salicylate derivatives, with their
anti-inflammatory effects, are an option in the development of new drugs to be used to
combat inflammation. The aim of this study is to design, synthesize and evaluate the anti-
inflammatory activity of Methyl Nitro-Salicylate in vitro in macrophages. To obtain the NSM,
we started from a reaction performed between three compounds, the assembly and production
of this new drug were executed in partnership with the Pharmaceutical Chemistry Laboratory
of the Federal University of Pard. Cell viability was performed by the MTT method, the
production of NO was by the Griess method, the dosages of IL-1B, TNF-a and PGE-2 were
quantified by the ELISA method. As result, the reaction performed between three compounds
resulted in the formation of Methyl Nitro-Salicylate. NSM did not promote cytotoxic effect on
concentrations below 300 uM after 24 hours of incubation, causing cell death at a
concentration of 1000 uM. Regarding the tests of NO, TNF-a, IL-1p and PGE2, the results
showed that NSM promoted a significant reduction in the production of these inflammatory
mediators in the groups simulated with LPS + INF-y and treated with concentrations of 12.5,
25 and 50 uM where it was possible to observe a dose dependent effect. However, NSM has
been shown to have a potential anti-inflammatory effect, however, further studies should be
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conducted in order to identify the mechanism of action by which NSM can exert its anti-
inflammatory effect.

Keywords: Inflammation. Methyl Nitro-Salicylate. NSAIDs. Inflammatory Mediators.
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1 INTRODUCAO
1.1 Inflamacgéo

A inflamacéo € um conjunto de repostas protetoras e regenerativas do corpo humano,
caracterizando-se por uma série de eventos onde estdo envolvidos diversos mediadores
inflamatorios, tais como Oxido nitrico, citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos
(prostaglandinas e leucotrienos), células do sistema imune e moléculas de adesdo celular.
(FRANCHIN et al., 2016).

Trata-se de uma reacdo do organismo contra infec¢bes, causadas, por exemplo, por
virus e bactérias, ou lesdo de tecidos, possui grande importancia na defesa do organismo e
reparacdo tecidual, tendo em vista que respostas inflamatorias sem controle séo causadoras de
danos aos tecidos contribuindo na patogénese das doencas inflamatorias agudas e cronicas
(PASPARAKIS; VANDENABEELE, 2015).

Durante o processo de inflamacdo podemos observar algumas caracteristicas clinicas
dessa patologia, os chamados sinais cardinais, quatro desses sinais foram descritos por Celsus,
sdo eles o rubor, calor, edema e dor, o quinto e Gltimo dos sinais cardinais foi descrito por
Virchow, ele acrescentou aos outros quatros a perda de fungdo. O rubor € devido uma
dilatacdo dos vasos sanguineos no local inflamado, o calor é devido aumento fluxo sanguineo
e dilatacdo vascular, o tumor decorre do acumulo de fluidos no espaco extravascular, a dor €
decorrente da constricdo de fibras nervosas pelo edema e acdo de mediadores inflamatorios e
por fim, a perda de funcdo causada devido ao tumor (como em articulagbes, quando a
movimentacdo é impedida) e também a acdo da dor dificultando as atividades (ASIJA et al.,
2014; FALLAVENA, 2011).

A inflamacdo é classificada em aguda e cronica, a aguda possui um tempo curto de
duracdo, onde células, em destaque os neutréfilos, desenvolvem uma répida acéo, ja a cronica
é similar a resposta imune adaptativa e tem um tempo de duragdo maior, essa persisténcia é
devido & causa da inflamacdo ndo ter sido neutralizada ou dificil de ser eliminada
(AROKIASAMY et al., 2017; DE BOSSCHER et al., 2016).

1.1.1 Inflamagéo aguda

Como descrito antes, a fase aguda tem o objetivo de erradicacdo do causador do

processo inflamatdrio, em seguida temos o processo de resolugdo e por fim a reparacao, onde



15

em sua maior parte, € mediada pelos macrdéfagos. Possui como caracteristica uma resposta
rapida com intervalo de tempo podendo se estender por minutos e até dias, € uma resposta
contra lesdes celulares e teciduais onde nesse processo estdo envolvidas as alteracdes
vasculares e migracdo para o local da lesdo de leucdcitos onde se destacam os neutrofilos.

Quando esse processo obtém sucesso, a homeostase € restaurada (SILVA, 2017).

Os neutrofilos sdo as células que mais rapido respondem as injdrias teciduais e
estimulos nocivos ao organismo humano, eles migram da circulacdo para o local onde esta
ocorrendo a inflamacdo e combatem os microrganismos atraves da liberacdo de granulos
nocivos a esses organismos e promovem a fagocitose, nos fagossomos, os neutréfilos
produzem altos niveis de superoxido, sendo esse uma importante fonte de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (CRUZ, 2017).

Uma das caracteristicas dos neutrofilos é a apresentagdo de granulagdes
citoplasmaticas, sendo esses diferentes durante as fases de maturagdo desse tipo celular, a fase
promielécita possui os granulos azurofilos ou primarios, ja na metamielécita sdo os granulos
gelatinases ou terciarios e por fim os granulos especificos ou secundarios, nessas granulacdes
podemos encontrar, variadas proteinas que desempenham func¢bes primariamente
antimicrobianas (VASCONCELOS, 2017).

Os neutrdfilos apresentam-se como componentes celulares relevantes da resposta
imunolégica inata, sdo recrutadas para os sitios das infeccfes ou de injarias que desencadeiam
processos inflamatdrios, junto dos macrofagos atuam na linha de frente para tentar a
eliminacdo do agente causador da inflamacdo através da fagocitose e também liberacdo de
citocina, que sdo um extenso grupo molecular que influenciam na emisséo de sinais entre as
células durante os processos das respostas imunes, e quimiocinas, que fazem parte de uma
familia especializada das citocinas, entre as citocinas temos a IL-10 desenvolve o papel de
modulagdo da inflamagdo, 0 TNF-o promove a liberacdo diferentes citocinas e a IL-1f,
desenvolve o papel de ativacdo da COX que por sua vez promove a sintese das PGs, PGI2 e
TX (SILVA, 2015).

O processo de migracdo celular dos leucdcitos, dos vasos sanguineos para o tecido,
comega com a interacdo entre os leucocitos e a as células endoteliais proximas area da
inflamacdo, sendo esse evento conhecido como cascata de ativagdo leucocitaria. Esse
processo é feito atraves de acontecimentos onde é preciso a expressdo de moléculas nas

superficies celulares, chamadas de moléculas de adesdio (DOURADO, 2015;
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VASCONCELOQS, 2016). Podemos observas cinco etapas no que diz respeito a migracdo
celular, sdo elas: rolamento, ativacdo das integrinas por quimiocinas, adesdo celular estavel,

diapedese e migracdo tecidual como mostrado na figura 1.

Figura 1 — Processo de recrutamento e migracdo leucocitaria: ocorre da corrente sanguinea para o sitio
da inflamacdo as células de defesas sdo recrutadas devido aos sinais quimiotaticos liberados no local da
inflamacdo que migram para correntes sanguineas proximas do local, se ligam ao endotélio através de moléculas
de adesdo onde se inicia o processo de rolamento, posteriormente a ativacdo das integrinas por quimiocinas,

adesdo celular estavel, diapedese e migragdo tecidual.

Co it s o cen o e foc o c

Resting State Rolling Adhesion Firm Adhesion Transendothelial Migration
Selectin __ Intracellular __  Talin/Kindlin binding __ Integrin Activation Vessel lumen
Binding Signaling to integrin (from low to high affinity)

Leukocyte
i Underlying tissue N
)
v Selectin Receptor Q Inactive Integrin (low affinity) Tissue Infiltration
@ Selectin 0 Active Integrin (high affinity) A ICAMA

Fonte: LAGARRIGUE; GINSBERG, 2016.

Rolamento: o TNF-a induz as células endoteliais proximas ao sitio da inflamacéo, a
produzirem um fator tecidual que dard inicio a cascata de coagulacdo, e bloqueio da
trombomodulina, isso acarretard na elevacdo da viscosidade sanguinea, fazendo as células
presente no sangue, fluam mais lentamente, na presenca de IL-1 e TNF-a, inicia a expressao
das selectinas (P-Selectinas e E-Selectinas), nas células do endotélio, que se ligam aos
receptores de membranas especifico dos leucocitos, P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-
1) e E-selectin ligand-1 (ESL-1), mesmo que essa afinidade entre essas células seja fraca
nesse momento, é o suficiente para iniciar o processo de rolamento leucocitario sobre o
endotélio (DOURADO, 2015; SOUZA, 2015).

Ativacéo das integrinas por quimiocinas: Como o processo de rolamento n&o possui
uma ligacdo estavel entre as celulas leucocitarias e endoteliais, é dado inicio a uma etapa onde

essas células possam interagir entre si com uma maior afinidade, para tal, macrofagos que
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estdo presente no sitio da inflamacdo, produzem quimiocinas induzindo no endotélio um
aumento na expressdo de moléculas de adesdo de maior afinidade, e nas membranas dos
leucdcitos, ativa moléculas com maior afinidade, assim, a interacdo entre essas células sera
mais forte (SOUZA, 2015).

Adesao celular estavel: quando os leucdcitos entram em contato com as quimiocinas,
suas integrinas (B2 e 04) presente na membrana sdo ativadas, essas moléculas interagem
formando uma ligacdo estdvel com as moléculas presente na membrana do endotélio, as
imunoglobulinas (VCAM-1, ICAM-1 e ICAM-2), a ICAM-1 ¢ integrante da membrana
endotelial, porém, sua expressdo € elevada quando ha estimulo e 0 VCAM-1 é expressada no
endotélio apenas se houver estimulo como TNF-o, endotoxina ¢ IL-1, a IL-8 também ¢é
responsavel por estimular o aparecimento de integrinas que possuem afinidade elevado por
imunoglobulinas que irdo auxiliar na diapedese dos leucdcitos (DOURADO, 2015; SOUZA,
2015).

Diapedese: € a migracdo do leucdcito da corrente sanguinea para o tecido e acontece
nas juncdes celulares, quando a célula esta aderida ao endotélio inicia a fase de migracéao
celular, se a célula ndo estiver localizada proxima a porcao célula-célula, pode vir ocorrer um
fendmeno de crawling, trata-se de uma migracdo pelo endotélio auxiliado pelo ICAM-1 e
MAC-1 (CD11b) ao local adequado, nas juncdes célula-célula as moléculas PECAM-1 séo
responsavel por mediar essa migracdo leucocitaria que pode ocorrer também através de uma
das células do endotélio (transmigracdo celular) através da participacdo de moléculas de
adesdo como ICAM-1, é menos comum e menos estudada que a migracdo por entre as
juncoes celulares (DOURADO, 2015; SOUZA, 2015).

Migracdo tecidual: as células, ja no tecido, sdo direcionadas através de fatores
quimiotaticos, as adressinas que mantem relacdo com a matriz extracelular do local, também
sdo expressas por esses fatores, como a IL-8 que podem atuar em um tipo especifico de
célula, nesse caso, nos neutrofilos que tem sua quimiotaxia aumentada ao tecido, o
deslocamento é de responsabilidade das moléculas de adesdo, tanto as dos leucdcitos quanto
as da matriz extracelular, as células de defesas migram devido ao PECAM-1, VE-caderina e
JAM’s (SOUZA, 2015).

A inflamagdo nada mais é que uma resposta do sistema imune para tentar neutralizar
ou exterminar substancias ou microrganismo prejudiciais ao organismo do hospedeiro, na fase

aguda essas substancias ou microrganismos maléficos sdo reconhecido atraves dos receptores
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de reconhecimento de padrdes (que reconhecem PAMs e DAMPS), 0 que acarreta em uma
inducdo da cascata de sinalizagéo levando libracdo de citocinas e eicosanoides (SOEHNLEIN
etal., 2017).

Macrofagos presente nos tecidos assim como alguns tipos de células representantes do
sistema imune sdo responsaveis pela producdo de citocinas através do uso de receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs), como os Toll-like (TLRs) e NOD (NLRs), os padrbes
moleculares associados a patdégenos (PAMPSs), que sdo estruturas moleculares pertencentes de
microbios como componentes da parede celular, LPS ¢ B-glucano que acarreta em reposta
inflamatéria em células inatas, e padrdes moleculares associados a danos (DAMPS),
moléculas intracelulares que sdo lancadas no espaco extracelular devido a danos celulares
como proteinas nucleares e componentes de mitocéndrias (ITO, 2014; TANIGUCHI,
KARIN, 2018).

Os TLRs sdo um tipo de PRRs que se destacam entre os demais, sdo de composi¢ao
proteica e do tipo transmembranar, em especial sdo expressos na superficie das células e tem a
responsabilidade de reconhecer PAMPs e DAMPs, mas também podem ser encontrados em
vesiculas no interior das células e com o mesmo proposito que os anteriores (figura 2),
quando ativados desencadeiam uma cascata recrutando proteinas adaptadoras da familia List
comecando uma sinalizacdo que acarretara na ativacao de fatores de transcri¢des como o AP-

1, NF-xB IRF 3 e 7, resultando na produgao e liberagdo de mediadores inflamatorios (LA, et
al., 2017; MOCO, et al., 2017).
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Figura 2 — Mostra os TLR presente na superficie de membranas: tanto na membrana plasmatica da
célula quanto em vesiculas intracelulares, como os endossomas. Quando ativados por reconhecimento de PAMPs
e/ou DAMPs recrutam proteinas adaptadoras da familia MyD88, incluindo MyD88, TRIF, TIRAP e TRAM
iniciando uma via de sinalizacdo que ira induzir a ativacdo de fatores de transcricdo com NF-kB, AP-1 e IRF 3 e
7, acarretando na producdo de citocinas inflamatorias e interferons tipo I.
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Fonte: Adaptado de LAI, et al., 2017.

1.1.2 Inflamacao crénica

Como ja descrito, a inflamacdo pode ser do tipo aguda ou crdnica onde esta
correlacionado com seu tempo de duracdo além de alteracGes fisioldgicas, na fase aguda
temos alteracdes vasculares onde podemos ver nos acimulos de fluidos que é um dos cinco
sinais cardinais (edema) e celulares, recrutamento de células, principalmente
polimorfonucleares, ja na crénica, seu inicio é tardio e as células predominantes sao linfocitos
e macrofagos, este Gltimo tendo papel importante na reparacio tecidual (JUNIOR; JUNIOR;
COHEN, 2016; SILVA, 2017).

Quando a inflamacdo aguda néo atinge o objetivo de neutralizagdo e/ou eliminacdo das
substancias estranhas causadoras de danos ao organismo e perdura por muito tempo, essa se

torna uma inflamacéo crénica, sendo que essa esta correlacionada com diversas doengas.
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Um exemplo é a psoriase, uma patologia imunoldgica que afeta 0 maior 6rgao do
corpo humano, a pele, € descrita por uma inflamacdo do tipo crbnica que promove um
aumento de células do tipo queratindcitos e concentracdo de células Th17, devido ao aumento
de producdo da IL-17 promovendo por parte dos queratindcitos expressdo elevada de
quimiocinas acarretando no acumulando células T, dendriticas e neutr6filos (BERINGER,;
NOACK; MIOSSEC, 2016).

H& também a relacdo entre inflamacdo crénica e cancer descrita por varios autores,
Virchow criou uma hipotese sobre essa relagdo em 1963. O processo inflamatorio cronico de
origens diversas, desde infeccbes até obesidade, é um fator importante na carcinogénese, a
inflamacédo induzida por estimulos nos receptores do tipo Toll, pode induzir a carinogénese
em diversos 6rgdos como colon, devido a inflamagdes intestinais como ocorre na doenca de
Crohn, bexiga, estbmago, pulméo, figado e pancreas (DIAS, 2017; VIANA, 2015).

Nos dias atuais, a inflamacéo crénica ja é adotada como um fator de risco que eleva as
chances de aparecimento de células neoplasicas malignas (cancer), quando mal solucionada,
isso devido células infiltradas no microambiente tumoral, produzirem moléculas como
citocinas e quimiocinas, fatores de crescimento entre outras, que podem induzir a transi¢cao
epitelial-mesenquimal, além de outros fatores correlacionados a carcinogénese, até mesmo
mudancas no genoma das células (LANDSKRON et al., 2014).

Devido essa relacdo, os marcadores inflamatérios podem indicar a progressao de
cancer, Barbosa, et al. (2016), relata que valores de proteina C reativa, foram dosados em
guantidades elevadas em pessoas com cancer mamario avancgado, sugerindo a correlacdo entre

biomarcadores e carga tumoral e/ou até mesmo o avanco dessa patologia.
1.1.3 Macrdéfagos

Os macrofagos séo celulas com fungdes diversificadas e estdo presentes na maioria
dos tecidos nos vertebrados, participam do sistema imune, tornando-se importante para a
defesa do organismo contra infecgbes, possuem ainda, papeis com uma maior
complexidade e ndo somente reparacdo dos tecidos, nos processos inflamatérios sdo fontes
de importantes quimiocinas, metaloproteinases de matriz entre outros mediadores
inflamatdrios (WYNN; VANNELLA, 2016; OKABE; MEDZHITOV, 2016).

O reconhecimento de PAMPs e DAMPs por receptores TLRs € um dos mecanismos

para promogao da resposta inflamatoria, esse reconhecimento geralmente tem como principal
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célula de defesas os macrdfagos presentes no tecido, consequentemente levando a promocéo
de mediadores infamatorios, essas células sdo cruciais para a homeostasia do organismo dos
mamiferos, mesmo quando e desenvolvimento, oferecem suporte trofico para os tecidos onde
estdo locados e produzem mediadores e fatores de crescimento essencial para o0 organismo
(IP, etal., 2017; VANNELLA; WYNN, 2017).

PERDIGUERO et al. (2015) relatam que as células hematopoiéticas que séo
percursoras de varias células dos tecidos, também precisam se renovar, dessa forma,
células-troncos hematopoiéticas adultas (HSCs) entram em ag¢do como percussoras, porém
qguando falamos dos macréfagos, ndo originados da diferenciacdo dos mondcitos da

corrente sanguinea, ndo sao dependentes das HSCs.

Os macrofagos residentes nos tecidos sdo derivados a partir de células formadoras de
colbnia que, por conseguinte sdo derivadas de celulas embrionarias, ou ainda, tem derivacgéo
de mondcitos da corrente sanguinea, onde o0s mondcitos sdo originados de células
progenitoras na medula 6ssea que sofreram processo de maturacdo até se diferenciarem em
monocitos onde sdo liberados para a corrente sanguinea, quando ocorre a migracdo dessas
células da corrente sanguinea para o tecido, se diferenciam em macrofagos, onde podemos
observar claramente no processo inflamatorio (GONCALVES; MOSSER, 2015).

Macrofagos séo leucécitos diferenciados presente por todo o organismo, fazem parte
da resposta imune onde possui grande importancia e também participam das respostas
inflamatdrias, a eles sdo delegadas fungbes como fagocitose, reconhecimento de sinais que
representam perigo ao organismo através de PRRs, células apresentadoras de antigeno, sem
esquecer da sintese de mediadores inflamatdrios como podemos observar na figura 3 (DE
NARDO; KALVAKOLANU; LATZ, 2018).
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Figura 3 — Representacdo do macréfago e suas funcdes, tais como, fagocitose, reconhecimento de
perigo, producdo de mediadores inflamatorios e apresentacdo de antigenos entre outros.
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A ativagdo M1 (pré-inflamatdrias), dos macréfagos é uma via cléssica, podendo ser
estimulada através da interacdo com componentes bacterianos como lipopolissacarideos
(LPS), respostas a citocinas Thl como o IFN-y ou fatores proveniente de tecidos circundantes
aos possuindo o papel de maturacdo de macréfagos, o que leva a uma producdo, por essas
células, de IL (21 e 23) e intermediarios toxicos (EROs), a ativacdo M2 (alternativa), é
desencadeado a estimulos como IL (4 e 13) e glicocorticoides, promovendo assim a
angiogénese, e cicatrizacdo (TREUTER, et al., 2017).

1.1.4 Mediadores inflamatorios

Compreendemos a inflamagdo como eventos protetores que ocorrem na tentativa de
reparo de funcBes normais comprometidas, sempre coordenados por mediadores
inflamatorios, moléculas que irdo atuar no sitio da inflamagdo regulando a resposta
inflamatoria (POLUHA; GROSSMANN, 2018).

Onde podemos encontrar mediadores quimicos, produzidos por tecidos lesionados e
células envolvidas na resposta inflamatdria, que sdo importantes para promocdo dessa

resposta (ABDULKHALEQ, et al., 2018), como as citocinas, eicosanoides e 0xido nitrico.
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1.1.4.1 Citocinas

Sd0 moléculas que possuem papel importante na comunicacdo entre células na
inflamacédo, atuam, por exemplo, na ativacdo, crescimento, diferenciacdo, recrutamento e
migracdo de células do sistema imune para o sitio inflamacdo, algumas sdo chamadas de
citocinas pro-inflamatorias como é o caso do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e a
interleucina lbeta (IL-1B), sendo que suas atuacdes, em grande maioria, incluem a via das
quinases e sinalizacdo do fator de transcri¢cdo nuclear kappa B (NF-xB) (DINARELLO, 2000;
KAPOOR et al., 2011; JUNG et al., 1995).

Sdo proteinas de peso molecular baixo e estdo correlacionadas com a inflamacéao, o
TNF-o é um citocina pré-infamatéria com grande importancia também no sistema imune, sua
descoberta foi feita por Carswell e colaboradores no ano de 1975, ela age em varias partes no
organismo humano e possuem estudo que o correlacionam sua concentragdo com um aumento
do risco de morte (BARBOSA, et al., 2018; JANG, et al., 2018).

E importante contra antigenos exogenos, a ativacdo dessas citocinas desencadeia
processos de sinalizacdo que corroboram com o inicio da inflamacdo, entre outras atividades
bioldgica estdo proliferacdo, diferenciacdo, apoptose (morte celular programada) e
imunomodulacdo (FERREIRA, 2015; SILVA, 2015).

O TNF-a é secretada por macrdfagos e se liga a receptores presentes nas membranas
citoplasmaticas das células estimulando vias de sinalizacdo dos reguladores transcricionais
como é o caso do NF-kB (PARKER, et al., 2016).

Essa citocina € produzida quando ha uma reposta inflamat6ria em desenvolvimento no
organismo, atuando na promocao da inflamacéo e posteriormente a dor, sensibilizacdo da area
inflamada, inchaco, aumento da temperatura (febre) em diversas condi¢des inflamatorias
(MAXWELL, etal., 2015).

Quanto a interleucina-1p (IL-1p), ¢é sintetizada basicamente por macrofagos e
monocitos, além de ser uma proteina presente em pequenas quantidades no organismo, mas,
que se eleva quando esse mesmo organismo sofre um processo infeccioso e/ou inflamatorio,
participa no sistema imune, entre outros sistemas, como mediadoras na comunicacao,
importante ressaltar que existem estudos mostrando essa citocina na neurotransmissédo em
relacdo a depressdo (BODANESE; OLIVEIRA, 2015; CERQUEIRA, 2017).
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Em respostas & infeccdo e lesdo, um dos primeiros mecanismos a ser iniciado no
organismo é a ativacdo do sistema imune inato, podendo resultar em uma inflamacéo visando
a protecdo e reparagdo dos tecidos acometidos, em boa parte esse processo € promovido pela
IL-1B (DROR, et al., 2017).

A IL-1B um pirégeno, essencial para os sintomas de febre e na inflamacéo,
colaborando na expressdo de outras substancias pro-inflamatdrias, como ciclooxigenase 2 e
oxido nitrico, atuando na proliferagdo e diferenciacdo de células do sistema imune (EARLY,
etal., 2018).

Essa citocina pro-inflamatéria também esta presente nas inflamagdes desencadeadas
pelo acumulo de cristais endégenos (mineais, colesterol e acido Urico) e exdgenos (silica,
amianto etc.), devido esses cristais serem reconhecidos por células do sistema imune inato. A
IL-1pB tem sua formacdo a partir de uma molécula percursora inativa (pro- IL-1B), tendo as
células da linhagem mieldide como principais produtores, a pro- IL-1p é induzida apos a
célula ser exposta a PAMPs e DAMPs que se ligam aos PRRs regulando a expressdo génica
pré-inflamatoria, resultando na formando dos imflamassomas promovendo a ativagdo e
liberagdo da IL-1p (RODRIGUEZ-ALCAZAR, et al., 2019; MARTIN-SANCHEZ et al.,
2016).

1.1.4.2 Eicosanoides

Os eicosanoides sdo formados a parti da oxidacdo de acidos graxos, em especial o
acido araquidénico que faz parte das membranas das células, em um processo onde ocorre
lesdo celular, o &cido araquidénico liberado ficando suscetivel a clivagem, esse processo pode
resultar em diferentes compostos dependentes das vias de formacdo, como as das
lipoxigenases, epoxigenases, isoprostanos e ciclooxigenases, conhecida também como via da
COX (figura 4) de onde ¢ derivada a PGE, (JUNIOR; JUNIOR; COHEN, 2016).
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Figura 4 — Representacdo da sintese da prostaglandina E», a membrana fosfolipidica quando lesada é
degradada, pela fosfolipase A2, a acido araquiddnico, que é oxidado pelas enzimas COX, produzindo assim as
prostaglandinas, como a PGE..
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Em relacéo a seus efeitos, a PGE», na inflamag&o aguda age como vasodilatador para
ajudar na migracdao de células, como os macrdfagos, para o tecido onde esta ocorrendo o
quadro inflamatério, age também sobre a regulacdo da dor nociceptiva, além disso, possui
outras propriedades que ajudam na reposta da inflamacdo aguda, regeneracdo dos tecido
lesados e retomada da homeostase (SOKOLOWSKA, et al., 2015).

Além de atuar sobre a inflamacdo aguda na tentativa de restabelecer a homeostase, a
PGE: é um mediador importante na infeccéo crénica e até mesmo no cancer, devido regular e
ativar fungdes como maturacdo, migracao e secrecdo de citocinas como o macréfago, célula
que possui papel importante na imunidade inata, inflamacdo e progressdo de tumores
(DIGIACOMO, et al., 2015).

1.1.4.3 Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) é um radical que tem capacidade reativa elevada e possui
diversas fungdes, podendo agir, por exemplo, na regulagdo do tbénus vascular,
neurotransmissdo e agragacdo plaquetaria, agindo também, regulando a resposta imune
adaptativa sendo considerado uma molécula citotoxica em celulas do sistema imune como os
fagocitos (GARCIA-ORTIZ; SERRADOR, 2018).
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E um radical sintetizado a partir da oxidacfo da L-arginina pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS), existem trés isoformas, duas delas sdo constitutivas, a nNOS é expressa no
sistema nervoso, a eNOS é expressa nos tecido endoteliais, a Gltima é a isoforma induzida
(iNOS), é expressa por células imunes como os macrofagos, as constitutivas possuem fungdes
fisiologicos e liberam em baixos niveis o NO, ja a induzida é produzida em condigdes
patoldgicas, como na inflamac&o, e libera altos niveis de NO (SOUFLLI, et al., 2016).

Uma maior producgdo de 6xido nitrico através da NOS indutiva, é observado devido a
estimulagdo de LPS, IFN-y, IL-1B, TNF-a ¢ componentes bacterianos e virais, apos ativacao
do fator de transcricdo do NF-xB, contribuindo para a inflamacdo devido aumentar a
permeabilidade vascular e a infiltracdo de leucdcitos para o local afetado, outra funcdo do NO
é geracdo de peroxinitrito (ONOO") que ajuda na morte microbiana (FARO, et al., 2014;
SOUFLI, et al., 2016).

1.2 Farmacos Anti-inflamatérios Nao Esteroidais

A inflamacdo é uma resposta do organismo conta substdncias quimicas e
microrganismo, onde citocinas, moléculas toxicas como NO e prostaglandinas sdo liberadas,
para isso, SA0 necessario processos biogquimicos para provocar essa resposta, como, por
exemplo, ativacdo de receptores TLRs pelo reconhecimento do LPS, assim cascatas de
sinalizagdo intracelular sdo ativadas resultando em ativacdo de fatores de transcricdo
reguladores de inflamacdo como NF-kB e AP-1, codificando iNOS, citocinas, quimiocinas e
COX-2 (KIM, et al., 2015).

A enzima COX possui trés isoformas, duas delas, COX-1 e COX-2, sdo expressas
constitutivamente em diversos tecidos, a COX-2 também pode ser induzida quando €
desencadeado um processo inflamatério, a COX-3 é codificada pelo mesmo gene da COX-1
sendo que te como diferenca a retencdo de um intron diferente na COX-1, assim, a COX-3 se
torna uma variante de emenda da COX-1 com as caracteristicas cataliticas da COX-1 e COX-
2 (MUNOZ, et al., 2010; OKSUZ, et al., 2016).

A acdo dos AINEs é devido ao mecanismo de inibicdo das enzimas COX evitando a
biossintese de prostandides (prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos), cuja inibicéo
possui resultados diferentes quanto a efeitos terapéuticos e colaterais, o fato da inibicdo da
COX-1 pela maioria dos AINEs estar ligada a efeitos colaterais gastrointestinais, levou ao

desenvolvimento dos coxibes, inibidores seletivos de COX-2, entretanto, existem evidéncias
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que mostraram aumento de riscos de doencas cardiovasculares como infarto do miocérdio,
eventos trombdcito, por exemplo, em pessoas utilizando medicamento seletivo COX-2
(BRUNE; PATRIGNANI, 2015).

ROGERS; ARONOFF (2016) relatam sobre a frequéncia do uso dos medicamentos
vendidos sem prescricdo onde, sdo utilizados no tratamento de resfriados, gripes, tosse e
questdes de sinusite, além da dor, problemas gastrointestinais e alergias, dentre esses
medicamentos, os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) aparecem entre 0s mais
consumidos, onde 19% da populacdo adulta dos EUA ingeriram aspirina pelo menos trés

VEZES Na Semana.

Apesar de sua eficacia, essa classe de medicamento esta associada a muitas reacoes
adversas acometendo figado, rins, sistema cardiovascular, pele e intestino, além do sistema
gastrointestinal onde os efeitos colaterais sdo mais recorrentes levando a dispepsia, azia,
desconforto abdominal e a problemas mais graves onde podemos citar a Ulcera péptica com
sangramento e perfuracé@o, tornando assim, um dilema para prescricdo de manter os efeitos
benéficos e prevenir ou reduzir os efeitos adversos ao trato gastrointestinal (SCARPIGNATO,
etal., 2015).

1.2.1 Salicilatos

O acido salicilico (AS) assim como seus derivados, esta presente em nossas vidas, seja
na alimentacdo, em cosméticos entre outros produtos, sendo também utilizado como matéria
prima na preparacdo de produtos quimicos empregado na medicina como os analgésicos e
anti-inflamatorios. O salicilato de metila (SM) é um derivado éster do AS, que é utilizado
como solvente, conservante e cosmético, mas com propriedades que podem promover a
circulacdo sanguinea e reduzir a resposta patoldgica local e ainda tem efeitos antipiréticos,
analgesicos e antirreumaticos (LI et al., 2018).

Este composto, salicilato de metila, possui ocorréncia natural gerado pelas plantas,
onde se destacam aquelas pertencentes ao género Gaultheria, frequentemente conhecida como
wintergreens, que é um grupo de plantas aromaticas. E um composto volatil de via de
transducdo de sinal envolvida na ativacdo da resposta defensiva da planta e em outros
mecanismos, existem ainda, estudos mostram que quando em concentragcdes adequadas no
tratamento na etapa de pos-colheita, 0 AS ou SM é capaz de elevar a resisténcia a agentes
patogénicos em frutas e vegetais (GHOSH et al., 2015; MIN et al., 2018).
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LI, et al. (2016) afirmar que, os salicilatos possuem efeitos anti-inflamatérios, assim
como seus derivados, e em seu estudo, ele mostrou a combinacdo do salicilato de metila e
piperazina para formar um novo composto sintético mas que conseguisse manter os efeitos
anti-inflamatorias. Nesse estudo sera utilizado um composto sintético derivado do salicilato
de metila, denominado Nitro-Salicilato de Metila (NSM).

Em contrapartida, farmacos da classe dos AINES, assim como os derivados dos
salicilatos como 0 AAS, possuem uma série de reacfes adversas, das quais, podemos citar 0s
problemas gastrintestinais (ulceragéo), renais (nefrite e insuficiéncia renal), cardiovasculares
(associados aos inibidores seletivos COX-2), hematologicos (acdo de antiagregante
plaquetario), respiratorios entre outros (URIARTE, 2019; RUIZ; MANTECON; LEON, 2002;
SCARPIGNATO, et al., 2015).

1.3 Farmacos Anti-inflamatérios Esteroidais

Os anti-inflamatdrios esteroidais ou também conhecidos como corticosteroide,
descobertos na década de 1940, sdo medicamentos que possuem efeitos anti-inflamatérios
gracas ao seu mecanismo de acdo, que estd associado a ligacdo com os receptores de
glicocorticddes citosdlicos, transcolando-se ao nucleo e regulando a expressdo génica de
celulas imunes (BRUNNER, et al., 2016).

Atuam em aspectos da reposta imune, conseguem desativar os genes inflamatorios
ativados durante o processo da inflamagdo e em concentracGes maiores, conseguem regular
produgdo proteinas anti-inflamatorias, induzem a linfocitopenia em apenas uma dose elevada
(MOMBAERTS; ROSE; GARRITY, 2016).

Ainda, sdo utilizados como tratamento para diversas doencas inflamatorias autoimune,
como doenca inflamatdria intestinal, artrite reumatoide, DPOC, asma entre outras, através de
seu mecanismo de acdo, resultando em uma interagéo direta com NF-xB ou AP-1, reprimindo
assim suas funcoes (KASTLE, et al., 2018).

Essa classe de medicamentos exercem suas atividades atraves dois principais
mecanismo de acdo, o primeiro e ja citado antes, é atraves da translocacdo do complexo
glicocorticoide-glicocorticéide para o nicleo, 0 outro mecanismo € provavelmente através de
intermédio de receptores de membranas plasmaticas, outra atividade farmacologica bem
conhecida dessa classe, € a atividade imunossupressora utilizadas na oncologia e transplantes
de 6rgdos (PONTICELLI; MORONI, 2018; KUBIN, et al., 2016).
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Ainda, os glicocorticoides regulam a anexina Al, também conhecida como
lipocortina, proteina que possui efeitos anti-inflamatorios, mediando respostas do sistema
imune inato e adaptativo, onde suas acdes reguladoras foram demonstras em modelos

inflamatdrios agudos, cronicos e sistémicos (TEIXEIRA, et al., 2016).

Por ser membro das proteinas de ligacdo a fosfolipidios, possui importante papel no
desenvolvimento de doengas, onde podemos incluir o cancer e inflamag&o, consegue imitar a
acdo anti-inflamatdria dos glicocorticoides, devido sua capacidade de inibigdo da producao da
enzima fosfolipase A2, importante na producdo de &cido araquiddnico utilizado na producéo
de mediadores inflamatorios como os eicosanoides (HUANG, et al., 2015; PRATES, 2018),

sendo um mecanismo de acdo indireta dos glicocorticoides.
1.4 Planejamento de novos farmacos

A criacdo de novas moléculas se tornou uma arte para estudiosos da area, visto a
necessidade correlacionada as indudstrias farmacéuticas e agroquimicas no avanco de
pesquisas de novas drogas, pesticidas ou agroquimicos, onde quimicos procuram reproduzir
vias biossintéticas (MEAZZA,; RIOS, 2016).

Os farmacos sdo substancias muito importantes relacionados ao bem-estar,
normalmente suas sinteses sdo planejadas através da técnica conhecida de retrosintese, nessa
metodologia a molécula alvo é repetidamente e minuciosamente analisada até ser encontrado
um chamado bloco de construgdo conhecido, a partir deste, comegard uma série de etapas e
reacfes em laboratdrio, é comparada a um jogo de quebra-cabeca onde existe um grande
namero de regras a serem aplicadas até conseguir formar a molécula desejada (SEGLER,;
PREUR; WALLER, 2017).

No mais, é feita a representacdo da molécula final, a partir disso comeca a técnica da
retrossintese a serem utilizadas, algumas ligacOes, as que seriam faceis de realizar, séo
apagadas e formados fragmentos moleculares estaveis ou disponiveis, como o0s blocos de
construcado, apés é feita a identificacdo da matéria-prima e planejamento de estratégias para
formar a molécula desejada em laboratério, os pesquisadores ainda podem utilizar nessas

etapas, um grande recurso a seu favor, a computacdo (PEPLOW, 2014).

Técnicas como essa, sao importantes para o desenvolvimento de novos farmacos como

os derivados dos salicilatos, mostrado em trabalhos como o de L1, et al. (2016), que sintetizou
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uma nova molécula derivada do salicilato de metila e piperazina conseguindo preservar a

atividade anti-inflamatorias.
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2 JUSTIFICATIVA

A inflamacdo é uma doenca de grande relevancia que tem sua cronicidade
correlacionada a outras doengas como psoriase e até mesmo o cancer, apesar de se tratar de
uma reacdo de protecdo do organismo a patdgenos e a outros estimulos, possui
caracteristicas clinicas, sinais cardinais, que sdo vistos como incobmodos para quem sofre
com a patologia, frente a isso, surge a necessidade de amenizar esses efeitos indesejados da

inflamacéo.

Assim, os anti-inflamatérios ndo esteroidais sdo uma op¢do de uso no combate a
esses sintomas, em contrapartida, o uso prolongado dessa classe de medicamento leva a
efeitos colaterais como irritacdo gastrointestinais, sangramentos e Ulceras, sendo esses 0s

mais comuns.

A sintese de novos farmacos anti-inflamatérios vem se tornando uma necessidade para
novos tratamentos correlacionado a patologia da inflamacdo, essa sintese vem acompanhada
de uma necessidade de planejamento prévio para obtencdo de novos medicamentos que
possua melhores efeitos para combater tal patologia, visando também minimizar os efeitos

adversos correlacionado a classe dos AINEs.

Dessa forma, o planejamento, sintese e avaliacdo anti-inflamatério do Nitro-Salicilato
de Metila é justificada por uma necessidade de desenvolvimento de novos compostos com

efeitos anti-inflamatdrio melhorados e minimizacao dos efeitos colaterais.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Planejamento, sintese e avaliacdo da atividade anti-inflamatdria do Nitro-Salicilato de

Metila in vitro em macrofagos.
3.2 Objetivos Especificos
e Planejamento e sintese do Nitro-Salicilato de Metila;

e Avaliacdo, in vitro, do efeito do Nitro-Salicilato de Metila sobre a viabilidade celular

de macr6fagos murinos RAW 264.7, utilizando o ensaio de MTT.

e Analisar o efeito do Nitro-Salicilato de Metila sobre a sintese de Oxido Nitrico, em
culturas de macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6, estimulados com LPS e
IFN-y.

e Investigar o efeito do Nitro-Salicilato de Metila sobre a producéo das citocinas proé-
inflamatorias TNF-o e IL-1B, em cultura de macréfagos peritoneais de camundongos

C57BL/6, estimulados com LPS e IFN-y;

e Avaliar os efeitos do Nitro-Salicilato de Metila sobre a producdo do eicosanoide
PGE>, em culturas de macrdfagos peritoneais de camundongos C57BL/6, estimulados
com LPS e IFN-y.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Planejamento e sintese do NSM

O Nitro-Salicilato de Metila foi obtido pela reacdo de nitragdo, uma reacdo de
substituicdo eletrofilica no salicilato de metila, que reage com a mistura nitrante formando o
nitrocomposto, preferencialmente na posi¢do para ao grupo elétron-doador e meta ao grupo
elétron-retirador, como produto cinético. A montagem e producdo dessa nova droga foram
realizadas em parceria com o Laboratdrio de Quimica Farmacéutica da Universidade Federal
do Paré e a pedido do coordenador do laboratério, as condicGes e parte do mecanismo da
reacao nédo serdo demonstradas neste trabalho.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos, machos, adultos da linhagem C57BL/6. Os mesmos
foram obtidos do Biotério da Universidade Estadual do Pard, Campus XII — Tapajoés. Os
animais foram mantidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, em temperatura ambiente

controlada (23 £ 2° C) e tiveram acesso a 4gua e comida a vontade.
4.3 Drogas e solugbes

As drogas e solucbes que foram utilizadas neste estudo foram: Zimosan (Sigma),
Tioglicolato (3%), Triton X-100 (Sigma-Aldrich), L-arginina (Sigma-Aldrich), reagente de
Griess e nitrito sédico (Sigma), a-isonitrosopropilfenol (Sigma-aldrich), dextran, Escherichia
coli lipopolysaccharide, ethylenediaminetetraacetic acid (sodium-EDTA), ureia (Sigma-
aldrich), interferon-y from Preprotec, dimetilsulféxido (DMSO, Fisher Chemical, EUA),
Luminol (Sigma-Aldrich), Solucdo de Turk e etanol 96 GL da empresa (Sigma-Aldrich),
Salicilato de metila (Sigma), Acido Sulfarico (Sigma) e Acido nitrico (Sigma), MTT, Azul de
trypan.

4.4 Cultura de macrdéfagos peritoneais

A cavidade peritoneal é um local de acesso facil e onde pode ser feto a coleta de
macrofagos em uma quantidade considerada moderada, essas células pertencente a esse local
séo consideradas quiescentes maduros (GONCALVES; MOSSER, 2015).

Sera feita a eutanasia dos animais por deslocamento cervical e realizado uma incisao

de 3 cm na pele do abdémen do animal para expor o peritdnio, com o auxilio de uma seringa
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estéril, serd injetado 10 mL de solugdo fisioldgica 0,9% gelada e sera realizada massagem no
abdémen do animal, lembrando que a solucdo fisiologica 0,9% deve ser mantida sempre
gelada. Apds uma massagem vigorosa no abdémen, para liberar os macrofagos aderidos ao
tecido para o liquido, sera aspirado de volta o liquido injetado, em média 7 mL, 0 mesmo sera
acondicionado em um tubo tipo falcon de 15 mL colocado em contato com gelo,
posteriormente serd centrifugado em uma velocidade de 3000 r.p.m., em uma temperatura de -
4 °C, durante 3 minutos, o tubo sera levado para uma camara de fluxo sendo transportado no
gelo, o sobrenadante sera desprezado, caso necessario pode-se colocar uma solucgéo lisante de
hemaécias, centrifugar novamente nas mesmas condi¢des que a anterior e desprezar o

sobrenadante novamente.

Foram adicionados 1000 pL/animal de meio RPMI completo (meio RPMI
suplementado com 10 % de soro fetal bovino) e ressuspendido o centrifugado no vortex em
baixa rotacdo, essa solucdo com células sera homogeneizada e coletada uma aliquota de 20
puL e colocada em outro tubo e acrescentada 380 pL de solucdo de Turk e realizada a
contagem dos macréfagos em camara de Neubauer espelhada. Foram contadas as células
visualizadas nos 4 quadrantes externos da camara, depois o total de células contadas devera
ser aplicada a seguinte formula: nimero de células contadas x 20 x 10* /4, assim sera

encontrado o total de células por mL.

A partir desse momento, foram realizados os testes para dosagem de producdo de
oxido nitrico, IL-1B, TNF-a e PGEx.

4.5 Cultura de macréfagos RAW 264.7

Para este estudo, foi utilizada linhagem de macréfagos murinos RAW 264.7. Os
ensaios in vitro foram realizados no Laborat6rio de Compostos Bioativos do DEPAN/FEA da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), coordenado pela Professora Dra. Juliana
Alves Macedo. Os macréfagos RAW 264.7 foram cultivadas em meio DMEM,
suplementadas com 10 % de soro fetal bovino (SFB) e antibidticos (penicilina e

estreptomicina), mantidas em garrafas de cultura celular a 37 °C em estufa a 5 % de CO..
4.6 Andlise de viabilidade celular

Os macréfagos RAW 264.7 cultivados em garrafa de cultura com meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, foram transferidos para placas de 96 pogos na

concentragéo celular de 108 células/pogo. A placa foi entdo mantida em cultura por 24 horas
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em incubadora de CO2 a 37 °C com atmosfera de 5 % de CO2. Apds o periodo de incubacéo e
adesdo celular, as células foram tratadas com as seguintes concentra¢fes do Nitro-Salicilato
de Metila, 1000; 300; 100 uM, essas concentracbes foram testadas em triplicata. Como

controle foi avaliado apenas células no meio de cultura sem tratamento.

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT (MOSMANN, 1983). Apds um
periodo de 24 horas de tratamento com as concentra¢cfes do NSM, o meio foi retirado com
cuidado para ndo retirar células aderidas, foi adicionado 100 pL em cada poco de solucéo de
MTT (1mg/ml) (brometo de 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil-2H tetrazolio) diluido em
solucdo fisioldgica (0,9%). Os macrofagos RAW 264.7 foram incubados durante 3 horas a 37°
C em estufa contendo 5 % de CO». Apos esse periodo, foi adicionado 50 pL de DMSO (PA)
em cada poco e esperados 20 minutos para realizar a leitura no leitor de microplaca de ELISA
com comprimento de onda de 590 nm.

4.7 Planejamento experimental

Para a confeccdo da placa, foram utilizados macr6fagos peritoneais em uma
quantidade de 10° de células/mL (um milhdo de células por mL), ap6s essa conversdo a placa
foi montada com adicéo da solucéo de células nos pocos e incubada por 24 horas a 37° C em
estufa contendo 5 % de CO,. Ap6s o periodo de incubacdo, os macrdéfagos foram estimulados
com LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 U/mL) e tratados nas concentragdes definidas apds o teste de
viabilidade celular (como mostrado a baixo), foram incubadas novamente por 24 horas a 37°C
em estufa a 5% de CO». Para um efeito comparativo da resposta anti-inflamatdria foi adotado
como droga padrdo a dexametasona (10 uM), e para o controle positivo foi adotado um grupo
somente com o estimulo de LPS + INF-y sendo que todos 0s grupos estardo nas mesmas
condicBes experimentais, sendo assim, 0s grupos experimentais ficardo disponiveis da

seguinte forma:
Grupo Controle negativo: células cultivadas apenas com o meio de cultura RPMI.
Grupo Controle Positivo: células estimuladas com LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 UI/ml)

Grupo DEX: ceélulas estimuladas com LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 Ul/ml) +
dexametasona (10 uM);

Grupo NSM 50: células estimuladas com LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 Ul/ml) + NSM
(50 uM);



36

Grupo NSM 25: células estimuladas com LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 UI/ml) + NSM
(25 uM);

Grupo NSM 12,5: celulas estimuladas com LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 Ul/ml) + NSM
(12,5 uM);

Apos o tempo de incubacéo, o sobrenadante obtido foi submetido ao ensaio de Griess,
utilizado para determinacao da producéo de nitritos, o restante foi estocado a uma temperatura
de -20°C e posteriormente, realizados os ensaios de determinacao da producéo de citocinas e
PGE..

4.8 Determinagcao da producéo de Oxido Nitrico

A producdo de éxido nitrico (NO) foi mensurada pela dosagem de seus produtos de
degradacdo, nitrito, utilizando o reagente de Griess. Neste método, o nitrito primeiramente
reage com a Sulfanilamida (Sigma-Aldrich, Alemanhd) em meio &cido para formar um
composto intermediario, o sal de diazbnio. Em seguida, este sal reage com Naftil-1-
etilenodiamina (Merck, Alemanhd) formando um composto azo estavel de coloracdo parpura

para assim ser quantificado espectrofotometricamente a 550 nm (GREEN et al., 1982).

Para a determinacao da producgdo de 6xido nitrico, 50 pL do sobrenadante celular foi
submetido a reacdo com igual volume dos reagentes de Griess (sulfanilamida + naftil). Para o
preparo destes reagentes foram utilizadas solugdes estoque de naftil-1-etilenodiamina 0,1%
dissolvido em &gua destilada H>O e de sulfanilamida a 1% dissolvida em acido fosforico
H3PO4 (CFQ - Quimica) a 5%. Anteriormente ao uso as solugcdes foram adicionadas na

proporcédo 1:1 formando o reagente de Griess.

Apobs o periodo de incubacdo por 15 minutos as amostras foram lidas em leitor de
microplaca (DTX 800, Beckman Colter) a 560 nm. O célculo das concentracGes de nitrito foi
realizado com base em curva padrdo utilizando diferentes concentrages de nitrato de sddio
NaNO3 15 uM até 1000 pM.

4.9 Método ELISA para dosagem de IL-1B, TNF-0 e PGE2

Os niveis de IL-1B, TNF-a ¢ PGE> foram quantificados por ELISA. Este teste baseia-
se em reacOes antigeno-anticorpo detectaveis através de reagdes enzimaticas. Considerado um
método de grande sensibilidade e especificidade, é caracterizado pelo uso de uma enzima,

geralmente a peroxidase, que se liga a um anticorpo especifico e reconhece o antigeno alvo,



37

dando origem a um produto colorido a partir desta reacdo. A dosagem das citocinas (IL-1p,
TNF-a) e PGE:> sera realizada a partir do sobrenadante da cultura de macrofagos, tratadas ou
ndo. Para isto, foram utilizados Kits de ELISA comercialmente disponiveis e sera realizado

conforme protocolo fornecido pelo fabricante. Os resultados foram expressos em pg/mL.
4.10 Anélises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados pela analise de variancia (ANOVA), seguido do
pos-teste de Tukey (p < 0,05 = nivel de significancia). Os dados foram expressos como média
* erro padrdo da média (EPM). Essa andlise estatistica foi realizada através da utilizacdo do
programa GraphPad Prism verséo 6.0
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5 RESULTADOS
5.1 Sintese do NSM

A reacdo entre o salicilato de metila e acido nitrico em meio contendo acido sulfarico
forte, resultou na formacdo do Nitro-Salicilato de Metila (figura 5), o grupamento éster do
salicilato de metila induz uma substituicdo eletrofilica no anel aromatico na posi¢do meta ao
grupamento éster e para ao grupamento hidroxila, assim ocorre uma nitracdo régio elétrica
levando a formacdo do NSM (figura 6). Nitro-Salicilato de Metila a partir do salicilato de

metila.

Figura 5 — Representacéo da formula estrutural do Nitro-Salicilato de Metila.

OH O
OCHs

N

O "0

Fonte: Autor (2019).

A reacdo inicia com a formacdo do ion nitrénio pela desidratacdo acida do &cido
nitrico pelo &cido sulfarico (1). O ion nitrdnio reage na posi¢ao para ao grupamento hidroxila,
formando um intermediario com pelo menos quatro estruturas de ressonancia (2). O anion
hidrogénio-monosulfato retira o hidrogénio, regenerando o catalizador e recuperando a
estrutura aromética do benzeno (3).
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Figura 6 — Representacdo da reacdo de formacao do Nitro-Salicilato de Metila, formacdo do ion nitrénio
(1), o ion nitrénio reage com o salicilato de metila formando um intermediario com pelo menos quatro estruturas

de ressonancia (2) e regeneracdo do catalizador e recuperando a estrutura aromatica do benzeno (3).
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Fonte: Autor (2019).

5.2 Analise da viabilidade celular em macréfagos RAW 264.7

O NSM foi testado em macréfagos RAW 264.7 com o objetivo de avaliar
preliminarmente o seu possivel efeito citotoxico em funcdo da concentracdo utilizada.
Conforme mostra as Figura 7, observa-se que o tratamento com NSM ndo promoveu efeito
citotoxico nas concentracGes inferiores a 300 uM apds 24 h de incubagdo, causando morte
celular na concentracdo de 1000 uM, na qual foi observada uma diminuicdo significativa da
viabilidade celular.

Figura 7 — Efeito de diferentes concentragdes de NSM sobre a viabilidade celular de macréfagos RAW

264.7 apbs 24 h de tratamento. Dados representados por média + EPM. **p<0,01 quando comparados ao grupo
controle; ANOVA One-way, teste de Tukey.
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Fonte: Autor (2019).

5.3 Determinacao da producdo de Oxido Nitrico

A figura 8 demonstra uma inibicdo na producédo de nitrito nas culturas de macrofagos
estimulados com LPS + IFN-y ¢ tratados nas diferentes concentragdes de NSM, reduzindo os
niveis de nitrito de forma significativa (***p<0.001) nas concentragoes testadas (12,5, 25 e 50
UM). A dexametasona (10 uM), usada como padrdo de anti-inflamatdrio, também inibiu a
producdo de nitrito significativamente comparado com controle positivo.

Figura 8 — Inibicdo da producdo de dxido nitrico (nitrito), em macréfagos peritoneais de camundongos
da linhagem C57BL/6, apds ativagdo com LPS + INF-y, tratamento com NSM nas concentragdes de 12,5, 25 e
50 pM. Dados representados por média + EPM. #p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo quando

comparado ao grupo controle e *p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado ao
grupo controle positivo; ANOVA One-way, teste de Tukey.
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Fonte: Autor (2019).

5.4 Determinacéo da producéo de TNF-a

A figura 9 demonstra os resultados obtidos com relacdo a determinacdo da producéo
do TNF-a, onde observa-se uma diminuicdo na producdo de TNF-a, nas culturas de
macrofagos estimulados com LPS + IFN-y, pela dexametasona (10 uM), e pelo NSM nas
dosagens em todas as concentracOes testadas quando comparadas ao grupo positivo.

Figura 9 — Inibicdo da produgdo de TNF-a em macrdfagos peritoneais de camundongos da linhagem

C57BL/6, apobs ativagdo com LPS + INF-y, tratamento com NSM nas concentragdes de 12,5, 25 ¢ 50 uM. Dados
representados por média + EPM. #p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado ao
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grupo controle e *p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado ao grupo controle
positivo; ANOVA One-way, teste de Tukey.
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Fonte: Autor (2019).

5.5 Determinacao da producéo de IL-1§

No grafico que demonstra a determinagdo da produgdo de IL-1pB, representado na
figura 10, estdo demonstrados os resultados obtidos nas culturas de macré6fagos estimulados
com LPS + IFN-y, onde o NSM, em todas as concentra¢des testadas, conseguiu reduzir de
forma significativa, os niveis de IL-1p.

Figura 10 — Inibig8o da producédo de IL-1B em macrofagos peritoneais de camundongos da linhagem
C57BL/6, apds ativagdo com LPS + INF-y, tratamento com NSM nas concentragdes de 12,5, 25 e 50 pM. Dados
representados por média + EPM. #p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado ao

grupo controle e *p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado ao grupo controle
positivo; ANOVA One-way, teste de Tukey.
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5.6 Determinacéo da producéo de PGE2

A figura de numero 10, demonstra a acdo do NSM e da dexamentasona, na tentativa
de reversdo de niveis elevados de PGE>, as trés concentragdes do NSM que foram testadas

obtiveram resultados significativo.

Figura 11 — Inibicdo da producdo de PGE; em macrdfagos peritoneais de camundongos da linhagem
C57BL/6, apobs ativagdo com LPS + INF-y, tratamento com NSM nas concentragdes de 12,5, 25 ¢ 50 uM. Dados
representados por média + EPM. #p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado ao
grupo controle e *p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo quando comparado ao grupo controle
positivo; ANOVA One-way, teste de Tukey.



11004 —I

10004

900 4

800

700

600 4

5004

PGE, (pg/ml)

400

300+

2004

1004

—

HHtH

Controle

Fonte: Autor (2019).

LPS + IFN 4

12,5

25

50

NSM (BM)

Dexa 10 gM

43



44

6 DISCUSSAO

A inflamag&o é uma resposta do organismo que pode ser desencadeada por diversos
estimulos e que estd associada a doengas crbnicas como cancer, diabetes, doengas
cardiovasculares entre outras, em combate a essa patologia, € empregado o uso de AINEs, que
por sua vez, sdo farmacos que estdo associados a toxicidade prolongada e sangramentos
gastrointestinais, dessa forma, uma alternativa para o combate dessa patologia, é o
desenvolvimento de novos compostos com base na modificagdo estrutural molecular
(AGUIAR, et al., 2017).

Os AINEs sdo uma das classes de medicamentos mais consumidas no mundo, exercem
seus efeitos pela inibicdo da COX (COX-1 e CO-2), que é responsavel pela conversdo do
acido araquidénico em prostaglandinas, tamboxanos e prostaciclinas (GUNTER, B. R., et al.
2017). A COX-1 ¢ constitutiva e desempenha o papel de protecdo da mucosa gastrica e na
hemostasia plaquetaria, enquanto a COX-2 é considerada induzivel por citocinas pro-
inflamatdrias e fatores de crescimento, desempenhando um papel mais importante na dor e
inflamacdo mediadas pela prostaglandina (GUNTER, et al. 2017; WONGRAKPANICH et al.,
, 2018).

O uso crbnico de AINEs, inibidores de COX-1 e COX-2, estdo correlacionadas a
lesBes da mucosa gastrointestinal, AINEs com maior afinidade pela COX-2 devem ter menos
toxicidade gastrointestinal, porém, os inibidores de COX-2 estdo associados a um risco
aumentado de eventos cardiovasculares, e considerando a toxicidade significativa de AINEs, é
de grande importancia e necessidade urgente o desenvolvimento de novos farmacos anti-
inflamatorios (DRINI, 2017; L1, et al., 2016)

Os farmacos possuem estruturas moleculares com arranjos quimicos preciosos e
através de compostos comercialmente ativos, sdo construidos utilizando reagdes sequenciais,
onde a sintese é realizada seguindo etapas e operacGes especificas como combinacdo de

produtos, separacao e purificagdo de compostos (HAWKINS, 2015).

LIAO, et al. (2016), ressalta que os produtos naturais tem sido utilizado como
compostos no desenvolvimento de novas drogas, seu trabalho, faz referéncia a importancia da
sintese quimica e modificacdo estrutural objetivando o melhoramento das atividades

bioldgicas e fisico-quimicas de produtos naturais.
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LI, et al. (2016), apresentou em seu trabalho uma experiéncia exitosa na sintese de um
novo composto farmacologico, onde foi sintetizado um derivado de salicilato com fracGes de

piperazina, que foram testados em ensaios in vivo, apresentando atividades anti-inflamatorias.

Frente a isso, o Nitro-Salicilato de Metila, € uma molécula inédito que foi planejada e
sintetizada, objetivando a criacdo de uma molécula com a adicdo de um radical nitrocomposto
ao salicilato de metila, visando melhoramento dos efeitos anti-inflamatérios, aumento da
afinidade pela enzima COX-2 como observado na nimesulida, diminui¢cdo dos efeitos
colaterais como os caracterizados pelos salicilatos e seus derivados e diminuigcdo de eventos
cardiovasculares correlacionados a inibidores seletivos de COX-2. Ainda, essa é uma
molécula intermediaria para a criacdo de um outro composto visando uma reacdo entre 0

NSM e a salicilamina.

Devido o Nitro-Salicilato de Metila ser uma molécula inédita, e ndo haver estudos
sobre sua toxicidade, antes de ser utilizado para os testes de Oxido nitrico, citocinas e
eicosandides, foi realizado o ensaio de citotoxicidade para avaliar o potencial citotdxico dessa

molécula, para isso, foi escolhido o ensaio de MTT elaborado por Mosmann (1983).

Este teste tornou-se padrdo ouro para ensaio de viabilidade celular desde sua
elaboracdo por Mosmann na década de 80, onde a viabilidade é medida através da reducédo do
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT), principalmente pelo NADH em
cristais de formazan insolUveis de coloracdo roxa, posteriormente € utilizado solventes
organicos para dissolver o cristal e medido a absorbancia para determinar a viabilidade das
células (TONDER; JOUBERT; CROMARTY, 2015; XU; McCANNA,; SIVAK, 2015).

RISS et al. (2016), ressalta que, o de MTT foi o primeiro teste de viabilidade celular
homogéneo para um formato de 96 pocos adequado para triagem e possuindo um alto
rendimento, sendo amplamente adotado e utilizado em laboratérios, como demonstrados em

diversos artigos publicados.

ABBAS, et al. (2017), demonstra que pro-farmacos macromoleculares de acido
salicilico e aspirina, que sdo derivados de salicilatos, ndo possuem efeitos citotoxicos em
concentracdes de 2 a 10 UM em até 24 horas. Outro trabalho que mostra a seguranca dos
derivados de salicilato, é o de L1, et al. (2016), que sintetizou compostos derivado de salicilato

com fracgOes de piperazina, ndo apresentando citotoxicidade em concentragdes baixas.
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O teste de MTT realizado para avaliar a citotoxicidade celular, foi fundamental nesse
trabalho, contudo o NSM ndo apresentou efeitos citotoxicos nas concentragdes abaixo de 300
UM, esse teste foi importante para identificar uma dosagem segura para realizacdo de testes
posteriores de dosagem de dxido nitrico, citocinas e eicosanoides. No entanto, para realizacéo
dessas dosagens, os macrofagos foram estimulados e depois serem tratados com o NSM, as
substancias utilizadas na estimulagdo dessas células foram LPS e INF-y.

Quanto ao lipopolissacarideo bacteriano ou LPS, trata-se de uma substancia indutora
da producdo de mediadores inflamatdrios, como o 6xido nitrico, que é sintetizado através da
inducdo da iINOS por LPS, repercutindo em um processo inflamatorio, esse sistema tem sido
utilizado para realizacdo de testes in vitro com moléculas candidatas anti-inflamatorias
(TAIRA, 2012).

Esse modelo possibilitou a realizagdo do teste de inibicdo de producdo do 6xido nitrico
do composto NSM, onde podemos observar uma diminuigdo significativa nas trés
concentracdes testadas em relacdo ao grupo controle positivo tratado somente com LPS +
INF-y, ainda, podemos observar que a diminuicdo do nitrito pelo NSM foi maior na
concentragdo de 50 uM que nas outras dosagens, tendo uma redugdo parecida ao da droga

padréo testada, a dexametasona.

O efeito na diminuic¢do do nitrito pelo NSM pode ser explicado pela preservacdo do
efeito anti-inflamatorio presente nos salicilatos, visto que o composto testado é derivado dos
dessa classe assim como o &cido acetilsalicilico. Os salicilatos sdo compostos que possuli
poténcia anti-inflamatoria semelhante a aspirina, assim como seus derivados (ZHANG, et al,
2006; LI, et al., 2016). Apds o teste de dosagem de 6xido nitrico, foi realizado a dosagem de
citocinas, mais especificamente o TNF-a e a IL-1p.

A citocina TNF-a ativa vias inflamatdrias em macréfagos e células infectados nas
proximidades através de mecanismo autdcrino ou parécrino, € uma citocina que se liga a
receptores de membrana citoplasmaticas e ativa vias de transducdo de sinais, como a do NF-
kB, controlando a expressdo de génica, age na regulacdo de células imunes e esta envolvida
na ativacdo de cascatas de reacOes inflamatorias sistémicas (SALIM; SERSHEN; MAY,
2016; PARKER, et al., 2016; PUI, et al., 2013).

Os resultados demonstram o efeito inibidor promovido pelo NSM sobre o a producao

da citocina TNF-a, sendo que as concentracdes de 25 e 50 uM (***p<0.001), foram mais



47

eficazes na reducdo que a contragdo de 12,5 uM (*p<0.005), demonstrando assim um efeito
concentracdo dependente, a droga padrdo dexametasona, também apresentou um resultado

significativo quando a reducdo do TNF-a.

LI, et al. (2016), realizou uma sintese de compostos derivados do salicilato de metila,
onde dois desses apresentaram uma inibicdo da producdo de TNF-o. em macrofagos
estimulados com LPS + INF-y, sugerindo que esses achados exercem efeitos anti-
inflamatorios, suprimindo a producdo de fatores pré-inflamatdrios, o que pode explicar
parcialmente suas atividades anti-inflamatérias in vivo, de forma analoga podemos inferir que
0 NSM pode estar inibindo esta via de ativacdo que leva a producdo de TNF-a, exercendo

desta forma, seu efeito anti-inflamatério.

Assim como 0 TNF-a, que possui um papel importante nas doengas inflamatdrias, a
IL-1B, é considerada uma citocina pro-inflamatoria, que age regulando diversos aspectos das
respostas imunes e inflamatorias, importante destacar que a IL-1B, em niveis elevados podem
causar danos teciduais nos locais da inflamacdo (ZHANG, et al., 2015; ZHANG, et al., 2011).

Na figura 10, pode-se observar que as trés concentracdes testadas do NSM obtiveram
resultado inibidor da produgéo de IL-1B, novamente, assim como no grafico do TNF-a, houve
uma reducgdo concentracdo dependente onde a concentracdo mais alta testada obteve um
melhor efeito. No entanto, ndo temos embasamento para saber qual 0 mecanismo que 0 NSM
esta conseguindo inibir a producdo de citocinas.

Nos testes de producdo de éxido nitrico, TNF-a e IL-1B, o NSM reduziu de forma
significativa esses mediadores, um possivel mecanismo de acdo da molécula testada, pode ser
explicado por DIAZ-GONZALEZ E SANCHEZ-MADRID (2015), onde relatam que a acg&o
anti-inflamatoria de alguns AINEs, incluindo os salicilatos, pode estar correlacionada a a¢Ges
inibidoras do NF-kB, sendo esse, indispensavel no controle induzivel de expressao de genes
envolvidos na codificacdo de iINOS que é importante para a producdo de Oxido nitrico e

codificagdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e IL-1p).

O Oxido nitrico e as citocinas sdo mediadores que possuem papeis importantes
envolvidos na inflamagéo, outra classe de mediadores importantes nessa patologia sdo os

conhecidos como eicosandides como a prostaglandina Eo.

A PGE>, possui um papel importante na inflamacéo, e é sintetizada pela enzimas COX

(COX1 e 2), que transforma &cido araquidénico em prostaglandina, em especial, a inducéo de
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COX-2 faz parte da resposta inflamatéria provocada pelo LPS quando o mesmo estimula
receptores tipo TLR4, dando inicio a uma cascata de rea¢fes que resultardo na liberacdo de
fatores citotoxicos relacionados ao sistema imunologico, como COX, e citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a, IL-1B) (ZHANG, et al., 2015).

Devido o NSM ser um derivado dos salicilatos, teve sua acdo anti-inflamatdria
preservada mesmo depois da sintese, bem como acontece com um medicamento bastante
conhecido, o &cido acetilsalicilico (Aspirina), um AINE inibidor das enzimas COX-1 e 2

como mecanismo de agéo.

DANIELS, et al.,, (2016), relatam que os AINEs inibem a COX impedindo a
conversdo do acido araquiddnico em eicosandides, ocorrendo uma diminuicdo da sintese de
prostaglandinas pré-inflamatorias. Sendo esse 0 mecanismo mais provavel pelo qual o NSM

conseguiu reduzir a producéo de PGEa.

Dessa forma, fica evidente que o planejamento de sintese de pode ajudar no
desenvolvimento de novas moléculas, objetivando o melhoramento molecular e
farmacoldgico, como ocorreu com o NSM, como descrito antes, a adicdo do nitrocomposto a
molécula de salicilato de metila, visou aumento da afinidade pela enzima COX-2, diminuicao
dos efeitos colaterais e diminuicdo de eventos cardiovasculares correlacionados a inibidores
seletivos de COX-2.
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7 CONCLUSAO

O NSM ¢ uma molécula que foi criado a partir de uma reacdo de nitracdo onde um
grupo nitrocomposto foi introduzido na molécula do salicilato de metila preferencialmente na
posicdo meta ao grupamento éster e para ao grupamento hidroxila, processo chamado de
nitracdo régio elétrica levando a formacdo do NSM. O teste de viabilidade celular em
macrofagos RAW 264.7, possibilitou afirmar que o NSM ndo demonstra citotoxicidade em
concentragdes inferiores a 300 uM. Possui atividade anti-inflamatoria e efeito inibidor sobre a
producdo de importantes mediadores inflamatérios como NO, TNF-o, IL-1p e PGE,
analisados através de testes em culturas de macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6.
Contudo, o NSM demonstrou ter um potencial efeito anti-inflamatorio, possivelmente, através
da inibicdo da enzima COX, porém, com resultados mostrando também evidéncias de uma
atividade independente da COX. No entanto, mais estudos devem ser realizados afim de
identificar o mecanismo de acdo pelo qual o NSM consegue exercer seu efeito anti-

inflamatorio.
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