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O presente trabalho procurou avaliar a participagéo da ciclooxigenase-1 (COX-1) nos modelos
de edema d e pata e edema de orelha em camundongos, utilizando o Valeril salicilato, um inibidor da
COX-1, como ferramenta farmacologica.

De acordo com os resultados obtidos, a inibicdo da COX-1, promove uma reducdo no edema
de pata formado na primeira fase do edema (nas primeiras 4 horas apdés a inje¢cdo de carragenina),
bem como outros inibidores, indometacina e o inibidor seletivo para a COX-2, celecoxib. Entretanto,
em 48 horas apds a injecdo de carragenina, apenas 0s animais tratados com o valeril salicilato,
apresentaram um aumento significante do edema formado. Os resultados demonstram que, para que
este evento ocorra, além da inibicdo da COX-1, ha a participacdo da via da lipooxigenase e do 6xido
nitrico.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a participagdo da COX-1 nos modelos de

edema de pata e edema de orelha em camundongos utilizando o valeril salicilato

(VS), um inibidor da enzima COX-1, como ferramenta farmacoldgica. Foram

avaliadas ainda, a participa¢éo da via do 6xido nitrico e da lipooxigenase.

Os resultados deste estudo demonstraram que:

O tratamento prévio com VS reduziu significativamente o edema de
orelha induzido por acido araquidénico (AA), sem apresentar 0 mesmo
efeito no edema de orelha induzido por éleo de créton (OC), enquanto
gue o celecoxib, ao contrario, reduziu significativamente o edema de
orelha induzido por OC sem alterar a resposta edematogénica ao AA;
O tratamento profilatico com VS foi capaz de reduzir o edema de pata
formado na primeira fase (0 - 4horas ap0s a inje¢do de carragenina),
sendo o mesmo efeito observado com o celecoxib (inibidor seletivo da
COX-2) e com a indometacina (inibidor ndo seletivo). Entretanto, em 48
horas apenas os animais tratados com VS, apresentaram um aumento
no edema;

A injecdo de PGE; (30 nmol/pata), cinco minutos antes da injecéo de
carragenina, reverteu o efeito do VS nas duas fases do edema de pata.
Da mesma maneira, a inje¢cdo de L-ARG (15 nmol/pata), também foi

capaz de reverter o efeito do VS em ambas as fases;



O tratamento com o inibidor da 5-lipooxigenase, REV5901 e associagao
com o VS foi capaz de reverter o edema formado em 48 horas.

Em conjunto os resultados sugerem que:
A inibicdo da COX-1 antes do inicio do processo, pode promover uma
alteracdo da resposta normal a carragenina, retardando o processo de
resolugdo do edema, porém este ndo € um efeito especifico do VS,
uma vez que o tratamento com &cido acetilsalicilico, salicilato de sédio
e SC560 apresentaram o mesmo perfil.
A injecdo de PGE; na pata dos animais reverte o efeito do VS em
ambas as fases sugerindo que, por ser constitutivamente expressa, as
PGE; derivadas da COX-1 sao responsaveis pelo inicio do processo
inflamatario.
O oxido nitrico pode participar, de alguma forma, na modulacdo da
atividade da COX, uma vez que, a inje¢ao de L-ARG (15 mmol/pata) foi
capaz de reverter o efeito do VS em ambas as fases.
Por fim, os resultados demonstraram que o edema ocasionado em 48
horas pode ter a participacéo ainda da lipooxigenase, pela producao de
leucotrienos, uma vez que o inibidor da lipooxigenase REV5901, foi

capaz de reduzir o edema formado neste intervalo.



SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of valeryl salicylate (VS), a COX-1
inhibitor, in the early and late paw edema and early ear edema in mice. In parallel, it
was also contribute to understanding of COX-1 involvement in these inflammatory
process.
The results of this study demonstrated that:
The prophylactic treatment with VS significantly reduced the ear edema
induced by arachidonic acid (AA), without affect in edema induced by CO. In
contrast, celecoxib reduced significantly edema induced by OC, without modify
the response to AA.
The previous treatment with VS, celecoxib and indomethacin was able to
reduce paw edema formed in the early phase (0 — 4 hrs after carrageenan
injection). However, in the late phase (48 hrs after carrageenan injection), only
the animals treated with VS showed an increase in edema in comparison with
control. The same effect was observed for other inhibitors, such as AAS and
SC560.
The PGE2 injection, 5 min. before the carrageenan injection, reverted the
effect of the VS in early phase of paw edema. In the same way, the injection of
L-ARG was also able to revert the effect of VS. These results indicated that the

COX-1 enzymatic activity at early, was very important to late phase.



The concomitant treatment with 5-LOX inhibitor, REV5901 and VS was able to

revert edema formed in the late phase.

These results indicate that:
The opposite effects demonstrated by VS and by celecoxib on ear edema
induced by AA and CO suggest the involvement of COX-1 in this process.
The inhibition of COX-1 observed in the early phase suggests suppression of
PGE2 production and its involvement in paw edema formation. However, the
inhibition of the COX-1 by VS and other inhibitors delays the process of paw
edema resolution, as observed in the late phase.
The injection of PGE2 in the paw of the animals reverts the effect of the VS at
early phase. NO can participate, of some way, in the activation of COX-1,
since the injection of L-ARG was able to revert the effect of VS, similarly
observed to PGE2. These results indicated that the COX-1 enzymatic activity
at early, was very important to late phase.
Finally, the results demonstrated that edema caused in 48 hours, could also be
due to leukotriens produced by LOX, since the 5-LOX inhibitor, REV5901, was

able to reduce the edema formed in this interval.
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1. INTRODUCAO

Em 1930, dois ginecologistas americanos, Kurzok e Lieb, observaram que o
Gtero humano relaxava ou contraia fortemente quando exposto ao sémen humano.
Alguns anos mais tarde, Goldblatt na Inglaterra, relatou que o sémen humano
possuia um fator que reduzia a pressao sangliinea e estimulava a musculatura lisa.
No mesmo periodo, von Euler na Suécia, fazendo um estudo completo da ocorréncia
do composto P, um peptideo que ele havia descoberto poucos anos antes, relatou
gue, no sémen, nos extratos de prdstata ou de vesiculas seminais de macacos e de
carneiros havia um fator lipossoluvel diferente do seu composto P, que promovia
uma forte diminuicdo na pressdo sangulinea e também estimulava a musculatura lisa,
denominando-o entdo de prostaglandina (para revisédo ver Bergstréom, 1982).

Mais de vinte anos se passaram antes da demonstracdo de que as
prostaglandinas eram de fato uma familia de compostos Unicos, formados por vinte
carbonos, sendo semelhantes aos acidos graxos essenciais. A estrutura de dois

destes compostos, chamados de prostaglandina E; (PGE;) e prostaglandina Fi,

(PGF1,) foram esclarecidas em 1962 (Samuelsson, 1982).



1.1 Biossintese de prostaglandinas e leucotrienos

O mecanismo de biossintese de prostaglandinas e leucotrienos foi esbogcado
em 1967 por Hamberg e Samuelsson. A principal caracteristica no mecanismo
proposto foi a formacdo de perédxidos biciclicos (endoperdxidos) como produtos
iniciais da oxigenacdo dos &cidos graxos poliinsaturados (para revisdo ver
Samuelson, 1982).

O passo inicial para a sintese de prostaglandinas e leucotrienos € a formagéao
de acido araquiddnico (AA), derivados de diferentes fontes dietéticas ou através da
catélise de fosfolipideos de membrana, mediada pelas diferentes formas da enzima
fosfolipase A, (PLA2). O AA é entdo metabolizado principalmente pelas vias das
enzimas ciclooxigenase (COX), também conhecida como prostaglandina H sintase
(PGHS), pela via da lipooxigenase (LOX) originando seus derivados, prostaglandinas
e leucotrienos, respectivamente.

As lipooxigenases séo classificadas de acordo com a posi¢cdo em que ocorre a
oxidagdo do &cido araquidénico. Embora existam trés isoformas em mamiferos, 5-
lipooxigenase, 12-lipooxigenase e 15-lipooxigenase, a primeira € a forma mais
importante do ponto de vista biolégico. E encontrada principalmente em células de
origem mieldide, como leucécitos polimorfonucleares, macrofagos, eosinofilos,
mastocitos, monaocitos, basdfilos, e linfocitos B, que estdo envolvidos em reacgdes
imunolégicas e nos processos inflamatérios. A enzima 5-lipooxigenase catalisa o
passo inicial para a sintese de leucotrienos, convertendo o 4cido araquiddénico em
uma molécula estereoespecifica, o acido (5S)-trans-5,6-oxido-7,9-trans-11,14-cis-

eicosatetraendico, através da remocdo do hidrogénio localizado no carbono-7 e da



insercdo de oxigénio molecular no carbono-5 da estrutura do &cido araquidénico.
Esta molécula é denominada de acido 5 - hidroperoxieicosatetranoico (5-HPETE).
Esta mesma enzima também catalisa a remoc¢do de um hidrogénio, formando um
epoxido instavel, leucotrieno A4 (LTA,). A conversdo do LTA; a um potente agente
guimiotético, o leucotrieno B4 (LTB,), é catalisada pela enzima leucotrieno A4
hidrolase, enquanto que a conjugagao do LTA, com a glutationa reduzida para
formar LTC, € catalisada pela enzima leucotrieno C, sintase. A enzima ¢
glutamiltranspeptidase catalisa a conversdo de LTC, para LTD, através do
tripeptideo conjugado, glutationa, para um dipeptideo conjugado, cisteinilglicina. O
LTD4, é biologicamente mais potente que o LTC4. A enzima LTD, dipeptidase
converte LTD, para LTE4. LTC4 LTDs e LTE4, s@o também denominados de
peptidoleucotrienos ou cisteinil-leucotrienos (Bertolini et al., 2001).

As isoformas da COX catalisam a conversdo do &cido araquidbnico a
prostaglandina H, (PGH) utilizando duas moléculas de O, e dois elétrons. Este é o
passo comprometido com a formacdo de prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos. As isoformas da COX catalisam duas reacdes separadas incluindo
uma reacgao de ciclooxigenase em que o AA é convertido a prostaglandina G, (PGGy)
e uma reacéo de peroxidase em que a PGG; formada sofre uma redugdao em dois
elétrons para originar PGH,. Estas rea¢fes ocorrem em locais fisicamente distintos,
mas interativos, localizados no interior da enzima COX (Garavito e Dewitt, 1999;
Yedgar et al, 2000; Thuresson et al., 2001). Uma vez formada, a PGH, sofre a acao
de isomerases e redutases, onde dara origem as prostaglandinas das séries E, F, D,

tromboxanos e prostaciclinas (Figura 1).
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Figura 1.Sintese de PGH; pela COX ou PGH sintase (PGHS) a partir do acido araquidénico e formacao de

outros prostandides (Goodwin et al.,1999).



1.2 Isoformas da enzima ciclooxigenase ou prostaglandina H sintase

A enzima COX foi isolada em 1976 e clonada em 1988 (DeWitt et al., 1988).
Possui um peso molecular de 71 kDa, e é encontrada em grandes concentragdes
no reticulo endoplasmatico de células formadoras de prostanéides (Smith, 1986).
Contém duas atividades enzimaticas: a ciclooxigenase que adiciona duas
moléculas de oxigénio ao acido araquiddnico para formar PGG,, e a atividade de

peroxidase que reduz a PGG, em dois elétrons, formando PGH..

Nos anos 90, estudos biol6gicos demonstraram um aumento na atividade
desta enzima em uma variedade de células expostas a endotoxinas bacterianas,
citocinas pro-inflamatérias, fatores de crescimento, horménios e promotores de
tumor. Foi descoberto entdo, que esta resposta requeria sintese de novas
proteinas e era sensivel a inibicdo por corticoides. Esta observacao deu énfase ao
conceito de que poderia existir uma atividade constitutiva da COX, mediada pela
primeira isoforma - COX-1, e uma atividade induzida, subsequentemente referida

como COX-2 (O’Bannion, et al, 1991).

Das isoformas da COX conhecidas, somente trés delas possuem sua
estrutura tridimensional caracterizada: COX-1 de ovinos, COX-2 recombinante de
humanos e COX-2 recombinate de camundongos. Todas as trés estruturas
revelam a completa forma dimérica destas enzimas (Figura 2) (Garavito e DeWitt,

1999).

COX-1 e COX-2 originarias da mesma espécie apresentam cerca de 60 —

65% em sua sequéncia de identidade, embora a similaridade destas isoformas



entre diferentes espécies animais varie de 85 — 90%. COX-1 possui 576 e a COX-
2 587 amino&cidos em suas constituicdes. Ambas estdo presentes na superficie
do reticulo endoplasméatico e nas superficies interna e externa da membrana
nuclear. As maiores diferencas entre as estruturas primarias das isoformas da
COX ocorrem em quatro areas distintas (Figura 2). Primeiro, ambas as enzimas
possuem sinais peptidicos de comprimentos variaveis. Segundo, ha uma insercao
de 18 aminoé&cidos na porcdo C-terminal da COX-2 que ndo estd presente na
COX-1. Terceiro, diferencas substanciais entre as duas isoformas foram
encontradas no dominio de ligagdo a membrana (DLM) (Spencer et al., 1999),
embora nenhuma explicagdo para as consequéncias deste fenémeno seja
conhecida. Finalmente, a COX-1 é N-glicosilada em trés locais, enquanto que a

COX-2 é glicosilada variavelmente em dois a quatro locais (Garavito et al., 2002).

Outras diferencas estruturais entre as isoformas da COX que determinam a
interacdo com antiinflamatorios ndo esterdidais (AINEsS), sdo a presenca de
isoleucina na posi¢édo 523 na COX-1 e de valina (que € menor em um grupo metil)
na COX-2. Uma molécula menor (valina) na COX-2 deixa uma abertura na parede
do canal, permitindo acesso a uma “bolsa lateral”, sendo sitio de ligagdo de muitas
drogas seletivas. Por ser estruturalmente maior, a isoleucina na posi¢cao 523 na
COX-1 é suficiente para bloquear 0 acesso a esta “bolsa lateral” (Wong et al,1997;
Lanzo et al, 1998; Hawkey, 1999; Marnett e Kalgutkar, 1999; Bertolini et al.,

2001).

Apesar destas diferencas, o sitio catalitico da COX, o ligante heme, sitio de

acetilacédo da aspirina, estdo conservados na COX-2 (Tir371, His374 e Ser530). O



dominio para o fator de crescimento endotelial permanece também conservado

entre as isoformas da COX.

Figura 2. Estrutura da COX-1 de ovinos, demonstrando a relagdo entre o
grupamento heme (vermelho), sitio de ligagcao para o flurbirprofeno (amarelo). O
dominio para o fator de crescimento endotelial (EGF), dominio de ligacdo a
membrana e dominios cataliticos em verde, amarelo ouro e azul respectivamente
(Garavito e DeWitt, 1999).

1.2.1 O sitio ativo da ciclooxigenase

O &cido araquidodnico (AA) é orientado no interior do sitio ativo da COX em
uma conformacgao em “forma de L". A por¢cao apical do substrato se liga de modo
gue o radical carboxil interage com o grupamento guanidina da Arg120. Carbonos
7 - 14 do &cido araquiddnico adquirem uma conformacdo em “S” que circunda a

cadeia lateral da Ser530 (o residuo acetilado pela aspirina). Nesta conformacao o



AA estd posicionado de modo que o carbono 13 € orientado a uma posi¢ao
proxima ao oxigénio fendlico da Tir385, um hidrogénio é retirado para iniciar a
reacdo de ciclooxigenase. Além disso, o carbono 11 esta posicionado acima de
uma pequena bolsa, circundada pela Val349, Ala527, Ser530 e Leu531, de
maneira que o O, proveniente da camada lipidica possa migrar (Malkowski et al.,
2000). A porcdo w-terminal do AA (carbonos 14 - 20) se liga ao encaixe
hidrofébico acima da Ser530, onde é estabilizado pela Phe205, Phe209, Val344,
Phe381 e Leu534. O AA faz um total de 48 ligacdes de van der Waals e duas
ligagdes hidrofilicas com 19 residuos no sitio ativo do canal da COX (Malkowski et
al., 2000).

Embora a COX-1 sintetize primariamente a PGG,, também ha a producdo em
concentracdes pequenas, mas significantes, de acido 11-R-hidroperoxi-(5Z, 82, 12
E, 13 Z)-eicosatetrandico (11R-HPETE) e acido 15-hidroperoxi-(5Z, 82, 12E, 13Z)-
eicosatetranodico (15R-HPETE e 15S-HPETE). A cinética de formacgédo destes
produtos sugere que o AA pode adotar no minimo quatro conformacgdes diferentes,
mas cataliticamente competentes no sitio ativo da COX (Thuresson et al., 2000).
Por fim, a atividade peroxidase reduz o grupamento 15-hidroperdoxido da PGG,
produzindo PGH, (Smith et al., 1996). A PGH,, por sua vez sofre agao de outras
sintases e isomerases para formar as prostaglandinas das séries E, F, D,

tromboxanos e prostaciclinas.



1.3 Inducgédo da COX-1 e COX-2

A COX-1 é expressa em muitas células de mamiferos. Vérios estudos
indicam evidéncias convincentes de que a expressao e o nivel celular da enzima
COX-1 sao regulados por ésteres de forbol biologicamente ativos como phorbol-
12-myristate-13-acetate (PMA) em HUVEC, células MC3T3-E1 e células epiteliais
de traguéias de rato; por soro em células MC3T3-E1, por fator de crescimento
tumoral-b (TGF-b) em células MC3T3-E1; por prostandides (PGF.,, PGE,, e
iloprost) em células MC3T3-E1 e por oncogenes (Mos, Src, Abl, Fes) em células
NIH3T3 (Pilbeam et al., 1993; Wu, 1995). Estas diferencas podem estar
relacionadas & diferentes células utilizadas nos experimentos e, além disso,
poderiam ser atribuidas a dificuldade na determinacdo quantitativa do pequeno
aumento dos niveis do RNAmM na COX-1. Entretanto, nos relatos onde foi
observado um aumento significante na expressdo da COX-1, ha um conceito de
que a inducdo da COX-1 é diferente da inducdo da COX-2. Primeiro, a magnitude
de indugcdo da COX-1 é somente de duas a trés vezes maior do que 0s niveis
basais, sendo com isso, menor do que a da COX-2. Segundo, a inducdo da COX-
1 é evidente em cerca de uma hora ap6s a adicdo do agente indutor, com picos
gue variam entre quatro e seis horas chegando até vinte e quatro horas. Terceiro,
em contraste com a super indugdo da COX-2, a cicloheximida suprime a
expressao da COX-1. Estes achados indicam que ambas as isoformas da COX
sdo indutiveis, mas 0s mecanismos que levam a inducdo sédo diferentes (Wu,

1995).



COX-2 é mais seletivamente distribuida nos tecidos de mamiferos que a
COX-1, que esta presente em quase todos os tecidos e células. COX-2 se
encontra expressa primariamente em macrofagos, células endoteliais, fibroblastos
e células da musculatura lisa. Células quiescentes, normalmente expressam ou
niveis muito baixos de COX-2 ou ndo expressam esta enzima. Estudos em muitos
tipos celulares em varias espécies animais e em humanos tem demonstrado,
invariavelmente, que a COX-2 é fortemente induzida por citocinas, fatores de
crescimento, horménios e oncogenes. O RNAm expresso nestas células é de 4,0
— 4,5 Kilobases (Kb), que é maior que o da COX-1 (2,7 Kb). Esteres de forbol
como PMA, segundo relatos, sado capazes de induzir COX-2 em fibroblastos NIH
3T3, em células de roedores 3T3 (Kujubu e Herchmann, 1992), linhagem celular
de osteoclastos MC 3T3-E1 (Pilbeam et al., 1993), células endoteliais de veias
umbilicais de humanos (HUVEC) (Hla e Nielson, 1992) e células epiteliais de

traquéia de ratos (Wu, 1995).

A magnitude da inducéo foi de 3 vezes em HUVEC a > 50 vezes além dos
niveis basais em fibroblastos de roedores. A inducéo é rapida (aprox. 30 min apés
adicdo dos agentes indutores), com picos em aproximadamente 4 h, e apos 24 h.
Interleucina-1 (IL-1) tem sido relatada por induzir a expressao de COX-2 em
monadcitos humanos (O’Banion et al., 1992), células endoteliais (Hla e Nielsen,
1992) e células mesangeais de ratos (Wu, 1995) de maneira semelhante ao PMA.
Vérios relatos indicam que lipopolissacarideos (LPS) séo capazes de induzir a
expressdo de COX-2 em macrofagos aoveolares de coelhos (Ristimaki et al.,

1994), macrofagos aoveolares de roedores e HUVEC, de maneira similar a



descrita acima para o0 PMA. A inducdo da COX-2 por PMA, IL-1, fatores de
crescimento e oncogenes é aumentada por cicloheximida que esta relacionada

com o conceito de que a COX-2 é resposta de um gene primario (Wu, 1995).

Hormonios gonadotropicos, segundo relatos, induzem COX-2 em células da
granulosa in vitro e in vivo em ratos de maneira similar a relatada acima. A
indugdo da COX-2 possui importancia fisiolégica na ovulacdo. Analogos do AMP
ciclico sdo capazes de induzir COX-2 em linhagens celulares de osteoblatos
MC3T3-E1, sugerindo o envolvimento da proteina quinase A na indugédo da COX-
2. Demais estudos demonstram que PGF,, e analogos estaveis da prostaciclinas
como iloprost sdo também indutores da expressdo da COX-2 indicando um
feedback positivo (Pilbeam et al., 1993). Com isso pode-se concluir que a indugéo
da COX-2 é mediada por um complexo sinal transducional envolvendo no minimo

proteinas quinases C e A (Wu,1995).

A hipétese original sobre o papel destas isoformas da COX propde que a
COX-1, que é constitutivamente expressa em muitos tecidos, regula muitas
funcbes fisiologicas através da liberacdo de prostaglandinas (PGs) (Pairet e
Engelhardt, 1996). A COX-2, ao contrario, por ser constitutivamente expressa em
baixos niveis em alguns tecidos e ser induzida por citocinas pro-inflamatérias,
endotoxinas, mitdgenos, promotores de tumor e ainda PGE, e fator ativador de
plaquetas (PAF) (Akarasereenont et al.,1994; Hemple et al., 1994; Arias-Negrete
et al.,, 1995; Nantel et al., 1999), seria responsavel por conduzir 0 processo

inflamatdrio ou teria participacdo em estados patologicos (Chan et al., 1994; Pairet



e Engelhardt, 1996). De acordo com este papel para COX-1 e COX-2, foi sugerido
gue a inibicéo seletiva da COX-2 poderia ser um alvo relevante para a atividade de
drogas antiinflamatérias desprovido dos tipicos efeitos adversos dos
antiinflamatérios tradicionais (Vane, 1994; Masferrer et al., 1994; Lane, 1997;

Bjarnason et al., 1997; Vane e Botting, 1998).

1.4 Relacédo entre a ciclooxigenase e o 6xido nitrico

Oxido nitrico sintase (NOS) catalisa a conversdo de L-arginina a 6xido
nitrico (NO) e L-citrulina. O NO possui um papel importante em muitas condi¢cdes
fisioldgicas e patoldgicas (Marletta, 1993). E um potente mediador que mantém a
homeostasia por agir sobre plaguetas e ténus vascular, age como um
neurotransmissor com fungbes no sistema nervoso central e periférico e um
agente imunomodulador ndo especifico participando no controle da invasdo de
microorganismos e tumores. Possui uma isoforma induzida (NOSi ou NOS-2) e
duas isoformas constitutivas (NOSc), sendo uma neuronal (NOS-1) e a outra
endotelial (NOS-3). Em varias condi¢cfes fisiologicas e patoldgicas, o NO e
prostandides trabalham de forma cooperada. Por exemplo, NO e prostaciclinas
agem sinergisticamente na via do GMPc e AMPc, respectivamente, para inibir a
ativacdo de plaquetas, agregacdo e relaxamento do tbnus vascular, assim

mantendo o fluxo sangliineo e a tonicidade vascular normais (Wu, 1995).

Relatos indicam que a COX-2 e NOSI sao expressas simultaneamente em

modelos animais de inflamacédo (Vane et al., 1994). As induc¢des prolongadas da



COX-2 e NOSi podem causar varios efeitos deletérios ao tecido uma vez que, as
duas enzimas podem gerar uma grande quantidade de espécies reativas de
oxigénio (EROs). A producdo excessiva destes radicais pode causar dano
tecidual, principalmente pela formagao de peroxinitrito (resultante da reagao do
Oxido nitrico com o anion superoxido) (Wu, 1995). Alguns trabalhos indicam ainda
gue, a COX e a NOS podem interagir através de seus metabdlitos. Salvemini et al.
(1993), relataram que o NO estimula a atividade da COX em macréfagos RAW
264,7, possivelmente através de uma reagdo com o grupamento heme ligado ao
sitio ativo da COX. Em contraste, Habib e colaboradores (1997), demonstraram
que o NO endbégeno inibe a sintese de prostaglandinas em condroécitos e
macrofagos estimulados por LPS; Clancy e colaboradores (2000), avaliando os
efeitos do NO sobre as isoformas da COX, observaram que o NO ativa a produgao
de PGE; derivada da COX-1, porém inibe a producao derivada da COX-2. Embora
seja reconhecido que ha uma interagdo entre os produtos das vias da COX e
NOS, a literatura esta dividida no que diz respeito aatividade do NO; se ha uma
inibicdo ou ativagdo da produgdo de prostaglandinas derivadas das duas

isoformas.

1.5 Antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES)

Em 1893, o quimico alemé&o Félix Hoffman, no interesse de auxiliar seu pai,
portador de artrite reumatdide severa, iniciou junto com seu empregador, a

companhia Bayer, um processo comercial para produzir uma molécula com



atividade analgésica chamada acido acetilsalicilico ou aspirina. O que se
desenvolveu a partir deste evento historico foi uma classe de drogas, 0s
antiinflamatérios néo esteroidais (AINES), que s&o considerados o0s agentes
terapéuticos mais amplamente utilizados nos ultimos 100 anos, para o tratamento
de vérias condicbes patofisioldgicas. Estas incluem, tratamento profilatico contra
doencas cardiovasculares, para o desconforto associado com danos menores,
dores de cabeca e alivio para a dor severa causada por uma variedade de

doencas inflamatdrias e degenerativas das articulacdes (Dubois et al., 1998).

Apesar da grande utilizagdo dos AINEs, nos ultimos cem anos, seu
mecanismo de acdo nao foi conhecido até 1971, quando o Dr. John Vane e
colaboradores publicaram suas observagbes propondo que a capacidade dos
AINEs de reduzir os efeitos da inflamacao seria o resultado primério da inibicdo da
enzima ciclooxigenase. Esta inibicdo limitaria a produgcdo de prostaglandinas

proinflamatérias no local da lesdo (Vane, 1971; Dubois et al., 1998).

Antes de 1971, pouco se conhecia sobre os mecanismos de agao dos
antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINES), exceto que eles produziam um efeito
antiinflamatorio que era qualitativamente e quantitativamente diferente do mais
potente antiinflamatorio esteroidal. Muito dos efeitos bioquimicos dos AINEs
tinham sido documentados, mas as teorias baseadas nestes efeitos acabaram
sendo abandonadas. Talvez a hip6tese mais racional daquele tempo, estava
baseada na observacdo de que os salicilatos poderiam inibir varias proteases.
Aumento da atividade proteolitica tinha sido observado em varios modelos de

inflamacao, e acreditava-se ser este aumento o responsavel pelo dano tecidual



caracterizado nas doengas crénicas como artrites reumatéides (Vane e Botting,

1998).

1.5.1 Inibigdo da COX por AINEs

Os AINEs podem ser subdivididos em duas classes de drogas: (a) AINEs
classicos, ndo especificos e (b) inibidores da COX-2. Todos os AINEs classicos
inibem ambas as isoformas da COX, mas tendem a se ligar mais fortemente a
COX-1(DeWitt, 1999). Em contraste, a segunda classe tem sido elaborada para

exibir maior seletividade para a COX-2.

1.5.2 Base estrutural de ligacao e seletividade dos AINEs

As drogas tendem a se ligar na parte superior do canal da COX entre
arg120 e tir385. Estruturalmente, os AINEs acidicos classicos (p. ex: profenos e
fenamatos) interagem com a argl20 em ambas as isoformas da COX (DeWitt,
1999), onde pontes de hidrogénio ou interacdes eletrostaticas provéem a maior
porcdo da energia da ligagdo e seletividade. A relagdo da droga com o sitio de
ligacdo na enzima para inibicdo tempo—dependente nas isoformas da COX né&o
esta bem compreendida. Por exemplo, o flurbiprofeno inibe a COX-1 por um
mecanismo pseudo-irreversivel e tempo dependente, mas o ibuprofeno, néo.
Assim, alguns aspectos particulares da interacado da droga com as enzimas COX
induzem uma transicdo conformacional para uma ligacao forte (Garavito e DeWitt,
1999; DeWitt, 1999). Para muitos AINEs que exercem seu efeito de maneira
tempo-dependente, uma interacdo com argl20 parece ser necesséaria

(Bhattacharyya et al., 1996; Mancini et al., 1995).



A substituicdo da ile523 na COX-1 pela val523 na COX-2 resulta em uma
pequena bolsa lateral tornando-se mais acessivel para o sitio ativo do canal,
assim, aumentando o volume do sitio ativo da COX. Esta alteracdo é composta
pela substituicdo de ile434 na COX-1 com val434 na COX-2, no interior da
segunda sequéncia de aminoacidos que circundam os sitio ativo da COX. Esta
substituicdo também aumenta o tamanho efetivo do canal do sitio ativo pelo
aumento da mobilidade local das cadeias laterais no interior da bolsa lateral. A
combinacao dessas duas diferencas nas posi¢cdes 523 e 434 na COX-2 concede
um movimento da phe518 que permite 0 acesso a bolsa lateral polar. O canal
principal mais largo combinado com esta “bolsa lateral” aumentam o volume do
sito de ligacdo dos AINEs na COX-2 em cerca de 20% a mais que na COX-1

(Garavito et al., 2002).

Este volume extra é o aspecto estrutural explorado pelos inibidores da
COX-2. Quando o acesso a esta “bolsa lateral” € restrito por uma mutacao de
val530 para uma isoleucina, hd uma diminui¢cao na sensibilidade a estes inibidores
(Gierse et al., 1996; Guo et al., 1996). Ao contrario, uma mutacao de isoleucina

para valina na posi¢cao 530 na COX-1, aumenta a afinidade para inibidores da

COX-2 (Wong et al., 1997).

1.6 Papel fisiolégico da COX

Desde a descoberta da segunda isoforma da COX, houve um interesse

consideravel em determinar porque existem duas isoformas desta enzima e quais



papéis elas podem desempenhar. Camundongos deficientes para expresséo da
COX-1 ou da COX-2 e inibidores especificos tém sido desenvolvidos e utilizados
para investigar as funcdes fisioldégicas destas enzimas. Estes estudos sugerem
gue existem processos em que cada enzima esta separadamente envolvida (por
exemplo, agregacdo plaquetdria para a COX-1 e ovulagcdo para a COX-
2)(Tabelal) e outros em que as enzimas funcionam de maneira coordenada (por
exemplo, carcinogénse e inflamacao) (Langenbach et al., 1995; Morham et al.,

1995; Dinchuk et al., 1995).

Fisiologicamente, no trato gastrintestinal, prostaciclinas e prostaglandina E,
reduzem a secrecdo gastrica, exercem efeito vasodilatador sobre os vasos da
mucosa géstrica e estimulam a producdo de muco, que forma uma barreira
protetora (Vane e Botting, 1988; Raskin, 1999; Tanaka et al., 2001). No rim,
prostaglandinas vasodilatadoras (prostaciclinas, PGE; e PGD;) possuem um papel
chave na regulagéao do fluxo de sangue renal, diminuicdo da resisténcia vascular,
dilatacdo do leito vascular renal e aumento na perfusdo do 6rgédo (Whelton, 1999).
Ha também eventos fisiologicos em que uma isoforma da COX funciona
normalmente, mas para que a outra possa compensar quando a primeira esta em
falta (por exemplo, parto e remodelagem do duto arterial) (Smith e Langenbach,

2001).



Tabela 1. Funcgdes fisioldgicas especificas para as isoformas da COX.

L Prostaglandina
Processo fisiologico COX-1 COX-2 )
envolvida
Ovulagéo Essencial PGE;
Implantacéo Essencial PGl,
Parto Essencial Compensatéria PGF,,
Agregacéo plaquetéria Essencial TXA,
Remodelagem do duto arterial Compensatéria Essencial TXA,/ PGH,
Desenvolvimento de células T | Estagio-especifica  Estagio-especifica PGE;
Ulceracdo Gastrica Necesséria a inibicdo de ambas isoformas | Nao determinado
Cicatrizacéo de Ulceras Essencial N&o determinado
~ ) _ Ambas as isoformas possuem papel . ;
Cancer intestinal ; N&o determinado
essencial
Sobrevivéncia de células tronco Essencial Compensatéria PGE;

Fonte: Smith e Langenbach, 2001.

1.7 Participacdo da COX em eventos patologicos

Dano tecidual local e doengas inflamatérias como osteoartrite estdo
associadas com aumento de prostaglandinas (PGs), e é conhecido que o0s
receptores relacionados com a transmissao dolorosa sao sensiveis abaixos niveis
de PGs. Assim, o papel da COX no local do dano tecidual, em relacdo a
transmissdo dolorosa, é hiperalgésico e a atividade dos AINEs de aliviar a dor
local pode ser facilmente explicada por este mecanismo. Além disto, as PGs agem
sobre a medula espinhal para facilitar a transmisséo da resposta dolorosa, embora

haja pouco conhecimento de como esta facilitacéo ocorra (Dubois et al., 1998).



Durante muito tempo a inibicdo da COX-1 por AINEs foi considerada o
evento bioquimico responsével pelo desenvolvimento de ulceragcbes gastricas.
Estudos em animais deficientes para a expressdo de COX-1 obtiveram resultados
surpreendentes onde foi observado que estes animais apresentaram uma redugao
de 99% nos niveis gastricos de PGE; sem o desenvolvimento espontéaneo de
Ulceras. Inicialmente, muitos pesquisadores atribuiram esta auséncia de ulceracéo
gastrica em animais deficientes para a COX-1 a um mecanismo compensatorio.
Entretanto, mais recentemente, foi relatado um modelo de Ulcera gastrica induzida
por AINEs com um mecanismo dependente da atividade da ciclooxigenase onde
foi observado que nem o inibidor seletivo para a COX-1, SC-560, nem o inibidor
seletivo para COX-2, celecoxib, per se, foram suficientes para induzir Ulceras,
mas o dano gastrico ocorreu quando os dois AINEs foram administrados
concomitantemente. Provavelmente se a inibicdo da atividade da COX for o
mecanismo de inducdo de ulceracdo, a administracédo de inibidores da COX-1 em
animais deficientes para a COX-2 ou inibidores da COX-2 em animais deficientes

para a COX-1 sera ulcerogénica (Smith e Langenbach, 2001).

Atualmente, muitos estudos tém indicado que a COX-2 €& a principal
isoforma envolvida na carcinogénese. Entretanto, Chulada e colaboradores (2000)
observaram que a deficiéncia para ambas as isoformas da COX séo capazes de
reduzir a formacao de pdlipos em camundongos de maneira semelhante (aprox.
80%). Estes estudos aumentam a questdo sobre a participagao das isoformas da
COX e como contribuem para a carcinogénese, se € através de um mecanismo

comum ou diferente. Chulada et al (2000) observaram ainda que no estagio de



adenoma do desenvolvimento tumoral a COX-2 esta presente em células
intersticiais antes de estarem presentes nas células tumorais, com isso, 0s
prostanodides formados via COX-2 exercem um efeito paracrino anterior ao efeito
autocrino para promover o crescimento do tumor. Trabalhos com camundongos
deficientes para COX indicam que ambas as isoformas contribuem para o
aumento da producdo de PGE; observada em pélipos. Em geral, estes resultados
sugerem que ambas enzimas COX-1 e COX-2 possuem papel chave na
carcinogénese intestinal e que a COX-1 também pode ser um alvo efetivo para os

AINEs (Smith e Langebach, 2001).

1.8 Ciclooxigenase e inflamagéo

A inflamacdo € um dos mais importantes processos envolvidos na defesa
de um organismo, entretanto, freqientemente progride a situagdes dolorosas ou
doencas crbnicas, necessitando de tratamento farmacolégico. O processo
inflamatoério envolve uma série de eventos que podem ser induzidos por varios
estimulos (p. ex., agentes infecciosos, isquemia, intera¢des antigeno anticorpo ou
ainda danos de origem fisica ou térmica). Ao nivel macroscopico, a resposta é
geralmente acompanhada pelos sinais clinicos classicos de: rubor, calor, dor,
edema e perda de funcdo, decorrentes de um influxo marcante de células
inflamatérias e extravasamento plasmatico para o local lesado (Celotti e Laufer,
2001). A resposta inflamatéria pode ser esquematizada em trés fases distintas,

cada umas delas sendo mediada, aparentemente, por mecanismos diferentes.
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Assim, € inicialmente evidenciada uma fase aguda de duragdo varidvel, onde
ocorre vasodilatacao local e aumento da permeabilidade capilar, seguida de uma
fase subaguda, caracterizada por infiltracdo de leucdcitos e de células fagociticas,

e posteriormente, a fase de regeneracéo tecidual ou fibrose.

De acordo com a hipétese original, por estar aumentada durante o processo
inflamatério, a inibicdo da forma induzida da COX (COX-2), seria entdo o principal
mecanismo de acdo dos AINEs, responséavel pelos efeitos benéficos conhecidos,
sendo os efeitos deletérios (p.ex.: ulceragdo gastrica) decorrentes da inibicdo da

COX-1 (Bateman, 1994; Vane e Botting, 1998).

A contribuicdo relativa das isoformas da COX na resposta inflamatoria ndo
esta completamente resolvida. Desde a identificacdo da segunda isoforma, havia a
hipétese de que a COX-2 seria a origem primaria de prostandides que contribuem
para a inflamagdo. Entretanto, estudos tém demonstrado que os prostandides
formados pela COX-1 também estao envolvidos (Langenbach et al., 1995; Wallace

et al., 1998; Ochi e Goto, 2002).

Interessantemente, alguns estudos recentes tém indicado que a COX-2
atua em ambos, no inicio do processo inflamatorio e a fase de resolugéo. Gilroy e
colaboradores (1999), relataram que a expressdo de COX-2 e os niveis de PGE;
aumentam transitoriamente na fase inicial da pleurisia induzida por carragenina
em ratos. Mais tarde, a COX-2 teve sua expressao novamente aumentada, mas
desta vez acompanhada de prostaglandinas antiinflamatorias, como PGD, e 15-

deoxy-D'**-PGJ, e baixos niveis da pro-inflamatéria PGEx.



Em 1998, Wallace et al., observaram um efeito antiinflamatério significante
nas doses de drogas que inibem a COX-1 em modelos induzidos por carragenina.
Smith et al. (1998), demonstrou que administracfes profilaticas de SC560, um
inibidor seletivo para a COX-1, era capaz de reduzir os niveis de prostaglandinas
nas patas dos ratos injetadas com carragenina. Utilizando modelos de atrite em
ratos, Ochi e Goto (2002), avaliaram a contribuicdo da COX-1 na inflamacéo
crbnica, e observaram que o tratamento por via oral com o inibidor seletivo para a
COX-1, o FR122047, produziu um efeito antiinflamatorio seguido da inibicdo da
producéo de PGE; e TXB; no local da inflamacgéo.

A COX-2 possui um papel tanto fisiolégico, quanto patolégico, como, por
exemplo, sua alta expressdo em locais de inflamacdo porém, deve-se considerar,
entretanto, que a COX-1 pode exercer uma importante contribuicdo da producgao

de substancias ativas em eventos inflamatérios.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

O presente trabalho procurou avaliar o efeito do valeril salicilato, um inibidor

da COX-1(Bhattacharyya et al., 1995), em modelos de edema em camundongos,

tanto na fase aguda, quanto na tardia.

2.2 Objetivos especificos:

1.

4.

Avaliar o efeito do valeril salicilato, descrito na literatura como um inibidor
da enzima COX-1, seria farmacologicamente ativo no modelo do edema de
pata e com isso investigar um possivel papel pro-inflamatério da enzima
COX-1.

Comparar o efeito do valeril salicilato com, o do inibidor seletivo para a
COX-2, celecoxib; inibidores né&o-seletivos de COX-1 e COX-2, como
indometacina e acido acetilsalicilico; e com outros inibidores mais seletivos
para a COX-1 como resveratrol e SC560, no modelo do edema de pata.
Comparar o efeito do tratamento com valeril salicilato e celecoxib no
modelo do edema de orelha em camundongos induzido por &cido
araquidonico e 6leo de croton.

Avaliar se a “reposicao” de PGE; poderia afetar o perfil de resposta exibido

pelos animais tratados com VS, procurando com isso, confirmar a



importancia da atividade enzimatica da COX-1 no inicio do processo
inflamatdrio, no modelo do edema de pata.

Investigar se o efeito do VS observado seria dependente de NO, através do
tratamento com o inibidor da NO sintase L-NOARG e adi¢céo do precursor
de oxido nitrico, L-ARG.

Investigar uma possivel participacdo da via da lipooxigenase no efeito do

VS observado neste estudo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Os experimentos foram realizados com camundongos suicos machos
pesando entre 25 - 35 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal
de Santa Catarina. Os animais foram mantidos em sala com a temperatura
controlada (21 + 2°C) e um ciclo de claro escuro de 12 horas e com livre acesso a
agua e racao. O protocolo experimental foi submetido e aprovado sob o niumero

188 pela Comisséo de Etica na Utilizacdo de Animais — CEUA, desta universidade.

3.2. Procedimentos experimentais

3.2.1. Teste do edema de pata

Para esta série de experimentos, 0os animais receberam uma inje¢cdo na
pata posterior esquerda de carragenina | tipo IV (1%, 25 nlL), diluida em PBS,
sendo a pata direita injetada com este veiculo e no mesmo volume, conforme
proposto por Henriques et al. (1987). A avaliagdo da variagao do volume das patas
foi feita com auxilio de um becker sobre balanga contendo uma solugéo de lauril
éter sulfato de sddio a 5 %, onde as patas esquerda e direita foram imersas até a
juncéo tibio-tarsica. Os resultados foram expressos como média + E.P.M (Erro
Padrédo da Média) da diferenca de volume em microlitros (L) entre as patas

esquerda e direita.



Tratamento profilatico.

Os animais foram pré-tratados com valeril salicilato (3, 10 e 30 mg/kg, i.p.),
celecoxib (10, 30 e 100 mg/kg, i.p.) ou indometacina (0,5 e 5 mg/kg, i.p.) meia hora
antes da injecéo intraplantar de carragenina. O edema foi avaliado nos tempos de
0,5; 1; 2; 4; 24; 48 e 72 horas apds a injecao do agente flogistico (Henriques et al.,

1987).

Tratamento terapéutico
Duas horas apds a injecdo de carragenina na pata esquerda dos animais, 0s
animais foram tratados com valeril salicilato (3, 10 e 30 mg/kg, i.p.), celecoxib (10,
30 e 100 mg/kg, i.p.) ou indometacina (0,5 ou 5 mg/kg, i.p.), sendo o edema
avaliado nos tempos de 0,5; 1; 2; 4; 24; 48 e 72 horas apés a inje¢do do agente

flogistico.

Duracao do efeito com o tratamento com valeril salicilato

Os animais foram separados em grupos e pré-tratados com valeril salicilato (30
mg/kg) nos intervalos de 0,5; 1; 2; 4; 6; 24 e 48 h antes da injecao de carragenina,
sendo avaliados nos tempos de 2, 4, 24 e 48 horas apés a injecdo do agente

flogistico.

Tratamento local
Os animais receberam uma injecao intraplantar de valeril salicilato (1,5; 4,5; 15
ou 45 ny/pata; 10 nL) na mesma pata onde, uma hora depois, foram injetados 25

nL de carragenina 1%, sendo o edema avaliado em 2, 4, 24 e 48 horas apos a



inducdo com carragenina. A determinacdo das doses utilizada foi feita

considerando o animal como um compartimento Unico.

Tratamento com outras drogas

Meia hora antes da injecao de carragenina, os animais foram tratados por via
intraperitoneal com &cido acetilsalicilico (100 mg/kg), resveratrol (30 mg/kg) e
SC560 (30 mg/kg) por via subcutanea. A variacdo do edema foi avaliada 2 e 48

horas apés a indu¢do com o agente flogistico.

Avaliacdo do efeito da reposicao de prostaglandina E; e participacao

da via do 6xido nitrico
Os animais foram pré-tratados (30 minutos) com valeril salicilato (30 mg/kg,
i.p.) e cinco minutos antes da administracdo de carragenina, foi injetado na pata
esquerda dos animais, em um volume de 10 i, uma solugao contendo: PGE; (30
hmol/pata), L-NOARG (2,5 mmol/pata) ou L-ARG (15 mmol/pata). A variacdo do
edema foi medida nos intervalos de 2 e 48 horas apés a indugcdo com o agente

flogistico na mesma pata.

Avaliagdo do efeito do tratamento com o inibidor da via da 5-

lipooxigenase, REV5901, sobre a atividade do valeril salicilato (VS)

O tratamento com o inibidor da via da 5-lipooxigenase, REV5901 (30 mg/kg;
0,1 mL/animal, subcutaneo) foi efetuado em associagdo com o VS onde um grupo
recebeu VS + REV5901 30 minutos antes da injecao de carragenina e outros dois
grupos previamente determinados que, receberam VS (30 min. antes) + REV5901

(24 horas apoés a injecdo de carragenina) e VS (30 min. antes) + REV5901 (46



horas apos a injecdo de carragenina). Um outro grupo recebeu somente REV5901
30 minutos antes da injecdo do agente flogistico. Os animais controle foram
tratados apenas o veiculo (tween 80, 1 %). O edema formado foi avaliado nos

intervalos de 2 e 48 horas ap0s a inje¢do de carragenina.

3.2.2. Teste do edema de orelha

O edema de orelha foi induzido pela administracdo topica de acido
araquidénico (AA; 2 mg/orelha; 20 L) ou 6leo de créton (OC; 1 mg/orelha; 20 ni)
na superficie interna da orelha esquerda de camundongos. Os animais foram pré-
tratados (1 hora) com valeril salicilato (1,5; 4,5; 15 e 45 nyg/orelha; 20 ni) ou
celecoxib (4,5; 15; 45 ou 100 nyg/orelha; 20 nl) por administracdo topica na
superficie externa da mesma orelha. A orelha direita recebeu o0 mesmo volume do
veiculo (acetona).

As variagOes da espessura das orelhas foram avaliadas com o auxilio de
um micrdometro (Fisher, USA) nos tempos zero e uma hora apos inducdo com
acido araquidénico ou nos tempos zero e seis horas apés inducdo com o6leo de
croton. Os resultados foram expressos como médias + E.P.M. da diferenca da

espessura em micrometros (nm) das orelhas esquerda e direita.



3.3. Drogas e Reagentes

Para os experimentos foram utilizados: | -carragenina tipo IV, L-NOARG, L-
arginina, indometacina, resveratrol, PBS e 6leo de créton, provenientes da Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO, U.S.A). Valeril salicilato, SC5650, REV5901, PGE; e
Acido araquiddnico provenientes da Cayman Chemicals. Celebrex? (celecoxib) é
uma marca registrada da Searle/Pfizer/Pharmacia, vendido no Brasil como

Celebra?.

3.4. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. As porcentagens de
inibicdo foram apresentadas como area sob a curva das inibigcdes obtidas em cada
experimento individual. A andlise estatistica dos dados foi realizada através do
teste t ndo pareado de Student quando necessario ou analise de variancia
(ANOVA) complementada com teste de Dunnett. Os valores de P menores que

0.05 (* p>0.05) ou 0.01 (** p>0.01) foram considerados significantes.



4. RESULTADOS

4.1. Efeito do tratamento profilatico com valeril salicilato sobre o edema de

pata induzido pelainjecdo de carragenina.

O edema de pata foi induzido pela injecdo intraplantar de carragenina 1%
(25 nL), sendo avaliado nos intervalos de 0,5; 1; 2 e 4 (considerada 12 fase) e 24,
48 e 72 horas (considerada 2° fase) apds a inducdo do agente flogistico. O
tratamento profilatico (0,5 h antes) intraperitoneal de VS nas doses de 3, 10 e 30
mg/kg foi capaz de reduzir o edema formado até 4 horas em 34, 44 e 57 %,
respectivamente (area sob a curva), demonstrando um pico em 2 horas (Figura
3A). Nos intervalos de 48 e 72 horas apés a injecdo de carragenina, houve um
aumento significante no edema formado em 80, 100 e 145 % para 48 horas
(controle = 58,33 £ 6,00 nL) e 63, 141 e 160 % para 72 horas (controle = 38,33 £
8,33 nl), quando comparados aos seus respectivos controles. Em 24 horas, 0s

resultados ndo apresentaram diferencgas estatisticas significantes (Figura 3B).
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Figura 3. Efeito do tratamento profildtico com VS nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, i.p., sobre o
edema de pata induzido por carragenina até 4 horas, considerado como primeira fase (A) e de 24 a
72 horas considerado segunda fase (B). Cada ponto (A) ou barra (B) equivale amédia + EPM da
diferenca entre pata esquerda e direita de 6-8 animais. As diferencas estatisticas foram
determinadas pelo ANOVA complementadas com o teste de Dunnett, sendo que as diferencas
significantes indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.



4.2. Efeito do tratamento profilatico com celecoxib e indometacina sobre o

edema de pata induzido pelainjecdo de carragenina.

O tratamento profilatico (0,5 h antes) intraperitoneal com celecoxib (CEL)
nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg foi capaz de reduzir o edema formado até 4
horas em 43, 53 e 57 %, respectivamente (area sob a curva)(Figura 4A). O
tratamento profilatico i.p. com indometacina (INDO) nas doses de 0,5 e 5 mg/kg da
mesma maneira reduziu o edema formado até 4 horas em 37 e 56 %,
respectivamente (area sob a curva)(Figura 4B). Nos intervalos de 24, 48 e 72
horas apoés a injecdo de carragenina, diferentemente dos resultados apresentados
com o VS, ndo houve um aumento significante no edema formado em 48 e 72
horas. Ao contrario, apresentou reducdo significativa no edema formado nos
grupos tratados com celecoxib na dose de 100 mg/kg com inibicdo de 29 %
(controle = 58,33 + 6,00 nL) no intervalo de 24 horas (Figura 4C) e com
indometacina na dose de 5 mg/kg nos intervalos de 24 (54% de inibi¢&do, controle
= 55,30 = 3,07 nL) e 48 (34% de inibicdo, controle = 58,33 = 6,01 nlL) horas
(Figura 4D). Uma outra forma de apresentacdo dos resultados esta na Figura 5A,
estao apresentados os resultados referentes aos picos em 2 horas e na Figura 5B

em 48 horas dos grupos tratados com VS, CEL e INDO.
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Figura 4. Efeito do tratamento profilatico com celecoxib (CEL) nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg,
indometacina (INDO) i.p., sobre o edema de pata induzido por carragenina até 4 horas,
considerado como primeira fase (A) e (B) e de 24 a 72 horas considerado segunda fase (C) e (D).
Cada ponto (A) e (B) ou cada barra (C) e (D) equivale amédia + EPM da diferenca entre pata
esquerda e direita de 6-8 animais. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo ANOVA

complementadas com o teste de Dunnett sendo indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.
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Figura 5. Efeito do tratamento profilatico com valeril salicilato (VS) nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg,
i.p., celecoxib (CEL) nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg i.p. e indometacina (INDO) nas doses de 0,5
e 5 mg/kg i.p., sobre o edema de pata induzido por carragenina avaliado em 2 horas (A) e em 48
horas (B). Cada barra equivale amédia + EPM da diferenca entre pata esquerda e direita de 6-8
animais. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo ANOVA complementadas com o teste
de Dunnett sendo indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.



4.3. Efeito do tratamento terapéutico com valeril salicilato, celecoxib e

indometacina sobre o edema de pata induzido pela inje¢cdo de carragenina.

Na figura 6 estdo apresentados os resultados com o tratamento terapéutico
(2 h ap6s a injecao de carragenina) por via intraperitoneal com valeril salicilato
(VS). Nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, o tratamento com VS né&o foi capaz de inibir
de maneira significativa o edema formado em nenhum dos intervalos avaliados.
Em contrapartida, o tratamento com celecoxib (CEL) nas doses de 30 e 100 mg/kg
reduziu o edema formado no intervalo de quatro horas apos a injecdo de
carragenina em 27 e 41 %, respectivamente (controle = 36,67 + 2,10 nlL) (Figura
7). O tratamento terapéutico i.p. com indometacina (INDO) na dose de 5 mg/kg
também foi capaz de reduzir o edema em 4 horas em 45 %(controle = 36,67 +
2,10 nL)(Figura 7). Somente no intervalo de 24 horas ap0s a injecdo de
carragenina, diferentemente dos resultados apresentados com tratamento
profilatico, houve uma reducgdo significativa no edema formado nas patas dos
animais tratados com celecoxib na doses de 10 e 100 mg/kg e nas patas dos
animais tratados com indometacina na dose de 5 mg/kg (Figura 7C e 7D) . Nos
demais intervalos nédo houve diferencas estatisticamente significantes quando

comparados ao grupo controle.
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Figura 6. Efeito do tratamento terapéutico com valeril salicilato (VS) nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg,
i.p., sobre o edema de pata induzido por carragenina até 4 horas, considerado como primeira fase
(A) e de 24 a 72 horas considerado segunda fase (B). Cada ponto (A) ou barra (B) equivale a
média + EPM da diferenca entre pata esquerda e direita de 6-8 animais. As diferencgas estatisticas

foram determinadas pelo ANOVA complementadas com o teste de Dunnett sendo indicadas por
asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.
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Figura 7. Efeito do tratamento terapéutico com celecoxib (CEL) nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, e

indometacina (INDO) nas doses de 0,5 e 5 mg/kg, i.p., sobre o edema de pata induzido por

carragenina até 4 horas, considerado como primeira fase (A) e (B) e de 24 a 72 horas considerado

segunda fase (C) e (D). Cada ponto (A) e (B) ou cada barra (C) e (D) equivale amédia + EPM da
diferenca entre pata esquerda e direita de 6-8 animais.

As diferencas estatisticas foram

determinadas pelo ANOVA complementadas com o teste de Dunnett sendo indicadas por

asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.



4.4. Duracdo do efeito do tratamento profilatico com valeril salicilato (VS)

sobre o edema de pata induzido pelainjecédo de carragenina.

Os animais foram separados em grupos e tratados com VS por 0,5; 1; 2; 4;
6; 24 e 48 h antes da injecdo de carragenina sendo o edema avaliado nos
intervalos de 2 e 48 horas ap0s a inje¢do do agente flogistico. Nos animais que
receberam o tratamento 0,5, 1 e 2 horas antes da injecdo de carragenina houve
uma reducdo estatisticamente significante do edema formado em 66,70 %
(controle = 75,00 = 4,28 nlL), 45,50 % (controle = 55,00 = 4,00 nL) e 33,40 %
(controle = 66,00 £ 5,00 nL) quando avaliados 2 horas apdés a injecdo de
carragenina e comparados ao seu respectivo controle (Figura 8A). Em 48 h apds a
injecédo de carragenina, 0s grupos tratados por 0,5; 1 e 4 horas antes da indugao
do edema apresentaram aumentos estatisticamente significantes quando

comparados aos respectivos controles (Figura 8B).
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Figura 8. Efeito do tratamento profilatico com valeril salicilato (VS) na dose de 30 mg/kg, i.p., sobre
0 edema de pata avaliado em 2 horas (A) e em 48 horas (B) ap0s a indugdo com carragenina.
Cada barra equivale amédia + EPM da diferenga entre pata esquerda e direita de 6-8 animais. As

diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste t de Student ndo pareado sendo indicadas
por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.



4.5. Efeito do tratamento intraplantar com valeril salicilato sobre o edema de

pata induzido por carragenina.

O tratamento profilatico (1 h antes) por via intraplantar com valeril salicilato
(VS) nas doses de 1,5; 4,5; 15 e 45 ny/pata foi capaz de reduzir significativamente
o edema formado em 2 e 4 horas (Figura 9A) e, 48 horas apés a injecdo de
carragenina, as mesmas patas avaliadas anteriormente apresentaram um
aumento gradativo no edema formado, sendo significante apenas na dose de 45

ng/pata (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito do tratamento profilatico intraplantar com valeril salicilato nas doses de 1,5; 4,5; 15
e 45 ny/pata, sobre o edema de pata avaliado em 2 e 4 horas (A) e em 24 e 48 horas (B) apés a
inducdo com carragenina. Cada barra equivale amédia = EPM da diferenca entre pata esquerda e
direita de 6-8 animais. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo ANOVA

complementadas com o teste de Dunnett sendo indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.



4.6. Efeito do tratamento profilatico pela via intraperitoneal com acido

acetilsalicilico, resveratrol e SC560.

Na tentativa de avaliar se outros antiinflamatoérios que também inibem a
COX-1, apresentariam o mesmo efeito observado com o valeril salicilato, varios
grupos com n= 6 a 8 animais foram separados e tratados pela via intraperitoneal
(30 minutos antes da inducdo do edema com o agente flogistico) com: acido
acetilsalicilico (AAS) 100 mg/kg, resveratrol (RESV) 30 mg/kg, valeril salicilato 30
mg/kg, SC560 30 mg/kg (subcutaneo) ou PBS (controle). Os resultados
demonstraram que todos os tratamentos foram capazes de inibir de maneira
significante o edema de pata formado em 2 horas (Figura 10A), entretanto em 48
horas, apenas o0s animais tratados com resveratrol, ndo apresentaram um

aumento no edema formado quando comparados ao grupo controle (Figura 10B).
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Figura 10. Efeito do tratamento profilatico intraperitoneal com valeril salicilato (VS) na dose de 30
mg/kg, acido acetilsalicilico (AAS) 100 mg/kg, resveratrol (RESV) 30 mg/kg e SC560 30 mg/kg
(subcutaneo), sobre o edema de pata avaliado em 2 horas (A) e em 48 horas (B) apds a inducao
com carragenina. Cada barra equivale amédia + EPM da diferenca entre pata esquerda e direita
de 6-8 animais. As diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA complementadas com

o teste de Dunnett sendo indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.



4.7. Efeito do tratamento topico com valeril salicilato ou celecoxib sobre o

edema de orelha induzido pela administracdo topica de acido araquidoénico.

A administracéo topica de &cido araquiddnico (2 mg/orelha) induziu, uma
hora apdés a sua administragdo, um edema equivalente a 423,60 + 14, 12 mm
(média + EPM de 6-8 animais), no grupo tratado apenas com a administracdo
topica do veiculo (acetona) 1 hora antes da inducdo do processo. O pre-
tratamento topico com valeril salicilato nas doses de 1,5; 4,5; 15 e 45 ng/orelha, foi
capaz de reduzir significativamente o edema formado no intervalo avaliado (Figura
11A). Nos animais tratados com a administracdo tépica de celecoxib ndo se
observou inibicdo do edema em nenhuma das doses avaliadas (Figura 11B). Por
serem considerados inibidores seletivos, os resultados indicam que a COX-1

possui maior relevancia que a COX-2 neste modelo e no intervalo avaliado.
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Figura 11. Efeito do tratamento tépico com (A) valeril salicilato nas doses de 1,5; 4,5; 15 e 45
ng/orelha, e (B) celecoxib nas doses de 4,5; 15; 45 e 100 ng/orelha, sobre o edema de orelha,
avaliado 1 hora apos a inducdo por acido araquidénico. Cada barra equivale amédia + EPM da
diferenca entre as orelhas esquerda e direita de 6-8 animais. As diferencas estatisticas foram
determinadas pelo ANOVA complementadas com o teste de Dunnett sendo indicadas por

asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.



4.8. Efeito do tratamento tépico com valeril salicilato e celecoxib sobre o

edema de orelhainduzido pela administragdo topica de 6leo de croton.

O tratamento tépico com valeril salicilato inibiu significativamente o edema
formado seis horas apds administracdo topica de 6leo de créton (1 mg/orelha)
apenas na dose de 45 ng/orelha em 37 % (controle = 366,60 + 20,59 nm) (Figura
12A), enguanto que, o tratamento com celecoxib, neste modelo, foi capaz de inibir
o0 edema formado em todas as doses avaliadas (Figura 12B). Os resultados
demonstram que, neste modelo, que a COX-2 possui maior relevancia que a COX-

1 neste modelo e no intervalo avaliado.
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Figura 12. Efeito do tratamento tépico com (A) valeril salicilato nas doses de 1,5; 4,5; 15 e 45
ng/orelha, e (B) celecoxib nas doses de 4,5; 15; 45 e 100 ng/orelha, sobre o edema de orelha,
avaliado 6 horas apés a inducéo por 6leo de créton. Cada barra equivale a média + EPM da
diferenca entre as orelhas esquerda e direita de 6-8 animais. As diferencas estatisticas foram
determinadas pela ANOVA complementadas com o teste de Dunnett sendo indicadas por
asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.



4.9. Efeito da reposicao de prostaglandina E; sobre a atividade do valeril

salicilato no modelo do edema de pata.

Os animais foram pré-tratados (30 min.) com valeril salicilato 30 mg/kg
(barras abertas) e cinco minutos antes da injecao de carragenina, foi injetado em
um volume de 10 L, uma solug¢éao contendo PGE; (30 nmol/pata), sendo o edema
avaliado nos intervalos de 2 e 48 horas ap0s a injecdo de carragenina. O grupo

controle (barras fechadas) foi pré-tratado com PBS.

Os resultados obtidos demonstraram que a injecdo de PGE, reverte a
inibicdo do edema quando avaliado em 2 horas (Figura 13A). O mesmo efeito de
reversao foi observado em 48 horas (Figura 13B) quando comparado ao grupo de

animais tratado com apenas com VS (barras hachuradas).
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Figura 13. Efeito do tratamento profilatico intraperitoneal com PBS ou valeril salicilato na dose de
30 mg/kg, sobre o edema de pata avaliado em 2 horas (A) e em 48 horas (B), apés a indu¢éo com
carragenina. Apenas o grupo controle (barras fechadas) foi tratado com PBS, sendo os demais
grupos pré-tratados com VS. Abaixo de cada gréfico, o sinal (+) indica o grupo que recebeu injecao
de PGE; ou PBS na pata. Cada barra equivale amédia + EPM da diferenca entre pata esquerda e
direita de 6-8 animais. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo ANOVA
complementadas com o teste de Dunnett sendo indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01

guando comparados ao controle (barras negras); # p<0,05 e ## p<0,01 quando comparados ao VS
(barras hachuradas).



4.10 Avaliacdo da participacdo da via do 6xido nitrico sobre a atividade do

valeril salicilato.

Na figura 14, estdo representados os resultados obtidos nos animais pré-
tratados com PBS (30 minutos) que, 5 minutos antes da injecdo de carragenina,
receberam uma injecao intraplantar de PBS, precursor do 6xido nitrico, L-arginina
(L-ARG) na concentracdo de 15 mmol/pata ou o inibidor da 6xido nitrico sintase
(NOS), L-nitroarginina (L-NOARG) na concentragdo de 2,5 nmol/pata, sendo
avaliados nos tempos de 2 (Figura 14A) e 48 horas (Figura 14B) apés a inducao
com o agente flogistico. Os resultados demonstraram que a injecdo de
carragenina no intervalo 2 horas promoveu um edema de 62,50 + 2,78 nL. A
injecdo de L-ARG na mesma pata 5 minutos antes da carragenina foi capaz de
promover um aumento para 81,67 = 7,50 nlL, sendo este aumento significante
quando comparado ao grupo controle. A injecdo de L-NOARG, ao contrario do
precursor de 6xido nitrico, promoveu em 2 horas, uma diminuicdo significante no
edema para 36,67 + 4,22 nlL. Na avaliacdo em 48 horas, ndo houve diferencas
estatisticas significantes. Nas figuras 14C e 14D, estdo representados o0s
resultados obtidos, desta vez, nos animais que foram pré-tratados (30 minutos)
com valeril salicilato na dose de 30 mg/kg. O grupo controle (barras fechadas)
recebeu um pré-tratamento com PBS. Cinco minutos antes da injecdo de
carragenina, os animais receberam injecoes intraplantares de PBS, L-ARG ou L-
NOARG nas mesmas concentracdes descritas acima. Os resultados
demonstraram que nos animais pré-tratados com VS que receberam injecdo de

PBS ou nos animais que receberam injecao de L-NOARG na pata, no intervalo de



2 horas, houve uma reducdo estatisticamente significante para 41,67 + 4,23 e
25,83 + 3,58 ni, respectivamente. Entretanto, no mesmo intervalo avaliado, 0s
animais pré-tratados com VS que receberam uma inje¢do de L-ARG na pata, ndo
apresentaram diferenca estatistica significante quando comparados ao controle

(barras fechadas; controle = 62,50 + 2,78 L) (Figura 14C).

Quando avaliados no intervalo de 48 horas apos a injecdo de carragenina, 0s
mesmos animais que receberam injecdo de PBS ou injecdo de L-NOARG na pata,
apresentaram um aumento no volume da pata em 65,46 + 4,34 e 60,00 £ 7,07 ni,
respectivamente, enquanto que, nos animais que receberam injecao de L-ARG,
ndo houve diferenca estatistica significante quando comparados ao controle
(barras fechadas) (31,67 = 3,22 nl) (Figura 14D). Ao serem comparados ao grupo
tratado somente com VS (com injecdo de PBS na pata), os animais que

receberam injecéo de L-ARG na pata, exibiram uma reducgdo significante.
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Figura 14. Efeito do tratamento profilatico intraperitoneal com PBS ou valeril salicilato na dose de
30 mg/kg, sobre o0 edema de pata avaliado em 2 horas (A) e (C) e em 48 horas (B) e (D) apos a
inducdo com carragenina. Em (A) e (B), todos os grupos foram pré-tratados com PBS. Em (C) e
(D), apenas o grupo controle (barras fechadas) foi tratado com PBS, sendo os demais grupos pré-
tratados com VS. Abaixo de cada grafico, o sinal (+) indica a substancia injetada em cada grupo.
Cada barra equivale amédia + EPM da diferenga entre pata esquerda e direita de 6-8 animais. As
diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA complementadas com o teste de Dunnett
sendo indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01 quando comparados ao controle (barras
fechadas); # p<0,05 e ## p<0,01 quando comparados ao VS (barras riscadas).



4.11. Efeito do tratamento com o inibidor da via da 5-lipoxigenase, REV5901.

As figuras 15A e 15B, demonstram os resultados obtidos com o tratamento
com o inibidor da via da 5-lipooxigenase, REV5901 (30 mg/kg; 0,1 mL/animal,
subcutaneo), que foi efetuado em associacdo com o VS onde um grupo recebeu
VS + REV5901 30 minutos antes da inje¢ao de carragenina e outros dois grupos
previamente determinados receberam VS (30 min. antes) + REV5901 (24 horas
apos a injecdo de carragenina) e VS (30 min. antes) + REV5901 (46 horas apos a
injecdo de carragenina). Um outro grupo recebeu somente REV5901 30 minutos

antes da injecdo do agente flogistico.

O tratamento subcutdneo com REV5901, 30 minutos antes da injecao de
carragenina, foi capaz de reduzir o edema formado para 41,42 + 2,68 niL, sendo o

controle (barras fechadas) igual a 65,00 + 2,89 ni..

Os resultados demonstraram que, nos animais tratados com VS + REV5901 (30
min.), houve uma reducgéo significante para 21,43 = 2,60 nL no intervalo de 2
horas. (Figura 15A) No intervalo de 48 horas, todos os animais que foram pré-
tratados com VS e receberam REV5901, ndo apresentaram aumento no edema
guando comparados ao grupo controle, entretanto, quando comparados aos
animais que receberam apenas VS, observou-se uma reducao significativa (Figura

15B).
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Figura 15. Efeito do tratamento profilatico intraperitoneal com valeril salicilato (VS) na dose de 30
mg/kg, tratamento subcutaneo com REV5901 (30 mg/kg) ou associacdes de VS + REV5901
(administrados 30 min. antes da carragenina), VS + REV5901 (administrado em 24 h) e VS +
REV5901 (administrado em 46 horas) sobre o edema de pata avaliado em 2 horas (A) e em 48
horas (B), ap6s a indugdo com carragenina. Apenas o grupo controle (barras fechadas) foi tratado
com PBS. Cada barra equivale amédia + EPM da diferenca entre pata esquerda e direita de 6-8
animais. As diferencas estatisticas foram determinadas pelo ANOVA complementadas com o teste
de Dunnett sendo indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01 quando comparados ao controle
(barras negras); # p<0,05 e ## p<0,01 quando comparados ao VS ou REV5901.



5. DISCUSSAO

O estudo de drogas antiinflamatoérias tem contribuido ndo apenas para o
descobrimento de farmacos que apresentem menos efeitos colaterais, mas
também para uma melhor compreenséao da resposta inflamatoria.

O presente trabalho procurou avaliar o efeito antiinflamatério do valeril
salicilato, um inibidor seletivo da COX-1, em modelos agudos de inflamacédo. Além
disto, procurou-se contribuir para a compreensao da participagdo da COX-1 nas
respostas aguda e tardia do processo inflamatoério nos modelos de edema de pata
e edema de orelha.

A injecdo intraplantar de carragenina, em camundongos, produziu um
edema que se desenvolveu no decorrer de duas fases caracteristicas: a primeira
entre 0 - 4 horas e a segunda, iniciando em 24 horas ap0s a injecdo da
carragenina. Como foi demonstrado por Henriques et al. (1987), a primeira fase
que compreende de 0 — 24 horas ap0s injecdo de carragenina, os neutrofilos sdo
as células predominantes, enquanto que, durante a segunda fase, que se inicia 24
horas ap0s a injecdo de carragenina, ha um intenso acumulo de macrofagos,
linfocitos e eosindfilos. Todas estas células sao potencialmente capazes de liberar
agentes inflamatérios como aminas vasoativas, fatores quimiotaticos, leucotrienos,

fator ativador de plaquetas (PAF), componentes lipossomais e prostaglandinas.



Tem sido descrito na literatura que o edema de pata induzido pela
carragenina, seria um modelo eficaz para o estudo de drogas antiinflamatorias,
seletivas ou ndo para COX-2 (Higgs et al., 1980; Seibert et al., 1994; Chan et al.,
1995). Vérios estudos tém associado a COX-2 com o desenvolvimento do
processo inflamatério. Por outro lado, a isoforma COX-1 seria a responsavel pela
manutencado de estados fisioldgicos, como citoprotecdo gastrica e renal (Seibert et
al., 1994; Smith et al., 1998). Por isso acreditava-se que a inibicdo da COX-1 pelos
AINEs levaria ao aparecimento de reacbes adversas como lesdes da mucosa
gastrica. Por esta razdo, um consideravel esforco tem sido feito para o
desenvolvimento de antiinflamatorios capazes de inibir seletivamente a COX-2
(Kalgutkar et al., 1998; Smith et al., 1998). No centro da estratégia da inibicao
seletiva da COX-2 esta a suposi¢do de que esta € a Unica enzima responséavel
pela producao de prostaglandinas em locais inflamados, entretanto, existem varias
evidéncias sugerindo um importante componente da inflamacdo mediado pela
COX-1.

Os resultados do presente trabalho corroboram com dados da literatura, e
sugerem que, a atividade antiedematogénica parece nao ser exclusividade de
AINEs seletivos para a COX-2, mas também dos AINEs seletivos para a COX-1.
Tém sido demonstrado que a COX-1 € expressa em locais de inflamac&o como
articulagcbes de pacientes com artrite reumatéide e osteoartrite, principalmente no
involucro sinovial (Siegle et al., 1998) e também, a COX-1 é responsavel
predominantemente pela sintese de prostaglandinas em casos de bursite em
humanos (Gretzer et al., 1998). Em alguns modelos animais, a eficacia

antiinflamatéria dos inibidores seletivos para COX-2 s6 foi observada em doses



bem superiores & necessarias para inibir esta enzima (Seibert et al., 1994). Por
exemplo, o inibidor seletivo para COX-2, SC58125, reduz significativamente a dor
e a inflamacdo em ratos somente quando administrado em dose 100 vezes maior
gue a necessaria para inibir a sintese de prostaglandinas derivadas da COX-2
(Wallace, 1999). De maneira semelhante, outros compostos com seletividade para
COX-2 (NS398, nimesulide, dup697 e etodolac) reduzem significativamente a
inflamacédo na pata de ratos em doses que inibem também a COX-1 (Wallace et
al., 1998).

Bhattacharyya et al. (1995) demonstrou que o valeril salicilato (VS)
apresentou um comportamento semelhante aaspirina, por promover uma inibi¢cao
tempo-dependente da COX-1 com a participagdo de um sitio ativo ligado a serina
530. Seu mecanismo de inibicdo se caracteriza pela inser¢cao do grupamento acil
na hidroxila da cadeia lateral do sitio ativo desta enzima. Ja a COX-2,
praticamente ndo € inibida pelo VS, devido a diferencas na estrutura terciaria da
enzima, uma vez que, 0 seu sitio ativo € maior que o da COX-1. Além disso, sob
condi¢cdes apropriadas, (0.5 — 1.0 mM, 20 — 40 min. a 37 °C), VS possui a
caracteristica de inibidor irreversivel de COX-1.

Os resultados obtidos demonstraram perfis diferentes na formagéo do
edema de pata, onde o tratamento profilatico com VS, ou seja, antes de iniciar o
processo inflamatorio, foi capaz de inibir o desenvolvimento do edema na primeira
fase, indicando que esta droga possui efeito antiedematogénico neste modelo. O
mesmo resultado foi observado com o pré-tratamento com outros antiinflamatérios
seletivos ou ndo para COX-2, respectivamente o celecoxib (CEL) e indometacina

(INDO). Entretanto, nos mesmos animais, quando avaliados em 48 ap0s a injecao



da carragenina, somente os tratados com VS, apresentaram significante aumento
do edema formado em comparag¢ao ao grupo controle.

No tratamento terapéutico, duas horas apdés o inicio do processo
inflamatério iniciado pelo agente flogistico, péde-se observar que nos animais
tratados com VS néo houve alteragbes estatisticamente significantes na primeira
fase do edema, enquanto que, nos animais tratados com CEL e INDO, foi
observada reducéo significante no intervalo de quatro horas. Nestes mesmos
animais quando avaliados em 48 horas ao contrario do tratamento profilatico, ndo
apresentaram aumento no edema formado. Os resultados com o0s tratamentos
profilatico e terapéutico sugerem que no tratamento profilatico com VS, descrito
como um inibidor da COX-1, a alteracéo no perfil da resposta edematogénica em
48 horas seja decorrente do efeito do VS nos estagios iniciais da reacdo a
carragenina.

Nantel e colaboradores (1999) no estudo sobre a distribuicdo e regulagéao
da COX-2 em modelos de inflamacao induzidos por carragenina observaram que,
no modelo do edema de pata em ratos, a injecao de carragenina na pata, induziu
um aumento na expressdao do RNAm para a COX-2, bem como na producao de
prostaglandina E; (PGE;). Niveis méximos de COX-2 foram observados 1 hora
apos a injecdo do agente flogistico, embora os niveis de PGE, apresentaram um
pico em 2 horas.

Por ser expressa em altos niveis, a COX-2 passaria a ser a principal fonte
de prostaglandinas em locais inflamados, e a COX-1, assumiria entdo, um papel
secundario na sintese dos prostandides. Com isso, o valeril salicilato, por atuar

sobre a COX-1, seria pouco eficiente na inibicho do edema. Estes relatos



poderiam explicar o efeito do CEL e INDO administrados duas horas ap0s o
processo iniciado.

Para avaliar se o efeito do tratamento com valeril salicilato exibido em 48
horas, seria decorrente de uma acgéo local, ou se seria derivado de alguma
interacdo sistémica, grupos de animais foram tratados por via intraplantar. Os
resultados demonstraram que 0s animais que receberam este tratamento
apresentaram em 48 horas, um perfil semelhante aos tratados por via sistémica,
sendo gradativo ao aumento da dose administrada, indicando que a atividade
deste farmaco parece ser direta em alvos tissulares da pata.

O edema de orelha é um modelo para o estudo do processo inflamatdrio
agudo, capaz de auxiliar no estudo de drogas seletivas para COX-1, COX-2 e 5-
lipooxigenase (Opas et al., 1985; De Young et al., 1989). Como se pode observar,
o tratamento dos animais com VS, foi capaz de reduzir significativamente o edema
de orelha induzido pelo acido araquidbnico, ao contrario do tratamento dos
animais com CEL. A aplicacdo topica de AA na orelha de camundongos induz a
sintese de PGE; e leucotrienos C, e D4 e estas substancias agem como principais
mediadores neste modelo in vivo (Opas et al., 1985). Por ser a isoforma induzida,
neste modelo, os niveis de PGE; derivados da COX-2, sd&o minimos ou
praticamente ndo existem, sendo a COX-1, a isoforma responsavel pela sintese
deste mediador neste modelo.

No modelo do edema de orelha induzido por tetradecanoilforbol 13-acetato
TPA (um produto derivado do 6leo de créton), hd o desenvolvimento de um edema
longo associado com um influxo de neutréfilos com pico de edema em 6 horas e

pico de atividade da mieloperoxidase (marcador indireto para a migracao de



neutréfilos) em 24 horas (De Young et al., 1989). No entanto, neste protocolo
experimental o VS ndo promoveu mudancgas significativas na formagédo do edema
enquanto que o tratamento com CEL promoveu uma reducdo estatisticamente
significante quando comparado ao grupo controle.

Os resultados obtidos no edema de orelha demonstraram que o VS foi
preferencialmente mais ativo no modelo induzido pelo AA (dirigido pela COX-1),
sugerindo a seletividade in vivo, deste farmaco para a COX-1.

Para melhor compreender as contribui¢gdes relativas das isoformas da COX
no processo inflamatério, Langenbach e colaboradores (1995), compararam as
respostas inflamatérias de camundongos deficientes para a COX-1 e COX-2. Em
estudos iniciais, foram utilizados, acido araquidénico (AA) e tetradecanoilforbol 13-
acetato (TPA) para induzir o edema na orelha de camundongos como uma medida
do processo inflamatério. Nos animais deficientes para COX-1, mas ndo para a
COX-2, o edema induzido por acido araquidénico foi 70% menor, quando
comparado ao grupo de animais controles. O edema de orelha em camundongos
deficientes para COX-1 teve seu pico de formacdo entre 1-2 horas apdés o
tratamento com AA. Similar aos animais controle, o edema foi reduzido aos niveis
proximos ao normal em 6 horas, indicando que a inducdo da COX-2 ndo € um
fator significante no edema induzido por AA.

Para o TPA, tém sido descrito que este induziu a formagéo de edema tanto
em animais deficientes para COX-1 e COX-2 quanto em animais controle. Esta
reacao foi inesperada, pois a COX-2 é induzida por TPA e acredita-se ser esta a
resposta inflamatéria mediada por este agente. Langenbach et al. (1995)

demonstraram ainda que o edema de orelha induzido por TPA ndo apresentou



diferenca entre os gendtipos em 48 horas de monitoramento. Uma vez que 0s
animais deficientes para COX-2 expressam COX-1, é possivel que esta enzima
contribua com niveis de prostaglandinas suficientes para que este processo
inflamatério possa ocorrer.

Antes de avaliar a participacao de outros sistemas na atividade exibida pelo
valeril salicilato, houve a necessidade de observar se este efeito em 48 horas seria
especifico do tratamento com esta droga; outros farmacos como, por exemplo,
acido acetilsalicilico (AAS) - que inibe irreversivelmente a COX-1 por uma
acetilacdo da porcdo ser530 no sitio ativo da enzima (DeWitt et al., 1990),
resveratrol - um inibidor seletivo para a COX-1 que inibe a atividade de peroxidase
desta enzima (Jang et al., 1997) e o SC560, um inibidor seletivo para a COX-1 que
apresenta uma potencia cerca de 700 vezes maior em relagdo a COX-2 (Smith et
al., 1998), foram avaliados, sendo administrados de forma profilatica e observados
nos intervalos de 2 e 48 horas ap0s a injecdo de carragenina. Os resultados
demonstraram que os tratamentos com o AAS e com SC560, foram capazes de
promover aumento significante do edema quando avaliados em 48 horas. Estes
resultados poderiam sugerir que o0s efeitos apresentados com o VS e com AAS
poderiam ter componentes derivados de um efeito independente da inibicdo da
ciclooxigenase, uma vez que sdo derivados do acido salicilico (salicilatos) e,
dentre seus efeitos antiinflamatérios independentes da atividade sobre a
ciclooxigenase, tem sido descrito na literatura que estas drogas podem interferir
com a expressdo da COX-2. Entretanto, os relatos existentes sao conflitantes,
pois, alguns estudos tém demonstrado que podem inibir a expressédo da COX em

células isoladas, enquanto outros demonstram que néo ha qualquer atividade dos



salicilatos sobre a expressao das isoformas da ciclooxigenase (Amann e Peskar,
2002). Porém, ao observar o perfil de resposta exibido pelo tratamento com
SC560, que dentre os inibidores da COX-1 avaliados é o mais seletivo, ndo sendo
derivado de salicilatos, os indicios de que a inibi¢do inicial da COX-1 seria 0
componente mais intrinsecamente relacionado ao edema observado em 48 horas,
se tornaram mais evidentes.

Com a intencdo de avaliar a importancia da atividade enzimatica da COX-1
no inicio do processo inflamatério, animais foram pré-tratados com valeril salicilato
e 5 minutos antes da injecédo de carragenina, receberam injecdo de PGE; na pata
(na tentativa de repor os niveis que deixariam de ser sintetizadas devido ao
tratamento), sendo avaliados nos intervalos de 2 e 48 horas apos a indugédo do
processo. Os resultados demonstraram que a administracdo de PGE; foi capaz de
reverter o efeito antiinflamatorio observado com o tratamento com valeril salicilato,
ocasionando em edema semelhante ao grupo controle (tratado com PBS). Os
mesmos animais quando avaliados em 48 horas, também, apresentaram niveis
semelhantes ao controle e estatisticamente diferentes quando comparados com 0s
animais tratados com valeril salicilato. Estes resultados déo o indicio de que no
modelo avaliado, a atividade da COX-1 parece ser importante na fase inicial do
processo e esta, de alguma maneira, interfere na fase tardia do edema de pata.

De acordo com os resultados apresentados, nos animais tratados com as
drogas que inibem a COX-1 (VS, AAS e SC560), foi observado em 48 horas, um
aumento no edema formado, no modelo do edema de pata em camundongos.
Utilizando o precursor de 6xido nitrico (NO) L-arginina (L-ARG) e o inibidor da

oxido nitrico sintase (NOS) L-nitroarginina (L-NOARG), procurou-se avaliar a



participacao da via do NO sobre o efeito apresentado pelo tratamento com valeril
salicilato.

Os relatos que evidenciam participacdo da via do Oxido nitrico na
modulagdo da atividade das isoformas da ciclooxigenase sdo contraditérios, pois
alguns trabalhos indicam que o NO inibe a producédo de prostaglandinas, enquanto
outros indicam o contrario. Clancy et al. (2000) relataram que ha um “cross-talk”,
ou seja, uma comunicacdo entre o NO e as isoformas da ciclooxigenase.
Utilizando macréfagos e fibroblastos deficientes para a COX-1 ou para a COX-2
provenientes de camundongos, estes pesquisadores observaram que o NO
aumentava a producdo de PGE; nas células deficientes para a COX-2, mas nao
nas células deficientes para a COX-1. O mesmo efeito foi observado quando
macrofagos deficientes para a COX-1 foram estimulados com LPS, indicando que
0 NO poderia inibir a producao de prostaglandinas (PGs) derivadas da COX-2 e
aumentar a producdo de PGs derivadas da COX-1. Os relatos apresentados por
este grupo sugerem que a inibicdo da atividade da COX-2 é consequéncia da
diminuicdo da expressdo da COX-2, acompanhado por uma nitracdo no sitio
catalitico da enzima, sendo responsaveis pela diminuicdo da sintese de
prostanodides (Gunther et al., 1997; Goodwin et al., 1998). Em contraste aos efeitos
do NO sobre a COX-2, os autores ndo observaram nenhuma evidéncia para a
nitragcdo da COX-1. Entretanto, a ativagdo da COX-1 poderia ocorrer por um efeito
alostérico subsequente a S-nitrosilacao nos residuos de cisteina, que estimularia a
atividade do sitio catalitico da enzima conforme relatado por Hajjar et al. (1995).

Com base nos relatos acima, os resultados deste trabalho sugerem que,

nos animais pré-tratados com VS, a injecdo de L-ARG antes da injecdo de



carragenina, poderia contribuir para a producao de PGs através da modulacdo da
atividade da COX-1, restaurando os niveis destas PGs asituacdes proximas da
normalidade, e assim, fazendo com que exercam seu papel fisiopatolégico na
inflamacdo. Porém, deve ser levado em consideracdo que o papel 6xido nitrico
nao restringe somente ao seu efeito modulador sobre a atividade e expressao da
COX. Seu envolvimento durante o processo inflamatério pode estar relacionado ao
aumento da permeabilidade vascular e edema através de alteragbes no fluxo
sangiineo local. Além disso, o NO pode reagir com espécies reativas de oxigénio
(anion superéxido) formando principalmente peroxinitrito (ONOO’), uma potente
molécula oxidante capaz de induzir peroxidacao lipidica e dano celular (Salvemini
et al., 1996). Outro fator que deve ser levado em consideracéo é a interferéncia
principalmente do NO sobre a atividade de fatores de transcricdo como, por
exemplo, o NF-kB. Lawrence et al. (2001) investigando o papel do NF-kB na
resolugcdo do processo inflamatério, observaram que ativacdo deste fator de
transcricdo em leucocitos recrutados durante o inicio da inflamacdo, esta
associada com a expressdao de genes pro-inflamatérios, enquanto que sua
ativacdo durante a fase de resolucdo da inflamagdo estd associada com a
expressao de genes antiinflamatoérios e indugdo de apoptose, necessaria para que
0 processo de resolugéo ocorra, sugerindo com isso que o NF-kB possui um papel
antiinflamatorio, estando envolvido na regulacdo da resolucao inflamatoria.
Recentemente, Zhang et al. (2002), relatou um efeito compensatoério da
expressao das isoformas da COX e, em macréfagos peritoneais provenientes de

camundongos deficientes para a COX-1 e COX-2. Além disto, em células



deficientes para a COX-1, houve um aumento na expressdo das enzimas
fosfolipase A, (PLA2C) e 5-lipooxigenase (5-LOX) marcante quando comparado ao
controle ou & células deficientes para a COX-2. Diante destes fatos, procurou-se
avaliar se a 5-LOX poderia contribuir para a formacao do edema em 48 horas em
animais tratados com VS. Sob esta hipétese foi utilizado um inibidor da 5-LOX
(REV5901), onde foi observado que os grupos de animais que foram pré-tratados
com VS e posteriormente tratados com REV5901, apresentaram reducdo no
edema tanto em 2 quanto em 48 horas. A inibicdo da atividade enzimatica da
COX-1 em modelos de edema em camundongos, aparentemente, pode promover
um desequilibrio a favor da producdo de leucotrienos, que possuem uma
importante atividade como mediador da inflamacdo. Dentro de concentracdes que
variam de picomolar a micromolar, o leucotrieno B, promove: quimiotaxia para
neutréfilos, eosindfilos, linfocitos e mondcitos; agregacdo de neutréfilos e
eosinofilos; inducdo da degranulacdo de neutrofilos e liberagdo de enzimas
lisossomais; modulacdo da dor induzida por reac¢des inflamatodrias e modulacéo de
certas respostas imunes (para revisao ver Bertolini et al., 2001).

Apesar de estudos com AA, TPA e carragenina em animais deficientes para
COX, indicarem que a COX-1 e a COX-2 podem contribuir com prostaglandinas
para a fase aguda da resposta inflamatdria, a contribuicdo de cada isoforma na
producdo de prostaglandinas pode depender do estimulo inflamatério, do tempo
ap6s o dano e dos niveis relativos de cada isoforma nos tecidos alvos
(Langenbach et al., 1999).

De acordo com a literatura recente, o conceito de que a COX-1 seria

responsavel apenas pela produgcdo de prostaglandinas relacionadas a eventos



fisiologicos e sua inibicdo relacionada aos efeitos adversos dos AINEs, parece
estar sendo superado. Alguns trabalhos recentes relacionam o dano gastrico com
a inibicdo de ambas as isoformas e ndo apenas ainibicdo da COX-1 (Wallace et
al., 2000; Tanaka et al., 2001). Outros evidenciam a participacdo da COX-1 em
eventos de nocicepcéo (Ochi et al., 2000).

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que a COX-1 possui
um importante papel no inicio do desenvolvimento do processo inflamatério e esta

atividade inicial, parece ter grande influéncia na fase tardia.



6. CONCLUSOES

De maneira geral, os resultados obtidos no modelo do edema de pata e no
modelo do edema de orelha em camundongos indicam que:
O tratamento profilatico intraperitoneal com valeril salicilato (VS), foi capaz
de reduzir o edema de pata formado na primeira fase (até quatro horas
apos a injecao de carragenina), indicando que a COX-1 produz substéancias
biologicamente ativas neste modelo, com importante participacdo para a
formag&o do edema no inicio do processo.
Os mesmos animais avaliados na primeira fase (até quatro horas) foram
avaliados na segunda fase do edema (24 — 72 horas apoés a injecdo de
carragenina) e, no intervalo de 48 horas, os resultados demonstraram que
houve um aumento no edema formado, indicando que a inibicdo da COX-1,
antes do inicio do processo, altera o perfil de formagdo do edema,
promovendo um retardo na resolucéo do processo.
Os resultados ainda demonstram que este ndo € um efeito especifico do
VS, uma vez que, tratamentos com &cido acetilsalicilico e SC560,
apresentaram o mesmo perfil de resposta em 48 horas.
O tratamento com VS foi capaz de reduzir o edema de orelha induzido pelo
acido araquidénico (AA), mas nao pelo 6leo de créton (OC), enquanto que,
o celecoxib, apresentou efeito contrario, indicando que a COX-1 € uma das

enzimas chave para o processo edematogénico induzido por AA, enquanto



que a COX-2 teria maior participacdo no modelo induzido por OC. Além
disso estes resultados também podem sugerir a seletividade do VS.

A injecéo de PGE; cinco minutos antes da inje¢ao de carragenina, reverteu
o efeito do VS na primeira fase do edema de pata, quando comparado ao
controle. Isto indica que a producéo inicial de prostaglandina parece ser
essencial para o processo agudo da inflamacao. Dentre outros fatores, ha
relatos na literatura que relacionam as PGE,, principalmente derivadas da
COX-1 aexpressédo da COX-2 (Nantel et al., 1999).

O oxido nitrico (NO) parece modular, de alguma forma, a atividade da COX
ou ainda a ativacao de fatores de transcricdo como o NF-kB, pois a inje¢cao
do precursor L-ARG, reverte o efeito do VS na primeira fase. Vale ressaltar,
gue o NO possui atividades sobre vasos sangiineos e migracao celular, o
gue deve ser levado em consideracao.

Relatos na literatura indicam que em macréfagos peritoneais deficientes
para a COX-1, ha um aumento da expressdo da fosfolipase A, e da 5-
lipooxigenase. Foi investigada a participagcdo da via da 5-lipooxigenase
utilizando o inibidor REV5901. Os resultados apresentados demonstraram
gue tanto o tratamento profilatico, quanto os tratamentos feitos em 24 e 46
horas foram capazes de reduzir o edema formado em 48 horas. Isto indica
gue héa a participacdo desta via no efeito edematogénico provocado pela

inibicdo da COX-1.
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