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“Se hoje vi mais longe, foi por estar de pé sobre ombros de gigantes”

Isaac Newton (1642-1727)



AGRADECIMENTOS

Inicialmente agradeco a UFMG e a FUNED pela oportunidade em ter desenvolvido o

mestrado profissional nesses dois Ultimos anos.

As agéncias de fomento, FAPEMIG (APQ-00541-08), CNPq e CAPES, pelosuporte

financeiro.

A Janetti, por ter me acolhido em seu laboratorio e me mostrado um novo mundo
que até entdo ndo sabia ao certo como funcionava. Sabendo me acalentar e me

educar nos momentos precisos.

A Consuelo, por ter me apoiado em fazer o mestrado, mesmo sabendo que a minha

auséncia no laboratério poderia comprometer algumas de suas atividades.
A Maria Inécia, por acreditar no meu potencial e me incentivar a fazer o mestrado.

Ao Webster, porque sem ele ndo teria conseguido fazer nenhum dos experimentos

desse trabalho, além de meemprestar um pouco 0 seu ombro amigo.

A minha familia e ao Rafael por estarem sempre ao meu lado me prestando suporte

e apoiando independente do meu humor.

Aos amigos da FUNED e do Laboratério de Inflamacdo e Dor: Ana, Ana Flavia,
André, Aristeu, Diego, Francilene, Gena, Lindis, Lutiana, Kelli, Rafael, Rafaella,
Rebeca, Tamires, Valéria, Viviane pela amizade e pelas ajudas que ndo foram

poucas.

Aos funcionarios do CEBIO, do departamento e laboratdrios de Farmacologia, em

especial ao Rinaldo.

A todos vocés muito obrigada, pois sem a ajuda de cada um nado seria possivel a

elaboracéo desse trabalho.



SUMARIO
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO
1 INTRODUCAO
1.1 Inflamacao
1.1.1 Acido araquiddnico e prostaglandinas
1.2 Drogas antiinflamatorias
1.2.1 Antiinflamatorios ndo esteroides
1.2.1.1 Substancia F
1.2.2 Antiinflamatorios esteréides
1.3 Modelos experimentais de inflamacao e sua importancia
2. JUSTIFICATIVA
3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

3.2 Objetivos especificos

01

05

06

08

10

11

13

14

15

18

21

22

22



4. MATERIAIS E METODOS 24

4.1 Animais 25
4.2 Drogas e sua administracdo 25
4.3 Edema na pata traseira de ratos 26
4.4 Edema de boca em ratos 27
4.5 Variante do edema de boca 28

4.6 Permeabilidade vascular na pele de ratos, medida pelo

extravasamento do corante azul de Evans 29
4.7 Andlise do extravasamento do azul de Evans 32
4.8 Andlise estatistica 32
5.RESULTADOS 33
5.1 Padronizacdo da resposta edematogénica na pata de ratos 34

5.2 Padronizacdo da resposta edematogénica induzida na boca de

ratos 36

5.3 Logaritmo da curva dose-resposta na pata e na boca de ratos 39



5.4.Efeito edematogénico da injecdo de carragenina (500 ug)

administrada por via subcutanea, aplicada externamente a boca
5.5 Efeito de drogas antiinflamatoérias sobre o edema de boca
5.5.1 Indometacina
5.5.2 Dexametasona
5.5.3 Celecoxibe
5.5.4 Ibuprofeno
5.6 Efeito de drogas antiinflamatorias sobre o edema de pata
5.6.1 Indometacina
5.6.2 Dexametasona
5.6.3 Celecoxibe
5.6.4 Ibuprofeno
5.7 Efeito de drogas antagonistas sobre o edema de boca
5.7.1 Maleato de pirilamina
5.7.2 Maleato de pizotifeno

5.8 Efeito de drogas antagonistas sobre o edema de pata

41

43

43

47

50

56

59

59

63

66

12

75

75

79

82



5.8.1 Maleato de pirilamina 82

5.8.2 Maleato de pizotifeno 86

5.9 Utilizagdo do modelo de boca para estudo de novos medicamentos

antiinflamatorios 89
5.9.1 Substancia F 89
5.9.2 Formulag&o de ibuprofeno 20% 96

6 DISCUSSAO 103
7 CONCLUSOES 115
REFERENCIAS 117

ANEXOS 132



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: COX-1 e COX-2 na sintese de prostaglandinas.

Figura 2: Inducéo de edema na regido oral direita de ratos.

Figura 3: Permeabilidade vascular na pele da boca de ratos medida pelo

extravasamento de Azul de Evans.

Figura 4: Leitura de absorbancia das solucbes de formamida, sob

espectrofotometria.

Figura 5. Edema induzido por diferentes doses de carragenina na pata traseira de

ratos.

Figura 6: Inducdo de edema na regi&o oral direita de ratos.

Figura 7: Edema induzido por diferentes doses de carragenina na regido oral direita

de ratos.

Figura 8: Curva “log dose-resposta” (edema) obtido de medidas realizadas na

terceira hora apés a injecédo de diferentes doses de carragenina injetada

na pata direita de ratos.

Figura 9: Curva “log dose-resposta” (edema) obtido de medidas realizadas na
primeira hora ap0s a injecdo de diferentes doses de carragenina injetada

na regiao oral direita de ratos.



Figura 10: Edema induzido por carragenina injetada por vias distintas na regiao oral

direita de ratos.

Figura 11: Efeito da indometacina sobre o edema induzido pela carragenina na

regido oral direita de ratos.

Figura 12: Efeito da indometacina sobre o extravasamento de azul de Evans aos
quinze minutos da inducdo de edema pela carragenina na regido oral

direita de ratos.

Figura 13: Efeito da indometacina sobre o extravasamento de azul de Evans na
primeira hora ap0s a inducdo de edema pela carragenina na regiao oral

direita de ratos.

Figura 14: Efeito da dexametasona sobre o edema induzido pela carragenina na

regido oral direita de ratos.

Figura 15: Efeito da dexametasona sobre o extravasamento de azul de Evans aos
quinze minutos da indugcdo de edema pela carragenina na regiao oral

direita de ratos.

Figura 16: Efeito da dexametasona sobre o extravasamento de azul de Evans na
primeira hora ap0s a inducdo de edema pela carragenina na regiao oral

direita de ratos.

Figura 17: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o edema induzido pela carragenina

na regiao oral direita de ratos.



Figura 18: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
aos quinze minutos da inducdo de edema pela carragenina na regido oral

direita de ratos.

Figura 19: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
na primeira hora apds a inducdo de edema pela carragenina na regido

oral direita de ratos.

Figura 20: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o edema induzido pela carragenina

na regiao oral direita de ratos.

Figura 21: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
aos quinze minutos da inducéo de edema pela carragenina na regido oral

direita de ratos.

Figura 22: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
na primeira hora apds a inducdo de edema pela carragenina na regiao

oral direita de ratos.

Figura 23: Efeito do ibuprofeno sobre o edema induzido pela carragenina na regiédo

oral direita de ratos.

Figura 24: Efeito de ibuprofeno sobre o extravasamento de Azul de Evans aos
quinze minutos da inducdo de edema pela carragenina na regido oral

direita de ratos.

Figura 25: Efeito do ibuprofeno sobre o extravasamento de Azul de Evans na
primeira hora apos a inducdo de edema pela carragenina na regiao oral

direita de ratos.



Figura 26: Efeito da indometacina sobre o edema induzido pela carragenina na pata

direita de ratos.

Figura 27: Efeito da indometacina sobre o extravasamento de azul de Evans aos
trinta minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de

ratos.

Figura 28: Efeito da indometacina sobre o extravasamento de azul de Evans na
terceira hora apds a inducdo de edema pela carragenina na pata direita

de ratos.

Figura 29: Efeito da dexametasona sobre o edema induzido pela carragenina na

pata direita de ratos.

Figura 30: Efeito da dexametasona sobre o extravasamento de azul de Evans aos
trinta minutos da indugdo de edema pela carragenina na pata direita de

ratos.

Figura 31: Efeito da dexametasona sobre o extravasamento de azul de Evans na
terceira hora apés a inducdo de edema pela carragenina na pata direita

de ratos.

Figura 32: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o edema induzido pela carragenina

na pata direita de ratos.

Figura 33: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
aos trinta minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita

de ratos.



Figura 34: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
na terceira hora apos a inducdo de edema pela carragenina na pata

direita de ratos.

Figura 35: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o edema induzido pela carragenina

na pata direita de ratos.

Figura 36: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
aos trinta minutos da indugdo de edema pela carragenina na pata direita

de ratos.

Figura 37: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
na terceira hora apds a indugdo de edema pela carragenina na pata

direita de ratos.

Figura 38: Efeito do ibuprofeno sobre o edema induzido pela carragenina na pata

direita de ratos.

Figura 39: Efeito do ibuprofeno sobre o extravasamento de Azul de Evans aos trinta

minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos.

Figura 40: Efeito do ibuprofeno sobre o extravasamento de Azul de Evans na
terceira hora apos a inducdo de edema pela carragenina na pata direita

de ratos.

Figura 41: Efeito da pirilamina sobre o edema induzido pela carragenina na regiao

oral direita de ratos.



Figura 42: Efeito da pirilamina sobre o extravasamento de azul de Evans aos quinze
minutos da indugdo de edema pela carragenina na regidao oral direita de

ratos.

Figura 43: Efeito da pirilamina sobre o extravasamento de azul de Evans na
primeira hora ap0s a inducdo de edema pela carragenina na regiao oral

direita de ratos.

Figura 44: Efeito do pizotifeno sobre o edema induzido pela carragenina na regiao

oral direita de ratos.

Figura 45: Efeito do pizotifeno sobre o extravasamento de azul de Evans aos quinze
minutos da inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de

ratos.

Figura 46: Efeito do pizotifeno sobre o extravasamento de azul de Evans na
primeira hora apds a inducdo de edema pela carragenina na regiao oral

direita de ratos.

Figura 47. Efeito da pirilamina sobre o edema induzido pela carragenina na pata

direita de ratos.

Figura 48: Efeito da pirilamina sobre o extravasamento de azul de Evans aos trinta

minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos.

Figura 49: Efeito da pirilamina sobre o extravasamento de azul de Evans na terceira

hora apds a inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos.



Figura 50: Efeito da pizotifeno sobre o edema induzido pela carragenina na pata

direita de ratos.

Figura 51: Efeito da pizotifeno sobre o extravasamento de azul de Evans aos trinta

minutos da inducédo de edema pela carragenina na pata direita de ratos.

Figura 52: Efeito da pizotifeno sobre o extravasamento de azul de Evans na terceira

hora apos a inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos.

Figura 53: Efeito da substancia F sobre o edema induzido pela carragenina na

regido oral direita de ratos.

Figura 54. Efeito da substancia F sobre o extravasamento de Azul de Evans aos
quinze minutos da inducdo de edema pela carragenina na regido oral

direita de ratos.

Figura 55: Efeito da substancia F sobre o extravasamento de Azul de Evans na
primeira hora ap6s a inducdo de edema pela carragenina na regiao oral

direita de ratos.

Figura 56: Efeito da substancia F sobre o edema induzido pela carragenina na pata

direita de ratos.

Figura 57: Efeito da substancia F sobre o extravasamento de Azul de Evans aos
trinta minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de

ratos.



Figura 58: Efeito da substancia F sobre o extravasamento de Azul de Evans 2,5%
na terceira hora ap0s a inducdo de edema com carragenina na pata

direita de ratos.

Figura 59: Efeito da formulacdo de ibuprofeno sobre o edema induzido pela

carragenina na regido oral direita de ratos.

Figura 60: Efeito da formulac&o de ibuprofeno 20% sobre o extravasamento de Azul
de Evans aos quinze minutos da indugédo de edema pela carragenina na

regido oral direita de ratos.

Figura 61: Efeito da formulagdo de ibuprofeno 20% sobre o extravasamento de Azul
de Evans na primeira hora apos a inducdo de edema pela carragenina na

regido oral direita de ratos.

Figura 62: Efeito da formulacdo de ibuprofeno 20% sobre o edema induzido pela

carragenina na pata direita de ratos.

Figura 63: Efeito da formulac&o de ibuprofeno 20% sobre o extravasamento de Azul
de Evans aos trinta minutos da inducdo de edema pela carragenina na

pata direita de ratos.

Figura 64: Efeito da formulac&o de ibuprofeno 20% sobre o extravasamento de Azul
de Evans na terceira hora apos a inducdo de edema pela carragenina na

pata direita de ratos.



LISTA DE ABREVIATURAS

Mg

pl

5-HT

AA

ACF

AINE

AM404

AUC

CB1

CEBIO

CETEA

CG

CGPR

CO,

COX

micrograma

microlitro

5-hidroxitriptamina (serotonina)

Acido araquidénico

Adjuvante completo de Freund
Antiinflamatorio ndo esteroide
N-araquidonoilfenolamina

Area sobre a curva

Controle

Receptor canabindide de tipo 1

Centro de bioterismo

Comité de Etica em Experimentagdo Animal
Carragenina

Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
Dioxido de carbono

Ciclooxigenase



CX Celecoxibe
Dexa Dexametasona
FAAH Fatty Acid Amide Hydrolase- Hidrolase de amida de acidos graxos

FAPEMIG  Fundacédo de Amparo a Pesquisa em Minas Gerais

Form.lbu Formulagdo de Ibuprofeno a 20%

G Granulécito

GC Glicocorticoide

GM-CSF Fator de estimulacdo de colénias por granuldcito e macrofago

I.m. Via Intramuscular

Ilbu lbuprofeno

ICB Instituto de Ciéncias Biologias

IL Interleucina

Indo Indometacina

INF-y Interferon gama

LPS Lipopolissacarideo

MALT Tecido linféide associado a mucosa
n Numero de animais

nm Nand metro



NO Oxido nitrico

°C Grau Celsius

PAF Fator ativador de plaquetas
PG Prostaglandina

Pl, Prostaciclina

Piri Maleato de pirilamina

Plzo Maleato de pizotifeno

PLA, Fosfolipase A,

PMN Granulocito Polimorfonuclear
RVE1 Resolvina E1

SAL Salina

SNC Sistema Nervoso Central
SEM Erro padrdo da média (EPM)

Subst. F Substancia F

TNF-a Fator de necrose tumoral-alfa

TX Tromboxano

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais



RESUMO

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um modelo experimental
de inflamacdo aguda na cavidade oral de ratos, tendo como padrdo de comparacao
0 edema da pata de ratos. A avaliagdo do edema, medido por um paquimetro, foi
realizada em paralelo ao extravasamento do azul de Evans, outro indicador de
atividade inflamatdéria nos tecidos, sob as mesmas condigbes. A inflamagéo foi
induzida em ratos, machos da ra¢ga Holtzman, no labio superior na porcdo média do
musculo masséter (bochecha) do lado direito por uma inje¢do subcutanea (na boca),
externamente ou internamente (via mucosa oral) de 500 pg de A-carragenina (CG) e
do lado contralateral foi injetado uma solucdo salina 0,9% no mesmo volume. Como
controle, as medi¢cdes do volume de edema foram realizadas antes da administragéao
do agente flogogénico (0 hora) e apds nos tempos %, 1, 2, 3, 4 e 6 horas. Enquanto
que a permeabilidade vascular foi avaliada pelo extravasamento do corante azul de
Evans para o espaco intersticial da mucosa oral, em dois tempos, sendo um
previamente ao efeito maximo da carragenina (15 min), € no outro no momento em
que ocorria 0 pico do edema (1 hora). Para a avaliacdo da acado de
antiinflamatorios, drogas convencionais de diferentes classes foram administradas,
30 minutos antes o estimulo flogogénico, sendo elas: indometacina (2 mg/kg),
ibuprofeno (20 mg/kg) celecoxibe (12 e 30 mg/kg) e dexametasona (1 mg/kg). Todas
apresentaram uma reducéo significativa do edema em relagcdo ao grupo controle. A
avaliacdo de possiveis mediadores inflamatorios também foi realizada através da
administracdo do maleato de pirilanina (10 mg/kg, antagonista do receptor H; da

histamina) e maleato acido de pizotifeno (2 mg/kg, antagonista misto da histamina e



serotonina) que por inibir em significativamente a inflamagédo na primeira hora,
confirmaram a ag¢do dos principais mediadores inflamatérios envolvidos no edema
de pata traseira e ja descritos na literatura. Ao final do trabalho foi possivel concluir
gue o edema de boca responde com a mesma sensibilidade que o edema de pata
as drogas antiinflamatoérias esteroidais e ndo-esteroidais, podendo detectar drogas
com atividade anti-inflamatdria potenciais ainda na primeira hora, sendo dessa forma

um modelo mais rapido do que o edema de pata de ratos.



SUMMARY

The present study aimed to develop an experimental model of acute
inflammation in oral cavity of rats, it has been considered as a standard of
comparison the hind paw edema of the rats. The edema rating was performed in
parallel to the extravasation of Evans blue, another indicator of inflammatory activity
in tissues with the same conditions. The inflammation was induced in rats, Holtzman
male, in the upper lip into the middle portion of the masseter muscle (cheek) on the
right by a subcutaneous injection of 500 mg of A-carrageenan (CG) and the hand
side saline solution 0.9% was injected in the same volume. Measurements of the
volume of edema was rated before edematogenic agent (0 hour) administration and
after in %2, 1, 2, 3, 4 and 6 hours. While vascular permeability was estimated by
extravasation of Evans blue onto the interstitial space, occurred on two occasions,
with a previously to the maximum effect of carrageenan (15 min), and another
occurred at the time of peak edema (1 hour). For the evaluation of anti-inflammatory
action, conventional drugs of different types were administered: indomethacin (2 mg /
kg), ibuprofen (20 mg / kg), celecoxib (12 and 30 mg / kg) and dexamethasone (1 mg
/ kg) 30 minutes before stimulation with the CG. All theses drugs showed a significant
reduction of edema if it was compared with the control group. The rating of possible
inflammatory mediators was also achieved through the administration of maleate
pyrilamine (10 mg / kg, the antagonist of histamine H; receptor) and maleate pizotifen
acid (2 mg / kg, mixed antagonist of histamine and serotonin) whose had a significant

inhibition of the inflammation in the first hour, confirming the action of the major



mediators involved in the inflammatory edema in the hind paw. At the end of the
study, it was possible to conclude that the oral edema responds with the same
sensitivity of the hind paw edema to inflammatory drugs, non-steroidal and steroidal,

and can detect drugs with potential anti-inflammatory activity even in the first hour, so

thus a faster model.



1. INTRODUCAO



1.1 Inflamacao

A reacdao inflamatéria € uma resposta do organismo a agressao, caracterizada
por uma série de eventos complexos no tecido afetado, incluindo vasodiltacdo
arteriolar, seguida de aumento de fluxo sanguineo e da permeabilidade venular,
exsudacao plasmatica e migracdo leucocitaria para o espaco extravascular. Essas
alteracdes, que ocorrem principalmente na microcirculagdo, se traduzem nos sinais
classicos da inflamacédo aguda, descritos como rubor, tumor, calor e dor, decorrentes
da acédo de produtos biologicamente ativos liberados no local da lesédo, denominados
mediadores quimicos (WEISSMANN, 1992; COTRAN et al., 1999; COLLINS, 2000;
SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). Os mediadores inflamatérios podem ser
de origem celular, como a histamina, os eicosandides, o 6xido nitrico, o fator
ativador de plaquetas (PAF), as cininas e outras proteinas leucocitarias ou de origem
plasmética, como as citocinas e o sistema de complemento (ROCHA e SILVA &

GARCIA-LEME, 1972; FERREIRA et al., 1973).

Durante a reacgéo inflamatoria ocorre o recrutamento leucocitario para o foco
da lesdo. O componente celular da reacdo € representado, principalmente, por
leucdcitos polimorfonucleares (neutrofilos, eosindfilos e basofilos) e mononucleares
(mondcitos e linfocitos), que migram da luz dos vasos sanguineos para os tecidos

adjacentes (FLOREY, 1970).

A acdo dos mediadores inflamatérios induz além das alteracdes
hemodindmicas,0 aumento da expressao de receptores glicoprotéicos na membrana

de leucdcitos e na célula endotelial. Estes receptores, denominados moléculas de



adesdo, interagem entre si e acarretam o fenébmeno de migracdo leucocitaria. Varias
familias de moléculas de adeséo, classificadas de acordo com a sua estrutura
guimica foram caracterizadas e dentre essas, trés desempenham papel fundamental
na interacao leucocito-endotélio: as selectinas, expressas em leucocitos circulantes
e particularmente, nas células endoteliais, responsaveis principalmente, pelo
comportamento “rolling”; e as integrinas e imunoglobulinas, expressas nas células
endoteliais e alguns tipos de leucdcitos, que contribuem para a aderéncia e
diapedese. A expressdo diferenciada das moléculas de adesdo nos diferentes
estagios do desenvolvimento da reacao inflamatéria é responsavel, em parte, pela
seletividade e cinética de migracao dos leucdcitos para o foco de lesdo (GRANGER
& KUBES,1994; ALBELDA et al., 1994; RAMPART, 1994; FARSKY & MELLO,

1995).

Os fendbmenos de migracédo leucocitaria permitem que o leucécito alcance o
foco de lesé@o para posterior destruicdo do agente agressor. A eliminacdo do agente
lesivo presente no foco inflamatério ocorre por meio de fagocitose, realizada
principalmente pelos neutrofilos e macrofagos. Concomitantemente a esses
processos, ocorre um aumento da producdo de mediadores inflamatérios e do
metabolismo seletivo destas células, resultando na producdo de agentes
microbicidas (BABIOR et al.,1973; BRAWN & FRIDOVICH, 1980). Além deste
sistema citotoxico, dependente de oxigénio, os leucdcitos liberam o conteddo de
granulos lisossémicos citoplasmaticos que contém diversas enzimas liticas

(COTRAN et al.,1999).

Uma resposta inflamatéria aguda bem sucedida resulta na eliminacdo do

agente lesivo seguida pela fase de resolugdo e reparo, a qual € mediada



principalmente por macréfagos residentes e recrutados. Se a inflamacao aguda falha
em eliminar o patdégeno, o processo inflamatério persiste e adquire novas
caracteristicas. O infiltrado de neutréfilos € substituido por macréfagos e por
linfécitos T, e se o efeito combinado dessas células ainda continua insuficiente, um
estado inflamatorio crénico se segue, envolvendo a formagdo de granulomas

(MEDZHITQV, 2008).

1.1.1 Acido araquiddnico e prostaglandinas

O éacido araquiddnico (AA) apresenta papel regulador chave na fisiologia celular. E
um &cido graxo poliinsaturado (4 duplas ligacdes) de 20 carbonos, liberado a partir
de fosfolipidios de membrana através da enzima fosfolipase A, (PLA>), a qual pode
ser ativada por diversos estimulos como: quimico, trauméatico, térmico, mitogénico,
que também ativam citocinas pré-inflamatérias como interleucina -1 (IL-1) (HILARIO
et al., 2006; KUMMER & COELHO, 2002; BROOKS et al., 1999; DINARELLO,
1996). Ativada a PLA,, o AA liberado é entdo metabolizado ou pela via das
cicloxigenases, que da origem a formacdo de protaglandinas (PGs), prostaciclina
(Pl) e tromboxanas (TXs) ou pela via das lipoxigenases, que leva a sintese dos

leucotrienos e lipoxinas (RANG et al., 2007; YEDGAR et al., 2007; LEE et al., 2004).

Na via das cicloxigenases, o0 acido araquidonico (Figura 1) € convertido pela
enzima cicloxigenase (COX) nos compostos intermediarios prostaglandina G

(PGGy) e Hz (PGHy), podendo a enzima, ser também denominada de prostaglandina



G/H sintetase. A COX apresenta dois sitios cataliticos: o sitio cicloxigenase e o sitio
peroxidase. O primeiro sitio promove a oxidagdo do AA em PGG,, que por sua vez é
reduzida ao intermediario instdvel PGH, pelo sitio peroxidase (BROOKS et al.,
1999). A PGH, é convertida pelas isomerases tissulares especificas em multiplos
prostandides (PGD», PGE,, PGF2q, PGl, TXA, € TXB,) (KING et al., 2009; HILARIO
et al., 2006), entretanto, a maioria dos tecidos sdo capazes de converter PGH; em
apenas alguns desses produtos finais, dependentemente do tipo de isomerase
presente em cada tecido. Por exemplo, as plaquetas sangilineas produzem
tromboxana A; (TXA.) e prostaglandina D, (PGD;) e o endotélio vascular produz
prostaciclina (PGly) e prostaglandina E; (PGE>) (GERRITSEN, 1996; BUNTING et
al., 1983). Com grande diversidade de receptores especificos e varios mecanismos
reguladores, as prostaglandinas tém: papel central na inflamacdo, coagulacéo
sanglinea, angiogénese, ovulacao, parturicdo, metabolismo ésseo, crescimento e
no desenvolvimento neuronal, na cicatrizacdo de feridas, na funcdo renal, no tonus
vascular e nas respostas imunes (MITCHELL & WARNER; 2006; KUMMER &

COELHO, 2002; VANE et al., 1998).

Fosfolipidio
l<—FosfoIipase A,

Leucotrienos €=——Lipoxigenase €— Acido araquidénico

COX-1 >|e COX-2
(constitutiva) ¢ (indutiva)

PGG,

|

PGl, € PGH, > Tromboxanos

< LN

PGD,  PGE, PGF,

Figura 1: COX-1 e COX-2 na sintese de prostaglandinas. Fonte: BROOKS et al., 1999.



Existem hoje descritas na literatura algumas isoformas de cicloxigenases, que
sdo: a enzima COX-1 presente em quase todos os tecidos, com excecédo do
eritrécito, sendo chamada de constitutiva e desempenhando funcdes de
homeostase, como citoprotecdo gastrointestinal, através da sintese fisiologica de
prostandides (KUMMER & COELHO, 2002); a isoforma COX-2, sendo denominada
enzima indutivel, por ser expressa pela estimulacdo por citocinas, fatores de
crescimento e estimulantes tumorais, sugerindo a sua relevancia no cancer e em
processos inflamatérios. Entretanto, hoje j& se sabe que essa segunda isoforma
também é expressa de maneira constitutiva em alguns 6rgdos como rins e cérebro
(KUMMER & COELHO, 2002; BEICHE et al., 1996; YAMAGATA et al., 1993). Uma
terceira isoforma desta familia enzimética foi descrita e denominada COX-3,
entretanto, por ser tratar de uma variante da COX-1 e derivar do mesmo gene, foi
renomeada como COX-1b. Essa nova enzima encontra-se distribuida principalmente
no cortex cerebral, medula espinhal e coracdo de cdes e humanos (SNIPES et al.,
2005; CHANDRASEKHARAN et al., 2002; WILLOUGHBY et al., 2000).
Aparentemente, a isoforma COX-1b parece ndo ter relevancia fisiopatoldgica na

fisiologia humana (KIS et al.,2005; CENSAREK et al., 2006).

1.2 Drogas antiinflamatorias

Antiinflamatérios sdo farmacos que podem agir em Varios passos do processo
fisiopatolégico, podendo inibir a biossintese de mediadores pela interacdo direta com

enzimas-chave (como inibicdo da COX), ou reduzindo as concentracdes de



substrato (reducdo da liberacao de acido araquidénico). Adicionalmente, podem agir
inibindo a liberacdo de mediadores pré-formados (por ex.: histamina), ou
antagonizando seus receptores ou ainda, por meio da imunoestimulacdo (por ex.:
maturacdo de células mieldides ou estimulacdo de fagocitose), ou removendo a
substancia irritante e diminuindo a agresséo tecidual (SAFAIHY & SAILER, 1997).
S&o0 duas as classes de antiinflamatérios mais utilizados terapeuticamente: 0os nao

esteroides e os esteroides.

121 Antiinflamatérios néo esterdides

Desde 1897, quando o quimico aleméo Felix Hoffman motivou a Bayer a produzir
0 acido acetilsalicilico, patenteado como “Aspirina”, os agentes antiinflamatorios ndo
esteroidais (AINE) passaram a ser as drogas mais largamente prescritas e usadas
em todo o mundo. Estima-se que, somente nos Estados Unidos, aproximadamente
50 milhdes de pessoas gastam em torno de 5 a 10 bilhdes de ddlares por ano no
consumo destas drogas (CARVALHO etal., 2004; DUBOIS etal., 1998).

Contudo, apesar do largo uso desses agentes, o seu mecanismo de acao foi
esclarecido somente em 1971, quando John Vane (VANE, 1971) laureado com o
Prémio Nobel pela sua descoberta, propds que os antiinfamatorios semelhantes a
aspirina suprimem o processo inflamatério pela inibicdo das ciclooxigenases (COX),
impedindo assim a sintese de prostaglandinas.

As COXs, enzimas-chave que catalisam a biossintese das prostaglandinas, teve
duas de suas isoformas descritas apenas em 1991. Apesar das duas isoformas

serem expressas por dois genes distintos, as enzimas ciclooxigenase-1 (COX-1) e



ciclooxigenase-2 (COX-2) sdo bastante similares, apresentando 60% de homologia
na estrutura protéica primaria, além de catalisarem essencialmente a mesma reagao
(CARVALHO et al., 2004; KULKARNI et al., 2000; VANE et al., 1998; CROFFORD,
1997; KUJUBU et al., 1991; XIE et al., 1991; DEWITT & SMITH, 1988).

Com a descoberta da COX-2, isoforma induzida e expressa predominantemente
durante o processo inflamatério, uma nova perspectiva terapéutica emergiu para o
desenvolvimento de drogas antiinflamatdrias ndo-esterdides mais seletivas e com
menos efeitos adversos. Os efeitos colaterais gastrintestinais foram atribuidos a
inibicho da COX-1, enzima constitutiva, e a baixa seletividade de inibicdo dos
farmacos até entdo usados sobre a COX-2 (CARVALHO, 1999).

A partir de entdo, originou-se uma nova geracdo de antiinflamatérios (inibidores
seletivos da COX-2), denominados coxibes (FITZGERALD & PATRONO, 2001). Em
seguida, foram desenvolvidos os antiinflamatorios ndo-esteroides superseletivos ou
de segunda geracdo, destacando-se o0 celecoxibe, rofecoxibe, etoricoxibe,
lumiracoxibe, parecoxibe e valdecoxibe (CARVALHO et al., 2004; KULKARNI et al.,
2000). Os inibidores seletivos da COX-2, de forma semelhante aos demais AINES,
podem promover alteracdes da funcdo renal, entretanto em 1998, MITCHELL &
EVANS relataram que o principal efeito colateral desse grupo de drogas esta
associado principalmente ao sistema cardiovascular, conferindo também a essa
classe de drogas um sucesso limitado, em virtude, principalmente, de seus efeitos
colaterais e de suas proprias contra-indicacées (CARVALHO et al., 2004).

Devido a grande aplicabilidade dos AINES, desde o tratamento do cancer ao mal
de Alzheimer, é grande a busca de novos compostos do mesmo grupo, tornando

esse assunto tao atual quanto ha 100 anos atras (CARVALHO etal., 2004).



1211 Substancia F

Estudos realizados pelo nosso grupo (FRANCISCHI et al., 2002) demonstraram
que os inibidores seletivos da COX-2, como por exemplo o celecoxibe, causam
hipoalgesia (aumento do limiar nociceptivo acima dos valores normais de
nocicepcdo) e exercem fraco efeito sobre o edema de pata induzido pela
carragenina em ratos nas doses hipoalgésicas. Além disso, reduzem a migracéo
leucocitaria induzida pela carragenina ou pelo lipopolissacarideo bacteriano (LPS)
no modelo experimental de inflamacéo da cavidade peritoneal de ratos (MENEZES
et al., 2003). A hipoalgesia causada pelos coxibes no modelo de hiperalgesia foi
associada ao sistema opioidérgico enddgeno, visto que foi revertida pela naltrexona,
um antagonista opidide ndo seletivo, e ndo ocorreu em ratos tolerantes a morfina.
(FRANCA et al., 2006). Nesse trabalho também foi sugerido que tal efeito induzido
por esse grupo de drogas ocorre ao nivel periférico, ou seja, no local da inflamacéo.

Posteriormente, 0 mesmo grupo mostrou que animais tolerantes a morfina
também eram tolerantes ao efeito hipoalgésico do celocoxibe e vice-versa
(REZENDE et al., 2010), sugerindo fortemente que o efeito hipoalgésico do
celecoxibe poderia ser derivado da liberagcdo de opidides enddgenos. De fato,
PANA-LIMA (2010) mostrou que o celecoxibe, administrado localmente na pata de
ratos, provocava a liberagao de B-endorfina, da mesma maneira que um agonista
canabindide tipo-2, o composto JWHO015, liberacéo essa que foi revertida em ambos
casos (pelo celecoxibe e pelo agonista CB3), por um antagonista canabindide (CB5>),
0 composto SR 144528. Esses dados em conjunto indicaram o envolvimento tanto

do sistema opidide como do sistema canabindide endégeno na hipoalgesia induzida



por celecoxibe o que levou a sintese de um analogo do celecoxibe, substancia F,
para teste de sua atividade farmacol6gica em ensaios de inflamacdo em nosso

laboratério, denominado substancia F (RESENDE et al., 2010; PAIVA LIMA, 2010).

1.2.2 Antiinflamatérios esterdides

Os antiinflamatérios hormonais séo derivados esterdides possuindo um nucleo
ciclopentanoperidrofenantreno (SORRELLS & SAPOISKY, 2007).

Além de sua funcdo hormonal, os glicocorticoides aumentam a transcricdo de
genes que codificam proteinas antiinflamatorias como a anexina-1, interleucina-10
(IL-10), antagonista do receptor de IL-1 e a endopeptidase neutra (PERRETTI &
D'ACQUISTO, 2009; BELVISI et al., 2001), além de iniberem a producgéo de IL-1, IL-
2, IL-3, IFN-y, GM-CSF e TNF-a (SNYDER & UNANUE, 1982; ARYA et al., 1984;
BEUTLER et al., 1986; SCHIMMER & PARKER, 1996).

As atividades antiinflamatdrias e imunossupressoras dos glicocorticoides estao
inimamente relacionadas, ja que derivam da sua capacidade de inibir funcdes
especificas de leucécito, entre elas a inibicdo de enzimas lipoliticas (fosfolipase A») e
proteoliticas, e a liberacdo de substancias quimiotaxicas, assim como mediadores
envolvidos nos aumento da permeabilidade vascular, na vasodilatagdo e na

contracdo de varios musculos lisos ndo- vasculares (RANG et al.,2007).



1.3 Modelos experimentais de inflamacdo e sua importancia

A inflamacdo é uma resposta a uma agressao (fisica, quimica ou biolégica) ao
organismo e se caracteriza pela presenca de sintomas classicos que sao: rubor
(eritema), tumor (edema), calor, dor e/ou perda de funcdo. O processo inicia-se em
minutos apos a lesdo e, pode permanecer por horas ou dias, passando da fase
aguda para uma fase cronica, variando de uma fase para a outra os tipos de
mediadores celulares e humorais envolvidos (CHIANELLI, et al., 1997). Com base
nessas manifestacdes fisioldgicas modelos experimentais sdo desenvolvidos em
animais, o que possibilita a analise da atividade biolégica de novas drogas

antiinflamatorias.

Como os antiinflamatérios ndo-esterdides (AINES) agem ndo apenas como
antiinflamatoérios, mas também como analgésicos (CARVALHO et al., 2004), os
modelos experimentais que possibilitam avaliar a sensibilizacdo e a ativacdo dos
nociceptores, atraves da avaliagdo da dor e/ou reacdo comportamental do animal
pode ser utilizados na analise de novas drogas com potencial antiinflamatdrio. Entre
eles, estdo por exemplo: o teste de estimulo mecanico (pressdo) na pata do rato, de
acordo com o meétodo descrito por RANDALL & SELLITO (1957), método esse,
empregado como modelo para avaliar hiperalgesia, que é caracterizada pela
diminuicéo do limiar de sensibilidade dolorosa. Além disso, por essas caracteristicas,
tal modelo é freqientemente utilizado para o estudo de farmacos com atividade
antiinflamatoéria e/ou analgésica periférica. E o modelo das contor¢6es abdominais

consiste em administrar acido acético PA. via intraperitoneal e contar a resposta



reflexa motoras decorrentes dessa aplicacdo. Nesse modelo € possivel avaliar a
atividade antinociceptiva de varias substancias que atuam tanto em nivel central
quanto periférico, sendo dessa forma um teste pouco especifico (KOSTER et al.,

1959).

Alguns modelos experimentais consistem na inducdo de uma resposta
inflamatéria aguda e/ou crbnica, de forma que possibilitam a identificacdo de
multiplos mediadores e células que tém papel importante na inducéo de varios sinais

e sintomas associados (COLLINS, 2000).

Dentre 0s ensaios que induzem inflamagédo, os modelos classicos séo: o
modelo de edema de patas, no qual um agente flogogénico € administrado no tecido
subcutaneo da pata de ratos ou camundongos que induz a formacdo de uma
inflamacdo aguda, gerando alteracdo da espessura ou do volume da regido
trabalhada (DI ROSA, 1972). Outro ensaio é a inducdo de artrite por, por exemplo,
Adjuvante Completo de Freund (ACF) que propicia o desenvolvimento de uma
inflamacao crénica nas articulacbes (FERREIRA et al., 2001; SUZUMURA.et al.;
1989). HA o modelo de inducdo de febre (COELHO et al., 1992), no qual a
administracao intravenosa ou intracerebroventricular de LPS (lipopolissacarideo) ou
endotoxina bacteriana, componente isolado da parede de bactérias gram-negativas
(RIETSCHEL et al., 1994), é capaz de induzir uma resposta febril nos animais

manipulados, dentre outros modelos mais.

Os modelos in vivo permitem ao pesquisador obter uma visdo global dos
efeitos da droga estudada na espécie anima estudada. Através destas analises

torna-se possivel predizer se um antiinflamatdrio apresenta atividade analgésica,



antiinflamatoria e/ou antipirética. Permitem também, determinar uma relagdo dose-
efeito da droga e predizer posologia em humanos, como é o caso dos AINEs no
modelo de edema induzido pela carragenina nas patas traseiras de ratos

(MUKHERJEE et al., 1996; GIRAUDEL et al., 2005).

Apesar dessa gama de ensaios in vivo disponiveis hoje no meio cientifico sdo
poucos 0s modelos de inflamacdo aguda desenvolvidos na cavidade oral. Dentre 0s
ensaios pre-clinicos encontrados, destacam-se: o0 modelo de doenca periodontal por
ligadura (SALLAY et al., 1982), que gera uma inflamagao crénica na regiao cervical
do segundo molar superior ou da articulacdo temperomandibular; o modelo de
inflamacao induzido pela carragenina na articulagdo temporomandibular, que visa
estudar o limiar de dor do animal (DENADAI-SOUZA et al., 2009); e o unico modelo
para uma avaliacdo de inflamacdo aguda encontrado foi 0 modelo de edema na
lingua em camundongo, no qual a administracédo topica de um agente flogogénico na
lingua proporciona um edema agudo que pode ser mensurado com auxilio de um

paquimetro (DIP et al., 2004).



2. JUSTIFICATIVA



A pele e, especialmente, as mucosas tém sido freqluentemente utilizadas
como via de administracao de farmacos, sendo extremamente atrativas ndo apenas
pelo seu efeito local, mas também para obtencdo de efeito sistémico, como no caso
das drogas antiinflamatorias, pela sua auséncia do metabolismo de primeira
passagem (PRAUSNITZ, 2004; HENRIQUES et al, 2007). Dessa forma,
formulacbes tdpicas bucais vém sendo largamente utilizadas no tratamento de
inimeras patologias da cavidade oral como a gengivite, a periodontite, a estomatite,
as ulceracOes orais dentre outras mais. Entretanto, a avaliacdo dessas formulacbes
em VArios aspectos, como a sua absor¢do cutanea, efeito e o tempo de permanéncia
nos tecidos sao realizados em ensaios in vitro, que ndo permitem presumir os efeitos
que poderiam ocorrer em um animal. Em buscas realizadas na literatura, inUmeras
analises da eficiéncia dos novos mucoadesivos podem ser encontradas, porém, o
anico ensaio relacionado a absor¢éo in vivo na fase pré-clinica é desenvolvido na
mucosa oral intacta de coelhos, sendo esse muitas vezes substituido por ensaios in

vitro ou ex vivo (MURA et al., 2010;BASU et al., 2010; SIEGEL etal., 1981).

Além disso, outro fator que nos chamou atencéo para o desenvolvimento de
um modelo in vivo de edema na regido oral foi que trabalhos realizados
recentemente em nosso laboratério demonstraram a acdo local de drogas
antiinflamatoérias no modelo de doenca periodontal, um tipo de inflamacéao cronica na
cavidade oral, com diminuicdo tanto dos neutréfilos quanto da mieloperoxidase no
tecido gengival dos animais. Constatou-se nesse modelo, que a administracado de
morfina restringiu as perdas 6sseas e do tecido de insercdo periodontal, freqientes
em quadro de doenca periodontal, sem afetar o nimero de células que migraram

para o sitio inflamado, o que poderia ser uma estratégia para modular a resposta



inflamatéria local (PACHECO et al., 2007; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2009). Esses
resultados nos levaram a questionar se a aplicacdo local de drogas antiinflamatérias
de mecanismo de acdo conhecido poderiam, também afetar um modelo de

inflamacao aguda.

Diante dessas indagacdes sobre possiveis diferengas do processo
inflamatoério na regido oral e outras regides do corpo, bem como a necessidade de
desenvolvimento de novos medicamentos topicos, surgiu a necessidade de se
estabelecer um modelo de inflamagdo aguda adequado que proporcionasse uma
melhor compreensdo do processo inflamatorio, e que favorecesse melhor dosagem

de drogas que pudessem ser administradas, localmente na cavidade oral de ratos.



3. OBJETIVOS



3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver nova metodologia de inflamacéo
aguda na cavidade oral de ratos, tendo como padrdo de comparagdo o edema da pata de
ratos. A avaliagcdo do edema foi realizada em paralelo ao extravasamento do azul de Evans,
outro indicador de atividade inflamatoria nos tecidos, sob as mesmas condi¢cdes

experimentais.

3.2 Objetivos especificos

— Induzir edema pela carragenina na boca e pata de ratos;

— Construir curvas dose-resposta de edema (de boca e de pata de ratos) a carragenina;

— Avaliar a eficacia de substancias anti-inflamatérias da classe AINES nao- seletivas
(indometacina e ibuprofeno) e seletivas (celecoxibe) bem como a dexametasona um
antiinflamatério esterdde, no edema induzido pela carragenina;

— Comparar a formacéo do edema de boca e de pata com o extravasamento do azul de
Evans nesses sitios;

— \Verificar a eficacia de substancias anti-inflamatérias ndo esteroidais e da
dexametasona no extravazamento do azul de Evans;

— Avaliar a participacdo de mediadores inflamatérios, histamina e serotonina, utilizando
as drogas: maleato de pirilamina e maleato acido de pizotifeno, envolvidos na resposta

inflamatéria a carragenina na boca,;



— Verificar o efeito de substancias anti-inflamatérias potenciais, desenvolvidas pelo

grupo de pesquisa, e protegidas por sigilo para futuro patenteamento.



4. MATERIAIS E METODOS



4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Holtzman pesando entre 130 e 200 g,

fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG (Cebio-

ICB/UFMG).

O projeto, contendo a metodologia prevista para o desenvolvimento deste trabalho,
protocolo nimero 118/09, foi aprovado em 09/09/2009 pelo Comité de FEtica em

Experimentacéo Animal (CETEA/UFMG), vide anexo.

4.2 Drogas e sua administragao

Todos os procedimentos para a inducdo de edema no novo modelo experimental,
bem como a indugéo do extravasamento foram realizados sob anestesia geral, utilizando-se
uma mistura de quetamina 10% (Dopalen®) e xilazina 2,3% (Anasedan®), nas doses 90 e 15

mg/kg, respectivamente (0,1ml|/100g), administrada por via intramuscular (i.m.).

O agente edematogénico utilizado foi a carragenina A (Sigma) preparada pelo menos
uma semana antes do experimento (OTTERNESS & MOORE, 1988) e administrado sempre
por via subcutanea, na boca ou intraplantarmente (ver adiante), em volume de 0,1 ml, no
tempo denominado “tempo zero”. Animais controle receberam o mesmo volume de salina
nos mesmos sitios no tempo zero. Para realizar a curva dose resposta, a carragenina foi
preparada nas seguintes concentracdes: 0,25, 2,5, 5 e 10 mg/ml em solucéo salina estéril
(0,9%). Apbs obtencao das curvas dose-resposta, selecionou-se a concentragdo de 5 mg/ml

de carragenina para uso nos experimentos subsequentes.



Os antiinflamatérios de diferentes grupos farmacolégicos foram administrados
sistemicamente %2 h antes da injecdo de carragenina, e avaliados nos dois modelos
experimentais: o antiinflamatorio esterdide dexametasona (1 mg/kg); dois ndo esterdides
(AINEs) tradicionais, ndo seletivos para as ciclooxigenases (COXs): a indometacina (2
mg/kg) e o ibuprofeno (20 mg/kg); um inibidor seletivo para a COX-2: o celecoxibe (12 e 30
mg/kg) e a substancia F (12 mg/kg), que é o novo composto a ser estudado. Também foram
utilizados o antagonista do receptor H; da histamina, maleato de pirilamina (10 mg/kg) e o
maleato acido de pizotifeno (2 mg/kg), um antagonista misto de receptores da serotonina (5-
HT,) e de histamina (H1) (HOYER et al., 1994; FRANCISCHI et al.,1996). Todas as drogas
descritas foram administradas subcutaneamente (sc) no dorso da regido cervical do animal,

30 minutos antes da injecdo de carragenina.

Uma formulac&o adesiva contendo ibuprofeno, desenvolvida para ser estudada na
cavidade oral, foi sintetizada pelo professor Dr. André Faraco da Faculdade de Farmacia na
UFMG, e preparada de maneira a conter a droga na concentracdo 20%. Para melhor
aderéncia da formulacdo a mucosa oral, o adesivo foi umedecido com solugao salina estéril
0,9% e pressionado com o auxilio de uma pinca. Além disso, as patas traseiras onde foram
aplicados os adesivos foram envolvidas com fita crepe, para garantir um maior tempo de

contato do adesivo com a regido edemaciada.

4.3 Edema na pata traseira de ratos

Inicialmente, foram determinadas as espessuras das patas esquerda e direita

(direcéo dorso-ventral) de todos os animais, antes de qualquer injecdo. As espessuras (em



mm) foram obtidas com o uso de um paquimetro digital (Absolute- Série 500 da Mitutoyo,

Japan).

Em seguida, o edema foi induzido por carragenina injetada na regido intraplantar da
pata posterior direita, enquanto na pata esquerda foi injetada solugdo salina estéril 0,9%,

sempre em total de 0,1 ml (OTTERNESS & MOORE, 1988).

Apobs a injecdo de carragenina, as espessuras das patas foram também medidas nos
tempos Y2, 1, 2, 3, 4 e 6 horas. Os resultados foram expressos pela média da diferenca (pata

direita - pata esquerda) da espessura + erro padrao da média (SEM).

4.4 Edema de boca em ratos

Inicialmente, apds anestesiar o animal, foi mensurada a espessura do labio superior
na porcdo média do musculo masséter (bochecha, em mm); esse musculo se estende do
arco zigomatico a face lateral do ramo da mandibula (ver figura 2), introduzindo-se o
paquimetro na boca antes de qualquer injecéo (tempo zero), tanto do lado direito quanto

esquerdo dos animais.

Com o animal ainda anestesiado e em decubito dorsal, a agulha (BD PrecisionGlide
0,30x13 30G, 1/2) era posicionada na borda lateral do labio superior, conforme indicado na
Figura 2, fazendo-se a insercao através da mucosa oral no tecido subcutaneo adjacente na
porcdo mais espessa do musculo masséter, de maneira a propiciar a formagcdo do edema
entre a mucosa oral e a superficie externa da boca, bochecha (Fig. 2). Em seguida, fazia-se
a administracdo ou de salina, no lado esquerdo, ou de carragenina, no lado direito. Apds a

injecdo, a espessura da bochecha era também medida nos tempos 2, 1, 2, 3, 4 e 6 horas.



Os resultados foram expressos pela média da diferenca (regido direita - regido esquerda) da

espessura (mm) * erro padrdo da média (SEM) em cada grupo de animais.

O edema de boca sempre foi realizado em paralelo & indugcdo do edema de pata,

com igual numero de animais por grupo. Dessa forma, os dois modelos experimentais

puderam ser comparados sob as mesmas condi¢cfes experimentais.

Figura 2: Inducdo de edema na regido oral direita de ratos. Ratos Holtzman apds serem
anestesiados receberam, através da mucosa oral, inje¢cdo de carragenina no lado direito e
de solucéo salina estéril no lado esquerdo, no volume total de 0,1ml/regido. A avaliacdo do
edema formado em cada animal foi realizada pela diferenca entre as medidas de espessura
do lado direito pelo esquerdo (em mm), indicadas pelas linhas vermelhas em A e B,

respectivamente.



4.5 Variante do edema de boca

Antes de se escolher a metodologia definitiva para se estudar o edema de boca,
outra regiao foi também utilizada. Nessa nova regido da boca, localizada mais para o0 meio
da bochecha do rato, a agulha foi introduzida pelo lado externo da boca, perpendicularmente
a face, no tecido subcutaneo. A administracdo de carragenina em dose Unica, ou de solucéo
salina, dependendo do lado, foi executada conforme descrito anteriormente, e esse
momento, também foi considerado o tempo zero. Medidas subseqlientes da espessura da
bochecha, nos mesmos tempos ja indicados, foram obtidas com o paquimetro, fazendo-se a
diferencas entre os dois lados e encontrando-se a média + epm para os diferentes tempos

experimentais.

4.6 Permeabilidade vascular na pele de ratos, medida pelo

extravasamento do corante azul de Evans

Apbés anestesia dos animais, o corante Azul de Evans 2,5% diluido em salina
fisiologica estéril foi administrado por via intravenosa, no plexo venoso peniano, em um

volume de 0,1ml/100 g de peso (ROCHAE SILVA & GARCIA LEME, 1972).

Posteriormente, os animais foram divididos em dois grupos, para receber as injecdes
intraplantares ou intra-orais. A administracdo da carragenina, na concentracdo 5 mg/ml, foi
realizada sempre do lado direito do animal enquanto do lado esquerdo era administrada a

solugéo salina estéril 0,9%, em um volume total de 0,1ml/regido (Figura 3).
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Figura 3: Permeabilidade vascular na pele da boca de ratos medida pelo
extravasamento de Azul de Evans. Administracdo de Azul de Evans 2,5% por via
intravenosa no plexo peniano de ratos Holtzman, seguida pela indu¢céo de edema na regiéo
oral. No lado direito foi administrado 500 pg de carragenina e no lado esquerdo solugdo

salina estéril, num volume de 0,1 ml/sitio.

Apbés a administragdo do estimulo (carragenina ou salina) na mucosa oral, 0s
animais eram sacrificados em dois tempos diferentes, sendo um dos tempos anterior ao
efeito maximo da carragenina (15 min) e o outro no momento em que ocorria 0 pico do
edema (1 hora). Os animais que tiveram a indu¢céo de edema nas patas foram novamente
divididos em dois grupos, sendo que um foi sacrificado apds trinta minutos e o outro apos a
terceira hora da inducédo do edema pelo agente flogogénico. Todos os animais estudados
foram sacrificados respeitando-se as normas éticas, que dessa forma, ocorreu em camera

de diéxido de carbono (CO,).



Imediatamente ap6s o sacrificio dos animais, fragmentos das regifes internas da
bochecha (mucosa oral) injetadas com salina ou carragenina foram recortados, pesados,
sendo posteriormente fragmentados em pedagos ainda menores e imersos em 3 ml de
formamida PA, previamente adicionada em tubos de ensaio. Para a extragdo do corante, 0s
tubos foram deixados sob agitac&o intermitente por 12 horas a 37°C. Em seguida, o material

foi centrifugado e a absorbancia do sobrenadante foi lida em comprimento de onda de 623

nanémetros por espectrometria (Figura 4).

Figura 4: Leitura de absorbancia das solucfes de formamida, sob espectrofotometria.
A solucéo de formamida mais corada de azul, no tubo da direita (*), provavelmente reflete
maior presenca/quantidade do corante nos fragmentos do que nos fragmentos do tubo &

esquerda.



4.7 Analise do extravasamento do azul de Evans

Para se conhecer o total de corante extravasado nos tecidos submetidos as
diferentes condicGes experimentais, foi obtida uma curva de absorbancia em relacédo a
solu¢cdes de azul de Evans com concentragao previamente conhecida, e também lidas no
espectrofotdmetro em A = 623 nm. Desse modo, foi obtida a equacéo da reta que permitiu a

determinagao do corante extravasado.

Com base nessa equacao substituia-se o valor da leitura da amostra pelo valor de y
(absorbancia), possibilitando-se obter o valor de x (quantidade) de corante no tecido. Para
normalizar os dados, e dessa forma reduzir as variagdes de extravasamento devido ao
tamanho dos fragmentos, dividia-se a quantidade do corante extravasado (em ug) pelo peso

(em mg) do tecido.

Os resultados foram expressos pela média da diferenca (regido direita - regido

esquerda) da quantidade de azul de Evans (ug/mg de tecido) * erro padréo da média (SEM).

4.8 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média (SEM) de
cada grupo experimental, sendo comparadas, primeiramente, as diferengcas entre as médias
obtidas de animais controle e de animais injetados com carragenina, e posteriormente, dos
animais injetados com as diferentes drogas e os animais injetados apenas com o veiculo
das mesmas (+CG). Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido
pelo teste Bonferroni (post hoc) e foram considerados estatisticamente significativos valores

de p< 0,05.



5 RESULTADOS



5.1 Padronizacdo da resposta edematogénica na pata de ratos

Inicialmente, foi estabelecido o padrdo de resposta edematogénica a carragenina na
pata de ratos, para que os objetivos do presente trabalho fossem alcangados. A Figura 5, a
seguir, apresenta tais resultados. Como pode ser observado nessa figura, a carragenina na
doses de 25, 250, 500 e 1000 pg/pata induziu edema de maneira dose-dependente nos
animais de experimentacdo. Também se observa na mesma (Figura 5) que o pico do efeito
edematogénico ocorreu significativamente na terceira hora e permaneceu aumentado em

relacdo aos animais controle (salina na zero hora) até a sexta hora de observacao.
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Figura 5: Edema induzido por diferentes doses de carragenina na pata traseira de
ratos. Carragenina (CG 25, 250, 500 e 1000 pg/100 pl) e salina fisioloégica estéril (100 pl)
foram injetadas nas patas posteriores direita e esquerda, respectivamente. Os dados séo
apresentados como a média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a pata direita

e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica diferenca estatisticamente



significativa em relac&o ao grupo salina (p<0,05) segundo o teste de Bonferroni. n= 3-5. O
inserto a direita mostra a mesma resposta edematogénica na pata, expressa como area sob

a curva (AUC).



5.2 Padronizacao da resposta edematogénica induzida na boca de

ratos

Em paralelo a padronizacdo do edema de pata, foi elaborada a padronizacdo da
resposta edematogénica as mesmas doses de carragenina (25, 250, 500 e 1000 ug)
injetadas na boca dos animais. O posicionamento da agulha para a injecdo na boca se

encontra ilustrado na Figura 6.

Independentemente da quantidade do agente edematogénico administrado, a boca
atingia a sua espessura maxima na primeira hora de injecédo. A partir de 1 hora da injecéo
de carragenina (CG) a resposta edematogénica, como com a maioria das doses utilizadas
(25 a 500 pg/boca), teve diminuicdo crescente de seus valores, sendo que apos 6 horas das
injecBes, chegou a 50% do efeito méximo observado (Figura 7). Entretanto, com a maior
dose de CG utilizada (1000 pg/boca) observou-se a permanéncia do efeito edematogénico

até a 42 hora da injec&o, quando iniciou-se o0 processo de reversdo da resposta.
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Figura 6: Inducdo de edema na regido oral direita de rato. Os animais, apds serem
anestesiados, receberam através da mucosa oral, inje¢cdo de carragenina no lado direito e
de solugao salina estéril no lado esquerdo, no volume total de 0,1ml/regido. No momento da
administragdo a agulha era posicionada de forma paralela ao musculo masseter em sua
porcdo mais estreita e penetrando na regido mais espessa do mesmo pela face mucosa da

cavidade oral. A avaliagdo do edema formado foi realizada pela diferenca das medidas do

lado direito pelo esquerdo (em mm).
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Figura 7: Edema induzido por diferentes doses de carragenina na regido oral direita
de ratos. Carragenina (CG 25, 250, 500 e 1000 pg/100 pl) e salina fisiologica estéril (SAL
100 ul) foram injetados na regido oral direita e esquerda, respectivamente. Os dados sédo
apresentados como a média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a regiao oral
direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica diferenca estatisticamente
significativa em relagc&o ao grupo salina (p<0,05) segundo o teste de Bonferroni. n=3-5. O
inserto a direita, mostra a mesma resposta edematogénica na regido oral expressa como

area sob a curva (AUC).



5.3 Logaritimo da curva dose-resposta na pata e na boca de ratos

Apbés a andlise das figuras anteriores, foi elaborada a curva “log dose-resposta’
utilizando apenas as medicdes no momento em que houve uma maior expansdo da
espessura, no caso da pata as 3 horas da injecdo e no caso da boca a 1 hora da injecéo.
Conforme observado na Figura 8, observa-se uma inclinacédo de 19,72 da reta para as patas
traseiras na terceira hora, enquanto para a regido oral (Figura 9) na primeira hora apés a

injegdo a inclinagdo obtida foi de 4,3.

A partir da avaliagéo da curva “log dose-resposta” na regido oral, estabeleceu-se que
a melhor dose a ser utilizada na regido € 500 pg de carragenina. Essa dose ficou definida,

para ser utilizada nos experimentos subsequentes.
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Figura 8: Curva “log dose-resposta” (edema) obtido de medidas realizadas na terceira
hora apos a injecdo de diferentes doses de carragenina injetada na pata direita de

ratos. Foram utilizadas as doses de 25, 250, 500 ou de 1000 pg de carragenina injetada



subcutaneamente na pata de ratos. O aumento da espessura (A) é fornecido em mm, de um
total de 5 animais/ grupo. As curvas tedrica (em vermelho) e experimental (em preto) foram

apresentadas na figura.
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Figura 9: Curva “log dose-resposta” (edema) obtido de medidas realizadas na
primeira hora ap6s a injecao de diferentes doses de carragenina injetada na regiao
oral direita de ratos. Foram utilizadas as doses de 25, 250, 500 ou de 1000 pg de
carragenina injetada subcutaneamente na mucosa oral de ratos. O aumento da espessura
(A) é fornecido em mm, de um total de 5 animais/ grupo. As curvas tedrica (em vermelho) e

experimental (em preto) foram apresentadas na figura.



5.4 Efeito edematogénico da injecdo de carragenina (500 pg)

administrada por via subcutanea, aplicada externamente a boca

Para se verificar em qual regido a carragenina apresentaria melhor efeito
edematogénico, administrou-se subcutaneamente o agente flogogénico em dois grupos
distintos de animais. Um dos grupos foi injetado no tecido subcuténeo pela regido interna
(regido mucosa oral) e o outro, pela face externa (regido da epiderme estratificada). Apos
esse momento, foram realizadas medi¢cdes nos tempos pré definidos até a sexta hora,
tendo-se verificado que o0 aumento da espessura da boca foi ligeiramente diferente entre os
dois processos, Figura 10. Entretanto, o edema derivado da inje¢cao na regido interna, apés
uma hora, apresentou um aumento, significativo, de 12% em sua espessura comparado com
o edema derivado da regido externa, indicando a escolha da administracdo da carragenina

pela regido interna.
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Figura 10: Edema induzido por carragenina injetada por vias distintas na regido oral
direita de ratos. Carragenina (CG 500 pg/100 pl/regido) e salina fisiologica estéril (100 pl)
foram injetados na regido oral direita e esquerda, respectivamente. Entretanto no grupo
Regido Interna a administracao foi na mucosa do musculo masséter da bochecha, enquanto
o grupo Regido Externa a administragdo foi pela regido externa da face (musculo bucinador)
formada pelo tecido epitelial estratificado. Os dados s&o apresentados como a média + SEM
da diferenca de espessura (edema) entre a regido oral direita e a esquerda nos diferentes

grupos de animais. As variag0es interanimais foram estatisticamente insignificantes. n=3-5.



5.5 Efeito de drogas antiinflamatorias sobre o edema de boca

5.5.1 Indometacina

Drogas-padrédo de diferentes classes foram avaliadas no modelo de edema de boca
desenvolvido. A primeira droga estudada foi um inibidor ndo seletivo de COX, a
indometacina (2 mg/kg), que foi administrada sistemicamente, 30 minutos antes da indugéo

do edema.

Os resultados mostraram que a indometacina reduziu em 66% o edema de boca
avaliado 1 hora ap0s a injecao de carragenina (Figura 11). Praticamente, o edema de boca
foi totalmente revertido pelo tratamento prévio dos animais com indometacina, apés 6 horas

das injecoes.

Além disso, o extravasamento do azul de Evans na mucosa oral também foi reduzido
pela indometacina de forma tempo-dependente, em paralelo a reducao do edema (Figuras
12 e 13). Interessante notar que, em valores absolutos, houve um maior extravasamento do
corante com o aumento da inflamacé&o induzida pela carragenina, embora a porcentagem de
inibicdo do efeito pelo antiinflamatorio-padréo (indometacina), tenha se mantido em torno de

50%.
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Figura 11: Efeito da indometacina sobre o edema induzido pela carragenina na regiao
oral direita de ratos. A indometacina (Indo 2mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia
hora antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C)
receberam 0,1M de Tris pH 8,0 no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de
edema pela indometacina na primeira hora foi de 66 % quando comprada com o grupo
controle. Os dados s&@o apresentados como média + SEM da diferenca de espessura
(edema) entre a regido oral direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o

teste de Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 12: Efeito da indometacina sobre o extravasamento de azul de Evans aos
quinze minutos da inducdo de edema pela carragenina naregido oral direita de ratos.
Aindometacina (Indo 2mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da carragenina
(500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiolégica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentragdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados sao apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e
esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela indometacina, quando
comparada com o grupo controle, foi de 52%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 13: Efeito da indometacina sobre o extravasamento de azul de Evans na
primeira hora apos a inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de
ratos. A indometacina (Indo 2mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiologica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiolégica estéril e administrado intravenosamente na
concentragdo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados sé&o
apresentados como média £+ SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a
regido oral direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela
indometacina, qguando comparada com o grupo controle, foi de 51 %. Os simbolos *, ** e #
indicam a diferencga estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e

C, respectivamente. A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.5.2 Dexametasona

Semelhante ao observado com a indometacina, a dexametasona também inibiu a
inducdo de edema pelo agente flogogénico em 68%, Figura 14, quando comparado com o
resultado obtido de animais controle. Do mesmo modo, a dexametasona reduziu o
extravasamento do azul de Evans intersticial em 60% nos primeiros 15 minutos e 53% apos

uma hora da inje¢c&o de carragenina (Figuras 15 e 16).
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Figura 14: Efeito da dexametasona sobre o edema induzido pela carragenina na regiéo
oral direita de ratos. A dexametasona (Dexa 1 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia
hora antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C)
receberam salina fisiol6gica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibic&o
de edema pela dexametasona na primeira hora foi de 68 % quando comparada com o grupo
controle. Os dados s&o apresentados como média + SEM da diferenca de espessura

(edema) entre a regido oral direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica



diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o

teste de Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 15: Efeito da dexametasona sobre o extravasamento de azul de Evans aos
guinze minutos da inducdo de edema pela carragenina naregido oral direita de ratos.
A dexametasona (Dexa 1mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiolégica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiolégica estéril e administrado intravenosamente na
concentragdo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados séo
apresentados como média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a
regido oral direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela
dexametasona, quando comparada com o grupo controle, foi de 60%. Os simbolos *, ** e #
indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e

C, respectivamente. A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 16: Efeito da dexametasona sobre o extravasamento de azul de Evans na
primeira hora apés a indugcdo de edema pela carragenina na regido oral direita de
ratos. A dexametasona (Dexa 1 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiolégica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiolégica estéril e administrado intravenosamente na
concentragao de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados séo
apresentados como média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a
regido oral direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela
dexametasona, quando comparada com o grupo controle, foi de 53%. Os simbolos *, ** e #
indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive, salina e

C, respectivamente. A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n=5-8.



5.5.3 Celecoxibe

O celecoxibe (CX), antinflamatério seletivo para a COX-2, foi administrado
sistemicamente meia hora antes da carragenina, nas doses de 12 e 30 mg/kg. Conforme
pode ser observado nas Figuras 17 e 20, o celecoxibe reduziu o edema de boca de maneira

dose-dependente.

Surpreendentemente, a maior inibicdo do edema de boca pelo CX ocorreu 1 hora
apos a administracdo de carragenina. De maneira consistente, o celecoxibe também reduziu
0 extravasamento do azul de Evans de maneira dose e tempo-dependente (Figuras 18, 19,

21, e 22, respectivamente).
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Figura 17: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o edema induzido pela carragenina na
regido oral direita de ratos. O celecoxibe (CX 12 mg/kg) foi injetado subcutaneamente

meia hora antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C)



receberam salina fisiologica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo
de edema pelo celecoxibe na primeira hora foi de 36% quando comparada com 0 grupo
controle. Os dados s&o apresentados como média + SEM da diferenca de espessura
(edema) entre a regido oral direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o

teste de Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 18: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
aos quinze minutos da indugcdo de edema pela carragenina na regido oral direita de
ratos. O celecoxibe (CX 12 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiolégica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo. O corante azul de Evans foi diluido em
salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentragéo de 2,5% (p/v), 15
minutos antes da administracdo de CG. Os dados sédo apresentados como média + SEM da
hug de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e esquerda nos

diferentes grupos de animais. Ainibicdo do edema pela celecoxibe, quando comparada com



0 grupo controle, foi de 27%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca estatistica (p<0,05)
do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente. A andlise

estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 19: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans na
primeira hora apds a inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de
ratos. O celecoxibe (CX 12 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiologica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo. O corante azul de Evans foi diluido em
salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracao de 2,5% (p/v), 15
minutos antes da administracdo de CG. Os dados sao apresentados como média + SEM da
Hg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e esquerda nos
diferentes grupos de animais. Ainibicdo do edema pelo celecoxibe, quando comparada com
0 grupo controle, foi de 26%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca estatistica (p<0,05)
do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente. A andlise

estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 20: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o edema induzido pela carragenina na
regido oral direita de ratos. O celecoxibe (CX 30 mg/kg) foi injetado subcutaneamente
meia hora antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C)
receberam salina fisioldgica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicéo
de edema pelo celecoxibe na primeira hora foi de 70% quando comparada com 0 grupo
controle. Os dados s&o apresentados como média + SEM da diferenca de espessura
(edema) entre a regido oral direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica
diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o

teste de Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 21: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
aos quinze minutos da inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de
ratos. O celecoxibe (CX 30 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiologica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiolégica estéril e administrado intravenosamente na
concentragdo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados séo
apresentados como média + da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral
direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo celecoxibe,
guando comparada com o grupo controle, foi de 65%. Os simbolos *, ** e # indicam a
diferenca estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C,

respectivamente. A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 22: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans na
primeira hora apos a inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de
ratos. O celecoxibe (CX 30 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100upl/animal Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiologica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiolégica estéril e administrado intravenosamente na
concentracdo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados séo
apresentados como média £+ SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a
regido oral direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. E a inibicdo do edema pelo
celecoxibe, quando comparada com o grupo controle, foi de 53%. Os simbolos *, * e #
indicam a diferencga estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e

C, respectivamente. A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.5.4 Ibuprofeno

O ibuprofeno, antiinflamatério ndo esterdide (AINE), foi administrado 30 minutos
antes da carragenina, por injecdo subcutédnea na dose de 20 mg/kg. Conforme pode ser
observado, o antiinflamatério reduziu a acdo edematogénica da carragenina em 59% na
primeira hora, Figura 23. As Figuras 24 e 25 reforgcam o efeito do ibuprofeno, mostrando
uma reducdo do extravasamento de azul de Evans em 51% nos primeiros quinze minutos e

na primeira hora de 52%, respectivamente.
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Figura 23: Efeito do ibuprofeno sobre o edema induzido pela carragenina na regiao
oral direita de ratos. O ibuprofeno (lbu 20 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora
antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam
salina fisiol6gica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de edema
pelo ibuprofeno na primeira hora foi de 59% quando comparada com o grupo controle. Os

dados sado apresentados como média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a



regido oral direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o teste de

Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 24: Efeito de ibuprofeno sobre o extravasamento de Azul de Evans aos quinze
minutos da inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de ratos. O
ibuprofeno (lbu 20 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina
(500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiolégica estéril
(100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentragcdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragédo de CG. Os dados sé@o apresentados como
média + SEM da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e
esquerda nos diferentes grupos de animais A inibicdo do edema pelo ibuprofeno, quando
comparada com o grupo controle, foi de 51%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 25: Efeito do ibuprofeno sobre o extravasamento de Azul de Evans na primeira
hora apds a inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de ratos. O
ibuprofeno (lbu 20 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina
(500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisioldgica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragdo de CG. Os dados sao apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e
esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo ibuprofeno, quando
comparada com o grupo controle, foi de 52%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente

A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.6 Efeito de drogas antiinflamatérias sobre o edema de pata

5.6.1 Indometacina

Sempre quando a acdo de uma droga era estudada no modelo de edema de boca,
era realizado, em paralelo como controle, a analise dessa mesma droga no modelo de
edema de patas traseiras em rato (padrdo-ouro). Dessa forma, o antiinflamatério
indometacina também foi administrado sistemicamente, na dose de 2 mg/kg, meia hora

antes da agente flogogénico, carragenina, para o grupo de controle do modelo.

A acéo da indometacina foi avaliada pela redugcdo da espessura da pata em relacéo
ao grupo que ndo teve a administracdo de antiinflamatério, grupo controle, mostrando na
terceira hora apos a injecdo de carragenina uma inibicdo de 71% do edema formado (Figura
26). Outra andlise também realizada para avaliar a agdo do antiinflamatorio foi a dosagem
do azul de Evans para o0 espaco intersticial, que nos primeiros trinta minutos foi de 53%

(Figura 27) e apos trés horas foi de 56% (Figura 28).
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Figura 26: Efeito da indometacina sobre o edema induzido pela carragenina na pata
direita de ratos. A indometacina (Indo 2 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora
antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam
solucéo salina fisioldgica estéril no mesmo tempo e a carragenina na zero hora. A inibicdo
de edema pela indometacina na terceira hora foi de 71% quando comparada com 0 grupo
controle. Os dados s&o apresentados como média + SEM da diferenca de espessura
(edema) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. *Indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o

teste de Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 27: Efeito daindometacina sobre o extravasamento de azul de Evans aos trinta
minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. A
indometacina (Indo 2 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da carragenina
(500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiolégica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados sao apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela indometacina, quando
comparada com o grupo controle, foi de 53%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 28: Efeito da indometacina sobre o extravasamento de azul de Evans na
terceira hora apo6s a inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. A
indometacina (Indo 2 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da carragenina
(500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiolégica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracao de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragdo de CG. Os dados sdo apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela indometacina, quando
comparada com o grupo controle, foi de 56 %. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.6.2 Dexametasona

A dexametasona, na dose de 1 mg/kg, foi administrada sistemicamente meia hora
antes da carragenina e inibiu a formacéo de edema quando analisada a sua espessura em
70%, na terceira hora, comparada com o grupo controle (Figura 29). Do mesmo modo, ao se
estudar o extravasamento de azul de Evans a reducé&o foi de 50 % nos primeiros trinta

minutos e de 56 % apds trés horas (Figura 30 e 31, respectivamente).
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Figura 29: Efeito da dexametasona sobre o edema induzido pela carragenina na pata
direita de ratos. A dexametasona (Dexa 1 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora
antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam
salina fisiologica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de edema
pela dexametasona na terceira hora foi de 70% quando comparada com o grupo controle.
Os dados séao apresentados como média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a

pata direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica diferenca



estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o teste de

Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 30: Efeito da dexametasona sobre o extravasamento de azul de Evans aos
trinta minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. A
dexametasona (Dexa 1 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiolégica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na
concentracdo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados sao
apresentados como média + SEM da pug de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata
direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela
dexametasona, quando comparada com o grupo controle, foi de 50%. Os simbolos *, ** e #
indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e

C, respectivamente. A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



75

o 2
mUE 60
c O 0O
© £«
5S35
5@ oS

0 g #
O © = 30+
U>><
o> @ O
3+ O

é'a 15F

9 *
0

Dexa

Naive Salina

Figura 31: Efeito da dexametasona sobre o extravasamento de azul de Evans na
terceira hora apds a inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. A
dexametasona (Dexa 1 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100pl/animal Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiolégica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiolégica estéril e administrado intravenosamente na
concentragao de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados séo
apresentados como média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata
direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela
dexametasona, quando comparada com 0 grupo controle, foi de 56%. Os simbolos *, ** e #
indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive, salina e

C, respectivamente. A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.6.3 Celecoxibe

O celecoxibe, administrado sistemicamente meia hora antes da carragenina, nas
doses de 12 e 30 mg/kg, foram capazes de inibir a formacdo do edema na terceira, de
maneira dose dependente, na proporcdo de 28% (Figura 32) e 76% (Figura 35)

respectivamente.

Adicionalmente, foi realizada a andlise do extravasamento do azul de Evans para
celecoxibe na dosagem de 12 mg/kg e observou-se uma redugao do extravasamento em
25% nos primeiros trinta minutos e de 24% apos a terceira hora (Figuras 33 e 34). Ja na
dosagem de 30 mg/kg, a proteina extravasada foi ainda menor diminuindo nos primeiros

trinta minutos 53% e apos a terceira hora 59% (Figuras 35 e 36).
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Figura 32: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o edema induzido pela carragenina na

pata direita de ratos. O celecoxibe (CX 12 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora



antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam
salina fisiologica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de edema
pelo celecoxibe na terceira hora foi de 28% quando comparada com o grupo controle. Os
dados sédo apresentados como média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a
pata direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o teste de

Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 33: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
aos trinta minutos da inducédo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. O
celecoxibe (CX 12 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina
(500 pg/100pl/animal Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiol6gica estéril
(100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados sdo apresentados como

média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda



nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo celecoxibe, quando comparada
com o grupo controle, foi de 25%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca estatistica
(p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive, salina e C, respectivamente. A andlise

estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 34: Efeito do celecoxibe 12 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans na
terceira hora ap6s a inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. O
celecoxibe (CX 12 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina
(500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiolégica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentragdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados sdo apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. E a inibicdo do edema pelo celecoxibe, quando

comparada com o grupo controle, foi de 24%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca



estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 35: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o edema induzido pela carragenina na
pata direita de ratos. O celecoxibe (CX 30 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora
antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam
apenas salina fisioldgica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicéo de
edema pelo celecoxibe na terceira hora foi de 76% quando comparada com O grupo
controle. Os dados s&o apresentados como média + SEM da diferenca de espessura
(edema) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o

teste de Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 36: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans
aos trinta minutos da indugéo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. O
celecoxibe (CX 30 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina
(500 pg/100pl/animal Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiologica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracao de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragdo de CG. Os dados sdo apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo celecoxibe, quando comparada
com o grupo controle, foi de 53%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca estatistica
(p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive, salina e C, respectivamente. A andlise

estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 37: Efeito do celecoxibe 30 mg/kg sobre o extravasamento de azul de Evans na
terceira hora ap6s a inducédo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. O
celecoxibe (CX 30 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina
(500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisioldgica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentragéo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados sao apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo celecoxibe, quando comparada
com o0 grupo controle, foi de 59 %. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca estatistica
(p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente. A andlise

estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.6.4 Ibuprofeno

No gréafico 33 é possivel observar que o antiinflamatorio ibuprofeno, na dose de 20
mg/kg, foi capaz de conter a acdo edematogénica do agente flogogénico carragenina, em
46% na terceira hora (Figura 38) . Essa inibicdo do edema pelo ibuprofeno foi estudada
também pelo extravasamento de azul de Evans que apoés trinta minutos da inducédo de
edema havia reduzido 47 % e apoés a terceira hora 51%, resultados esses obtidos quando

comparados com 0 grupo controle e estdo apresentados nas Figuras 39 e 40.

A Espessura (mm)

Tempo (h)

Figura 38: Efeito do ibuprofeno sobre o edema induzido pela carragenina na pata
direita de ratos. O ibuprofeno (Ibu 20 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes
da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiologica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de edema pelo

ibuprofeno na terceira hora foi de 46% quando comparada com o grupo controle. Os dados



sdo apresentados como média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a pata
direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica diferenca estatisticamente

significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o teste de Bonferroni. n=5-11.
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Figura 39: Efeito do ibuprofeno sobre o extravasamento de Azul de Evans aos trinta
minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. O ibuprofeno
(bu 20 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiolégica estéril
(100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragdo de CG. Os dados séo apresentados como
média + SEM da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e
esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo ibuprofeno, quando
comparada com o grupo controle, foi de 47%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 40: Efeito do ibuprofeno sobre o extravasamento de Azul de Evans na terceira
hora ap6s a inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. O ibuprofeno
(bu 20 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiol6gica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados sdo apresentados como
meédia £ SEM da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo ibuprofeno, quando comparada
com o grupo controle, foi de 51%. * Indica diferencga estatisticamente significativa em relac&o
ao grupo controle (p<0,05). Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do
grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente. A andlise estatistica

realizada foi segundo o] teste de Bonferroni n= 5-8.



5.7 Efeito de drogas antagonistas sobre o edemade boca

5.7.1 Maleato de pirilamina

Para identificar os agentes na inflamacéo gerada pela carragenina, foi administrado
nos animais antagonistas dos mediadores inflamatérios possivelmente atuantes na fase

inicial da inflamagé&o gerada pela carragenina.

Dessa forma, foi administrado via sistémica 30 minutos antes da indugéo de edema
pelo agente flogogénico, carragenina, um antagonista dos receptores H; de histamina, a

piralamina na dosagem de 10mg/kg.

Os resultados mostraram que a pirilamina reduziu, significativamente, em 70% o
edema na boca avaliado na primeira hora apés a injecao de carragenina (Figura 41). O que
foi confirmado ao se avaliar o extravasamento de azul de Evans que se reduziu em 79% nos
primeiros quinze minutos e apds a primeira hora 39% quando comparados com O grupo

controle. Os resultados se encontram apresentados nas Figuras 42 e 43.



A Espessura (mm)

Tempo (h)

Figura 41: Efeito da pirilamina sobre o edema induzido pela carragenina naregido oral
direita de ratos. A pirilamina (Piri 10mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes
da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiologica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de edema pela
indometacina primeira hora foi de 70% quando comparada com o grupo controle. Os dados
sao apresentados como média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a regiao
oral direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o teste de

Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 42: Efeito da pirilamina sobre o extravasamento de azul de Evans aos quinze
minutos da inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de ratos. A
pirilamina (Piri 10mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiol6gica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentragdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados s&o apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e
esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela pirilamina, quando
comparada com o grupo controle, foi de 79%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 43: Efeito da pirilamina sobre o extravasamento de azul de Evans na primeira

hora apds a inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de ratos. A
pirilamina (Piri 10mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiolégica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados s&o apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e
esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela pirilamina, quando
comparada com o grupo controle, foi de 39%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.7.2 Maleato de pizotifeno

O pizotifeno ou maleato de pizotifeno, um antagonista da serotonina e inibidor dos
receptores H; da histamina, foi administrado sistemicamente na dosagem de 2 mg/kg trinta

minutos antes da indugéo de edema pela carragenina.

E semelhante ao observado com a pirlamina, o pizotifeno também inibiu
significativamente o edema induzido em 72% na primeira hora, Figura 44, quando
comparado com o resultado dos animais controle. Do mesmo modo o extravasamento do
azul de Evans foi de 77% nos primeiros quinze minutos e de 36% apds uma hora da injecao

de carragenina, Figuras 45 e 46 respectivamente.
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Figura 44: Efeito do pizotifeno sobre o edema induzido pela carragenina naregido oral
direita de ratos. O pizotifeno (Pizo 2mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes

da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina



fisiolégica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de edema pelo
pizotifeno na primeira hora foi de 72% guando comparada com o grupo controle. Os dados
sdo apresentados como média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a regiao
oral direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o teste de

Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 45: Efeito do pizotifeno sobre o extravasamento de azul de Evans aos quinze
minutos da inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de ratos. O
pizotifeno (Pizo 2mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiol6gica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados sdo apresentados como
meédia + SEM da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e

esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo pizotifeno, quando



comparada com o grupo controle, foi de 77%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 46: Efeito do pizotifeno sobre o extravasamento de azul de Evans na primeira
hora apds a inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de ratos. O
pizotifeno (Pizo 2mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiolégica estéril
(100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados séo apresentados como
média + SEM da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a regido oral direita e
esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo pizotifeno, quando
comparada com o grupo controle, foi de 36%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente.

A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni n= 5-8.



5.8 Efeito de drogas antagonistas sobre o edema de pata

5.8.1 Maleato de pirilamina

A avaliacdo da acdo dos antagonistas também foi realizada no modelo de edema de
patas traseiras, servindo como controle dos experimentos no modelo de edema da boca.
Dessa forma, o maleato de pirilamina como no modelo de edema de boca foi administrado
trinta minutos antes da carragenina. E a acao inibitéria do antagonista foi avaliada na
terceira hora, momento em que ha o efeito maximo da carragenina, apresentando uma

inibic&o significativa de 6% em relagdo ao grupo controle, Figura 47.

Da mesma forma, foi avaliado o extravasamento de azul de Evans, que apresentou
nos primeiros trinta minutos uma reducéo de 73% momento que ha acao principalmente de
serotonina e histamina e apds a terceira hora a reducéo era de apenas 18% quando ha agcéo
predominantemente dos derivados do acido araquidénico (Figuras 48 e 49

respectivamente).



A Espessura (mm)

Figura 47: Efeito da pirilamina sobre o edema induzido pela carragenina na pata
direita de ratos. A pirilamina (Piri 10 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes
da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam solugao
salina fisiologica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de edema
pela indometacina na terceira hora foi de 6 % quando comparada com o grupo controle. Os
dados séo apresentados como média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a
pata direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. *Indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o teste de

Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 48: Efeito da pirilamina sobre o extravasamento de azul de Evans aos trinta
minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. A pirilamina
(Piri 10 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiol6gica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados s&o apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela pirilamina, quando comparada
com o grupo controle, foi de 73%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca estatistica
(p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive, salina e C, respectivamente. A andlise

estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 49: Efeito da pirilamina sobre o extravasamento de azul de Evans na terceira
hora ap6s a inducédo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. A pirilamina
(Piri 10 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiol6gica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados s&o apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela pirilamina, quando comparada
com o grupo controle, foi de 18%. Os simbolos *, ** e # indicam a diferenca estatistica
(p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive, salina e C, respectivamente. A andlise

estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.8.2 Maleato de pizotifeno

Da mesma forma, o pizotifeno foi administrado sistemicamente trinta minutos antes

do agente flogogénico e teve sua acdo avaliada na terceira hora mostrando uma significativa

inibicdo do edema de 13%, resultado esse indicado na Figura 50.

Em seguida, foi estudada a acao do pizotifeno no extravasamento plasmatico através
do corante azul de Evans. O pizotifeno, quando comparado com o grupo controle, reduziu o
extravasamento de azul de Evans nos primeiros trinta minutos em 74% enguanto na terceira

hora a reducgdo foi de apenas 22% (Figuras 51 e 52, respectivamente).
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Figura 50: Efeito da pizotifeno sobre o edema induzido pela carragenina na pata
direita de ratos. O pizotifeno (Pizo 2 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes
da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam solucéo
salina fisiologica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de edema

pela pizotifeno na terceira hora foi de 13% quando comparada com o grupo controle. Os



dados sédo apresentados como média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a
pata direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. *Indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o teste de

Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 51: Efeito da pizotifeno sobre o extravasamento de azul de Evans aos trinta
minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. O pizotifeno
(Pizo 2 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiol6gica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados s&o apresentados como
meédia £ SEM da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo pizotifeno, quando comparada

com o grupo controle, foi de 74%. Os simbolos *, * e # indicam a diferenca estatistica



(p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive, salina e C, respectivamente. A analise

estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 52: Efeito da pizotifeno sobre o extravasamento de azul de Evans na terceira
hora ap6s a inducdo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. O pizotifeno
(Pizo 2 mg/kg) foi injetado subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisioldgica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de CG. Os dados séo apresentados como
meédia £ SEM da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pelo pizotifeno, quando comparada
com o grupo controle, foi de 22%. Os simbolos *, * e # indicam a diferenca estatistica
(p<0,05) do grupo para os grupos: naive, salina e C, respectivamente. A analise estatistica

realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.9 Utilizacao do modelo de boca para estudo de novos

medicamentos antiinflamatérios

5.9.1 Substancia F

A substancia F, um novo composto sintetizado pelo nosso grupo de pesquisa, teve
seus efeitos avaliados tanto no novo modelo de edema de boca quanto no modelo de
edema de patas traseiras. Para isso, a nova droga, na dose de 12 mg/kg, foi administrada
via subcutanea trinta minutos antes da carragenina. E sua acédo foi avaliada tanto por
medidas de espessura quanto pelo extravasamento de Azul de Evans para o espago

intersticial da boca de ratos.

Como realizado anteriormente, o estudo da agao da nova droga foi realizada no
momento em que a carragenina tinha seu efeito maximo. Dessa forma a avaliagdo na regido
oral ocorreu na primeira hora quando teve uma inibicdo néo significativa de 9% e na pata na
terceira hora e quarta hora tendo uma inibicdo significativa de 7% (Figuras 53 e 56,

respectivamente)

Em seguida, ao se avaliar a agdo da substancia F no extravasamento de Azul de
Evans, observou-se que o material extravasado no novo modelo de edema de boca nos
primeiros quinze minutos foi de 15% (Figura 54) e ap6s a primeira hora 10% (Figura 55),
enquanto no modelo de patas traseiras foi de 4% (Figura 57) nos primeiros trinta minutos e
apos a terceira hora de 6% (Figura 58), sendo todos nao significativos em relacao ao grupo

controle (carragenina).
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Figura 53: Efeito da substancia F sobre o edema induzido pela carragenina na regiéo
oral direita de ratos. A substancia F (Subst. F 12 mg/kg) foi injetada subcutaneamente
meia hora antes da carragenina (500 pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C)
receberam salina fisioldgica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicéo
de edema pela substancia F na primeira hora foi de 9% quando comparada com 0 grupo
controle. Os dados s&o apresentados como média + SEM da diferenca de espessura
(edema) entre a regido oral direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica
diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o

teste de Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 54: Efeito da substancia F sobre o extravasamento de Azul de Evans aos
guinze minutos da inducéo de edema pela carragenina naregido oral direita de ratos.
A substancia F (Subst. F 12 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100p/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiolégica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiolégica estéril e administrado intravenosamente na
concentragéo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragdo de CG. Os dados sao
apresentados como média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a
regido oral direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela
substancia F, quando comparada com o grupo controle, foi de 15%. Os simbolos * e **
indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive e salina,

respectivamente. A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 55: Efeito da substancia F sobre o extravasamento de Azul de Evans na
primeira hora apos a inducdo de edema pela carragenina na regido oral direita de
ratos. A substancia F (Subst. F 12 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiologica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiolégica estéril e administrado intravenosamente na
concentragéo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragdo de CG. Os dados sao
apresentados como média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a
regido oral direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela
substancia F, quando comparada com o grupo controle, foi de 10%. Os simbolos * e **
indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive e salina,

respectivamente. A andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 56: Efeito da substancia F sobre o edema induzido pela carragenina na pata
direita de ratos. A substancia F (Subst. F 12 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia
hora antes da carragenina (500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C)
receberam salina fisioldgica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicéo
de edema pela substancia F na terceira hora foi de 7% quando comparada com 0 grupo
controle. Os dados s&o apresentados como média + SEM da diferengca de espessura
(edema) entre a pata direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica
diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o

teste de Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 57: Efeito da substancia F sobre o extravasamento de Azul de Evans aos trinta
minutos da inducéo de edema pela carragenina na pata direita de ratos. A substancia F
(Subst. F 12 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da carragenina (500
pg/100ul/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiol6gica estéril
(100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragdo de CG. Os dados sdo apresentados como
média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela substancia F, quando
comparada com o grupo controle, foi de 4%. Os simbolos * e ** indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive e salina, respectivamente. A

andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 58: Efeito da substancia F sobre o extravasamento de Azul de Evans 2,5% na
terceira hora apds a inducdo de edema com carragenina na pata direita de ratos. A
substancia F (Subst. F 12 mg/kg) foi injetada subcutaneamente meia hora antes da
carragenina (500 pg/100pl/animal). Os animais do grupo controle (C) receberam salina
fisiolégica estéril (100pl/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante
azul de Evans foi diluido em salina fisiol6gica estéril e administrado intravenosamente na
concentragéo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragdo de CG. Os dados sao
apresentados como média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata
direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela substancia F,
guando comparada com o grupo controle, foi de 6%. Os simbolos * e ** indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os grupos: naive e salina, respectivamente. A

andlise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



5.9.2 Formulacgao de ibuprofeno 20%

Formulagfes mucoadesivas contendo em sua composicédo 20% de ibuprofeno foram

administrados topicamente no local onde foi administrado o agente flogogénico, carragenina.

A formulacdo contendo 20% de ibuprofeno foi avaliada tanto nas patas traseiras
guando na regido oral. A espessura na primeira hora na regido oral teve uma inibicdo em
relacdo ao controle de 5% (Figura 59) enquanto que na pata, na terceira hora, a inibigao foi

de 2% (Figura 62), ambas n&o significativas em relagéo ao grupo contole.

Ao se avaliar o exsudato de ambas regides observou-se que na regido oral nos
primeiros quinze minutos houve uma reducdo do extravasamento de 11% (Figura 60), e
apoés a primeira hora, de 6% (Figura 61). Ja a regido subplantar das patas traseiras
apresentou uma reducdo do extravasamento nos primeiros trinta minutos em 6% e apés a
terceira hora de 10%, Figuras 63 e 64 respectivamente, sendo em todas as situagdes nao

significativas em relagdo ao grupo controle (carragenina).
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Figura 59: Efeito da formulacdo de ibuprofeno sobre o edema induzido pela
carragenina na regido oral direita de ratos. A formulac&o de ibuprofeno 20% (Form. Ibu)
foi administrada topicamente no momento da administragcdo da carragenina (500
pg/100ul/animal), para uma melhor aderéncia, o adesivo foi umedecido com salina
fisiolégica. Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisioldgica estéril no mesmo
tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo de edema pela formulacéo de ibuprofeno 20%
na primeira hora foi de 5% quando comparada com o grupo controle. Os dados séo
apresentados como média + SEM da diferenca de espessura (edema) entre a regiao oral
direita e a esquerda nos diferentes grupos de animais. * Indica diferenga estatisticamente

significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05) segundo o teste de Bonferroni. n= 5-11.
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Figura 60: Efeito da formulacéo de ibuprofeno 20% sobre o extravasamento de Azul de
Evans aos quinze minutos da inducdo de edema pela carragenina na regidao oral
direita de ratos. A formulagéo de ibuprofeno 20% (Form. Ibu) foi administrado topicamente
no momento da administragcdo da carragenina (500 pg/100pl/animal), para uma melhor
aderéncia, o adesivo foi umedecido com salina fisiolégica. Os animais do grupo controle (C)
receberam salina fisiologica estéril (100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero
hora. O corante azul de Evans foi diluido em salina fisiolégica estéril e administrado
intravenosamente na concentragéo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracéo de
CG. Os dados séo apresentados como média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de
tecido entre a regido oral direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do
edema pela formulagé&o de ibuprofeno 20%, quando comparada com o grupo controle, foi de
11%. Os simbolos * e ** indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para
0S grupos: naive e salina, respectivamente. A analise estatistica realizada foi segundo o

teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 61: Efeito da formulagdo de ibuprofeno 20% sobre o extravasamento de Azul de
Evans na primeira hora apos a inducédo de edema pela carragenina na regido oral
direita de ratos. A formulacao de ibuprofeno 20% (Form. Ibu) foi administrado topicamente
no momento da administracdo da carragenina (500 pg/100ul/animal), para uma melhor
aderéncia, o adesivo foi umedecido com salina fisiolégica. Os animais do grupo controle (C)
receberam salina fisioldgica estéril (100ul/animal) nho mesmo tempo e carragenina na zero
hora. O corante azul de Evans foi diluido em salina fisioldégica estérili e administrado
intravenosamente na concentracéo de 2,5% (p/v), 15 minutos antes da administracdo de
CG. Os dados sao apresentados como média + SEM da pg de proteina extravasada/ mg de
tecido entre a regido oral direita e esquerda nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do
edema pela formulag&o de ibuprofeno 20%, quando comparada com o grupo controle, foi de
6%. Os simbolos * e ** indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para os
grupos: naive e salina, respectivamente. A andlise estatistica realizada foi segundo o teste

de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 62: Efeito da formulagcdo de ibuprofeno 20% sobre o edema induzido pela
carragenina na pata direita de ratos. A formulagdo de ibuprofeno 20% (Form. Ibu) foi
administrado topicamente no momento da administracdo da carragenina (500
pg/100ul/animal), para uma melhor aderéncia, o adesivo foi umedecido com salina
fisiologica e em seguida a pata foi envolta em fita crepe. Os animais do grupo controle (C)
receberam salina fisiologica estéril no mesmo tempo e carragenina na zero hora. A inibicdo
de edema pela formulacédo de ibuprofeno 20% na terceira hora foi de 2% quando comparada
com o grupo controle. Os simbolos * e ** indicam a diferenca estatistica (p<0,05) do grupo
assinalado para os grupos: naive e salina, respectivamente. A analise estatistica realizada

foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 63: Efeito da formulagao de ibuprofeno 20% sobre o extravasamento de Azul de
Evans aos trinta minutos da inducdo de edema pela carragenina na pata direita de
ratos. A formulagcdo de ibuprofeno 20% (Form. lbu) foi administrado topicamente no
momento da administragdo da carragenina (500 pg/100pl/animal), para uma melhor
aderéncia, o adesivo foi umedecido com salina fisiolégica e em seguida a pata foi envolta
em fita crepe Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiolégica estéril
(100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracdo de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragéo de CG. Os dados séo apresentados como
média + SEM da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela formulagdo de ibuprofeno 20%,
guando comparada com o grupo controle, foi de 6%. Os simbolos * e ** indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive e salina, respectivamente. A

analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.
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Figura 64: Efeito da formulagao de ibuprofeno 20% sobre o extravasamento de Azul de
Evans naterceira hora ap6s a inducdo de edema pela carragenina na pata direita de
ratos. A formulacdo de ibuprofeno 20% (Form. lbu) foi administrado topicamente no
momento da administragdo da carragenina (500 pg/100pl/animal), para uma melhor
aderéncia, o adesivo foi umedecido com salina fisiolégica e em seguida a pata foi envolta
em fita crepe. Os animais do grupo controle (C) receberam salina fisiologica estéril
(100ul/animal) no mesmo tempo e carragenina na zero hora. O corante azul de Evans foi
diluido em salina fisiologica estéril e administrado intravenosamente na concentracao de
2,5% (p/v), 15 minutos antes da administragéo de CG. Os dados séo apresentados como
meédia + SEM da g de proteina extravasada/ mg de tecido entre a pata direita e esquerda
nos diferentes grupos de animais. A inibicdo do edema pela formulagdo de ibuprofeno 20%,
guando comparada com o grupo controle, foi de 10%. Os simbolos * e ** indicam a diferenca
estatistica (p<0,05) do grupo assinalado para 0s grupos: naive e salina, respectivamente. A

analise estatistica realizada foi segundo o teste de Bonferroni. n= 5-8.



6. DISCUSSAO



O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um modelo de inflamagé&o aguda

na boca para o estudo da acéo local de drogas antiinflamatorias.

Para verificar as caracteristicas desse modelo de inflamacao, houve a necessidade
de comparéa-lo com outro modelo ja estabelecido, e aceito como padréo no estudo de drogas

antiinflamatorias novas e antigas.

Dentre os varios métodos descritos para avaliar drogas antiinflamatorias, uma das
técnicas mais comumente empregada € a inducdo de edema nas patas traseiras de ratos.
Até 1962, eram usados como agentes flogisticos o extrato de fermentacdo fungica,
formalina, albumina do ovo, caolina, nistatina, dentre outros. Entretanto, segundo
pesquisadores da época como LORENS (1961) afirmavam que a reprodutividade e
especificidade de seus experimentos eram baixas, ocorrendo a redugdo do edema ndo soé
por drogas antiinflamatérias. Além disso, o uso de doses muito altas das drogas era
necessario para serem estudadas, ndo sendo possivel obter uma curva dose-resposta. Foi
quando WINTER et al. (1962), embasados nos trabalhos de GARDNER (1960) que induzia
artrite a partir de um polissacarideo sulfatado extraido da alga Chondrus crispus,
denominada carragenina, utilizaram-na com sucesso pela primeira vez como um agente

edematogénico agudo.

Desde entdo, a carragenina vem sendo amplamente utilizada. E com o objetivo de
entender a acdo do polissacarideo sulfatado no organismo, VINEGAR et al., em 1987,
descreveram que 0 processo inflamatorio ocorria em 43 etapas, com a participacdo de

diferentes mediadores inflamatérios relacionados com a a¢ao edematogénica.

Com base nesses estudos e outros mais (ZANIN & FERREIRA, 1978; RANDALL &
SELITTO, 1957), hoje s&o conhecidas, detalhadamente, diferentes metodologias de ensaios
pré-clinicos. Entretanto, uma analise criteriosa dos métodos e a selegdo do modelo mais

indicado para avaliacdo da acéo de drogas AINES foi realizada em 1996, por MUKHERJEE



et al., que concluiram que a inducédo de edema pela carragenina nas patas traseiras de ratos
€ o0 melhor modelo entre os ensaios pré-clinicos utilizados, sendo dessa forma hoje
considerado como o modelo preditivo para drogas AINES com atividade potencial no ser
humano, podendo assim ser considerado o Padrédo-Ouro. Por esse motivo, esse modelo
serviu como base na elaboracdo do novo modelo de edema na regido oral além de servir
como modelo controle para o estudo da acdo de todas as drogas testadas, utilizado em

paralelo no presente estudo.

A importancia do novo modelo de edema em tecido mucoso desenvolvido nesse
trabalho se d4 uma vez que a inflamacdo é uma resposta complexa do tecido vivo e
vascularizado a estimulos lesivos, sendo freglientemente associada a dor e envolvendo
eventos como retracdo de células endoteliais, aumento da permeabilidade vascular e do
fluxo sanguineo local, aumento da migracéo de granuldcitos e células mononucleares, assim
como proliferagcédo de tecido granulomatoso (ANDRADE et al., 2007), enfim, um efeito
complexo e generalizado. Especialmente porque 0s ensaios in vitro sdo incapazes de

reproduzir os processos fisiologicos envolvidos sistemicamente.

Outro ponto a se ressaltar € que devido ao grande numero de patologias que
acometem a regido oral, como gengivites, periodontites, estomatites, etc, o uso topico de
drogas tem se tornado cada vez mais frequente. Uma vez que o seu uso no local da
inflamacé&o permite uma reducdo da quantidade de droga a ser administrada no tecido e
consequentemente a minimizacdo dos efeitos colaterais sistémicos (SALAMAT MILLER et
al., 2005), com a vantagem adicional da auséncia de inativagdo, consequente ao efeito de
primeira passagem a nivel hepatico (RANG & DALE, 2007). Entretanto, a avaliagdo dos
efeitos do farmaco bem como o tempo de aderéncia dos mucoadesivos sdo avaliados por
ensaios realizados in vitro ou ex vivo no qual o pesquisador tenta reproduzir algumas

caracteristicas da droga que deseja estudar, demonstrando uma acédo local, e para uma



avaliagdo sistémica sdo necessario entdo, voluntarios como foi exposto no trabalho de

PERIOLI et al., em 2004.

Diante dessas necessidades, desenvolvemos um modelo de edema na regido oral e
para isso, primeiramente foi necessario avaliar a acdo da carragenina na regido interna
(mucosa) da boca, sendo entdo obtida uma curva dose-resposta, processo esse semelhante
ao edema de pata realizado em paralelo e semelhante a dados ja publicados anteriormente
na literatura (WINTER et al., 1962; VINEGAR et al., 1987). Entretanto, surpreendentemente
diferente do perfil das patas traseiras, a espessura maxima da regido oral ocorreu na
primeira hora e em seguida houve a regressao gradativa do volume ao longo das seis horas

subseqlentes, periodo esse que as medi¢cfes ocorreram.

Ao se comparar ambos modelos, observamos também que uma mesma
concentracdo do agente edematogénico, 10 mg/ml, injetada em ambas areas a expanséo da
espessura nas patas traseiras € 57% maior em relacdo a expansao que ocorre na regiao
oral. Outro resultado, obtido durante os experimentos, € que apés diminuir 10 vezes a
concentracéo de carragenina, passando de 2,5 mg/ml para 0,25 mg/ml, a reducéo da
expansdo maxima do edema na boca foi de 15% enquanto que na pata foi de 58%, sendo
mais de 3 vezes a variagdo de espessura para a mesma quantidade de droga administrada.
Essa “resisténcia’ do tecido é confirmada ao analisar a inclinagédo da “Curva log dose-
resposta” apresentando a regido oral uma reducédo de quase 5 vezes em relacdo expanséo
tecidual apresentada pelas patas traseiras. O que nos levou a questionar se o tecido da
regido oral apresentaria maior dificuldade de expansé&o ou se a drenagem vascular da regido

seria mais eficiente do que a da pata.

No entanto, o edema de boca induzido pela carragenina apresenta a sua laténcia
para 0 aparecimento da resposta ja na primeira hora, sendo assim, 3 vezes mais rapido que

nas patas traseiras, podendo esse modelo ser uma alternativa mais veloz para a avaliacdo



do potencial antiinflamatorio de novas drogas (ORTOLANI et al,.2011), uma vez que como ja
afirmado anteriormente, o0 modelo de edema na pata de ratos induzido pela carragenina é
contudo o melhor modelo para predizer a atividade anti-inflamatéria de drogas do grupo da

aspirina (MUKHERJEE et al.,1996).

Devido a restricdo na expansao da regido interna da boca, a regido externa também
foi estudada. Para isso, carragenina na mesma concentracao foi administrada também na
regido externa, e ao se comparar ambas regides, a interna apresentou uma expansao 12%
maior do que a externa, sendo dessa forma a regido interna escolhida para a continuidade
dos estudos. A diferenca de expanséo entre as regides pode ser devido ao local que ocorreu
a incisdo da agulha, que a epiderme externa apresenta uma maior propor¢géo de

gueratinécidos que por sua vez € responsavel pela liberacdo de mediadores

Como mencionando anteriormente o novo modelo de edema atinge o seu volume
maximo na primeira hora e ap0s esse periodo ocorreria a sua regressao. O que € intrigante,
pois como descrito por VINEGAR et al., (1987), o edema induzido pela carragenina nas
patas traseiras se caracteriza por apresentar trés fases sendo a primeira (0-90 min)
conduzida pela liberacdo de histamina e serotonina, seguida por uma segunda fase com
duracdo de 60 min. quando ha, predominantemente, a liberacéo de bradicinina. E ap6s 150
minutos da administragdo de carragenina, estabelece-se a terceira fase, sustentada pela
liberacdo de metabdlitos do &cido araquidénico, principalmente prostaglandinas,
proporcionando dessa forma o aumento de espessura da pata até a terceira e quarta horas.
Apobs esse periodo, a reversdo do quadro inflamatério até o décimo quinto dia pode ser
observado (VINEGAR et al., 1987). O que nos leva a acreditar que no processo inflamatério
observado na regido oral, outros fatores atuem além daqueles descritos para as patas

traseiras.



Afinal, segundo o trabalho de GYORFI et al.(1992), nas inflamagdes das regides do
palato, mucosa oral, gengiva e periodonto ha uma importante participacdo de processos

neurogénicos na formagéao da inflamacéao.

A inflamagdo neurogénica decorre da liberacdo de neuropeptideos como a
substancia P e do CGRP, peptideo relacionado ao gene da calcitonina, que provoca
vasodilatacdo, além de potencializar a resposta inflamatéria de outros mediadores como
substancia P (SP), bradicinina e histamina (GAMSE & SARIA, 1985; GAZELIUS et al., 1987;
CRUWYS et al, 1992; KARIMIAN & FERRELL, 1994; BRAIN et al.,, 1985; BRAIN &
WILLIAMS, 1985). O CGRP pode também ser liberado quando ocorre a vasodilatacéao,
seguida do extravasamento de plasma, processos esses originados por estimulos da regiao
periférica espinhal ou pelo nervo trigémeo (ESCOTT et al., 1995; GAZELIUS et al., 1987,
HOLZER, 1988). A estimulacdo nervosa na cavidade oral é passivel de ocorrer, uma vez
que fibras nervosas imunoreativas a CGRP de origem trigeminal podem ser localizadas em
toda mucosa endotelial da orofaringe, incluindo a submucosa perivascular palatal e
subendotélio, lamina propria, papilas gustativas e glandulas (RODRIGO et al., 1985;
SILVERMAN & KRUGER, 1989; KATO et al.,, 1998), bem como o endotélio juncional da
gengiva (BYES et al., 1987; NAGATA et al.,, 1992), na polpa dental (UDDMAN et al., 1986)
e glandula submandibular (SOINILA et al., 1989). Em humanos, a imunoreatividade ao
CGRP na cavidade oral tem sido encontrada nas fibras neuronais e/ou terminais no
subendotélio e areas perivasculares da mucosa oral (HILLIGES et al., 1994; FANTINI et al.,

1995), no endotélio basal (LUTHMAN et al., 1988).

Com base nesses estudos sobre a regido oral, é possivel que apds o estimulo pelo
agente flogogénico utilizado em nosso modelo experimental, iniciou-se tanto o processo
edematogénico causado pela carragenina, como uma resposta inflamatéria neurogénica
causada por terminagcdes nervosas presentes no local. A juncdo desses processos podem

ter potencializado a liberacdo local de mediadores inflamatérios, como a bradicinina e



histamina, levando o tecido a atingir a sua espessura maxima ainda na primeira hora do

processo inflamatério, atingindo o auge da capacidade de extensao do tecido.

Por se conhecer os processos envolvidos na inflamacao gerada pela carragenina e a
fim de entender a acdo dos mediadores presentes na fase inicial do processo inflamatorio
observado no novo modelo, administrou-se o pizotifeno, um antagonista de serotonina e
inibidor dos receptores H; da histamina, e separadamente, pirilamina, um antagonista dos
receptores H; da histamina, sendo que ambos foram capazes de antagonizar os efeitos
edematogénico da serotonina e da histamina havendo uma reducdo na primeira hora de
70% do edema, mostrando que o edema formado na regido oral inicialmente deriva da acéo
tanto da serotonina quanto da histamina. Dessa forma, confirmando a descrigdo por DI
ROSA et al. (1972), em que a carragenina ao induzir a inflamac¢&o em sua primeira fase (0-
90 minutos) tem a acao principalmente da serotonina e histamina, dados esses confirmados
em trabalhos posteriores como AL-HABOUBI & ZEITLIN (1983) e FRANCISCHI et al.

(1996).

A acao das prostaglandinas também pode ser observada no edema da cavidade oral,
ja na primeira hora, uma vez que antiinflamatérios inibidores seletivos (celecoxibe) e nédo
seletivos (indometacina e ibuprofeno) de ciclooxigenases foram capazes de conter o quadro
edematbgenico com uma inibicdo média em torno de 60% do volume medido. Se
considerarmos apenas o0 quadro inflamatorio gerado pela carragenina, no qual segundo DI
ROSA et al., (1972) a acdo das prostaglandinas ocorre apenas apds 150 minutos de sua
inducdo, seria surpreendente uma acdo eficiente dos antiinflamatérios em questdo no
edema de boca ja na primeira hora de injecdo. Entretanto, a COX-1 esta presente na
maioria das células como uma enzima constitutiva produtora de prostandides, que por sua
vez atuam como reguladores homeostaticos (FUNK et al., 1991; KARGMAN et al., 1996), de
forma que administragdo de seus inibidores ocasionaria a sua inibicdo contendo o processo

inflamatdrio. Enquanto, que a COX-2 apesar de ter a sua expressao constitutiva em apenas



alguns tecidos, como no sistema nervoso central e nos rins (FITZGERALD, 2002), ela
também apresenta sua expressdo aumentada principalmente durante processos
inflamatdrios e transformacédo celular (BAKHLE & BOTTING, 1996; SEIBERT et al., 1994;
SANO et al., 1992; FOSSLEIN, 1998), e caso haja realmente a inflamacgdo neurogénica na

cavidade oral, a mesma poderia acentuar a atividade dos mediadores inflamatorios.

O processo inflamatério deve ser controlado, caso contrario, pode ocorrer leséo
tecidual, desenvolver-se inflamacdo crénica, cicatrizes e fibroses. Entretanto, o
entendimento da resolucdo da resposta inflamatéria é atualmente uma area de intensa
investigacdo. Sabe-se que mediadores pro-resolucdo da inflamacédo derivados dos acidos
graxos como lipoxina, resolvina, protectina e maresina presentes no local da inflamacéo,
podem controlar tanto a duragdo quanto a magnitude da inflamagdo aguda bem como o

retorno da homeostasia (SERHAN, 2010).

Em um estudo de 2006, HASTURK et al., utilizando um modelo experimental de
doenca periodontal, mostraram que o tratamento topico com resolvina E1 (RvE1) reduziu o
infiltrado leucocitario e a inflamacgéo induzida por Porphyromonas gingivalis. Em seguida
2007, CAMPBELL et al,. ao estudarem as células da mucosa epitelial demonstraram que a
ativacdo do receptor para RvE1l no PMN diminui a sua migragcdo transendotelial, e no
epitélio promove a expressdo de CD55 (proteina de membrana, reguladora do
complemento), diminuindo ainda mais a ades@o e promovendo uma maior renovagédo dos

PMN na regido proporcionando uma resolucéo inflamatoria ativa.

Confrontando esses dados com a descrigdo do processo inflamatério da carragenina
descrito por VINEGAR et al., 1987, o periodo entre 60 a 240 minutos € o0 momento no qual
ha uma formacéo ativa do edema, havendo dessa forma uma grande acédo e permanéncia
dos neutrdfilos na regido. Processo semelhante poderia estar ocorrendo no tecido oral o que

promoveria a permanéncia da espessura medida. Entretanto, estudos vém mostrando a



acdo das RvVE1, que possivelmente além de diminuirem a migracéo transendotelial dos
neutréfilos ndo estimulam a sua permanéncia promovendo dessa forma uma rapida
resolucdo do processo inflamatério gerado no local sendo uma das possiveis causas da
rapida reverséo da inflamacé&o gerada pelo agente edematogénico no modelo de edema de

boca, aqui apresentado.

Uma outra caracteristica importante da regido oral € que as mucosas possuem
fatores de protecdo subepitelial como a microcirculagdo extremamente ativa. O alto fluxo
sanguineo protege a mucosa por assegurar a chegada de uma quantidade otima de
oxigénio, nutrientes e removem substancias téxicas (WALLACE, 2001). Além do que, nas
superficies epiteliais da mucosa da boca existem sistemas imunes especializados,
conhecidos coletivamente como tecidos linféides associados & mucosa (MALT). As células
epiteliais dessas superficies sdo dispersas em uma densa rede de células dendriticas,
responsaveis pela captura de antigenos no local e da inflamac&o e sua apresentacdo a
pequenos linfécitos migratérios (JANEWAY et al., 2002). Podendo dessa forma, contribuir
para uma remoc¢cao mais rapida da carragenina no local e fazendo com que o estimulo
edematogénico dure um periodo menor do que o descrito anteriormente por WINTER et al.,

em 1962, nas patas traseiras de ratos.

Outra possibilidade a ser considerada talvez seja a alta velocidade de renovacéo do
tecido mucoso oral em relagdo ao tecido das patas traseiras. Em 1994, KVIDERA &
MACKENZIE demonstraram que a mucosa oral apresenta uma renovacdo tecidual, o
“clearance” maior do que a pele. Sendo que a mucosa oral apresenta uma renovagao do
extrato corneo entre 22 a 35 horas, enquanto que na epiderme essa renovacgao varia de 5 a
8 dias. Essa renovacao acelerada na mucosa oral seria, segundo os autores, uma forma de
defesa e protecdo contra o ataque e adesdo de microorganismos a superficie epitelial,
dificultando dessa forma uma colonizagdo bacteriana e contribuindo para a rapida

substituicao do tecido injuriado.



Enfim, o modelo apresentado mostrou reatividade do tecido mucoso oral a
carragenina, tendo-se produzido edema de maneira dose-dependente. Importante, a
variabilidade entre as medidas durante a inflamagé&o foram muito mais reduzidas, n&o sendo
tdo expressivas quanto a apresentada pelo modelo de edema de pata. Apesar de o edema
de boca, em sua expansdo maxima, ter sido pequeno em relagcdo ao edema da pata, as
mesmas doses de carragenina, iSso ndo comprometeu a avaliagdo da agcdo de drogas
antiinflamatorias, mostrando-se esse modelo tdo sensivel quanto o modelo considerado
Padrao-Ouro (edema de pata). Possibilitando, inclusive, confirmar a acdo de mediadores
inflamatdrios como histamina, serotonina e eicosanoides no quadro inflamatério gerado pela
carragenina na cavidade oral. O que torna possivel afirmar que, como o modelo nas patas
traseiras, o0 modelo de boca também é um modelo de inflamacdo aguda, sendo capaz de
detectar eficazmente a acdo de drogas antiinflamatérias jA consagradas no mercado. Sendo
ainda vantajosamente, um modelo mais rapido desse/para esse tipo de diagnostico,
apresentando o resultado em uma hora, além de acessivel financeiramente, por necessitar

como instrumento de medida apenas o paquimetro.

Com base nessas conclusdes, utilizamos o novo modelo de edema na avaliagao de
novas drogas e formulagbes desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa. O primeiro
composto a ser estudado foi a droga denominada substancia F, na concentragdo de 12
mg/kg. Observamos que em ambos modelos, a inibicdo do edema da carragenina pela
substancia F foi menor que 10%, sugerindo que ou a dose utilizada da substancia F foi
insuficiente para alterar o edema da carragenina, ou alternativamente, a substancia F
apresente apenas atividade antinociceptiva. Entretanto, mais doses da substancia F terdo
de ser utlizadas nesse novo modelo para afirmar uma eventual auséncia de atividade

antiinflamatoria.

Outro experimento desenvolvido ao longo do trabalho foi a analise de um

mucoadesivo, desenvolvido pelo projeto da FAPEMIG, numero CBB-APQ-00541-08,



contendo em sua composicdo 20% de ibuprofeno. Apesar das formulagdes serem de um
antiinflamatorio cujo mecanismo de acdo € conhecido, as mesmas nao reduziram a
formacédo do edema pela carragenina em ambos os modelos utilizados. Provavelmente
porque as concentracdes liberadas no local da inflamac&o ndo foram suficientes e assim,
nenhuma atividade antiinflamatéria foi detectada. Nesse sentido, a concentracdo do
ibuprofeno no dispositivo também deveria ser aumentada. Além disso, a adesividade do
dispositivo poderia ser melhorada, ja que sua permanéncia na boca ndo ultrapassou o
periodo de anestesia dos animais (aproximadamente 1 h de duracdo), além de existir a
necessidade de estar sempre manipulando o animal para reposicionar o0 mucoadesivo no
local da inflamagdo, visto que as varias amostras se soltavam facilmente com os

movimentos involuntarios do animal anestesiado.

Enfim, ao final desse trabalho foi possivel obter um novo modelo experimental de
medida de inflamacao, que além de apresentar medidas reprodutiveis € um modelo que se
desenvolve rapidamente, permitindo dessa forma uma rapida deteccdo de drogas com

atividade antiinflamatérias.



7. CONCLUSOES



O edema de boca induzido pela carragenina se mostrou tdo Util quanto e mais
rapido para a detec¢do de drogas com atividade antiinflamatéria, do que o
edema de pata;

O edema de boca induzido pela carragenina pode envolver um componente
neurogénico adicional em sua fisiopatologia, diferente do modelo de pata
traseira de ratos;

Esse modelo pode, ainda, permitir os estudos sobre resolucédo do processo
inflamatério, visto sua curta duracdo, quando comparado com o modelo de
edema de pata;

Entretanto, ainda sdo necessarios maiores estudos dos mecanismos

envolvidos nesse modelo.
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COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 118/2009, relativo ao projeto intituladd
“Indugio de edema de boca em ratos como modelo de detecgdo de drogas
anti-inflamatdrias de acdo local’, que tem como responsavel(is) Janetti
Nogueira de Francischi , esti(d0) de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 9/ 09/2009.

Este certificado expira-se em 9/ 09/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°® 118/2009, related to the project entitled
“Oedema in the rat mouth as a model to detect new anti-inflammatory
drugs active-focally’, under the supervisiors of Janetti Nogueira de Francischi,
is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in September 9, 2009.

This certificate expires in September 9, 2014.

Belo Horizonte, 1 Setembr 2009.
Prof. Humberto Pereira OJijeira
Coordenador do CETEA/ G

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa li — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516

www.ufmg.bribioeticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)



Tabela com as principalis medidas e seus erros

Média + SEM

EDEMA DE BOCA

EDEMA DE PATA

Tamanho/

pg de proteina extravasada/mg de

Tamanho/

Hg de proteina extravasada/mg de

Tratamento Espessura de tecidox 107 Espessura de tecidox 10°
edema (mm) edema (mm)
Tempo (h) Tempo (h)
01:00 00:15 01:00 03:00 00:30 03:00

Controle 2,1+0,05 20,2 0,5 29,4 +0,7 4,1 +0,04 33,3 11,77 51,4 +2,01
Indo (2mg/kg) 0,7 £0,06 9,8 £0,4 14,4 1,32 1,2 +0,03 15,8 +1,28 23,8 £0,99

Inibicéo (%) 66 52 51 71 53 56
Dexa (Img/kg) 0,7 £0,05 8,0 +0,5 13,7 £0,5 1,2 +0,15 16,8 +0,89 22,5 +1,15

Inibicao (%) 68 60 53 70 50 56
CX (12mg/kg) 1,4 +0,06 14,7 £1,01 21,6 £1,07 2,9 +0,02 24,9 1,37 39,1 +1,44

Inibic&o (%) 36 27 27 28 25 24
CX (30mg/kg) 0,6 +0,03 7,1+0,55 13,7 £0,84 0,97 0,03 15,7 +0,78 21,2 £1,25

Inibic&o (%) 70 65 53 76 53 59
Ibu (20mg/kg) 0,9 +0,05 9,8 £0,22 14,0 +0,73 2,18 0,02 17,5 +1,21 25,3 £1,18

Inibic&o (%) 59 51 52 46 47 51
Subst F (12mg/kg) 1,9 #0,18 17,1 £2,78 26,4 £1,98 3,79 £0,13 32,1 £2,08 48,2 +2,20

Inibigéo (%) 9 15 10 7 4 6
Form. Ibu. 20% 1,9 +0,06 18,0 £1,91 27,6 £1,59 3,99 0,16 31,3£2,79 46,5 +3,69

Inibicao (%) 5 11 6 2 6 10
Piri (10mg/kg) 0,6 +0,05 4,2 +0,22 17,9 £1,76 3,86 0,25 9,1+0,57 42,1 +3,04

Inibicéo (%) 70 79 30 5 73 18
Pizo (2mg/kg) 0,6 +0,05 4,6 £0,48 18,8+1,24 3,6 +0,1 8,5 0,63 39,9 +1,38

Inibicéo (%) 72 77 36 13 74 22




