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 O presente trabalho procurou avaliar a participação 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 farmacológica. 

 De acordo com os resultados obtidos, a inibição da COX-1, promove uma redução no edema 
de pata formado na primeira fase do edema (nas primeiras 4 horas após a injeção de carragenina), 
bem como outros inibidores, indometacina e o inibidor seletivo para a COX-2, celecoxib. Entretanto, 
em 48 horas após a injeção de carragenina, apenas os animais tratados com o valeril salicilato, 
apresentaram um aumento significante do edema formado. Os resultados demonstram que, para que 
este evento ocorra, além da inibição da COX-1, há a participação da via da lipooxigenase e do óxido 
nítrico.      

[Edema de pata] [edema de orelha] [camundongos] [carragenina] [valeril salicilato]. 
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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a participação 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 farmacológica. Foram 

avaliadas ainda, a participação da via do óxido nítrico e da lipooxigenase.  

Os resultados deste estudo demonstraram que: 

§ O tratamento prévio com VS reduziu significativamente o edema de 

orelha induzido por ácido araquidônico (AA), sem apresentar o mesmo 

efeito no edema de orelha induzido por óleo de cróton (OC), enquanto 

que o celecoxib, ao contrário, reduziu significativamente o edema de 

orelha induzido por OC sem alterar a resposta edematogênica ao AA; 

• O tratamento profilático com VS foi capaz de reduzir o edema de pata 

formado na primeira fase (0 - 4horas após a injeção de carragenina), 

sendo o mesmo efeito observado com o celecoxib (inibidor seletivo da 

COX-2) e com a indometacina (inibidor não seletivo). Entretanto, em 48 

horas apenas os animais tratados com VS, apresentaram um aumento 

no edema; 

• A injeção de PGE2 (30 nmol/pata), cinco minutos antes da injeção de 

carragenina, reverteu o efeito do VS nas duas fases do edema de pata. 

Da mesma maneira, a injeção de L-ARG (15 µmol/pata), também foi 

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



  

• O tratamento com o inibidor da 5-lipooxigenase, REV5901 e associação 

com o VS foi capaz de reverter o edema formado em 48 horas. 

Em conjunto os resultados sugerem que: 

• A inibição da COX-1 antes do início do processo, pode promover uma 

alteração da resposta normal à carragenina, retardando o processo de 

resolução do edema, porém este não é um efeito específico do VS, 

uma vez que o tratamento com ácido acetilsalicílico, salicilato de sódio 

e SC560 apresentaram o mesmo perfil. 

• A injeção de PGE2 na pata dos animais reverte o efeito do VS em 

ambas as fases sugerindo que, por ser constitutivamente expressa, as 

PGE2 derivadas da COX-1 são responsáveis pelo início do processo 

inflamatório. 

• O óxido nítrico pode participar, de alguma forma, na modulação da 

atividade da COX, uma vez que, a injeção de L-ARG (15 µmol/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 participação ainda da lipooxigenase, pela produção 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. INTRODUÇÃO 

  

 

 

 

Em 1930, dois ginecologistas americanos, Kurzok e Lieb, observaram que o 

útero humano relaxava ou contraía fortemente quando exposto ao sêmen humano. 

Alguns anos mais tarde, Goldblatt na Inglaterra, relatou que o sêmen humano 

possuía um fator que reduzia a pressão sangüínea e estimulava a musculatura lisa. 

No mesmo período, von Euler na Suécia, fazendo um estudo completo da ocorrência 

do composto P, um peptídeo que ele havia descoberto poucos anos antes, relatou 

que, no sêmen, nos extratos de próstata ou de vesículas seminais de macacos e de 

carneiros havia um fator lipossolúvel diferente do seu composto P, que promovia 

uma forte diminuição na pressão sangüínea e também estimulava a musculatura lisa, 

denominando-o então de prostaglandina (para revisão ver Bergström, 1982).  

Mais de vinte anos se passaram antes da demonstração de que as 

prostaglandinas eram de fato uma família de compostos únicos, formados por vinte 

carbonos, sendo semelhantes aos ácidos graxos essenciais. A estrutura de dois 

destes compostos, chamados de prostaglandina E1 (PGE1) e prostaglandina F1α 

(PGF1α) foram esclarecidas em 1962 (Samuelsson, 1982).  



  

1.1 Biossíntese de prostaglandinas e leucotrienos 

 

O mecanismo de biossíntese de prostaglandinas e leucotrienos foi esboçado 

em 1967 por Hamberg e Samuelsson. A principal característica no mecanismo 

proposto foi a formação de peróxidos bicíclicos (endoperóxidos) como produtos 

iniciais da oxigenação dos ácidos graxos poliinsaturados (para revisão ver 

Samuelson, 1982).  

O passo inicial para a síntese de prostaglandinas e leucotrienos é a formação 

de ácido araquidônico (AA), derivados de diferentes fontes dietéticas ou através da 

catálise de fosfolipídeos de membrana, mediada pelas diferentes formas da enzima 

fosfolipase A2 (PLA2). O AA é então 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 são classificadas de acordo com a posição em que ocorre a 

oxidação do ácido araquidônico. Embora existam três isoformas em mamíferos, 5-

lipooxigenase, 12-lipooxigenase e 15-lipooxigenase, a primeira é a forma mais 

importante do ponto de vista biológico. É encontrada principalmente em células de 

origem mielóide, como leucócitos polimorfonucleares, macrófagos, eosinófilos, 

mastócitos, monócitos, basófilos, e linfócitos B, que estão envolvidos em reações 

imunológicas e nos processos inflamatórios. A enzima 5-lipooxigenase catalisa o 

passo inicial para a síntese de leucotrienos, convertendo o ácido araquidônico em 

uma molécula estereoespecífica, o ácido (5S)-trans-5,6-oxido-7,9-trans-11,14-cis-

eicosatetraenóico, através da remoção do hidrogênio localizado no carbono-7 e da 



  

inserção de oxigênio molecular no carbono-5 da estrutura do ácido araquidônico. 

Esta molécula é denominada de ácido 5 - hidroperoxieicosatetranóico (5-HPETE). 

Esta mesma enzima também catalisa a remoção de um hidrogênio, formando um 

epóxido instável, leucotrieno A4 (LTA4). A conversão do LTA4 a um potente agente 

quimiotático, o leucotrieno B4 (LTB4), é catalisada pela enzima leucotrieno A4 

hidrolase, enquanto que a conjugação do LTA4 com a glutationa reduzida para 

formar LTC4 é catalisada pela enzima leucotrieno C4 sintase. A enzima γ-

glutamiltranspeptidase catalisa a conversão de LTC4 para LTD4 através do 

tripeptídeo conjugado, glutationa, para um dipeptídeo conjugado, cisteinilglicina. O 

LTD4, é biologicamente mais potente que o LTC4. A enzima LTD4 dipeptidase 

converte LTD4 para LTE4. LTC4, LTD4 e LTE4, são também denominados de 

peptidoleucotrienos ou cisteinil-leucotrienos (Bertolini et al., 2001).  

As isoformas da COX catalisam a conversão do ácido araquidônico a 

prostaglandina H2 (PGH2) utilizando duas moléculas de O2 e dois elétrons. Este é o 

passo comprometido com a formação de prostaglandinas, prostaciclinas e 

tromboxanos. As isoformas da COX catalisam duas reações separadas incluindo 

uma reação de ciclooxigenase em que o AA é convertido a prostaglandina G2 (PGG2) 

e uma reação de peroxidase em que a PGG2 formada sofre uma redução em dois 

elétrons para originar PGH2. Estas reações 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 PGH2 sofre a ação 

de isomerases e redutases, onde dará origem às prostaglandinas das séries E, F, D, 

tromboxanos e prostaciclinas (Figura 1). 



  

 

Figura 1.Síntese de PGH2 pela COX ou PGH sintase (PGHS) a partir do ácido araquidônico e formação de 

outros prostanóides (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 concentrações 

no retículo endoplasmático de células formadoras de prostanóides (Smith, 1986). 

Contém duas atividades enzimáticas: a ciclooxigenase que adiciona duas 

moléculas de oxigênio ao ácido araquidônico para formar PGG2, e a atividade de 

peroxidase que reduz a PGG2 em dois elétrons, formando PGH2. 

Nos anos 90, estudos biológicos demonstraram um aumento na atividade 

desta enzima em uma variedade de células expostas a endotoxinas bacterianas, 

citocinas pró-inflamatórias, fatores de crescimento, hormônios e promotores de 

tumor. Foi descoberto então, que esta resposta requeria síntese de novas 

proteínas e era sensível a inibição por corticóides. Esta observação deu ênfase ao 

conceito de que poderia existir uma atividade constitutiva da COX, mediada pela 

primeira isoforma - COX-1, e uma atividade induzida, subseqüentemente referida 

como COX-2 (O’Bannion, et al, 1991). 

Das isoformas da COX conhecidas, somente três delas possuem sua 

estrutura tridimensional caracterizada: COX-1 de ovinos, COX-2 recombinante de 

humanos e COX-2 recombinate de camundongos. Todas as três estruturas 

revelam a completa forma dimérica destas enzimas (Figura 2) (Garavito e DeWitt, 

1999). 

COX-1 e COX-2 originárias da mesma espécie apresentam cerca de 60 – 

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



  

entre diferentes espécies animais varie de 85 – 90%. COX-1 possui 576 e a COX-

2 587 aminoácidos em suas constituições. Ambas estão presentes na superfície 

do retículo endoplasmático e nas superfícies interna e externa da membrana 

nuclear.  As maiores diferenças entre as estruturas primárias das isoformas da 

COX ocorrem em quatro áreas distintas (Figura 2). Primeiro, ambas as enzimas 

possuem sinais peptídicos de comprimentos variáveis. Segundo, há uma inserção 

de 18 aminoácidos na porção C-terminal da COX-2 que não está presente na 

COX-1. Terceiro, diferenças substanciais entre as duas isoformas foram 

encontradas no domínio de ligação à membrana (DLM) (Spencer et al., 1999), 

embora nenhuma explicação para as conseqüências deste fenômeno seja 

conhecida. Finalmente, a COX-1 é N-glicosilada em três locais, enquanto que a 

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

Outras diferenças estruturais entre as isoformas da COX que determinam a 

interação com antiinflamatórios não esteróidais (AINEs), são a presença de 

isoleucina na posição 523 na COX-1 e de valina (que é 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 sítio de ligação de muitas 

drogas seletivas. Por ser estruturalmente maior, a isoleucina na posição 523 na 

COX-1 é suficiente para bloquear o 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 diferenças, o sítio catalítico da COX, o ligante heme, sítio de 

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



  

domínio para o fator de crescimento endotelial permanece também conservado 

entre as isoformas da COX.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 Figura 2. Estrutura da COX-1 de ovinos, demonstrando a relação entre o 
grupamento heme (vermelho), sítio de ligação para o flurbirprofeno (amarelo). O 
domínio para o fator de crescimento endotelial (EGF), domínio de ligação à 
membrana e domínios catalíticos em verde, amarelo ouro e azul respectivamente 
(Garavito e DeWitt, 1999). 

 
 

1.2.1 O sítio ativo da ciclooxigenase 

O ácido araquidônico (AA) é orientado no interior do sítio ativo da COX em 

uma conformação em “forma de L”. A porção apical do substrato se liga de modo 

que o radical carboxil interage com o grupamento guanidina da Arg120. Carbonos 

7 - 14 do ácido araquidônico adquirem uma conformação em “S” que circunda a 

cadeia lateral da Ser530 (o resíduo acetilado pela aspirina). Nesta conformação o 

 



  

AA está posicionado de modo que o carbono 13 é orientado a uma posição 

próxima ao oxigênio fenólico da Tir385, um hidrogênio é retirado para iniciar a 

reação de ciclooxigenase. Além disso, o carbono 11 está posicionado acima de 

uma pequena bolsa, circundada pela Val349, Ala527, Ser530 e Leu531, de 

maneira que o O2 proveniente da camada lipídica possa migrar (Malkowski et al., 

2000). A porção ω-terminal do AA (carbonos 14 - 20) se liga ao encaixe 

hidrofóbico acima da Ser530, onde é estabilizado pela Phe205, Phe209, Val344, 

Phe381 e Leu534. O AA faz um total de 48 ligações de van der Waals e duas 

ligações hidrofílicas com 19 resíduos no sítio ativo do canal da COX (Malkowski et 

al., 2000). 

Embora a COX-1 sintetize primariamente a PGG2, também há a produção em 

concentrações pequenas, mas significantes, de ácido 11-R-hidroperoxi-(5Z, 8Z, 12 

E, 13 Z)-eicosatetranóico (11R-HPETE) e ácido 15-hidroperoxi-(5Z, 8Z, 12E, 13Z)-

eicosatetranóico (15R-HPETE e 15S-HPETE). A cinética de formação destes 

produtos sugere que o AA pode adotar no mínimo quatro conformações diferentes, 

mas cataliticamente competentes no sítio ativo da COX (Thuresson et al., 2000). 

Por fim, a atividade peroxidase reduz o grupamento 15-hidroperóxido da PGG2 

produzindo PGH2 (Smith et al., 1996). A PGH2, por sua vez sofre ação de outras 

sintases e isomerases para formar as prostaglandinas das séries E, F, D, 

tromboxanos e prostaciclinas. 

 



  

1.3 Indução da COX-1 e COX-2 

A COX-1 é expressa em muitas células de mamíferos. Vários estudos 

indicam evidências convincentes de que a expressão e o nível celular da enzima 

COX-1 são regulados por ésteres de forbol biologicamente ativos como phorbol-

12-myristate-13-acetate (PMA) em HUVEC, células MC3T3-E1 e células epiteliais 

de traquéias de rato; por soro em células MC3T3-E1, por fator de crescimento 

tumoral-β (TGF-β) em células MC3T3-E1; por prostanóides (PGF2α, PGE2, e 

iloprost) em células MC3T3-E1 e por oncogenes (Mos, Src, Abl, Fes) em células 

NIH3T3 (Pilbeam et al., 1993; Wu, 1995). Estas diferenças podem estar 

relacionadas às diferentes células utilizadas nos experimentos e, além disso, 

poderiam ser atribuídas à dificuldade na determinação quantitativa do pequeno 

aumento dos níveis do RNAm na COX-1. Entretanto, nos relatos onde foi 

observado um aumento significante na expressão da COX-1, há um conceito de 

que a indução da COX-1 é diferente da indução da COX-2. Primeiro, a magnitude 

de indução da COX-1 é somente de duas a três vezes maior do que os níveis 

basais, sendo com isso, menor do que a da COX-2. Segundo, a indução da COX-

1 é evidente em cerca de uma hora após a adição do agente indutor, com picos 

que variam entre quatro e seis horas chegando até vinte e quatro horas. Terceiro, 

em contraste com a super indução da COX-2, a cicloheximida suprime a 

expressão da COX-1. Estes achados indicam que ambas as isoformas da COX 

são indutíveis, mas os mecanismos que levam à indução são diferentes (Wu, 

1995). 



  

COX-2 é mais seletivamente distribuída nos tecidos de mamíferos que a 

COX-1, que está presente em quase todos os tecidos e células. COX-2 se 

encontra expressa primariamente em macrófagos, células endoteliais, fibroblastos 

e células da musculatura lisa. Células quiescentes, normalmente expressam ou 

níveis muito baixos de COX-2 ou não expressam esta enzima. Estudos em muitos 

tipos celulares em várias espécies animais e em humanos tem demonstrado, 

invariavelmente, que a COX-2 é fortemente induzida por citocinas, fatores de 

crescimento, hormônios 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). Ésteres de forbol 

como PMA, segundo relatos, são 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 indução foi de 3 vezes em HUVEC a > 50 vezes além dos 

níveis basais em fibroblastos de roedores. A indução é rápida (aprox. 30 min após 

adição dos agentes indutores), com picos em aproximadamente 4 h, e após 24 h. 

Interleucina-1 (IL-1) tem sido relatada por induzir a expressão de COX-2 em 

monócitos humanos (O’Banion et al., 1992), células endoteliais (Hla e Nielsen, 

1992) e células mesangeais de ratos (Wu, 1995) de maneira semelhante ao PMA. 

Vários relatos indicam que lipopolissacarídeos (LPS) são capazes de induzir a 

expressão de COX-2 em macrófagos aoveolares de coelhos (Ristimaki et al., 

1994), macrófagos aoveolares de roedores e HUVEC, de maneira similar à 



  

descrita acima para o PMA. A indução da COX-2 por PMA, IL-1, fatores de 

crescimento e oncogenes é aumentada por cicloheximida que está relacionada 

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

Hormônios gonadotrópicos, segundo relatos, induzem COX-2 em células da 

granulosa in vitro e in vivo em ratos de maneira similar à relatada acima. A 

indução da COX-2 possui importância fisiológica na ovulação. Análogos do AMP 

cíclico são capazes de induzir COX-2 em linhagens celulares de osteoblatos 

MC3T3-E1, sugerindo o envolvimento da proteína quinase A na indução da COX-

2. Demais estudos demonstram que PGF2α e análogos estáveis da prostaciclinas 

como iloprost são também indutores da expressão da COX-2 indicando um 

feedback positivo (Pilbeam et al., 1993). Com isso pode-se concluir que a indução 

da COX-2 é mediada por um complexo sinal transducional envolvendo no mínimo 

proteínas quinases C e A (Wu,1995). 

A hipótese original sobre o papel destas isoformas da COX propõe que a 

COX-1, que é constitutivamente expressa em muitos tecidos, regula muitas 

funções fisiológicas através da liberação de prostaglandinas (PGs) (Pairet e 

Engelhardt, 1996). A COX-2, ao contrário, por ser constitutivamente expressa em 

baixos níveis em alguns tecidos e ser induzida por citocinas pró-inflamatórias, 

endotoxinas, mitógenos, promotores de tumor e ainda PGE2 e fator ativador de 

plaquetas (PAF) (Akarasereenont et al.,1994; Hemple et al., 1994; Arias-Negrete 

et al., 1995; Nantel et al., 1999), seria responsável por conduzir o processo 

inflamatório ou teria participação em estados patológicos (Chan et al., 1994; Pairet 



  

e Engelhardt, 1996). De acordo com este papel para COX-1 e COX-2, foi sugerido 

que a inibição seletiva da COX-2 poderia ser um alvo relevante para a atividade de 

drogas antiinflamatórias desprovido dos típicos efeitos adversos dos 

antiinflamatórios tradicionais (Vane, 1994; Masferrer et al., 1994; Lane, 1997; 

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

 

1.4 Relação entre a ciclooxigenase e o óxido nítrico 

 Óxido nítrico sintase (NOS) catalisa a conversão de L-arginina a óxido 

nítrico (NO) e L-citrulina. O NO possui um papel importante em muitas condições 

fisiológicas e patológicas (Marletta, 1993). É um potente mediador que mantém a 

homeostasia por agir sobre plaquetas e tônus vascular, age como um 

neurotransmissor com funções no sistema nervoso central e periférico e um 

agente imunomodulador não específico participando no controle da invasão 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 várias condições fisiológicas e patológicas, o NO e 

prostanóides trabalham de forma cooperada. Por exemplo, NO e prostaciclinas 

agem sinergisticamente na via do GMPc e AMPc, respectivamente, para inibir a 

ativação de plaquetas, agregação e relaxamento do tônus vascular, assim 

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

Relatos indicam que a COX-2 e NOSi são expressas simultaneamente em 

modelos animais de inflamação (Vane et al., 1994).  As induções prolongadas da 



  

COX-2 e NOSi podem causar vários efeitos deletérios ao tecido uma vez que, as 

duas enzimas podem gerar uma grande quantidade de espécies reativas de 

oxigênio (EROs). A produção excessiva destes radicais pode causar dano 

tecidual, principalmente pela formação de peroxinitrito (resultante da reação do 

óxido nítrico com o ânion superóxido) (Wu, 1995). Alguns trabalhos indicam ainda 

que, a COX e a NOS podem interagir através de seus metabólitos. Salvemini et al. 

(1993), relataram que o NO estimula a atividade da COX em macrófagos RAW 

264,7, possivelmente através de uma reação com o grupamento heme ligado ao 

sítio ativo da COX. Em contraste, Habib e colaboradores (1997), demonstraram 

que o NO endógeno inibe a síntese de prostaglandinas em condrócitos e 

macrófagos estimulados por LPS; Clancy e colaboradores (2000), avaliando os 

efeitos do NO sobre as isoformas da COX, observaram que o NO ativa a produção 

de PGE2 derivada da COX-1, porém inibe a produção derivada da COX-2. Embora 

seja reconhecido que há uma interação entre os produtos das vias da COX e 

NOS, a literatura está dividida no que diz respeito à atividade do NO; se há uma 

inibição ou ativação da produção de prostaglandinas derivadas das duas 

isoformas. 

 

1.5 Antiinflamatórios não esteroidais (AINEs) 

Em 1893, o químico alemão Félix Hoffman, no interesse de auxiliar seu pai, 

portador de artrite reumatóide severa, iniciou junto com seu empregador, a 

companhia Bayer, um processo comercial para produzir uma molécula com 



  

atividade analgésica chamada ácido acetilsalicílico ou aspirina. O que se 

desenvolveu a partir deste evento histórico foi uma classe de drogas, os 

antiinflamatórios não esteroidais (AINEs), que são considerados os agentes 

terapêuticos mais amplamente utilizados nos últimos 100 anos, para o tratamento 

de várias condições patofisiológicas. Estas incluem, tratamento profilático contra 

doenças cardiovasculares, para o desconforto associado com danos menores, 

dores de cabeça e alívio para a dor severa causada por uma variedade de 

doenças inflamatórias e degenerativas das articulações (Dubois et al., 1998).  

Apesar da grande utilização dos AINEs, nos últimos cem anos, seu 

mecanismo de ação não foi conhecido até 1971, quando o Dr. John Vane e 

colaboradores publicaram suas observações propondo que a capacidade dos 

AINEs de reduzir os efeitos da inflamação seria o resultado primário da inibição da 

enzima ciclooxigenase. Esta inibição limitaria a produção de prostaglandinas 

proinflamatórias no local da lesão (Vane, 1971; Dubois et al., 1998).   

Antes de 1971, pouco se conhecia sobre os mecanismos de ação dos 

antiinflamatórios não esteroidais (AINEs), exceto que eles produziam um efeito 

antiinflamatório que era qualitativamente e quantitativamente diferente do mais 

potente antiinflamatório esteroidal. Muito dos efeitos bioquímicos dos AINEs 

tinham sido documentados, mas as teorias baseadas nestes efeitos acabaram 

sendo abandonadas. Talvez a hipótese mais racional daquele tempo, estava 

baseada na observação de que os salicilatos poderiam inibir várias proteases. 

Aumento da atividade proteolítica tinha sido observado em vários modelos de 

inflamação, e acreditava-se ser este aumento o responsável pelo dano tecidual 



  

caracterizado nas doenças crônicas como artrites reumatóides (Vane e Botting, 

1998). 

1.5.1 Inibição da COX por AINEs 

Os AINEs podem ser subdivididos em duas classes de drogas: (a) AINEs 

clássicos, não específicos e (b) inibidores da COX-2. Todos os AINEs clássicos 

inibem ambas as isoformas da COX, mas tendem a se ligar mais fortemente à 

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 ligação e seletividade dos AINEs 

As drogas tendem a se ligar na parte superior do canal da COX entre 

arg120 e tir385. Estruturalmente, os AINEs acídicos clássicos (p. ex: profenos e 

fenamatos) interagem com a arg120 em ambas as isoformas da COX (DeWitt, 

1999), onde pontes de hidrogênio ou interações eletrostáticas provêem a maior 

porção da energia da ligação e seletividade. A relação da droga com o sítio de 

ligação na enzima para inibição tempo–dependente nas isoformas da COX não 

está bem compreendida. Por exemplo, o flurbiprofeno inibe a COX-1 por um 

mecanismo pseudo-irreversível e tempo dependente, mas o ibuprofeno, não. 

Assim, alguns aspectos particulares da interação da droga com as enzimas COX 

induzem uma transição conformacional para uma ligação forte (Garavito e DeWitt, 

1999; DeWitt, 1999). Para muitos AINEs que exercem seu efeito de maneira 

tempo-dependente, uma interação com arg120 parece ser necessária 

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



  

A substituição da ile523 na COX-1 pela val523 na COX-2 resulta em uma 

pequena bolsa lateral tornando-se mais acessível para o sítio ativo do canal, 

assim, aumentando o volume do sítio ativo da COX. Esta alteração é composta 

pela substituição de ile434 na COX-1 com val434 na COX-2, no interior da 

segunda seqüência de aminoácidos que circundam os sítio ativo da COX. Esta 

substituição também aumenta o tamanho efetivo do canal do sítio ativo pelo 

aumento da mobilidade local das cadeias laterais no interior da bolsa lateral. A 

combinação dessas duas diferenças nas posições 523 e 434 na COX-2 concede 

um movimento da phe518 que permite o acesso à bolsa lateral polar. O canal 

principal mais largo combinado com esta “bolsa lateral” aumentam o volume do 

sito de ligação 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” é restrito por uma mutação de 

val530 para uma isoleucina, há uma diminuição na sensibilidade a estes inibidores 

(Gierse et al., 1996; Guo et al., 1996). Ao contrário, uma mutação de isoleucina 

para valina na posição 530 na COX-1, aumenta a afinidade para inibidores da 

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

 

1.6 Papel fisiológico da COX 

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

considerável em determinar porque existem duas isoformas desta enzima e quais 



  

papéis elas podem desempenhar. Camundongos deficientes para expressão da 

COX-1 ou da COX-2 e inibidores específicos têm sido desenvolvidos e utilizados 

para investigar as funções fisiológicas destas enzimas. Estes estudos sugerem 

que existem processos em que cada enzima está separadamente envolvida (por 

exemplo, agregação plaquetária para a COX-1 e ovulação para a COX-

2)(Tabela1) e outros em que as enzimas funcionam de maneira coordenada (por 

exemplo, carcinogênse e inflamação) (Langenbach et al., 1995; Morham et al., 

1995; Dinchuk et al., 1995). 

Fisiologicamente, no trato gastrintestinal, prostaciclinas e prostaglandina E2 

reduzem a secreção gástrica, exercem efeito vasodilatador sobre os vasos da 

mucosa gástrica e estimulam a produção de muco, que forma uma barreira 

protetora (Vane e Botting, 1988; Raskin, 1999; Tanaka et al., 2001). No rim, 

prostaglandinas vasodilatadoras (prostaciclinas, PGE2 e PGD2) possuem um papel 

chave na regulação do fluxo de sangue renal, diminuição da resistência vascular, 

dilatação do leito vascular renal e aumento na perfusão do órgão (Whelton, 1999). 

Há também eventos fisiológicos em que uma isoforma da COX funciona 

normalmente, mas para que a outra possa compensar quando a primeira está em 

falta (por exemplo, parto e remodelagem do duto arterial) (Smith e Langenbach, 

2001).  

 

 

 

 



  

 

 

Tabela 1. Funções fisiológicas específicas para as isoformas da COX. 

Processo fisiológico COX-1 COX-2 
Prostaglandina 

envolvida 

Ovulação --- Essencial PGE2 

Implantação --- Essencial PGI2 

Parto Essencial Compensatória PGF2α 

Agregação plaquetária Essencial --- TXA2 

Remodelagem do duto arterial Compensatória Essencial TXA2/ PGH2 

Desenvolvimento de células T Estágio-específica Estágio-específica PGE2 

Ulceração Gástrica Necessária a inibição de ambas isoformas Não determinado 

Cicatrização de úlceras --- Essencial Não determinado 

Câncer intestinal 
Ambas as isoformas possuem papel 

essencial 
Não determinado 

Sobrevivência de células tronco Essencial Compensatória PGE2 

Fonte: Smith e Langenbach, 2001. 

 

1.7 Participação da COX em eventos patológicos 

Dano tecidual local e doenças inflamatórias como osteoartrite estão 

associadas com aumento de prostaglandinas (PGs), e é conhecido que os 

receptores relacionados com a transmissão dolorosa são sensíveis à baixos níveis 

de PGs. Assim, o papel da COX no local do dano tecidual, em relação à 

transmissão 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 transmissão da resposta dolorosa, embora 

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



  

Durante muito tempo a inibição da COX-1 por AINEs foi considerada o 

evento bioquímico responsável pelo desenvolvimento de ulcerações gástricas. 

Estudos em animais deficientes para a expressão de COX-1 obtiveram resultados 

surpreendentes onde foi observado que estes animais apresentaram uma redução 

de 99% nos níveis gástricos de PGE2 sem o desenvolvimento espontâneo de 

úlceras. Inicialmente, muitos pesquisadores atribuíram esta ausência de ulceração 

gástrica em animais deficientes para a COX-1 a um mecanismo compensatório. 

Entretanto, mais recentemente, foi relatado um modelo de úlcera gástrica 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 úlceras, 

mas o dano gástrico ocorreu quando os dois AINEs foram administrados 

concomitantemente. Provavelmente se a inibição da atividade da COX for o 

mecanismo de indução de ulceração, a administração de inibidores da COX-1 em 

animais deficientes para a COX-2 ou inibidores da COX-2 em animais deficientes 

para a COX-1 será ulcerogênica (Smith e Langenbach, 2001). 

Atualmente, muitos estudos têm indicado que a COX-2 é a principal 

isoforma envolvida na carcinogênese. Entretanto, Chulada e colaboradores (2000) 

observaram que a deficiência para ambas as isoformas da COX são capazes de 

reduzir a formação de pólipos em camundongos de maneira semelhante (aprox. 

80%). Estes estudos aumentam a questão sobre a participação das isoformas da 

COX e como contribuem para a carcinogênese, se é através de um mecanismo 

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



  

adenoma do desenvolvimento tumoral a COX-2 está presente em células 

intersticiais antes de estarem presentes nas células tumorais, com isso, os 

prostanóides formados via COX-2 exercem um efeito parácrino anterior ao efeito 

autócrino para promover o crescimento do tumor. Trabalhos com camundongos 

deficientes para COX indicam que ambas as isoformas contribuem para o 

aumento da produção de PGE2 observada em pólipos. Em geral, estes resultados 

sugerem que ambas enzimas COX-1 e COX-2 possuem papel chave na 

carcinogênese intestinal e que a COX-1 também pode ser um alvo efetivo para os 

AINEs (Smith e Langebach, 2001). 

 

1.8 Ciclooxigenase e inflamação 

A inflamação é um dos mais importantes processos envolvidos na defesa 

de um organismo, entretanto, freqüentemente progride a situações dolorosas ou 

doenças crônicas, necessitando de tratamento farmacológico. O processo 

inflamatório envolve uma série de eventos que podem ser induzidos por vários 

estímulos (p. ex., agentes infecciosos, isquemia, interações antígeno anticorpo ou 

ainda danos de origem física ou térmica). Ao nível macroscópico, a resposta é 

geralmente acompanhada pelos sinais clínicos clássicos de: rubor, calor, dor, 

edema e perda de função, decorrentes de um influxo marcante de células 

inflamatórias e extravasamento plasmático para o local lesado (Celotti e Laufer, 

2001). A resposta inflamatória pode ser esquematizada em três fases distintas, 

cada umas delas sendo mediada, aparentemente, por mecanismos diferentes. 



  

Assim, é inicialmente evidenciada uma fase aguda de duração variável, onde 

ocorre vasodilatação local e aumento da permeabilidade capilar, seguida de uma 

fase subaguda, caracterizada por infiltração de leucócitos e de células fagocíticas, 

e posteriormente, a fase de regeneração tecidual ou fibrose.  

 De acordo com a hipótese original, por estar aumentada durante o processo 

inflamatório, a inibição da forma induzida da COX (COX-2), seria então o principal 

mecanismo de ação dos AINEs, responsável pelos efeitos benéficos conhecidos, 

sendo os efeitos deletérios (p.ex.: ulceração gástrica) decorrentes da inibição da 

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

A contribuição relativa das isoformas da COX na resposta inflamatória não 

está completamente resolvida. Desde a identificação da segunda isoforma, havia a 

hipótese de que a COX-2 seria a origem primária de prostanóides que contribuem 

para a inflamação. Entretanto, estudos têm demonstrado que os prostanóides 

formados pela COX-1 também estão envolvidos (Langenbach et al., 1995; Wallace 

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

Interessantemente, alguns estudos recentes têm indicado que a COX-2 

atua em ambos, no início do processo inflamatório e a fase de resolução. Gilroy e 

colaboradores (1999), relataram que a expressão de COX-2 e os níveis de PGE2 

aumentam transitoriamente na fase inicial da pleurisia induzida por carragenina 

em ratos. Mais tarde, a COX-2 teve sua expressão novamente aumentada, mas 

desta vez acompanhada de prostaglandinas antiinflamatórias, como PGD2 e 15-

deoxy-∆12-14-PGJ2 e baixos níveis da pro-inflamatória PGE2.  



  

Em 1998, Wallace et al., observaram um efeito antiinflamatório significante 

nas doses de drogas que inibem a COX-1 em modelos induzidos por carragenina. 

Smith et al. (1998), demonstrou que administrações profiláticas de SC560, um 

inibidor seletivo para a COX-1, era capaz de reduzir os níveis de prostaglandinas 

nas patas dos ratos injetadas com carragenina. Utilizando modelos de atrite em 

ratos, Ochi e Goto (2002), avaliaram a contribuição da COX-1 na inflamação 

crônica, e observaram que o tratamento por via oral com o inibidor seletivo para a 

COX-1, o FR122047, produziu um efeito antiinflamatório seguido da inibição da 

produção de PGE2 e TXB2 no local da inflamação. 

A COX-2 possui um papel tanto fisiológico, quanto patológico, como, por 

exemplo, sua alta expressão em locais de inflamação porém, deve-se considerar, 

entretanto, que a COX-1 pode exercer uma importante contribuição da produção 

de substâncias ativas em eventos inflamatórios.  

 

 



  

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 específicos: 

1. 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 possível papel pró-inflamatório da enzima 

COX-1. 

2. Comparar o efeito do valeril salicilato com, o do inibidor seletivo para a 

COX-2, celecoxib; inibidores não-seletivos de COX-1 e COX-2, como 

indometacina e ácido acetilsalicílico; e com outros inibidores mais seletivos 

para a COX-1 como resveratrol e SC560, no modelo do edema de pata. 

3. Comparar o efeito do tratamento com valeril salicilato e celecoxib no 

modelo do edema de orelha em camundongos induzido por ácido 

araquidônico e óleo de cróton.  

4. Avaliar se a “reposição” de PGE2 poderia afetar o perfil de resposta exibido 

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



  

importância da atividade enzimática da COX-1 no início do processo 

inflamatório, no modelo do edema de pata. 

5. Investigar se o efeito do VS observado seria dependente de NO, através do 

tratamento com o inibidor da NO sintase L-NOARG e adição do precursor 

de óxido nítrico, L-ARG. 

6. Investigar uma possível participação da via da lipooxigenase no efeito do 

VS observado neste estudo. 

 



  

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1. Animais 

 Os experimentos foram realizados com camundongos suiços 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 à 

água e ração. O protocolo experimental foi submetido e aprovado sob o número 

188 pela Comissão de Ética na Utilização de Animais – CEUA, desta universidade. 

 

3.2. Procedimentos experimentais 

• 3.2.1. Teste do edema de pata 

 Para esta série de experimentos, os animais receberam uma injeção na 

pata posterior esquerda de carragenina λ tipo IV (1%, 25 µL), diluída em PBS, 

sendo a pata direita injetada com este veículo e no mesmo volume, conforme 

proposto por Henriques et al. (1987). A avaliação da variação do volume das patas 

foi feita com auxílio de um becker sobre balança contendo uma solução de lauril 

éter sulfato de sódio a 5 %, onde as patas esquerda e direita foram imersas até a 

junção tíbio-társica. Os resultados foram expressos como média ± E.P.M (Erro 

Padrão da Média) da diferença de volume em microlitros (µL) entre as patas 

esquerda e direita. 



  

• Tratamento profilático.  

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 injeção intraplantar de carragenina. O edema foi avaliado nos tempos de 

0,5; 1; 2; 4; 24; 48 e 72 horas após a injeção do agente flogístico (Henriques et al., 

1987).    

• Tratamento terapêutico 

Duas horas após a injeção de carragenina na pata esquerda dos animais, os 

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 após a injeção do agente 

flogístico.  

• Duração 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 injeção de carragenina, 

sendo avaliados nos tempos de 2, 4, 24 e 48 horas após a injeção do  agente 

flogístico.  

• Tratamento local 

Os animais receberam uma injeção intraplantar de valeril salicilato (1,5; 4,5; 15 

ou 45 µg/pata; 10 µL) na mesma pata onde, uma hora depois, foram injetados 25 

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



  

indução com carragenina. A determinação das doses utilizada foi feita 

considerando o animal como um compartimento único.  

• Tratamento com outras drogas 

Meia hora antes da injeção de carragenina, os animais foram tratados por via 

intraperitoneal com ácido acetilsalicílico (100 mg/kg), resveratrol (30 mg/kg) e 

SC560 (30 mg/kg) por via subcutânea. A variação do edema foi avaliada 2 e 48 

horas após a indução com o agente flogístico.  

• Avaliação do efeito da reposição de prostaglandina E2 e participação 

da via do óxido nítrico 

Os animais foram pré-tratados (30 minutos) com valeril salicilato (30 mg/kg, 

i.p.) e cinco minutos antes da administração de carragenina, foi injetado na pata 

esquerda dos animais, em um volume de 10 µL, uma solução contendo: PGE2 (30 

ηmol/pata), L-NOARG (2,5 µmol/pata) ou L-ARG (15 µmol/pata). A variação do 

edema foi medida nos intervalos de 2 e 48 horas após a indução com o agente 

flogístico na mesma pata. 

• Avaliação 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, subcutâneo) foi efetuado em associação com o VS onde um grupo 

recebeu VS + REV5901 30 minutos antes da injeção de carragenina e outros dois 

grupos previamente determinados que, receberam  VS (30 min. antes) + REV5901 

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



  

horas após a injeção de carragenina). Um outro grupo recebeu somente REV5901 

30 minutos antes da injeção do agente flogístico. Os animais controle foram 

tratados apenas o veículo (tween 80, 1 %). O edema formado foi avaliado nos 

intervalos de 2 e 48 horas após a injeção de carragenina. 

 

3.2.2. Teste do edema de orelha 

O edema de orelha foi induzido pela administração tópica de ácido 

araquidônico (AA; 2 mg/orelha; 20 µL) ou óleo de cróton (OC; 1 mg/orelha; 20 µL) 

na superfície interna da orelha esquerda de camundongos. Os animais foram pré-

tratados (1 hora) com valeril salicilato (1,5; 4,5; 15 e 45 µg/orelha; 20 µL) ou 

celecoxib (4,5; 15; 45 ou 100 µg/orelha; 20 µL) por administração tópica na 

superfície externa da mesma orelha. A orelha direita recebeu o mesmo volume do 

veículo (acetona).  

As variações da espessura das orelhas foram avaliadas com o auxílio de 

um micrômetro (Fisher, USA) nos tempos zero e uma hora após indução com 

ácido araquidônico ou nos tempos zero e seis horas após indução com óleo de 

cróton. Os resultados foram expressos como médias ± E.P.M. da diferença da 

espessura em micrômetros (µm) das orelhas esquerda e direita.   



  

3.3. Drogas e Reagentes 

 Para os experimentos foram utilizados: λ-carragenina tipo IV, L-NOARG, L-

arginina, indometacina, resveratrol, PBS e óleo de cróton, provenientes da Sigma 

Chemical Co (St. Louis, MO, U.S.A). Valeril salicilato, SC5650, REV5901, PGE2 e 

Ácido araquidônico provenientes da Cayman Chemicals. Celebrex (celecoxib) é 

uma marca registrada da Searle/Pfizer/Pharmacia, vendido no Brasil como 

Celebra. 

 

3.4. Análise Estatística 

 Os resultados foram expressos como média ± E.P.M. As porcentagens de 

inibição foram apresentadas como área sob a curva das inibições obtidas em cada 

experimento individual. A análise estatística dos dados foi realizada através do 

teste t não pareado de Student quando necessário ou análise de variância 

(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 profilático com valeril salicilato sobre o edema de 

pata induzido pela injeção de carragenina.  

 O edema de pata foi induzido pela injeção intraplantar de carragenina 1% 

(25 µL), sendo avaliado nos intervalos de 0,5; 1; 2 e 4 (considerada 1a. fase) e 24, 

48 e 72 horas (considerada 2a. fase) após a indução do agente flogístico. O 

tratamento profilático (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 (área sob a curva), demonstrando um pico em 2 horas (Figura 

3A). Nos intervalos de 48 e 72 horas após a injeção de carragenina, houve um 

aumento significante no edema formado em 80, 100 e 145 % para 48 horas 

(controle = 58,33 ± 6,00 µL) e 63, 141 e 160 % para 72 horas (controle = 38,33 ± 

8,33 µL), quando comparados aos seus respectivos controles. Em 24 horas, os 

resultados não apresentaram diferenças estatísticas significantes (Figura 3B). 
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Figura 3. Efeito do tratamento profilático 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 à média ± EPM da 

diferença entre pata esquerda e direita de 6-8 animais. As diferenças estatísticas foram 

determinadas pelo ANOVA complementadas com o teste de Dunnett, sendo que as diferenças 

significantes indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.  

 

A 

B 



  

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

edema de pata induzido pela injeção de carragenina.  

 O tratamento profilático (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 (área sob a curva)(Figura 4A). O 

tratamento profilático 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 (área sob a curva)(Figura 4B).  Nos intervalos de 24, 48 e 72 

horas após a injeção de carragenina, diferentemente dos resultados apresentados 

com o VS, não houve um aumento significante no edema formado em 48 e 72 

horas. Ao contrário, apresentou redução significativa no edema formado nos 

grupos tratados com celecoxib na dose de 100 mg/kg com inibição de 29 % 

(controle = 58,33 ± 6,00 µL) no intervalo de 24 horas (Figura 4C) e com 

indometacina na dose de 5 mg/kg nos intervalos de 24 (54% de inibição, controle 

= 55,30 ± 3,07 µL) e 48 (34% de inibição, controle = 58,33 ± 6,01 µL) horas 

(Figura 4D). Uma outra forma de apresentação dos resultados está na Figura 5A, 

estão apresentados os resultados referentes aos picos em 2 horas e na Figura 5B 

em 48 horas dos grupos tratados com VS, CEL e INDO.   

 

 

 



  

 

 

 

Figura 4. Efeito do tratamento profilático 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 à média ± EPM da diferença entre pata 

esquerda e direita de 6-8 animais.  As diferenças estatísticas 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 profilático 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 à média ± EPM da diferença entre pata esquerda e direita de 6-8 

animais. As diferenças estatísticas 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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4.3. Efeito do tratamento terapêutico com valeril salicilato, celecoxib e 

indometacina sobre o edema de pata induzido pela injeção de carragenina.  

 Na figura 6 estão apresentados os resultados com o tratamento terapêutico 

(2 h após a injeção de carragenina) por via intraperitoneal com valeril salicilato 

(VS). Nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, o tratamento com VS não 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 após a injeção de 

carragenina em 27 e 41 %, respectivamente (controle = 36,67 ± 2,10 µL) (Figura 

7). O tratamento terapêutico 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 µL)(Figura 7). Somente no intervalo de 24 horas após a injeção de 

carragenina, diferentemente dos resultados apresentados com tratamento 

profilático, houve uma redução 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 não houve diferenças estatisticamente significantes quando 

comparados ao grupo controle. 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Efeito do tratamento terapêutico 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 à 

média ± EPM da diferença entre pata esquerda e direita de 6-8 animais. As diferenças estatísticas 

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 terapêutico 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 à média ± EPM da 

diferença entre pata esquerda e direita de 6-8 animais.  As diferenças estatísticas 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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4.4. Duração do efeito do tratamento profilático com valeril salicilato (VS) 

sobre o edema de pata induzido pela injeção 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 injeção de carragenina sendo o edema avaliado nos 

intervalos de 2 e 48 horas após a injeção do agente flogístico.  Nos animais que 

receberam o tratamento 0,5, 1 e 2 horas antes da injeção de carragenina houve 

uma redução estatisticamente significante do edema formado em 66,70 % 

(controle = 75,00 ± 4,28 µL), 45,50 % (controle = 55,00 ± 4,00 µL) e 33,40 % 

(controle = 66,00 ± 5,00 µL) quando avaliados 2 horas após a injeção de 

carragenina e comparados ao seu respectivo controle (Figura 8A). Em 48 h após a 

injeção de carragenina, os grupos tratados por 0,5; 1 e 4 horas antes da indução 

do edema apresentaram aumentos estatisticamente significantes quando 

comparados aos respectivos controles (Figura 8B). 
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Figura 8. Efeito do tratamento profilático com valeril salicilato (VS) na dose de 30 mg/kg, i.p., sobre 

o edema de pata avaliado em 2 horas (A) e em 48 horas (B) após a indução com carragenina. 

Cada barra equivale à média ± EPM da diferença entre pata esquerda e direita de 6-8 animais. As 

diferenças estatísticas foram determinadas pelo teste t de Student não pareado sendo indicadas 

por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.  
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4.5. Efeito do tratamento intraplantar com valeril salicilato sobre o edema de 

pata induzido por carragenina. 

 O tratamento profilático (1 h antes) por via intraplantar com valeril salicilato 

(VS) nas doses de 1,5; 4,5; 15 e 45 µg/pata foi capaz de reduzir significativamente 

o edema formado em 2 e 4 horas (Figura 9A) e, 48 horas após a injeção de 

carragenina, as mesmas patas avaliadas anteriormente apresentaram um 

aumento gradativo no edema formado, sendo significante apenas na dose de 45 

µg/pata (Figura 9B).     
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Figura 9. Efeito do tratamento profilático intraplantar com valeril salicilato nas doses de 1,5; 4,5; 15 

e 45 µg/pata, sobre o edema de pata avaliado em 2 e 4 horas (A) e em 24 e 48 horas (B) após a 

indução com carragenina. Cada barra equivale à média ± EPM da diferença entre pata esquerda e 

direita de 6-8 animais. As diferenças estatísticas 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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4.6. Efeito do tratamento profilático pela via intraperitoneal com ácido 

acetilsalicílico, resveratrol e SC560. 

 Na tentativa de avaliar se outros antiinflamatórios que também inibem a 

COX-1, apresentariam o mesmo efeito observado com o valeril salicilato, vários 

grupos com n= 6 a 8 animais foram separados e tratados pela via intraperitoneal 

(30 minutos antes da indução do edema com o agente flogístico) com: ácido 

acetilsalicílico (AAS) 100 mg/kg, resveratrol (RESV) 30 mg/kg, valeril salicilato 30 

mg/kg, SC560 30 mg/kg (subcutâneo) 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 os animais tratados com resveratrol, não apresentaram um 

aumento no edema formado quando comparados ao grupo controle (Figura 10B).   
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Figura 10. Efeito do tratamento profilático intraperitoneal com valeril salicilato (VS) na dose de 30 

mg/kg, ácido acetilsalicílico (AAS) 100 mg/kg, resveratrol (RESV) 30 mg/kg e SC560 30 mg/kg 

(subcutâneo), sobre o edema de pata avaliado em 2 horas (A) e em 48 horas (B) após a indução 

com carragenina. Cada barra equivale à média ± EPM da diferença entre pata esquerda e direita 

de 6-8 animais. As diferenças estatísticas foram determinadas pela ANOVA complementadas com 

o teste de Dunnett sendo indicadas por asteriscos: * p<0,05 e ** p<0,01.  
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 4.7. Efeito do tratamento tópico com valeril salicilato ou celecoxib sobre o 

edema de orelha induzido pela administração tópica de ácido araquidônico. 

 A administração tópica de ácido araquidônico (2 mg/orelha) induziu, uma 

hora após a sua administração, um edema equivalente a 423,60 ± 14, 12 µm 

(média ± EPM de 6-8 animais), no grupo tratado apenas com a administração 

tópica do veículo (acetona) 1 hora antes da indução do processo. O pré-

tratamento tópico com valeril salicilato nas doses de 1,5; 4,5; 15 e 45 µg/orelha, foi 

capaz de reduzir significativamente o edema formado no intervalo avaliado (Figura 

11A). Nos animais tratados com a administração tópica de celecoxib não se 

observou inibição do edema em nenhuma das doses avaliadas (Figura 11B). Por 

serem considerados inibidores seletivos, os resultados indicam que a COX-1 

possui maior relevância que a COX-2 neste modelo e no intervalo avaliado.  
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Figura 11. Efeito do tratamento tópico com (A) valeril salicilato nas doses de 1,5; 4,5; 15 e 45 

µg/orelha, e (B) celecoxib nas doses de 4,5; 15; 45 e 100 µg/orelha, sobre o edema de orelha, 

avaliado 1 hora após a indução por ácido araquidônico. Cada barra equivale à média ± EPM da 

diferença entre as orelhas esquerda e direita de 6-8 animais. As diferenças estatísticas 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 tópico com valeril salicilato e celecoxib sobre o 

edema de orelha induzido pela administração tópica de óleo de cróton. 

 O tratamento tópico com valeril salicilato inibiu significativamente o edema 

formado seis horas após administração tópica de óleo de cróton (1 mg/orelha) 

apenas na dose de 45 µg/orelha em 37 % (controle = 366,60 ± 20,59 µm) (Figura 

12A), enquanto que, o tratamento com celecoxib, neste modelo, foi capaz de inibir 

o edema formado em todas as doses avaliadas (Figura 12B). Os resultados 

demonstram que, neste modelo, que a COX-2 possui maior relevância que a COX-

1 neste modelo e no intervalo avaliado.  
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Figura 12. Efeito do tratamento tópico com (A) valeril salicilato nas doses de 1,5; 4,5; 15 e 45 

µg/orelha, e (B) celecoxib nas doses de 4,5; 15; 45 e 100 µg/orelha, sobre o edema de orelha, 

avaliado 6 horas após a indução por óleo de cróton. Cada barra equivale à média ± EPM da 

diferença entre as orelhas esquerda e direita de 6-8 animais. As diferenças estatísticas 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 reposição de prostaglandina E2 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 injeção de carragenina, foi injetado em 

um volume de 10 µL, uma solução contendo PGE2 (30 nmol/pata), sendo o edema 

avaliado nos intervalos de 2 e 48 horas após a injeção de carragenina. O grupo 

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

Os resultados obtidos demonstraram que a injeção de PGE2 reverte a 

inibição do edema quando avaliado em 2 horas (Figura 13A). O mesmo efeito de 

reversão 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 profilático 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), após a indução com 

carragenina. Apenas o grupo controle (barras fechadas) foi tratado com PBS, sendo os demais 

grupos pré-tratados com VS. Abaixo de cada gráfico, o sinal (+) indica o grupo que recebeu injeção 

de PGE2 ou PBS na pata. Cada barra equivale à média ± EPM da diferença entre pata esquerda e 

direita de 6-8 animais. As diferenças estatísticas 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 

(barras hachuradas). 
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4.10 Avaliação da participação da via do óxido nítrico sobre a atividade do 

valeril salicilato. 

 Na figura 14, estão representados os resultados obtidos nos animais pré-

tratados com PBS (30 minutos) que, 5 minutos antes da injeção de carragenina, 

receberam uma injeção intraplantar de PBS, precursor do óxido nítrico, L-arginina 

(L-ARG) na concentração de 15 µmol/pata ou o inibidor da óxido nítrico sintase 

(NOS), L-nitroarginina (L-NOARG) na concentração de 2,5 µmol/pata, sendo 

avaliados nos tempos de 2 (Figura 14A) e 48 horas (Figura 14B) após a indução 

com o agente flogístico. Os resultados demonstraram que a injeção de 

carragenina no intervalo 2 horas promoveu um edema de 62,50 ± 2,78 µL. A 

injeção de L-ARG na mesma pata 5 minutos antes da carragenina foi capaz de 

promover um aumento para 81,67 ± 7,50 µL, sendo este aumento significante 

quando comparado ao grupo controle. A injeção de L-NOARG, ao contrário do 

precursor de óxido nítrico, promoveu em 2 horas, uma diminuição significante no 

edema para 36,67 ± 4,22 µL. Na avaliação em 48 horas, não houve diferenças 

estatísticas significantes. Nas figuras 14C e 14D, estão representados os 

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 injeção de 

carragenina, os animais receberam injeções intraplantares de PBS, L-ARG ou L-

NOARG nas mesmas concentrações descritas acima. Os resultados 

demonstraram que nos animais pré-tratados com VS que receberam injeção de 

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



  

2 horas, houve uma redução estatisticamente significante para 41,67 ± 4,23 e 

25,83 ± 3,58 µL, respectivamente. Entretanto, no mesmo intervalo avaliado, os 

animais pré-tratados com VS que receberam uma injeção de L-ARG na pata, não 

apresentaram diferença estatística significante quando comparados ao controle 

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

Quando avaliados no intervalo de 48 horas após a injeção de carragenina, os 

mesmos animais que receberam injeção de PBS ou injeção de L-NOARG na pata, 

apresentaram um aumento no volume da pata em 65,46 ± 4,34 e 60,00 ± 7,07 µL, 

respectivamente, enquanto que, nos animais que receberam injeção de L-ARG, 

não houve diferença estatística significante quando comparados ao controle 

(barras fechadas) (31,67 ± 3,22 µL) (Figura 14D). Ao serem comparados ao grupo 

tratado somente com VS (com injeção de PBS na pata), os animais que 

receberam injeção de L-ARG na pata, exibiram uma redução significante.  

 

 

 

 

 

 



  

 

 

Figura 14. Efeito do tratamento profilático intraperitoneal com PBS ou valeril salicilato na dose de 

30 mg/kg, sobre o edema de pata avaliado em 2 horas (A) e (C) e em 48 horas (B) e (D) após a 

indução 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 gráfico, o sinal (+) indica a substância injetada em cada grupo. 

Cada barra equivale à média ± EPM da diferença entre pata esquerda e direita de 6-8 animais. As 

diferenças estatísticas 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).  
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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, 

subcutâneo), que foi efetuado em associação com o VS onde um grupo recebeu 

VS + REV5901 30 minutos antes da injeção de carragenina e outros dois grupos 

previamente determinados receberam  VS (30 min. antes) + REV5901 (24 horas 

após a injeção de carragenina) e  VS (30 min. antes) + REV5901 (46 horas após a 

injeção de carragenina). Um outro grupo recebeu somente REV5901 30 minutos 

antes da injeção do agente flogístico.  

O tratamento subcutâneo com REV5901, 30 minutos antes da injeção de 

carragenina, foi capaz de reduzir o edema formado para 41,42 ± 2,68 µL, sendo o 

controle (barras fechadas) igual a 65,00 ± 2,89 µL. 

Os resultados demonstraram que, nos animais tratados com VS + REV5901 (30 

min.), houve uma redução significante para 21,43 ± 2,60 µL no intervalo de 2 

horas. (Figura 15A) No intervalo de 48 horas, todos os animais que foram pré-

tratados com VS e receberam REV5901, não apresentaram aumento no edema 

quando comparados ao grupo controle, entretanto, quando comparados aos 

animais que receberam apenas VS, observou-se uma redução significativa (Figura 

15B). 
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Figura 15. Efeito do tratamento profilático intraperitoneal com valeril salicilato (VS) na dose de 30 

mg/kg, tratamento subcutâneo com REV5901 (30 mg/kg) ou associações 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), após a indução com carragenina. Apenas o grupo controle (barras fechadas) foi tratado 

com PBS. Cada barra equivale à média ± EPM da diferença entre pata esquerda e direita de 6-8 

animais. As diferenças estatísticas 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. 
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5. DISCUSSÃO 

  

 

 

 

O estudo de drogas antiinflamatórias tem contribuído não apenas para o 

descobrimento de fármacos que apresentem menos efeitos colaterais, mas 

também para uma melhor compreensão da resposta inflamatória. 

O presente trabalho procurou avaliar o efeito antiinflamatório do valeril 

salicilato, um inibidor seletivo da COX-1, em modelos agudos de inflamação. Além 

disto, procurou-se contribuir para a compreensão da participação da COX-1 nas 

respostas aguda e tardia do processo inflamatório nos modelos de edema de pata 

e edema de orelha.   

A injeção intraplantar de carragenina, em camundongos, produziu um 

edema que se desenvolveu no decorrer de duas fases características: a primeira 

entre 0 - 4 horas e a segunda, iniciando em 24 horas após a injeção da 

carragenina. Como foi demonstrado por Henriques et al. (1987), a primeira fase 

que compreende de 0 – 24 horas após injeção de carragenina, os neutrófilos são 

as células predominantes, enquanto que, durante a segunda fase, que se inicia 24 

horas após a injeção de carragenina, há um intenso acúmulo de macrófagos, 

linfócitos e eosinófilos. Todas estas células são potencialmente capazes de liberar 

agentes inflamatórios como aminas vasoativas, fatores quimiotáticos, 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 antiinflamatórias, 

seletivas ou não para COX-2 (Higgs et al., 1980; Seibert et al., 1994; Chan et al., 

1995). Vários estudos têm associado a COX-2 com o desenvolvimento do 

processo inflamatório. Por outro lado, a isoforma COX-1 seria a responsável pela 

manutenção de estados fisiológicos, como citoproteção gástrica e renal (Seibert et 

al., 1994; Smith et al., 1998). Por isso acreditava-se que a inibição da COX-1 pelos 

AINEs levaria ao aparecimento de reações adversas como lesões da mucosa 

gástrica. Por esta razão, um considerável esforço tem sido feito para o 

desenvolvimento de antiinflamatórios capazes de inibir seletivamente a COX-2 

(Kalgutkar et al., 1998; Smith et al., 1998). No centro da estratégia da inibição 

seletiva da COX-2 está a suposição de que esta é a única enzima responsável 

pela produção de prostaglandinas em locais inflamados, entretanto, existem várias 

evidências sugerindo um importante componente da inflamação mediado pela 

COX-1. 

Os resultados do presente trabalho corroboram com dados da literatura, e 

sugerem que, a atividade antiedematogênica parece não ser exclusividade de 

AINEs seletivos para a COX-2, mas também dos AINEs seletivos para a COX-1. 

Têm sido demonstrado que a COX-1 é expressa em locais de inflamação como 

articulações de pacientes com artrite reumatóide e osteoartrite, principalmente no 

invólucro sinovial (Siegle et al., 1998) e também, a COX-1 é responsável 

predominantemente pela síntese de prostaglandinas em casos de bursite em 

humanos (Gretzer et al., 1998). Em alguns modelos animais, a eficácia 

antiinflamatória dos inibidores seletivos para COX-2 só foi observada em doses 



  

bem superiores às necessárias para inibir esta enzima (Seibert et al., 1994). Por 

exemplo, o inibidor seletivo para COX-2, SC58125, reduz significativamente a dor 

e a inflamação em ratos somente quando administrado em dose 100 vezes maior 

que a necessária para inibir a síntese 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 

inflamação 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 à aspirina, por promover uma inibição 

tempo-dependente da COX-1 com a participação de um sítio ativo ligado a serina 

530. Seu mecanismo de inibição se caracteriza pela inserção do grupamento acil 

na hidroxila da cadeia lateral do sítio ativo desta enzima. Já a COX-2, 

praticamente não é inibida pelo VS, devido a diferenças na estrutura terciária da 

enzima, uma vez que, o seu sítio ativo é maior que o da COX-1. Além disso, sob 

condições apropriadas, (0.5 – 1.0 mM, 20 – 40 min. a 37 °C), VS possui a 

característica de inibidor irreversível de COX-1.  

Os resultados obtidos demonstraram perfis diferentes na formação do 

edema de pata, onde o tratamento profilático com VS, ou seja, antes de iniciar o 

processo inflamatório, foi capaz de inibir o desenvolvimento do edema na primeira 

fase, indicando que esta droga possui efeito antiedematogênico neste modelo. O 

mesmo resultado foi observado com o pré-tratamento com outros antiinflamatórios 

seletivos ou não para COX-2, respectivamente o celecoxib (CEL) e indometacina 

(INDO). Entretanto, nos mesmos animais, quando avaliados em 48 após a injeção 



  

da carragenina, somente os tratados com VS, apresentaram significante aumento 

do edema formado em comparação ao grupo controle.  

No tratamento terapêutico, duas horas após o início do processo 

inflamatório iniciado pelo agente flogístico, pôde-se observar que nos animais 

tratados com VS não houve alterações estatisticamente significantes na primeira 

fase do edema, enquanto que, nos animais tratados com CEL e INDO, foi 

observada redução significante no intervalo de quatro horas. Nestes mesmos 

animais quando avaliados em 48 horas ao contrário do tratamento profilático, não 

apresentaram aumento no edema formado. Os resultados com os tratamentos 

profilático e terapêutico sugerem que no tratamento profilático com VS, descrito 

como um inibidor da COX-1, a alteração no perfil da resposta edematogênica em 

48 horas seja decorrente do efeito do VS nos estágios iniciais da reação à 

carragenina.  

Nantel e colaboradores (1999) no estudo sobre a distribuição e regulação 

da COX-2 em modelos de inflamação induzidos por carragenina observaram que, 

no modelo do edema de pata em ratos, a injeção de carragenina na pata, induziu 

um aumento na expressão do RNAm para a COX-2, bem como na produção de 

prostaglandina E2 (PGE2). Níveis máximos de COX-2 foram observados 1 hora 

após a injeção do agente flogístico, embora os níveis de PGE2 apresentaram um 

pico em 2 horas.  

Por ser expressa em altos níveis, a COX-2 passaria a ser a principal fonte 

de prostaglandinas em locais inflamados, e a COX-1, assumiria então, um papel 

secundário na síntese dos prostanóides. Com isso, o valeril salicilato, por atuar 

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



  

poderiam explicar o efeito do CEL e INDO administrados duas horas após o 

processo iniciado.  

Para avaliar se o efeito do tratamento com valeril salicilato exibido em 48 

horas, seria decorrente de uma ação local, ou se seria derivado de alguma 

interação sistêmica, grupos de animais foram tratados por via intraplantar. Os 

resultados demonstraram que os animais que receberam este tratamento 

apresentaram em 48 horas, um perfil semelhante aos tratados por via sistêmica, 

sendo gradativo ao aumento da dose administrada, indicando que a atividade 

deste fármaco parece ser direta em alvos tissulares da pata.  

O edema de orelha é um modelo para o estudo do processo inflamatório 

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 pôde observar, 

o tratamento dos animais com VS, foi capaz de reduzir significativamente o edema 

de orelha induzido pelo ácido araquidônico, ao contrário do tratamento dos 

animais com CEL. A aplicação tópica de AA na orelha de camundongos induz a 

síntese de PGE2 e leucotrienos C4 e D4 e estas substâncias agem como principais 

mediadores neste modelo in vivo (Opas et al., 1985). Por ser a isoforma induzida, 

neste modelo, os níveis de PGE2 derivados da COX-2, são mínimos ou 

praticamente não existem, sendo a COX-1, a isoforma responsável pela síntese 

deste mediador neste modelo.  

No modelo do edema de orelha induzido por tetradecanoilforbol 13-acetato 

TPA (um produto derivado do óleo de cróton), há o desenvolvimento de um edema 

longo associado com um influxo de neutrófilos com pico de edema em 6 horas e 

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



  

neutrófilos) em 24 horas (De Young et al., 1989). No entanto, neste protocolo 

experimental o VS não promoveu mudanças significativas na formação do edema 

enquanto que o tratamento com CEL promoveu uma redução 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 fármaco para a COX-1. 

Para melhor compreender as contribuições relativas das isoformas da COX 

no processo inflamatório, Langenbach e colaboradores (1995), compararam as 

respostas inflamatórias de camundongos deficientes para a COX-1 e COX-2. Em 

estudos iniciais, foram utilizados, ácido araquidônico (AA) e tetradecanoilforbol 13-

acetato (TPA) para induzir o edema na orelha de camundongos como uma medida 

do processo inflamatório. Nos animais deficientes para COX-1, mas não para a 

COX-2, o edema induzido por ácido araquidônico foi 70% menor, quando 

comparado ao grupo de animais controles. O edema de orelha em camundongos 

deficientes para COX-1 teve seu pico de formação entre 1-2 horas após o 

tratamento com AA. Similar aos animais controle, o edema foi reduzido aos níveis 

próximos ao normal em 6 horas, indicando que a indução da COX-2 não é um 

fator significante no edema induzido por AA. 

Para o TPA, têm sido descrito que este induziu a formação de edema tanto 

em animais deficientes para COX-1 e COX-2 quanto em animais controle. Esta 

reação foi inesperada, pois a COX-2 é induzida por TPA e acredita-se ser esta a 

resposta inflamatória mediada por este agente. Langenbach et al. (1995) 

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



  

diferença entre os genótipos em 48 horas de monitoramento. Uma vez que os 

animais deficientes para COX-2 expressam COX-1, é possível que esta enzima 

contribua com níveis de prostaglandinas suficientes para que este processo 

inflamatório possa ocorrer. 

Antes de avaliar a participação de outros sistemas na atividade exibida pelo 

valeril salicilato, houve a necessidade de observar se este efeito em 48 horas seria 

específico do tratamento com esta droga; outros fármacos como, por exemplo, 

ácido acetilsalicílico (AAS) - que inibe irreversivelmente a COX-1 por uma 

acetilação da porção ser530 no sítio 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 relação a COX-2 (Smith et 

al., 1998), foram avaliados, sendo administrados de forma profilática e observados 

nos intervalos de 2 e 48 horas após a injeção 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 os efeitos apresentados com o VS e com AAS 

poderiam ter componentes derivados de um efeito independente da inibição da 

ciclooxigenase, uma vez que são derivados do ácido salicílico (salicilatos) e, 

dentre seus efeitos antiinflamatórios independentes da atividade sobre a 

ciclooxigenase, tem sido descrito na literatura que estas drogas podem interferir 

com a expressão da COX-2. Entretanto, os relatos existentes são conflitantes, 

pois, alguns estudos têm demonstrado que podem inibir a expressão da COX em 

células isoladas, enquanto outros demonstram que não há qualquer atividade dos 



  

salicilatos sobre a expressão 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, não sendo 

derivado de salicilatos, os indícios de que a inibição inicial da COX-1 seria o 

componente mais intrinsecamente relacionado ao edema observado em 48 horas, 

se tornaram mais evidentes.  

Com a intenção de avaliar a importância da atividade enzimática da COX-1 

no início do processo inflamatório, animais foram pré-tratados com valeril salicilato 

e 5 minutos antes da injeção de carragenina, receberam injeção de PGE2 na pata 

(na tentativa de repor os níveis que deixariam de ser sintetizadas devido ao 

tratamento), sendo avaliados nos intervalos de 2 e 48 horas após a indução do 

processo. Os resultados demonstraram que a administração de PGE2 foi capaz de 

reverter o efeito antiinflamatório 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 níveis 

semelhantes ao controle e estatisticamente diferentes quando comparados com os 

animais tratados com valeril salicilato. Estes resultados dão o indício 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 óxido nítrico (NO) L-arginina (L-ARG) e o inibidor da 

óxido nítrico sintase (NOS) L-nitroarginina (L-NOARG), procurou-se avaliar a 



  

participação da via do NO sobre o efeito apresentado pelo tratamento com valeril 

salicilato.  

Os relatos que evidenciam participação da via do óxido nítrico na 

modulação da atividade das isoformas da ciclooxigenase são contraditórios, pois 

alguns trabalhos indicam que o NO inibe a produção de prostaglandinas, enquanto 

outros indicam o contrário. Clancy et al. (2000) relataram que há um “cross-talk”, 

ou seja, uma comunicação entre o NO e as isoformas da ciclooxigenase. 

Utilizando macrófagos e fibroblastos deficientes para a COX-1 ou para a COX-2 

provenientes de camundongos, estes pesquisadores observaram que o NO 

aumentava a produção de PGE2 nas células deficientes para a COX-2, mas não 

nas células deficientes para a COX-1. O mesmo efeito foi observado quando 

macrófagos deficientes para a COX-1 foram estimulados com LPS, indicando que 

o NO poderia inibir a produção de prostaglandinas (PGs) derivadas da COX-2 e 

aumentar a produção de PGs derivadas da COX-1. Os relatos apresentados por 

este grupo sugerem que a inibição da atividade da COX-2 é conseqüência da 

diminuição da expressão da COX-2, acompanhado por uma nitração no sítio 

catalítico da enzima, sendo responsáveis pela diminuição da síntese de 

prostanóides (Gunther et al., 1997; Goodwin et al., 1998). Em contraste aos efeitos 

do NO sobre a COX-2, os autores não observaram nenhuma evidência para a 

nitração da COX-1. Entretanto, a ativação da COX-1 poderia ocorrer por um efeito 

alostérico subseqüente a S-nitrosilação nos resíduos de cisteína, que estimularia a 

atividade do sítio catalítico 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 injeção de L-ARG antes da injeção de 



  

carragenina, poderia contribuir para a produção de PGs através da modulação da 

atividade da COX-1, restaurando os níveis destas PGs à situações próximas da 

normalidade, e assim, fazendo com que exerçam seu papel fisiopatológico na 

inflamação. Porém, deve ser levado em consideração que o papel óxido nítrico 

não restringe somente ao seu efeito modulador sobre a atividade e expressão da 

COX. Seu envolvimento durante o processo inflamatório pode estar relacionado ao 

aumento da permeabilidade vascular e edema através de alterações no fluxo 

sangüíneo local. Além disso, o NO pode reagir com espécies reativas de oxigênio 

(ânion superóxido) formando principalmente peroxinitrito (ONOO-), uma potente 

molécula oxidante capaz de induzir peroxidação lipídica e dano celular (Salvemini 

et al., 1996). Outro fator que deve ser levado em consideração é a interferência 

principalmente do NO sobre a atividade de fatores de transcrição como, por 

exemplo, o NF-κB. Lawrence et al. (2001) investigando o papel do NF-κB na 

resolução do processo inflamatório, observaram que ativação deste fator de 

transcrição em leucócitos recrutados durante o início da inflamação, está 

associada com a expressão de genes pró-inflamatórios, enquanto que sua 

ativação durante a fase de resolução da inflamação está associada com a 

expressão de genes antiinflamatórios e indução de apoptose, necessária para que 

o processo de resolução ocorra, sugerindo com isso que o NF-κB possui um papel 

antiinflamatório, estando envolvido na regulação da resolução inflamatória.   

Recentemente, Zhang et al. (2002), relatou um efeito compensatório da 

expressão das isoformas da COX e, em macrófagos 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 expressão das enzimas 

fosfolipase A2 (PLA2c) e 5-lipooxigenase (5-LOX) marcante quando comparado ao 

controle ou às células deficientes para a COX-2. Diante destes fatos, procurou-se 

avaliar se a 5-LOX poderia contribuir para a formação do edema em 48 horas em 

animais tratados com VS. Sob esta hipótese 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 redução no 

edema tanto em 2 quanto em 48 horas. A inibição da atividade enzimática da 

COX-1 em modelos de edema em camundongos, aparentemente, pode promover 

um desequilíbrio a favor da produção de leucotrienos, que possuem uma 

importante atividade como mediador da inflamação. Dentro de concentrações que 

variam de picomolar à micromolar, o leucotrieno B4 promove: quimiotaxia para 

neutrófilos, eosinófilos, linfócitos e monócitos; agregação de neutrófilos e 

eosinófilos; indução da degranulação de neutrófilos e liberação de enzimas 

lisossomais; modulação da dor induzida por reações inflamatórias e modulação de 

certas respostas imunes (para revisão 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 inflamatória, a contribuição de cada isoforma na 

produção de prostaglandinas pode depender do estímulo inflamatório, do tempo 

após o dano e dos níveis 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 

responsável apenas pela produção de prostaglandinas relacionadas a eventos 



  

fisiológicos e sua inibição relacionada aos efeitos adversos dos AINEs, parece 

estar sendo superado. Alguns trabalhos recentes relacionam o dano gástrico com 

a inibição de ambas as isoformas e não apenas à inibição da COX-1 (Wallace et 

al., 2000; Tanaka et al., 2001). Outros evidenciam a participação da COX-1 em 

eventos de nocicepção (Ochi et al., 2000).  

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que a COX-1 possui 

um importante papel no início do desenvolvimento do processo inflamatório e esta 

atividade inicial, parece ter grande influência na fase tardia.  

 

 

 

 

 

 

 



  

6. CONCLUSÕES 

  

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 profilático intraperitoneal com valeril salicilato (VS), foi capaz 

de reduzir o edema de pata formado na primeira fase (até quatro horas 

após a injeção de carragenina), indicando que a COX-1 produz substâncias 

biologicamente ativas neste modelo, com importante participação para a 

formação do edema no início do processo. 

• Os mesmos animais avaliados na primeira fase (até quatro horas) foram 

avaliados na segunda fase do edema (24 – 72 horas após a injeção de 

carragenina) e, no intervalo de 48 horas, os resultados demonstraram que 

houve um aumento no edema formado, indicando que a inibição da COX-1, 

antes do início do processo, altera o perfil de formação do edema, 

promovendo um retardo na resolução do processo. 

• Os resultados ainda demonstram que este não é um efeito específico do 

VS, uma vez que, tratamentos com ácido acetilsalicílico 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 

ácido araquidônico (AA), mas não pelo óleo de cróton (OC), enquanto que, 

o celecoxib, apresentou efeito contrário, indicando que a COX-1 é uma das 

enzimas chave para o processo edematogênico induzido por AA, enquanto 



  

que a COX-2 teria maior participação no modelo induzido por OC. Além 

disso estes resultados também podem sugerir a seletividade do VS.  

• A injeção de PGE2 cinco minutos antes da injeção de carragenina, reverteu 

o efeito do VS na primeira fase do edema de pata, quando comparado ao 

controle. Isto indica que a produção inicial de prostaglandina parece ser 

essencial para o processo agudo da inflamação. Dentre outros fatores, há 

relatos na literatura que relacionam as PGE2, principalmente derivadas da 

COX-1 à expressão da COX-2 (Nantel et al., 1999).   

• O óxido nítrico (NO) parece modular, de alguma forma, a atividade da COX 

ou ainda a ativação de fatores de transcrição como o NF-κB, pois a injeção 

do precursor L-ARG, reverte o efeito do VS na primeira fase. Vale ressaltar, 

que o NO possui atividades sobre vasos sangüíneos e migração celular, o 

que deve ser levado em consideração. 

• Relatos na literatura indicam que em macrófagos peritoneais deficientes 

para a COX-1, há um aumento da expressão da fosfolipase A2 e da 5-

lipooxigenase. Foi investigada a participação da via da 5-lipooxigenase 

utilizando o inibidor REV5901. Os resultados apresentados demonstraram 

que tanto o tratamento profilático, quanto os tratamentos feitos em 24 e 46 

horas foram capazes de reduzir o edema formado em 48 horas. Isto indica 

que há a participação desta via no efeito edematogênico provocado pela 

inibição da COX-1. 
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