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| ntroducao

A inflamacao é a reacdo que 0 organismo apresenta em resposta
a invasdo de um agente agressor, e tem como principal funcdo proteger o
organismo contra infec¢cdes e reparar tecidos apos leséo fisica (Haanen e
Vermes, 1995). Existem, pelo menos cinco sinais basicos caracteristicos da
resposta inflamatéria que sédo rubor, tumor, calor, dor e perda da funcao.
Estes sinais ocorrem, pois as regides inflamadas apresentam um influxo
substancial de vérias células inflamatdrias, acompanhado por dilatacdo
arterial, aumento do fluxo sanglineo, extravasamento de proteinas
plasmaticas e formacdo de edema (Haanen e Vermes, 1995; Cotran et al.,
1996; Mcintyre et al., 1997; Newton, 2000). O processo inflamatério é
também acompanhado por aumento da expressdo de mdltiplas citocinas,
quimiocinas, moléculas de adesdo, e enzimas relacionadas a processos
inflamatoérios, além da enzima ciclooxigenase induzida (Mcintyre et al.,
1997; Barnes, 1998; Newton, 2000).

Desta maneira, para o desenvolvimento e a manutencdo do
processo inflamatério é importante a producdo e a liberacdo de varias
substancias endogenas, conhecidas como mediadores da inflamacéo.

O primeiro passo enzimatico na sintese de eicosandides é a
liberacdo do acido araquidénico de fosfolipideos da membrana.

Dependendo do tipo da célula e do estimulo, diferentes formas de

fosfolipase A2 (PLA2), incluindo a forma citosdlica (CPLA2), o grupo Il de



PLA2 secretada (SPLA2), ou a PLA2 citosdlica independente de calcio
(IiPLA2), exercem papel fundamental na liberacdo do éacido araquidénico
(Yedgar et al.,, 2000). O acido araquidénico € metabolizado pelas vias das
enzimas, ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX) para produzir uma
grande familia de eicosandides, particularmente prostaglandinas e
leucotrienos (Wong e Dennis, 1990; Yedgar et al., 2000).

A ciclooxigenase, também conhecida como sintase da
prostaglandina H2 (PGHS), é uma enzima bifuncional que catalisa tanto a
bis-oxigenacdo do &cido araquidbnico para formar prostaglandina G2
(PGG2), quanto a subsequente reducdo peroxidativa da PGG2 para formar
prostaglandina H2 (PGH2) (Smith e Marnett, 1991; Smith e DeWitt, 1996). A
PGHz2 é por sua vez transformada por uma grande variedade de enzimas ou
por mecanismos nao-enziméaticos, dependendo do tipo celular, ou do tecido
em questdo, nos prostandides primarios: prostaglandina E2 (PGE2),
prostaglandina p2a (PGpza), prostaglandina D2 (PGDz2), prostaglandina I2
(PGI2) e tromboxano A2 (TXA2).

A enzima ciclooxigenase foi purificada pela primeira vez a partir da
vesicula seminal de bovinos e ovinos em 1976 (Miayamoto et al., 1976;
Hemier et al., 1976). Seu DNA complementar foi clonado a partir da mesma
fonte, em 1988, por trés grupos de pesquisa diferentes (DeWitt e Smith,
1988; Merlie et al., 1988; Yokoyama et al.,, 1988). Como foi a primeira

isoforma descoberta, foi designada COX-1 e est4d, de maneira geral,



constitutivamente expressa e presente na nnaioria dos tecidos, como por
exemplo nas plaquetas, rins e no estdmago (Funk et al., 1991; Kargman et
al., 1996), onde parece ser a responsavel por mediar processos fisiologicos.

Estudos recentes envolvendo a acdo dos glicocorticéides sobre a
atividade da COX em fibroblastos, mondcitos e macrofagos, apos a
estimulagdo com o fator oncogénico v-src-, citocinas ou com
lipopolissacarideo (LPS), levaram a se pensar que existiriam dois “poois” de
ciclooxigenase: um constitutivo (que ndo é regulado pelos glicocorticoides)
e outro induzivel, altamente sensivel ao bloqueio pelos glicocorticéides
{Raz et al., 1989; Fu et al., 1990; Han et al., 1990; Masferrer et al., 1990).
As bases moleculares destas evidéncias foram estabelecidas em 1991 por
3 grupos de pesquisa, que relataram a clonagem de uma segunda isoforma
da ciclooxigenase (Kujubu et al.,, 1991; 0'Banion et al., 1991; Xie et al.,
1991). Em todos os trés casos, a COX-2, como foi denominada, foi
identificada como um produto de expressao imediata relacionada com
ativacdo mitogénica.

Esta segunda isoforma da COX ndo é normalmente expressa em
condi¢cBes fisioldgicas, mas encontra-se aumentada durante processos
inflamatorios, de maneira geral sob a acdo de alguns estimulos, tais como,
citocinas e endotoxinas bacterianas, entre outros. Além disso, foi também
demonstrado em varios sistemas {in vivo e in vitro), que sua expressao é

sensivel ao tratamento com glicorticbides (Fu et al., 1990; DeWitt, 1991;



Kujubu et al., 1991; Xie et al.,, 1991; Lee et al., 1992; Jones et al.,, 1993;
Hempel etal., 1994).

Picot e colaboradores foram os primeiros a identificar a estrutura
cristalina da COX-1 (Picot et al., 1994). Estes autores demonstraram que a
COX-1 ovina existe como um homeodimero e estd posicionada em uma
das duas camadas da membrana celular. Analises da sua estrutura
revelaram que ha um longo canal hidrofébico que constitui o sitio de ligacéo
do substrato para a reacéo de ciclooxigenase, assim como o de ligacao de
alguns antiinflamatorios nao-esteroidais (AINES) (Picot et al., 1994). Uma
segunda regido parece ser responsavel pela atividade de peroxidase.

A comparacao das estruturas tridimensionais das enzimas COX-1
e COX-2, feita por estudos de sobreposicdo, demonstrou que as duas
enzimas poderiam ser sobrepostas e que os residuos que formam o canal
por onde o substrato é ligado, o sitio catalitico, e os residuos imediatamente
adjacentes sao idénticos com excecdo de duas pequenas variacfes (Picot
et al., 1994; Kurumbail et al., 1996; Luong et al., 1996). O aminoacido
isoleucina (Ne) presente na COX-1 é substituido por valina (Vai) na COX-2
nas posicoes 434 e 523 (Vane et al.,, 1998), fazendo com que esta seja a
principal diferenca entre as duas estruturas, formando um sitio de ligacao
para os AINEs muito maior na COX-2. Além disso, o canal que leva ao sitio
ativo da COX-2 apresenta uma reentrancia lateral hidrofébica que néo é

observada na estrutura da COX-1.



As proteinas das COX-1 e -2 sdo aproximadamente do mesmo
tamanho. A COX-1 apresenta 599 residuos de aminoacidos em humanos e
602 no camundongo, enquanto que a COX-2 apresenta 603 e 604 residuos
de aminoacidos em camundongos e humanos, respectivamente (Xie et al.,
1992). Para cada isoforma da COX existe uma identidade entre os residuos
de aminoacidos de aproximadamente 90% entre as espécies. Contudo a
homologia entre a COX-1 e a COX-2 € da ordem de 59 a 62%, ao nivel de
acidos nucléicos e da sequéncia de aminoéacidos, respectivamente.

As ciclooxigenases sdo enzimas diméricas, sendo que cada
mondmero contém uma regido de atividade ciclooxigenase, uma de
peroxidase e um grupamento heme, formando assim dominios
independentes. O grupamento heme é necessario tanto para a atividade
ciclooxigenase quanto de peroxidase da enzima (Otto e Smith, 1995). O
rearranjo espacial da enzima forma um canal hidrofébico longo, que permite
a ligacdo do &cido araquidonico (Blake, 1994), local onde vérios
aminoacidos parecem exercer um papel fundamental. Em um modelo
estequiométrico racional, o 4cido araquidbnico apresenta uma conformacgao
dobrada, com seu terminal carboxilico interagindo com o grupo guanidina
da Arg™° e o seu carbono numero 13 na regido da Tir'®" (Picot et al., 1994).

As diferencas bioquimicas existentes entre as duas isoformas da
enzima tém sido atribuidas a mudancas decorrentes da substituicdo da lie

por Vai. Essa evidéncia é reforcada pelos estudos utilizando inibidores



seletivos da COX-2; uma mutacdo da lleM® para Vai na proteina da COX-1,
permite que inibidores seletivos da COX-2 liguem-se a enzima e inibam a
formacdo de PGH2 sem alterar a Kmpara o &cido araquidénico (Wong et al.,
1997). O mutante reverso da COX-2, no qual a Va’™* é substituida por He,
demonstra um perfil de inibicdo e seletividade semelhante ao observado
para a enzima COX-1 nao modificada (Gierse et al., 1996; Guo et al., 1996).
O menor tamanho da Va®“ permite que o inibidor se ligue a uma
extremidade lateral no canal principal da COX-2 — acesso impedido
estereoquimicamente pela maior cadeia lateral formada pela lle na COX-1.

Os inibidores seletivos da COX-2 néo se ligam ao residuo Arg™° o
gual é usado para a ligacdo do acido carboxilico do acido araquidénico e
pelos AINEs seletivos para COX-1 e nao-seletivos para as duas isoformas
da COX (Mancini et al., 1995; Bhattacharyya et al., 1996).

Outra diferenca importante existente entre as isoenzimas € o fato
da COX-1 conter uma sequéncia de 17 aminoacidos na por¢cado N-terminal,
enquanto que a COX-2 apresenta uma insercdao adicional de 18
aminoacidos na sua porcdo C-terminal (Otto e Smith 1995; Herschmann
1996). Diferencas na sequéncia de aminoacidos entre a COX-1 e a COX-2,
particularmente na regido C-terminal (Vane et al., 1998), sugerem que estas
duas proteinas possam estar localizadas em compartimentos celulares

diferentes. A insercdo na regido N-terminal da COX-2 ndo altera os ultimos



4 residuos de aminoéacidos, que formam o sinal para ligacdo na membrana
do reticulo endoplasmatico nas duas proteinas (Ren et al., 1995).

Os primeiros estudos sugeriram que a COX-1 e -2 eram ambas
encontradas no reticulo endoplasmético e no envelope nuclear (Regier et
al.,, 1993). Estudos posteriores revelaram contudo, que a COX-2 é
encontrada no reticulo endoplasmatico, porém est4d preferencialmente
associada ao envelope nuclear (Morita et al., 1995), enquanto existem
dados que ainda precisam ser confirmados, indicando que a COX-1 pode
ser encontrada ligada somente & membrana do reticulo endoplasmatico
(Spencer et al., 1998).

Os DNA complementares para a COX-1 e a COX-2 foram
clonados em camundongos, ratos, humanos, galinhas, e todos possuem as
mesmas caracteristicas gerais. O gene da COX-2 clonado de
camundongos, humanos e ratos, tém aproximadamente 8 quilobases (kb)
de comprimento e contém aproximadamente 10 éxons (Fletcher et al.,
1992; Tazawa et al., 1994; Sirois et al., 1993). A regido promotora do gene
da COX-2 é semelhante em varias espécies e contém um dominio TATA e
varios sitios de ligacdo para fatores de transcricdo, que estdo implicados na
regulacdo da expressdo da COX-2. Este achado € consistente com varios
estudos que demonstram que a regulagdo transcricional € o mecanismo

chave que permite o controle dos niveis de COX-2, através da ativacdo de

genes de resposta rapida.



Ao contrario, o gene que codifica a COX-1 tem aproximadamente
22 kb de comprimento e ndo contém a sequéncia TATA (Yokoyama e
Tanabe, 1989; Kraemer et al., 1992). Este fato € consistente com a
expressao constitutiva da COX-1 em varios tipos de células. Os dois genes
diferem tanto com relagdo aos agentes promotores quanto nos seus
transcritos, o que confere grandes diferencas em sua regulacao.

O RNAmM transcrito a partir dos genes da COX-1 e da COX-2
diferem significativamente em tamanho e sao de 2.8 a 3.6 kb para a COX-1
e de 4.0 a 41 kb para a COX-2 (Xie et al., 1992; Goppelt-Struebe, 1995;
Herschman, 1996). Uma caracteristica Unica do gene da COX-2 que deve
ser ressaltada, é a presenca de uma regido 3’ ndo traduzida. Esta regiao
contém varias copias da sequéncia Shaw-Kamen's, que é encontrada
principalmente em genes de resposta imediata e que produz um aumento
na degradacdao do RNAm (Caput et al.,, 1986; Shaw e Kamen, 1986),
fazendo que os transcritos do gene da COX-2 sejam rapidamente
degradados. A acdo de citocinas pro-inflamatérias leva a uma estabilizacéo
dos transcritos, seguido de aumento dos niveis de COX-2 (Ristimaki et al.,
1994; Lyons-Giordano et al., 1993; Srivastava et al., 1994). Ao contrario, 0s
corticoides podem desestabilizar o RNAm da COX-2 e/ou interferir na
traducao do gene da enzima (DeWitt e Meade 1993; Ristiméki et al., 1996),

sem afetar contudo, a expressédo basal de COX-1. O mecanismo de acéo



dos glicocorticéides e de outros fatores inibitérios sobre a COX-2, ainda nao
foi completamente elucidado.

Entre os fatores que induzem a expressdo da enzima COX-2
estdo incluidos: fatores de crescimento, citocinas pro-inflamatorias
(especialmente interleucina 1-p e o fator de necrose tumoral-a),
endotoxinas bacterianas, aumento do calcio intracelular, fator ativador de
plaquetas (PAF) e ésteres do forbol. Varios fatores antiinflamatérios,
incluindo os glicocorticoéides e as citocinas antiinflamatorias, IL-10 e IL-13,
inibem a expressdao da COX-2 (0'Banion et al, 1991; Kujubu e
Herschmann, 1992; 0'Banion et al., 1992; Onoe et al., 1996).

A identificacdo das regibes promotoras do gene da COX-1,
confirma sua classificacdo como uma enzima constitutiva e com baixa
inducibilidade (Goppelt-Struebe, 1995). Por outro lado, o0 gene que codifica
a COX-2 contém diversas sequUéncias de consensos de fatores
transcricionais com relevancia funcional, tais como o fator nuclear da
interleucina-6 (NF-IL-6) — sequéncia para a inducdo da COX-2 em ratos
(Sirois e Richards, 1993) — ou o elemento responsivo ao monofosfato
ciclico de adenosina (CRE) — responséavel pela inducdo da COX-2 em
camundongos (Xie et al., 1994; Xie e Herschman 1996) e humanos (Inoue
et al.,, 1994). Como a maioria destes fatores de transcricdo possivelmente é

superexpresso em resposta a estimulacdo celular por citocinas pro-
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inflamatérias ou fatores de crescimento, parece logico que a COX-2 seja
expressa durante processo inflamatorios.

Como nao existem elementos negativos responsivos a
glicocorticoides na regido promotora do gene da COX-2 (Appleby et al.,
1994; Kosaka et al.,1994; Xie et al.,1993b), o efeito bloqueador da
dexametasona provavelmente €& mediado por um mecanismo indireto
(Scheinman et al., 1995; Auphan et al., 1995). Em vista destes fendmenos
moleculares, fica claro que a expressdo da COX-1 é sO6 marginalmente
regulada enquanto a COX-2 envolve um sistema altamente induzivel.

A distribuicdo tecidual da COX-1 e da COX-2 difere entre as
espécies estudadas (Feng et al.,, 1993; O'Neill et al., 1993; Seibert et al.,
1994) e pode ser heterogénea dentro do mesmo tecido (Yamagata et al.,
1993; Iseki, 1995). Por exemplo, a COX-2 é a principal isoforma no cérebro
de ratos (Yamagata et al., 1993) e de camundongos (Seibert et al., 1994;
Breder e Saper, 1996), enquanto que niveis semelhantes das duas
isoenzimas foram encontrados no cérebro humano. Estas discrepancias
podem estar relacionadas a problemas na preparacdo de tecido “post-
mortem” do cérebro humano (O'Neill et al., 1993), ou pode ser resultado de
uma heterogeneidade verdadeira da distribuicdo das ciclooxigenases no
cérebro (Yamagata et al., 1993; Breder et al., 1995). Uma distribuicdo

heterogénea foi também observada no rim (Seibert et al., 1994; Smith e



Wilkin, 1977; Harris et al., 1994), onde a COX-2 estd localizada
principalmente na macula densa (Harris et al., 1994).

Na maioria dos tecidos onde € encontrada, a COX-2 ndo esta
normalmente expressa em condicfes normais. Entretanto, nos neurdnios
do sistema nervoso central e nas células da macula densa do aparelho
justaglomerular no cortex renal a COX-2 apresenta uma expressao basal de
seu RNAm (Yamagata et al., 1993; Harris et al., 1994). E importante
ressaltar que este fato ndo representa uma expressao constitutiva, mas
niveis de COX-2 sado dinamicamente regulados nestes tecidos. Assim, a
COX-2 neuronal é induzida pela ativacdo dos receptores NMDA, sendo
reduzida por glicocorticoides endégenos (Yamagata et al., 1993). Por outro
lado, 0 RNAmM para a COX-2 no aparelho justaglomerular esta aumentado
depois da restricao de sal (Harris et al., 1994; Maihdfner et al., 2000).

Atualmente, as funcbes das enzimas COX-1 e COX-2 tém sido
investigadas utilizando-se técnicas de delecdo génica. Em dois estudos
distintos, os camundongos nocautes para a COX-2 desenvolveram uma
patologia renal severa, caracterizada por uma grande reducdo do numero
de glomérulos funcionais. Foi observada ainda nesses estudos, displasia
renal em todos animais homozigotos causada aparentemente pela parada
no desenvolvimento glomerular pés-natal (Dinchuk et al.,, 1995; Morham et
al., 1995). Com o passar do tempo o0s animais nocaute para a COX-2

desenvolveram esclerose glomerular, seguida de atrofia tubular e fibrose
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intersticial, sendo que muitos animais morreram por faléncia renal.
Nenhuma outra patologia significante foi observada. Curiosamente, o0s
animais nocaute para a COX-2 demonstraram resposta inflamatéria normal
em diversos testes, tais como o edema de orelha induzido por éster de
forbol ou &cido araquiddnico e o edema de pata induzido pela carragenina
(Morham et al.,, 1995). Estes resultados sugerem que o0s prostandides
gerados pela via da COX-1 parecem suficientes para desencadear o
edema, ja que a resposta inflamatdria nestes modelos € revertida pelos
AINEs. Como esperado, o LPS nao induziu a producdo de prostaglandinas
em macréfagos peritoneais obtidos de animais nocaute para COX-2
(Morham et al., 1995).

Em camundongos nos quais o gene da COX-1 foi removido, o
RNAmM e a atividade enzimatica da COX-1 estdo ausentes (Langenbach et
al., 1995). As plaguetas destes animais ndo sdo responsivas ao acido
araquidonico e os animais apresentam Ulceras intestinais ou gastricas, ou
ainda disfuncédo renal. A presenca de sangramento gastrico ou de erosdes
nestes animais levaram os autores a concluir que talvez existam outros
mecanismos citoprotetores, tais como a sintese de 6xido nitrico (NO) ou do
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que se sobrepdem na
auséncia das PGs. Deve-se ressaltar que a sintese de PGs através da via

da COX-1 exerce um papel essencial na sobrevivéncia dos fetos, ja que a
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maioria dos filhotes nascidos de animais nocautes homozigotos para COX-
1 ndo sobreviveram (Langenbach et al., 1995).

Desde a sua descoberta, ha mais de 30 anos atrds, os
prostandides tém sido descritos como mediadores quimicos, cuja producao
€ aumentada depois de lesdo tecidual ou estimulagdo celular. Varios
estudos fornecem evidéncias diretas de que a producdo eicosandides, tais
como a PGE2 através da via da COX-2, tem um papel importante no
processo inflamatério. A COX-2 estad expressa em tecidos inflamados, tais
como a sindvia de pacientes com artrite reumatoide (Crofford et al., 1994),
bem como em varios modelos de inflamacdo como a bolsa de ar induzida
por carragenina (Vane et al., 1994) e na artrite induzida por adjuvante em
ratos (Anderson et al., 1996). Por outro lado, a PGE2 pode também regular
a expressao de citocinas pro-inflamatérias em varios tipos celulares (Hinson
et al., 1996; Fiebich et al., 1997; Willams e Shacter, 1997). Tem sido
demonstrado que fatores envolvidos na remodelagem dos tecidos
(metaloproteinases, e o gene ai(l) do procolageno) também podem ser
regulados pela PGE2 (Diaz et al., 1993; Mertz et al., 1994). Além disso,
anticorpos seletivos para a PGE2, sdo capazes de bloquear a inflamacéo,
hiperalgesia, bem como a producao de interleucina-6 (IL-6) na inflamacao
induzida pela carragenina na pata e na artrite induzida por adjuvante de

Freund em ratos (Portanova et al., 1996).
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Finalmente, inibidores seletivos para a enzima COX-2, séo
capazes de inibir a inflamacdo bem como a hiperalgesia quando avaliados
em varios modelos experimentais (Futaki et al., 1993a; Masferrer et al.,
1994; Seibert et al., 1994; Anderson et al., 1996; Masaki et al., 1998) e séo
agentes terapéuticos importantes no tratamento da osteoartrite e na artrite
reumatdide (Lane 1997; Lipsky e Isakson 1997). Em conjunto, estas
evidéncias mostram o importante papel exercido pela enzima COX-2 e da
producdo de PGE2 nos processos inflamatorios periféricos.

A PGE2 é um prostandide dotado de potente atividade dilatadora
da musculatura lisa vascular, sendo portanto, uma das substancias
responsaveis pela vasodilatacdo e pelo eritema observados na inflamacao
aguda (Solomon et al.,, 1968). Como consequéncia, a PGE2 é capaz de
aumentar o fluxo sanguineo através do tecido inflamado, e dessa forma
promover o extravasamento de fluidos (edema) (Williams e Peck, 1977).
Apesar de ndo induzir dor expontdnea, a PGE2 é capaz de sensibilizar
receptores para dor (nociceptores) nos terminais nervosos aferentes (i.e.
induzir hiperalgesia), para outros estimulos térmicos, mecanicos e
guimicos, como por exemplo para a bradicinina, taquicininas e histamina
(Ferreira, 1972).

A PGE2 é também um potente agente pirético, e 0 aumento da

sua producéao estimulada pela liberacdo de interleucinas em infec¢des virais
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e bacterianas, contribui para o aumento da temperatura associado a estes
estados patologicos (Saxena et al., 1979).

Além dos receptores transmembrana, existe ainda um membro da
familia dos receptores nucleares que funcionam como fatores de

transcricdo, o receptor PPAR-y, que pode ser ativado pela ligacdo com

derivados da PGD, tal como a 15-deoxi-A™ rostaglandinaJ2 (15d-PGJ2)
que sdo consideradas prostaglandinas antiinflamatorias (Colville-Nash e
Gilroy, 2000). O mecanismo de acdo destas prostaglandinas ainda nédo é
totalmente esclarecido, porém € possivel que ocorra uma mudanca nas
sintases das prostaglandinas que atuam sobre a PGH2, causando um
“desligamento” de sistemas pro-inflamatérios. Estas vias podem incluir a
ativacdo da sintase do Oxido nitrico e a liberacdo de citocinas, ou ainda a
estimulacdo de mecanismos antiinflamatorios enddgenos (Colville-Nash e
Gilroy, 2000). Os metabdlitos da PGD s&o os principais produtos do
metabolismo do acido araquidénico em macrofagos (Urade et al., 1989) e
tem sido demonstrado que reduzem a ativacdo de macrofagos, bem como a
expressao de citocinas pro-inflamatdérias (Jiang et al., 1998; Ricote et al.,
1998). Existem ainda algumas evidéncias de que alguns AINEs poderiam
atuar como agonistas do receptor PPAR-y (Lehmann et al., 1997; Jiang et
al.,1998).

A maioria dos AINEs disponiveis no mercado, foi desenvolvida

com base em dois tipos de ensaios: eficacia antiinflamatéria e analgésica
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em animais e em estudos clinicos envolvendo a inibicdo da ciclooxigenase,
usando uma preparacao de enzima purificada que consiste inteiramente de
COX-1 {Mitchell et al., 1993). Em 1971, Vane propds que os AINEs agiam
como agentes antiinflamatérios e ulcerogénicos por inibirem a sintese de
prostaglandinas (Vane, 1971). A descoberta de que a isoforma induzivel da
COX esta aumentada durante a inflamacgédo, levou os pesquisadores a
considerarem a hip6tese de que o bloqueio da COX-2 poderia ser o
principal mecanismo de acdo dos antiinflamatérios ndo-esteroidais, atraves
do qual desempenham as suas conhecidas acdes antiinflamatorias,
analgésicas e antipiréticas. Ao contrario, a inibicio da COX-1 poderia
resultar em efeitos adversos gastrointestinais, renais entre outros
(Bateman, 1994). Esses achados estimularam a industria farmacéutica a
desenvolver inibidores mais seletivos para a COX-2 visando
especificamente o tratamento da dor e da inflamacédo (Seibert et al., 1994;
Chan etal., 1995).

O desenvolvimento da primeira geracédo de inibidores seletivos da
COX-2, é representada pelos compostos DuP697 e NS-398. Estes
compostos apresentam potente atividade antiinflamatoria, sem no entanto
causar complicagdes gastrointestinais (Gans et al.,, 1990; Futaki et al.,
1994). O composto NS-398 foi o primeiro AINEs descrito com propriedades
antiinflamatérias e analgésicas similares a indometacina, mas que nao

apresentava efeitos sobre a producdo de prostandides pela mucosa
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gastrica e sobre a integridade da mucosa gastrica e renal (Futaki et al.,
1993a; 1993b; Masferrer et al.,, 1994). Mais tarde foi demonstrado que tal
fato decorria de sua alta seletividade pela enzima COX-2 em relacao a
COX-1 (Futaki et al., 1994).

Com o passar do tempo inibidores mais seletivos da COX-2 foram
desenvolvidos, e recentemente o celecoxib (Celebra®) e o rofecoxib
(Vioxx®) foram aprovados pelas autoridades regulatérias de varios paises e
lancados no mercado para o tratamento da dor e de certos processos
inflamatoérios. O composto SC-58635, também conhecido como celecoxib, e
0 MK-966 ou rofecoxib s&o inibidores seletivos e potentes da COX-2 que
tém se mostrado efetivos no tratamento dos sintomas da osteoartrite e no
alivio da dor aguda (Scott e Lamb, 1999; Nicoll-Griffith et al., 2000).

O estudo da seletividade de varios inibidores pela enzima COX-2,
tem que ser confirmado por dados tanto de experimentos in vivo quanto in
vitro, sendo que véarios sistemas experimentais geram dados diferentes.
Dessa forma, € possivel evitar resultados até certo ponto divergentes com
relacdo & seletividade desses compostos pela COX-2, como pode ser
observado com certa freqtiéncia na literatura.

Apesar da existéncia de alguns trabalhos in vivo recentes
dedicados a estudar o mecanismo pelo qual os inibidores seletivos da COX-
2 atuam em modelos agudos de inflamacao, a contribuicdo da enzima

COX-2 no controle do processo inflamatério ainda permanece pouco



18

estabelecida (Gilroy et al., 1999; Seibert et al., 1999; Wallace,1999; Waliace
et al.,1999). Desta forma, estudos adicionais pré-clinicos sdo necessarios
para que se possa esclarecer os mecanismos pelos quais essas drogas

exercem seus efeitos.
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Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram;

1. Avaliar alguns dos mecanismos envolvidos na acéao
antiinflamatodria do celecoxib e do rofecoxib, dois inibidores seletivos da
COX-2 atualmente disponiveis no mercado, em modelo de inflamacao
aguda em ratos. Serdao estudados os efeitos dos inibidores seletivos da
COX-2, celecoxib e rofecoxib, sobre os niveis de prostaglanina E2 (PGE2) e

das citocinas proé-inflamatérias interleucina-1p (IL-1p) e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), concentracdo de nitrito/nitrato (NOx) no sitio

inflamatério, bem como sobre o nivel de tromboxano B2 (TXB2) no sangue

total, indicativo da atividade da COX-1.

2. Comparar os efeitos destas duas drogas, com os da
dexametasona, um antiinflamatorio esteroidal e com os da indometacina,
um AINE inibidor nao-seletivo das enzimas COX-1 e -2 nos mesmos

modelos experimentais.
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Material EMétodos
Animais

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar machos
pesando entre 160-190 g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos em sala com a
temperatura controlada (21 £ 2°C) e um ciclo claro-escuro de 12 horas
(luzes acesas as 06:00 h) e com livre acesso a agua e racdo. Doze horas
antes de qualquer experimento os animais foram privados de ragdo, mas
ndo de agua. Todos os experimentos foram realizados de acordo com as
normas de manejo com animais de laboratério e normas éticas para

investigacdo em animais conscientes (Zimmermann, 1983).

Procedimentos experimentais
inducdo da pieurisia e medida da resposta inflamatoria

A pieurisia foi induzida pela injecao intrapleural de carragenina
(0.15 ml de uma solugdo 1% em salina estéril), de acordo com o método
previamente descrito por Velo et al. (1973). Trés horas depois da injecao de
carragenina, os animais foram sacrificados e a cavidade pleural foi aberta.
O exsudato pleural foi coletado por lavagem da cavidade com 2 ml de PBS
(pH 7,4, composicao: NaC1137 mM, KCI 2,0 mM e sais de fosfato 10,0 mM)
contendo heparina (10 Ul ml”). Os exsudates contaminados com sangue

foram desprezados. O volume do exsudato formado foi medido
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gravimetricamente e uma aliquota foi utilizada para a quantificacdo do
namero de leucécitos totais, utilizando um contador automatico Coulter

Counter (modelo T890).

Inducdo do edema de pata

Os animais receberam injecao intradérmica (i.d.) de 0,1 ml de PBS
contendo 300 |ig de carragenina em uma das patas traseiras (pata direita).
A pata contralateral (esquerda) recebeu o mesmo volume de PBS e serviu
como controle. O edema foi avaliado em pletismdmetro (Ugo Basile, Italia)
de acordo com a metodologia sitada por Tratsk e colaboradores em 1997,
em varios intervalos de tempos (30, 60, 120 e 180 min) depois da injecao
de carragenina. O edema da pata foi expresso em ml como a diferenca

entre as patas direita e esquerda (injetada com salina).

Drogas testadas
Uma hora antes da injecdo de carragenina na cavidade pleural ou
na pata, os ratos foram pré-tratados por via oral (p.0.) com indometacina (3
mg kg”), celecoxib (10 mg kg”") ou com rofecoxib (10 mg kg'~ Outros
grupos de animais foram tratados com dexametasona (0,5 mg kg™) por via
subcuténea (s.c.), quatro horas antes da injecdo de carragenina. Animais
tratados com o veiculo (carboximetilcelulose 0,5%) foram utilizados como

controle.
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As doses de celecoxib, rofecoxib, indometacina e dexametasona
usadas neste estudo foram escolhidas com base em dados descritos na
literatura (Kujubu e Herschman, 1992; Chan et al., 1999; Wallace et al.,
1999; Muscard et al., 2000) e também com base em experimentos

preliminares.

Determinacdo dos niveis de iL-1p, PGE2 e TNF-a no lavado pleural
de ratos
Em um grupo de animais a pleurisia foi induzida pela
administracdo da carragenina como descrito anteriormente. Decorridas 3
horas, os exsudatos pleurais foram coletados com 2 ml de PBS contendo
heparina (10 Ul mI"") e armazenados em freezer a - 70 °C até a realizacéo
dos experimentos. Nos experimentos para dosagem de PGE2, foi
adicionado as amostras 50 g mlI'* de indometacina. As amostras do fluido
pleural depois de retiradas foram imediatamente centrifugadas a 1300 x g a
4°C por 10 min (Moroney et al., 1988). O sobrenadante obtido foi
rapidamente congelado e armazenado a - 70°C para medida posterior dos
niveis de IL-1p, PGE2 e TNF-a usando kits especificos de ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) de acordo com as instru¢cbes dos fabricantes.

O periodo de armazenamento ndo ultrapassou 2 semanas.
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Determinacado dos niveis de IL-1p e TNF-a na pata

Os niveis teciduais de IL-1P e TNF-a foram medidos utilizando-se
uma metodologia similar a descrita previamente (Francischi et al., 2000).
Apoés a realizagdo dos experimentos para medida do edema, os tecidos
subcutaneos da pata direita traseira e o que circunda a juncédo tarsotibial
dos animais foram removidos e homogeinizados com PBS contendo Tween
20 0,05%, fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,1 mM, cloreto de benzamet6nio 0,1
mM, EDTA 10 mM e aprotinina A (2 ng ml'Y A solugcao formada foi
centrifugada a 3000 x g por 10 min e o sobrenadante armazenado a - 70°C
por no maximo 2 semanas. Os niveis de IL-ip e de TNF-a foram medidos
utilizado-se kits especificos de ELISA de acordo com as recomendacgdes

dos fabricantes.

Determinacdo dos niveis de TXBa

A fim de avaliar o possivel efeito do celecoxib e do rofecoxib e das
drogas padrdo nas doses utilizadas, sobre a atividade da COX-1, os niveis
de TXB2 (que nas condi¢cOes deste experimento é derivado exclusivamente
da COX-1 plaquetaria - Brideau et al.,, 1996) foi dosado através de
experimentos de ELISA especificos (Wallace et al., 1998).

Para tal, os animais foram anestesiados com éter etilico e uma
amostra de sangue foi retirada da veia cava inferior, logo depois da medida

final do volume da pata. Um ml de sangue de cada rato foi transferido para
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um tubo de vidro e colocado em banho-maria a 37°C por 45 min.
Transcorrido este intervalo, as amostras foram centrifugadas a 1000 x g por
10 min. O soro foi transferido para tubos Eppendorf e armazenado a - 20°C

por no maximo 1 semana para medida posterior dos niveis de TXB2.

Determinacao da concentracdo de nitrito/nitrato (NOx) no exsudato
pleura!

Em outra série de experimentos, foram analisados os efeitos dos
inibidores da COX-2 e das drogas padrdo sobre producdo do oOxido nitrico
em processos inflamatorios agudo. Para tanto, a quantidade de NOx
presente no exsudato inflamatério foi medido de acordo com a metodologia
descrita por Thomsen et al. (1991), com pequenas modificacdes.
Resumidamente, as amostras de exsudato pleural foram coletadas a partir
da lavagem da cavidade pleural, 3 horas apO6s a administracdo da
carragenina. As amostras foram inicialmente desproteinizadas com 10% de
ZnSo4. A quantidade de NOa' presente em I0OOjil de cada amostra foi
reduzida a No2' por meio da adicdo de 10 ™A de NaOH 1 N, 20 |il de
formiato de amonio 2.4 M (pH 7.4), 10 |il de fosfato de s6dio 0.5 M e 10 [d
de Escherichia coli [EC ATCC 25922: diluida (1:7) em PBS]. As amostras
foram encubadas por 3 horas a 37°C. O No2' reage com o0 reagente de

Griess (1% sulfanilamida e 0.1% dihidrocloreto de naftiletilenediamina em
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2.5% de H3PO4), formando um composto di-azo cuja absorbancia foi

medida em 540 nm.

Extracdo e medida da atividade da mieloperoxidase {MPO) na pata

A mieloperoxidase, € uma enzima encontrada primariamente nos
granulos azuréfilos dos neutrofilos e em outras células de origem mieldide,
e € utilizada como um indicativo indireto da quantidade de neutréfilos
migrados para o sitio da inflamacéo (Miotia et al., 1998).

Com o objetivo de quantificar os neutréfilos que migraram e
permaneceram no tecido apos a injecdo de carragenina na pata, utilizou-se
a medida da atividade de mieloperoxidase (Williams et al.,, 1994) como
descrito previamente por De Young e colaboradores (1989) e Miotia e
colaboradores (1998), com pequenas modificagcbes. Em um novo grupo de
animais, a carragenina foi aplicada intradérmicamente na pata direita e
depois de 180 minutos, os animais foram sacrificados e o tecido da pata foi
retirado e homogeneizado com um tampao de NaCl 0,2% (pH 4.7) e entéo
com um tampao gelado de NaCl 1,6% mais glicose 5%. A solucdo formada
foi centrifugada a 10.000 rpm e 4°C por 15 min. O sedimento obtido foi
resuspenso em um tampao de brometo de hexadeciltrimetilaménio 5% (pH
5.4) e amostras de 1 ml foram congeladas e descongeladas 3 vezes em
nitrogénio liquido e centrifugadas a 10.000 rpm e 4°C durante 15 min. A

atividade de MPO foi dosada no sobrenadante através da mudanca na
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densidade o6tica (D.O.) em 690 nm utilizando tetrametilbenzidina (1,6 mM) e

H202 (0,3 mM). Os resultados foram expressos em D.O. por mg de tecido.

Drogas e reagentes

Os kits de ELISA para a IL-1p e TNF-a foram obtidos da Endogen
Inc. (Woburn, MA, U.S.A), e os de PGE2 e de TXB2 da Amersham
Pharmacia Biotech UK Limited (England). Celebrex® é uma marca
registrada da Searle/Pfizer (Chicago, IL, USA) e Vioxx® é uma marca
registrada da Merck & Co. Inc. (West Point, PA, USA). Os compostos
celecoxib e rofecoxib foram gentiimente doados pela Searle/Pfizer (U.S.A.)
e pela Merck & Co. Inc. (U.S.A.), respectivamente.

Aprotinina A, carboximetilcelulose, dexametasona, EDTA,
indometacina, carragenina lambda, tabletes de PBS, fluoreto de
fenilmetilsulfonil e tetrametilbenzidina foram obtidos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, U.S.A.). Escherichia coli (EC ATCC 25922) da American
Type Cell Culture (U.S.A.). Formiato de amonio, cloreto de benzameténio,
fosfato disddico de hidrogénio 12-hidratado, glicose, heparina, peréxido de
hidrogénio (H202 30%), NaCl, NaOH, dihidrocloreto de A/-(1-
naftil)etilenediamina, fosfato de sddio, sulfanilamida, Tween 20 e ZnSo4

foram obtidos da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).
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Analise estatistica
Os resultados sdo expressos como a média = SEM. As
porcentagens de inibicdo sdo apresentadas como média £+ SEM das
inibicbes obtidas em cada experimento individual. A andlise estatistica dos
dados foi realizada através de andlise de variancia (ANOVA)
complementada com o teste de Dunnett quando necessario. Valores de P
menores do que 0.05 (p < 0.05) foram considerados como indicativos de

significancia.
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Resultados

A quantidade de fluido pleural coletado 3 horas apds a injecao
intrapleural de carragenina foi de 1.11 + 0.09 ml e o numero total de

leucécitos que migrou para cavidade foi de 22.19 + 0.77 x 10® células ml \
O pré-tratamento dos animais com o0 glicocorticéide
dexametasona (0.5 mg kg'\ s.c., - 4 h) ou com indometacina (3 mg kg \
p.0o., - 1 h) quase que suprimiu totalmente tanto o acumulo de exsudato
pleural (84 £ 2% e 77 + 3 %, respectivamente), quanto o influxo de células
inflamatdrias que migraram para a cavidade pleural (66 = 8% e 47 + 7%),
respectivamente. O tratamento dos animais com celecoxib (10 mg kg \ p.o.,
- 1 h) ou com o rofecoxib (10 mg kg\ p.o., - 1 h) foi efetivo em reduzir
significativamente o acumulo de exsudato pleural induzido pela carragenina
(44 £ 3% e 40 + 6%, respectivamente). Por outro lado, o tratamento com
celecoxib ndo foi capaz de inibir significativamente o influxo de células.
Além disso, o pré-tratamento dos animais com rofecoxib aumentou o influxo

de células para a cavidade pleural (Figuras 1A e 1B).



29

‘b

20.

e

10-

o=

Dexa Indo CIx Rfx
0.5 mg kg1 3 mg kg-i 10 mg kg-i 10 mg kg-i
s.c.-4h p.o.-1h p.o.-1h p.o.-1h

151

S 1.0-

X 0.5-

0.0«
Dexa Indo Clx Rfx

0.5 mg kg-1 3mgkg-i 10 mg kg-i 10 mg kg-i
s.c.-4h p.o.-1h p.o.-1h p.o.-1h

Figura 1: Efeito do tratamento prévio dos animais com dexametasona (0.5 mg kg" s.c. -4h),
indometacina (3 mg kg" p.o. -1h), celecoxib (10 mg kg™ p.o. -1h) ou rofecoxib (10 mg kg" p.o. -
1h) sobre o conteddo total de células (painel A) e sobre o volume de exsudato pleural (painel B),
ambos medidos 3 h apds administracdo de carragenina na cavidade pleural dos ratos. C =
resposta controle obtida em animais tratados somente com o veiculo. Cada coluna representa a
media de 6-9 animais, e as barras verticais indicam o erro padrdo da média. As diferencas

estatisticas foram determinadas pela ANOVA e complementadas com o teste de Dunnet e séo
indicadas por asteriscos. ** p<0.01.
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A injecdo intradérmica de carragenina na pata traseira do rato
causou um aumento tempo-dependente do volume da pata (Figura 2A).
Decorridos 180 min apo0s a injecdo de carragenina, o aumento do volume
da pata foi de 0.77 £ 0.03 ml para os animais pré-tratados com o veiculo. O
tratamento dos animais com dexametasona (0.5 mg kg'\ s.c.),
indometacina (3 mg kg \ p.o.), celecoxib (10 mg kg'\ p.o.) ou com rofecoxib
(10 mg kg'\ p.o.) reduziu significativamente o edema causado pela
carragenina em 49 = 5%, 31 £ 5%, 21 £+ 4 e 21 * 4%, respectivamente

(Figura 2 B).
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Figura 2: Efeito do tratamento prévio dos animais com dexametasona (0.5 mg kg' s.c. -4h),
indometacina (3 mg kg”™ p.o. -1h), celecoxib (10 mg kg p.o. -1h) ou com rofecoxib (10 mg kg™
p.o. -1h) sobre o edema de pata induzido pela injecdo de carragenina (painel A), e analisado 180
min depois da administracdo do irritante (painel B). C = resposta controle obtida de animais
tratados somente com o veiculo. Os resultados estdo expressos como o aumento do volume das
patas em ml e como a média de 6-9 animais + erro padrdo da média. As diferencas estatisticas
foram determinadas pela ANOVA e complementadas com o teste de Dunnet e séo indicadas por
asteriscos; * p<0.05 e ** p<0.01.
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O possivel envolvimento do sequestro de neutréfilos no tecido da
pata de ratos em resposta a injecdo de carragenina foi avaliado
indiretamente através da medida da atividade da mieloperoxidase. A
injecdo intraplantar de carragenina causa um aumento da atividade da
MPO, e os resultados da Figura 3 demonstram uma significativa inibicao da
atividade da MPO no tecido das patas dos animais tratados com
dexametasona (0.5 mg kg \ s.c.) ou com indometacina (3 mg kg'\ p.o.) (71
+ 0.5% e 78 = 1.9%, respectivamente). Por outro lado, verificou-se que o
tratamento dos animais com os inibidores seletivos da COX-2, celecoxib ou
com rofecoxib (10 mg kg\ p.o.) causou um pequeno, porém significativo,
aumento (28 £ 3% e 16 + 5%, respectivamente) na atividade da MPO em
relacdo aos valores observados nos animais tratados somente com o
veiculo.

A seletividade do celecoxib e do rofecoxib, nas doses utilizadas,
pela enzima COX-2 foi confirmada pela falta de efeitos detectaveis na
atividade da enzima COX-1, medida como a producdo de TXB2 pelas
plaquetas. Somente o pré-tratamento dos animais com indometacina foi
capaz de reduzir significativamente em cerca de 59 + 9% o0s niveis de
TXB2. Ao contrario, a dexametasona, o celecoxib e o rofecoxib néo

interferiram de maneira significativa nos niveis de TXB2 (Figura 4).
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Figure 3: Efeito do tratamento prévio dos animais com dexametasona (0.5 mg kg’ s.c. -4h),
indometacina (3 mg kg" p.o. -1h), celecoxib (10 mg kg”™ p.o. -1h) ou com rofecoxib (10 mg kg™
p.o. -1h) sobre a atividade de MPO 3 horas ap6s a administracdo da carragenina. C = resposta
controle obtida nos animais tratados somente com o veiculo. Cada coluna representa a média de
6-9 animais e as barras verticais 0 erro padrdo da média. As diferencas estatisticas foram
determinadas pela ANOVA e complementadas com o teste de Dunnet e sdo indicadas por

asteriscos. ** p<0.01.
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Figure 4: Determinacado dos niveis de TXBa no sangue total de ratos tratados com o veiculo (C) ou
com dexametasona (0.5 mg kg” s.c. -4h), indometacina (3 mg kg” p.o. -1h), celecoxib (10 mg kg
p.o. -1h) ou com rofecoxib (10 mg kg” p.o. -1h). As amostras de sangue foram retiradas depois
do fim da medida do edema da pata. Cada coluna representa a média de 5-6 animais e as barras
verticais indicam o erro padrdo da média. As diferencas estatisticas foram determinadas pela
ANOVA e complementadas com o teste de Dunnet e sé@o indicadas por asteriscos. ** p<0.01.
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A injecdo intrapleural de carragenina causa um aumento na
producao de PGE2, e os resultados mostrados na Figura 5 demonstram que
a reducédo dos niveis de PGE2 em exsudates pleurais livres de células pelo
tratamento dos animais com dexametasona (0.5 mg kg‘'\ s.c.),
indometacina (3 mg kg'\ p.o.), celecoxib (10 mg kg \ p.o.) ou com rofecoxib
(10 mg kg \ p.o.) foi significativamente igual, sendo que as porcentagens
de inibicbes foram de 91 + 5%, 89 = 7%, 57 £ 6% e 65 + 12%,
respectivamente, quando medidos 3 h depois da injecao de carragenina no

modelo da pieurisia em ratos.
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C Dexa Indo ClIx Rfx
0.5mgkg-i 3mgkgi IO0mgkgi IOmgkgi
s.c.-4h p.o.-1h p.o.-1h p.o.-1h

Figure 5: Efeito do tratamento prévio dos animais com dexametasona (0.5 mg kg”™ s.c. -4h),
indometacina (3 mg kg” p.o. -1h), celecoxib (10 mg kg” p.o. -1h) ou com rofecoxib (10 mg kg”
p.o. -1h) sobre os niveis de PGE2 no exsudato pleural 3 horas apés a administracdo da
carragenina. C = resposta controle obtida de animais tratados somente com o veiculo. Cada
coluna representa a média de 5-6 animais e as barras verticais O erro padrdo da média. As
diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA e complementadas com o teste de

Dunnet e sdo indicadas por asteriscos. ** p<0.01.
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Foi observado que a carragenina administrada intrapleuralmente
aumentava os niveis de IL-1p e de TNF-a, e o pré-tratamento prévio dos
animais com dexametasona (0.5 mg kg \ s.c.) foi capaz de reduzir em 11 *
2% e 44 + 4% os niveis de IL-1p e de TNF-a no exsudato pleural causado
pela injecdo de carragenina (Figuras 6A e 6B). Da mesma forma, esses
mesmos tratamentos reduziram em 88 £ 1% e 16 + 3%, 0s niveis de IL-1p e
de TNF-a, respectivamente quando avaliado no tecido obtido das patas dos
ratos (Figuras 7A e 78). Por outro lado, o tratamento com indometacina (3
mg kg'\ p.o.) aumentou significativamente (30 £ 5% e 318 + 13%) o0s niveis
de IL-Ip e de TNF-a no exsudato pleural livre de células e em 62 + 3% o0s
niveis de TNF-a no tecido da pata dos ratos.

O tratamento prévio dos animais com celecoxib ou com rofecoxib
nao foi capaz de alterar os niveis de IL-1p ou de TNF-a no exsudato pleural
induzido pela carragenina. Entretanto, o tratamento dos animais com
rofecoxib, mas ndo com celecoxib, causou aumento de 24 + 3% nos niveis

de TNF-a quando medido nas patas tratadas com carragenina (Figura 7B).
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Figura 6: Efeito do tratamento prévio dos animais com dexametasona (0.5 mg kg™ s.c. -4h),
indometacina (3 mg kg" p.o. -1h), celecoxib (10 mg kg p.o. -1ii) ou com rofecoxib (10 mg kg
p.o. -1h) sobre os niveis de IL-ip (painel A) e TNF-a (painel B) no exsudato pleural induzido por
carragenina. C = resposta controle obtida de animais tratados somente com o veiculo. Cada
coluna representa a média de 4-6 animais e as barras verticais indicam o erro padrdo da média.
As diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA e complementadas com o teste de

Dunnet e sdo indicadas por asteriscos. * p<0.05, ** p<0.01.
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Figura 7: Efeito do tratamento prévio dos animais com dexametasona (0.5 mg kg” s.c. -4h),
indometacina (3 mg kg" p.o. -1h), celecoxib (10 mg kg” p.o. -1h) ou com rofecoxib (10 mg kg™
p.o. -1h) sobre os niveis de IL-ip (painel A) e TNF-a (painel B) no tecido da pata de ratos
avaliados 3 horas apés a administracdo da carragenina. C = resposta controle obtida de animais
tratados somente com o veiculo. Cada coluna representa a média de 5-7 animais e as barras
verticais o0 erro padrdo da média. As diferencas estatisticas foram determinadas pela ANOVA e
complementadas com o teste de Dunnet e sdo indicadas por asteriscos. * p<0.05, ** p<0.01.
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Os niveis de NOx avaliados no exsudato pleural induzido pela
injecdo de carragenina estdo aumentados e foram significativamente
reduzidos pelo tratamento com dexametasona (0.5 mg kg'\ s.c., 76 + 3%) e
com indometacina (3 mg kg'\ p.o., 47 £ 4%). Contudo, os niveis de NOx
foram somente levemente, mas nao significativamente, reduzidos pelo

tratamento prévio dos animais com celecoxib (10 mg kg'\ p.o., 26 + 6%) ou

com rofecoxib (10 mg kg'\ p.o., 19 + 9%) (Figura 8).
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s.c.-4h p.o.-1h p.o.-1h p.o.-1h

Figure 8: Efeito do tratamento prévio dos animais com dexametasona (0.5 mg kg' s.c. -4h),
indometacina (3 mg kg” p.o. -1h), celecoxib (10 mg kg* p.o. -1h) ou com rofecoxib (10 mg kg”
p.o. -1h) sobre os niveis de nitrito/nitrato (NOx) no exsudato pleural induzido por carragenina. C =
resposta controle obtida de animais tratados somente com o veiculo. Cada coluna representa a
média de 4-5 animais e as barras verticais o erro padrdo da média. As diferencas estatisticas
foram determinadas pela ANOVA e complementadas com o teste de Dunnet e sdo indicadas por

asteriscos. ** p<0.01.
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Discussao

Relatos descritos na literatura indicam que a supressao da enzima
COX-2 parece ser suficiente para desencadear efeitos antiinflamatorios e
analgésicos (Boyce et al.,, 1994; Chan et al.,, 1999). Todavia, existem
discordancias a esse respeito. Alguns estudos demonstram que as doses
dos inibidores da COX-2 necessérias para produzir efeitos antiinflamatoérios
e analgésicos, sdo muito maiores do que aquelas necessarias para a
supressado da atividade da COX-2 (Seibert et al., 1994; Penning et al., 1997;
Wallace et al., 1998). Talvez as ac¢des destes inibidores estejam
relacionadas com o blogueio da sintese de COX-1 ou de outros
mecanismos que ndo envolvam a COX-2 (Wallace et al.,, 1999). Outros
estudos ainda sugerem o possivel papel antiinflamatorio exercido pela
COX-2 em modelos inflamatérios crénicos (Willoughby et al., 2000a).
Assim, apesar do grande interesse no desenvolvimento de novos inibidores
da COX-2 e da explosdo de estudos nesta area, ainda existem
controvérsias com relacdo ao papel da COX-2 na modulagdo do processo
inflamatario.

De acordo com a dosagem de TXB2 no sangue total dos animais
pré-tratados com as drogas testadas no nosso trabalho (um indicativo
indireto da ativacdo da COX-1), os resultados demonstram claramente que

0 tratamento sistémico por via oral com os dois inibidores seletivos da COX-
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2, celecoxib e rofecoxib nas doses escolhidas, nao foi capaz de interferir de
forma significativa com a producdo de TXB2. Por outro lado, o preé-
tratamento dos animais com indometacina, um inibidor ndo seletivo das
isoformas da COX, reduziu significativamente os niveis plasmaticos de
TXB2. Em conjunto, esses resultados demonstram a grande seletividade in
vivo do celecoxib e do rofecoxib em inibir a enzima COX-2, nas doses
utiizadas no presente trabalho, podendo-se excluir qualquer atividade
relacionada a inibicdo da COX-1 nas suas acoes.

A pieurisia e 0 edema de pata induzidos pela carragenina sao
modelos conhecidos de inflamacdo aguda, sendo largamente utilizados
para investigar o mecanismo de acdo de drogas antiinflamatoérias
esteroidais ou nao-esteroidais (Velo et al., 1973; Willoughby, 1975; Almeida
et al.,, 1980; Tomlinson et al., 1994; Tracey et al., 1995; Harada et al.,1996;
Nakatsugi et al., 1996; Gilroy et al., 1998; 1999; Wallace et al., 1998; Nantel
et al., 1999; Kawamura et al., 2000).

Estudos sobre a expressdo da COX-1 e da COX-2 utilizando
"Western blot" e imunocitoquimica em “pellets” de células obtidas da
lavagem da cavidade pleural de ratos tratados com carragenina,
demonstraram que os niveis de COX-1 permanecem relativamente estaveis
durante o tempo analisado (Gilroy et al., 1999). Por outro lado, os niveis de
COX-2, estdo elevados depois de 2 horas da aplicacdo do agente

inflamatorio, diminuindo com o passar do tempo e aumentando novamente
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em 48 horas (Gilroy et al., 1999). A fase inicial da resposta inflamatoria esta
associada a expressdo da COX-2, a um grande influxo de neutréfilos
polimorfonucleares com a liberacdo de altos niveis de PGE2 no exsudato
pleural, enquanto que a expressdo da COX-1 permanece constante ao
longo do processo inflamatério (Gilroy et al., 1999). Estes achados sugerem
gue a enzima COX-2 parece exercer um papel pré-inflamatério no modelo
da pleurisia durante a fase inicial da resposta evocada pela carragenina
(Tomiinson et al., 1994).

O papel exercido pelas prostaglandinas formadas a partir da
metabolizacdo do &cido araquidbnico por acdo da enzima COX-2 em
processos dolorosos, € bem descrito por alguns autores. Por exemplo,
Portanova e colaboradores (1996) demonstraram que, no modelo da
hiperalgesia induzida pela carragenina, a laténcia de retirada da pata
tratada com carragenina frente a um estimulo doloroso € muito maior nos
animais pré-tratados com um anticorpo altamente especifico para a PGE2.
Estes achados demonstram o importante papel exercido pela PGE2 nos
processos hiperalgésicos. Além disso, o tratamento com AINEs néo-
seletivos para a COX-1 e -2, também causou aumento da laténcia de
retirada da pata, sugerindo que os AINEs estariam reduzindo a dor por
interferirem com a producdo de PGEz2, que é largamente sintetizada pela via

da COX-2 na pata inflamada (Bjorkman, 1995; Portanova et al., 1996).
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Portanova e colaboradores (1996) também sugeriram que a PGE2
parece estar intimamente envolvida na mediacdo da cascata inflamatoéria
envolvida na formacédo do edema induzido pela injecdo de carragenina na
pata de ratos. Esses autores observaram que o tratamento dos animais
com indometacina ou com o anticorpo monoclonal contra a PGE2, produziu
reducdo expressiva do edema de pata. Mais uma vez, esses resultados
levaram os autores a sugerirem que AINEs estariam atenuando a
inflamacéo por inibir a sintese de PGE2 proveniente da via da COX-2.

Anderson e colaboradores (1996), demonstraram a importancia da
PGE2 em um modelo de artrite induzida por adjuvante de Freund em ratos.
Neste modelo, existem evidéncias sobre a formacdo de um infiltrado celular
constituido basicamente de linfécitos T e mondcitos, além de aumento da
sintese de prostaglandinas. Todos estes sinais sdo indicativos de uma
resposta inflamatéria que resulta em edema de pata e por ultimo na
destruicdo da articulacdo. Os mesmos autores também demonstraram que
ocorre uma mudanca tempo-dependente do volume da pata dos animais
tratados com adjuvante de Freund, que coincide com o aumento tecidual
dos niveis de RNAm da COX-2 e dos niveis de PGE2. Assim, 0 volume da
pata era diminuido de maneira equivalente, pelo pré-tratamento dos
animais tanto com indometacina, dexametasona ou ainda com SC-58125

(um inibidor seletivo da COX-2).
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A eficacia dos inibidores da COX-2 (celecoxib e rofecoxib) e das
drogas padréo (dexametasona e indometacina) testados no nosso trabalho,
enn inibir o edema da pata, a formacdo de exsudato na pleurisia e 0s niveis
de PGE2 induzidos pela aplicacdo de carragenina em ratos, é bastante
semelhante aquela descrita por Anderson et al. (1996) na reducdo do
edema e dos niveis de PGE2 na pata de ratos injetados com adjuvante de
Freund. Estes resultados claramente indicam o papel exercido pelos
metabdlitos do acido araquidénico oriundos da via COX-2, particularmente
a PGE2, na modulacdo do processo inflamatério. Contudo, o bloqueio da
sintese de PGE2, ndo parece ser suficiente per se para produzir um amplo
espectro de atividade antiinflamatdria, ja que em nosso estudo o pré-
tratamento dos animais com os inibidores seletivos da COX-2, celecoxib e
rofecoxib, apesar de reduzir os niveis de PGE2 e a formacdo de edema,
nao foi capaz de produzir inibicdo significativa sobre a migracdo de
leucécitos para a cavidade pleural e para a pata.

Além da PGE2 outras prostaglandinas estdo envolvidas no
processo inflamatério agudo, como por exemplo, a PGD2 e a 15-deoxi-AM"
MPGU2 (Gilroy et al., 1999). Estes mesmos autores sugeriram que 48 horas
apos a injecdo intrapleural de carragenina em ratos (fase tardia), a COX-2
estaria envolvida na resolucdo do processo inflamatério. Assim, os niveis
de PGE2 no exsudato seriam minimos e os niveis de prostaglandinas da

série J (metabdlitos da PGD2) estariam elevados novamente, demonstrando
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o efeito antiinflamatério da COX-2. Utilizando um inibidor seletivo da COX-
2, 0 NS-398, Gilroy e colaboradores (1999) demonstraram que 0s hiveis de
PGD2 e 15d-PGJ2, 48 horas ap0s a aplicacdo intrapleural de carragenina
em ratos, estava significativamente reduzido, e o processo inflamatério
exacerbado, apresentando um aumento do volume de exsudato na
cavidade pleural e um aumento influxo de células quando comparado com o
grupo que ndo recebeu tratamento. A reposicdo de PGD2 e 15d-PGU2 uma
hora antes do tratamento com o inibidor da COX-2 foi capaz de reverter o
aumento do volume de exsudato e de células observado 48 horas apoés a
aplicacdo da carragenina. De fato, tem sido sugerida a existéncia de uma
terceira isoforma de COX, denominada de COX-3, que seria responsavel
pela sintese destes prostandides com acdo antiinflamatoria, na fase de
resolucdo do processo inflamatério (Willoughby et al., 2000b).

Dados da literatura (Ajuebor et al.,, 2000) demonstraram que, em
um modelo de colite em ratos, a producdo de PGD2, est4 elevada no inicio
da inducdo da colite e precede a sintese de PGE2 e o infiltrado leucocitério.
Neste modelo, a reposicdo exdgena de PGD2 foi capaz de reduzir
significativamente o infiltrado celular para o célon, sugerindo que a PGD2
exerce um papel importante na migracdo de leucdcitos. Além disso, o
bloqueio seletivo da COX-2 pelo celecoxib, resultou em uma completa

inibicdo da sintese de PGD2 no cdélon, acompanhado por um aumento de
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mais de duas vezes no infiltrado de leucdcitos, como medido através da
atividade de mieloperoxidase.

No nosso trabalho, demonstramos que o tratamento dos animais
por via oral com os inibidores da COX-2, o celecoxib e o rofecoxib, nao
foram capazes de inibir a migracdo de células para a cavidade pleural 3
horas apds a administracdo da carragenina. Resultados semelhantes foram
obtidos por Waliace et al. (1999), no modelo da bolsa de ar em ratos,
empregando outro inibidor seletivo da COX-2, o SC-58125. Gilroy e
colaboradores (1998), utilizando um outro inibidor seletivo da COX o NS-
398, chegaram as mesmas conclusdes utilizando o modelo da pleurisia
induzida pela carragenina em ratos.

Com intuito de confirmar os dados observados na pleurisia
utilizando o celecoxib e o rofecoxib, foram realizados 0s mesmos
tratamentos em outro modelo de inflamac&o aguda em ratos; o edema de
pata induzido pela carragenina. O tratamento com esses inibidores produziu
uma reducao significativa da formacdo de edema, mas ndo foi capaz de
interferir com a migracdo de células para a pata, como demonstrado
através da atividade da MPO. Ao contrario do que foi observado para os
inibidores seletivos da COX-2, a dexametasona, um agente glicocorticéide,
e o inibidor ndo seletivo da COX-1 e da COX-2 a indometacina, reduziram

de maneira significativa a atividade da MPO no tecido da pata do rato, bem
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como a migracao de leucécitos para a pleura, explicando desta forma suas
acOes antiinflamatérias.

Os resultados do presente trabalho, fornecem novas evidéncias
acerca do mecanismo de acdo dos inibidores da COX-2, celecoxib e
rofecoxib, e demonstram que estas drogas nao sao capazes de interferir
com a migracao de ceélulas induzida pela carragenina. Como observado no
modelo de colite em ratos (Ajuebor et al., 2000), podemos sugerir também
gque, no modelo de inflamacdo aguda induzida por carragenina, o0s
metabolitos da PGD2 estejam exercendo papel fundamental sobre a
migracdo de células. Além disso, uma vez que a via de metabolizacdo do
acido araquidénico via ciclooxigenase esta inibida pelo tratamento dos
animais com os inibidores seletivos da COX-2, é possivel que haja a
participacédo de leucotrieno B4 (LTB4), um produto da via da lipooxigenase,
conhecido como um dos fatores quimiotaticos endégenos mais potentes
(Ford-Hutchinson et al., 1980). Ainda ndo foi confirmado se as alteracdes
observadas na atividade de MPO poderiam ou nao estar relacionadas com
0 aumento local de LTBA4.

Existem evidéncias controversas quanto a regulacdo coordenada
da sintase do 6xido nitrico (NOS) e a ciclooxigenase (COX); quanto a
influéncia direta do 6xido nitrico (NO) na atividade da ciclooxigenase; e
sobre os efeitos das prostaglandinas sobre a producdao de NO, devido a

grande multiplicidade de sistemas experimentais (Clancy et al., 2000).
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A sintase do 6xido nitrico e a COX sdo componentes importantes
na manutencdo da homeostase tecidual, assim como participam de
processo patofisiolégicos. Assim como a ciclooxigenase, a sintase do 6xido
nitrico apresenta tanto a forma constitutiva quanto a isoforma induzida
(Nathan e Xie 1994). A forma induzida da sintase do 6xido nitrico (INOS) foi
pela primeira vez clonada de macréfagos murinos onde se mostrou ser
dramaticamente aumentada por estimulos inflamatérios, particularmente em
combinacdo com interferon-7 (INF-y). A regido promotora do gene
codificador da INOS compartilha muitas caracteristicas com o promotor da
COX-2, o que inclui a seqtiéncia TATA e elementos de resposta ao NF-kB e
NF-IL-6 (Lowenstein et al., 1993; Xie et al., 1993a). Além disso, a
expressdo da INOS é reduzida por horménios glicocorticéides e citocinas
antiinflamatérias como a IL-10 (Radomski et al., 1990; Gazzinelli et al.,
1992; Szabd et al., 1994). Desta forma, € possivel que a COX-2 e a iINOS
sejam reguladas coordenamente durante o processo inflamatério (Vane et
al., 1994; Swierkosz et al., 1995).

Apesar de varias evidéncias sugerindo a interacdo entre o0s
produtos resultantes das vias da COX e NOS, os dados existentes na
literatura ainda s&o controversos (Clancy et al., 2000). Assim, alguns
trabalhos demonstram que as respostas inflamatdrias causadas pela
carragenina, tanto na pleurisia quanto no edema de pata em ratos, sao

mediadas também pelo aumento de oxido nitrico (NO), principalmente
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através da isoforma induzivel da sintase do 6xido nitrico (NOS), quanto
avaliado pelos niveis de nitrato/nitrito (NOx) liberados de células
inflamatoérias (Tomiinson et al., 1994; Salvemini et al., 1996; Sautebin et al.,
1998). Tracey e colaboradores em 1995 demonstraram o papel do 6xido
nitrico na resposta inflamatéria induzida pela carragenina na cavidade
pleural de ratos, e a atividade da sintase do 6xido nitrico induzida esta
aumentada nas células inflamatérias da cavidade pleural de ratos. Outros
autores também relataram que as respostas inflamatdrias, assim como o
aumento da producdo de 6xido nitrico e dos niveis de PGE2 que se sequem
a administracdo da carragenina, sao inibidos apds tratamento com
inibidores da sintase do Oxido nitrico (NOS) (Tomlinson et al., 1994;
Salvemini et al.,, 1996; Sautebin et al., 1998). Hajjar e col. (1995)
descreveram que o NO também pode aumentar a sintese de prostanoides,
por meio de reacfBes de nitrosilacdo do residuo de cisteina existente no
dominio catalitico da COX. A estimulacdo ou a inibicdo da producdo de
oxido nitrico, em tecido pulmonar de ratos, esta associada ao aumento ou a
reducdo dos metabdlitos da via do &cido araquiddnico, sugerindo desta
forma que o O6xido nitrico possa modular a producdo de prostandides,
resultando na amplificacdo da resposta inflamatéria (Sautebin e DiRosa,
1994).

Nossos resultados confirmam e ampliam essas observacoes, e

demonstram que 3 horas apds a injecdo intrapleural de carragenina, o0s
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niveis de NOX no exsudato pleural estdo significativamente elevados, sendo
este aumento marcadamente reduzido apdés pré-tratamento dos animais
com dexametasona ou com indometacina. Todavia, os inibidores seletivos
da COX-2 testados, o celecoxib e o rofecoxib, nas doses em que inibiram
significativamente a formacdo do edema na pata e o exsudato pleural em
resposta a carragenina, nado foram capazes de reduzir os niveis de NOx no
exsudato pleural. Tal fato pode ser correlacionado com a falta de inibic&o
da migracdo de células para a cavidade pleural. Tais resultados podem
contribuir para explicar a razao pela qual os inibidores da COX-2 estudados
apresentaram propriedades antiinflamatdrias limitadas.

O papel das citocinas pro-inflamatdrias interleucina-1p e o fator de
necrose tumoral-a foram estudados no modelo da pieurisia e do edema de
pata. Na literatura, existem trabalhos descrevendo que a IL-1(3 é secretada
por uma variedade de células em resposta a infeccdo, produtos de linfocitos
ativados, toxinas microbianas e estimulos inflamatérios (Dinarello, 1996).
Além disso, a IL-1p é capaz de aumentar a producdo de PGE2 em culturas
de astrécitos de camundongos como consequéncia da inducdo da COX-2
(Molina-Holgado et al., 2000). Foi demonstrado que a a¢do estimulatoria da
IL-1p sobre a producdo de PGE2 pode ser abolida pelo tratamento com o
inibidor seletivo da COX-2, 0 NS-398 e pela dexametasona. Além disso, a

liberacdo de PGE2 induzida pela IL-1p é dependente da trancricdo e sintese
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protéica, jA4 que o tratamento com actinomicina D e com cicloheximida
blogueiam esta resposta (Molina-Holgado et al., 2000).

Estudos demonstram que os macréfagos sédo as principais fontes
de liberacdo de IL-18 (Dinarello, 1988), porém outras células residentes
também sdo capazes de produzir esta citocina ap0s estimulacdo pela
carragenina. A IL-1R é capaz de induzir a liberacdo de outras citocinas, bem
como metabdlitos da via do acido araquidénico, amplificando a resposta
inflamatoria (Dinarello, 1988; Dozen et al., 1988). O TNF-a também é uma
citocina pro-inflamatéria e exerce efeitos similares aos produzidos pela IL-
13 em vérios tipos celulares. Perreti et al. (1993) demonstraram que o
antagonista natural do receptor da IL-1 foi efetivo em inibir a migracdo de
neutréfilos induzida pela IL-13 no modelo de bolsa de ar em camundongos.
Schadlich e colaboradores (1999), também demonstraram que o pré-
tratamento com anticorpo anti-TNF-a inibe o edema e o influxo celular no
modelo de artrite induzida em ratos.

Em relacdo & acdo do celecoxib e do rofecoxib sobre os niveis das
citocinas pro-inflamatorias IL-18 e TNF-a, o presente estudo revela que os
inibidores da COX-2 apresentam efeitos distintos no sitio inflamatério. De
um lado uma inibicdo de aproximadamente 40% nos niveis de IL-1R foi
observada no tecido da pata dos animais tratados com celecoxib. Ao

contrario, quando avaliado no tecido da pata retirado dos animais
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previamente tratados com rofecoxib, foi observado um pequeno aumento
dos niveis de TNF-a.

Os niveis de IL-1{8 e de TNF-a, em ambos os modelos de
inflamagcdo aguda, sO6 foram significativamente reduzidos pelo pré-
tratamento com dexametasona. Por outro lado, a indometacina apresentou
um papel duplo, inibindo marcadamente os niveis de IL-1p no tecido da
pata, mas causando aumento dos niveis de TNF-a tanto no exsudato

pleural guanto no tecido da pata dos ratos e os niveis de IL-1p no exsudato
pleural. Existem estudos demonstrando que a indometacina € capaz de
aumentar a producao de IL-1p e de TNF-a in vitro e in vivo (Utsunomiya et
al.,, 1994; Kunkel et al., 1986). Uma explicacao proposta por Utsunomiya et
al. (1994) para este efeito € a de que a producdo destas citocinas pré-
inflamatodrias possa ser regulada pela PGE2 no sitio da inflamacéo, fato que
nao foi totalmente confirmado por nossos estudos, ja que os niveis de PGE2
foram reduzidos pelo tratamento com os inibidores da COX-2, enquanto
que os niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1p e TNF-a foram somente
levemente alterados ou permaneceram inalterados.

A pronunciada acdo antiinflamatdria da dexametasona observada
nos dois modelos estudados era esperada, considerando que o0s
glicocorticéides exercem suas funcdes por interferirem em varias vias

envolvidas no processo inflamatorio. Existem evidéncias de que os

glicocorticéides atuam interagindo com a expressdo da maioria das
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citocinas pré-inflamatérias, moléculas de adesao, além de serem capazes
de inibir a expressdo de enzimas induziveis como a NOS (iNOS) e a COX
(COX-2) e atuarem na via da fosfolipase, entre outras. A maioria destas
acOes exercida pelos corticoides é mediada em nivel trascricional pela
inibicdo da atividade do fator nuclear-KB (NF-kB) (Barnes e Karin, 1997).

Apesar de dados da literatura indicarem que os inibidores da
COX-2 exercam acOes antiinflamatorias, dados de ensaios clinicos
parecem sugerir, que os maiores efeitos destes farmacos estdo associados
com o alivio da dor e dos sintomas da osteoartrite (Hubard et al., 1996;
Crofford, 2000). Apesar de possuirem efeitos adversos atenuados quando
comparados com os da terapia com antiinflamatérios ndo-esteroidais, 0s
inibidores da COX-2 podem ndo ser a revolugdo no tratamento da
inflamacéo, e talvez um inibidor dual da COX-1 e -2, com tolerancia
gastrica melhorada seja a escolha mais adequada.

Em resumo, os resultados apresentados neste estudo indicam que
0 tratamento oral com o celecoxib e o rofecoxib inibem seletivamente a
COX-2, mas nao apresentam propriedades antiinflamatérias importantes
guando avaliados em dois modelos de inflamacdo aguda: a pieurisia e 0
edema de pata induzidos por carragenina. Interessantemente, nos modelos
estudados esses dois compostos causaram marcada inibicdo dos niveis de

PGE2 no sitio inflamatério e da formacédo de edema.
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Os dados apresentados no presente trabalho demonstram que
durante a inflamagdo aguda induzida pela carragenina em ratos, oS
inibidores altamente seletivos da enzima COX-2, celecoxib e rofecoxib,
exibiram um perfil antiinflamatério distinto e limitado quando comparado aos
efeitos daquele descrito para drogas como a indometacina (um AINEs
considerado inibidor ndo seletivo da COX-1 e da COX-2), e com a
dexametasona (um antiinflamatoério esteroidal). A explicacdo mais plausivel
para estes achados é de que tanto metabdlitos do acido araquidénico
derivados da COX-1 quanto os derivados da COX-2 parecem exercer um

papel fundamental no controle da resposta inflamatéria aguda.
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Summary

This study evaluates further some of the mechanisms involved in the
anti-inflammatory action of celecoxib and rofecoxib, two selective
cyclooxygenase (COX)-2 inhibitors, in acute models of inflammation,
carrageenin-induced pleurisy and paw oedema formation in the rat.
Dexamethasone and indomethacin were used as positive control
drugs.

Dexamethasone (0.5 mg kg'\ s.c., - 4 h) and indomethacin (3 mg kg'
\ pP.o., - 1 h) inhibited carrageenin-induced pleural exudate
accumulation by 84 and 77% and inflammatory cell influx by 66 and
47%, respectively. Celecoxib (10 mg kg \ p.o., -1 h) and rofecoxib
(10 mg kg\ p.o, -1 h) reduced the carrageenin-induced pleural
exudate volume by 44 and 40%, respectively. At the same doses
used for pleurisy, dexamethasone, indomethacin, celecoxib and
rofecoxib, inhibited the carrageenin-induced paw oedema by 49, 31,
21 and 21%, respectively.

The possible involvement of neutrophil sequestration in rat paw
tissue in response to carrageenin injection was assayed by
measuring myeloperoxidase (MPO) activity. Dexamethasone or

indomethacin reduced the levels of MPO by 71 and 78%, while
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celecoxib or rofecoxib produced small, but significant, increases (28

or 16%) in MPO activity.

In the rat model of pleurisy, prostaglandin E2 (PGE2) levels in cell-
free exudates were significantly attenuated by 91, 89, 57 and 65% in
animals treated with dexamethasone, indomethacin, celecoxib or
rofecoxib, when assessed three hours after administration of
carrageenin. In contrast, only indomethacin reduced significantly
(59%) whole blood thromboxane B2 (TXB2) synthesis.

Treatment of animals with celecoxib or rofecoxib did not alter the
content of pro-inflammatory cytokines interleukin-1 p (IL-ip) or tumor
necrosis factor-a (TNF-a) in the pleural exudate, but celecoxib
reduced IL-1p levels in the rat paw tissue and rofecoxib increased
TNF-a in this tissue. In this condition, dexamethasone inhibited both
exudate and paw levels of IL-ip and TNF-a, while indomethacin
markedly increased these cytokine levels with the exception of the IL-
ip content in the paw. However, only dexamethasone and
indomethacin reduced the pleural content of nitrite/nitrate (NOx)
significantly.

According to assessment in acute models of inflammation in
comparison with the dual COX-1 and COX-2 inhibitor indomethacin

and with dexamethasone, these results provide consistent evidence
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indicating that the selective COX-2 inhibitors celecoxib and rofecoxib,
despite reducing greatly the carrageenin-induced exudation and paw
oedema and the PGEg content in the pleural exudate, have limited

anti-inflammatory properties.
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Resumo

1. O presente trabalho avalia alguns mecanismos adicionais
envolvidos nas ac¢des dos inibidores seletivos da COX-2, celecoxib e
rofecoxib, em modelos de inflamacédo aguda em ratos; a pleurisia e o
edema de pata induzidos pela carragenina. A dexametasona e
indometacina foram usadas como drogas controle.

2. A dexametasona (0.5 mg kg \ s.c., - 4 h) e a indometacina (3 mg kg'
\ P.0., - 1 h) reduziram a formacdo de exsudato pleural induzido
pela carragenina em 84 e 77% e o influxo de células em 66 e 47%,
respectivamente. O celecoxib (10 mg kg'\ p.o., -1 h) e o rofecoxib
(10 mg kg'\ p.o., -1 h) reduziram o volume do exsudato pleural em
44 e 40%, respectivamente. Nas mesmas doses utilizadas na
pleurisia, a dexametasona, a indometacina, o celecoxib e o
rofecoxib, inibiram o edema de pata induzido pela carragenina em
49, 31, 21 e 21 %, respectivamente.

3. O possivel envolvimento do sequestro de neutréfilos no tecido da
pata em resposta a injecdo de carragenina foi medido através da
atividade da mieloperoxidase (MPO). A dexametasona e a
indometacina reduziram os niveis de MPO em 71 e 78%, enquanto o
celecoxib ou o rofecoxib produziram um pequeno, porém significativo

aumento (28 ou 16%) na atividade de MPO.
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No modelo da pieurisia em ratos, os niveis de prostaglandina E2
(PGE2) no exsudato livre de células foram significativamente
atenuados em 91, 89, 57 e 65% nos animais tratados com
dexametasona, indometacina, celecoxib ou com rofecoxib, quando
avaliado trés horas depois da administracdo da carragenina. Ao
contrario, somente o tratamento com indometacina foi capaz de
reduzir significativamente (59%) os niveis de tromboxano B2 (TXB2)
no sangue total.

O tratamento dos animais com celecoxib ou com rofecoxib nao
alterou o conteudo das citocinas pro-inflamatérias interleucina-ip (IL-
1(3 ou do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) no exsudato pleural
induzido pela carragenina, porém o celecoxib reduziu os niveis de
IL-Ip no tecido da pata de ratos e o tratamento com rofecoxib
aumentou os niveis de TNF-a neste mesmo tecido. Nestas
condi¢cdes, o tratamento com dexametasona inibiu os niveis de IL-Ip
e de TNF-a tanto do exsudato pleural quanto do tecido da pata,
enquanto a indometacina aumentou os niveis destas citocinas com
excecdo dos niveis de IL-1p na pata. Além disso, somente o
tratamento com a dexametasona e com a indometacina reduziu o
conteddo de nitrito/nitrato (NOx) no exsudato pleural induzido pela

carragenina.
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De acordo com os resultados obtidos nos dois modelos de
inflamacdo aguda induzida pela carragenina em ratos, o tratamento
dos animais com os inibidores seletivos da COX-2, celecoxib e
rofecoxib, ao contrario do que foi observado para a indometacina e a
dexametasona, indicam que os inibidores da COX-2 estudados
apesar de reduzirem significativamente os niveis de PGE2 do
exsudato pleural, a formacédo de edema na pleura e na pata tratadas

com carragenina, seus efeitos antiinflamatérios séo limitados.
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