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INFLAMAGAO

0 fendmeno inflamacio pode : ser - com-
preendido como reagses coordenadas de algumas fungdes do orga
nismo contra .lespes provocadas por agentes fisicos, quimi
cos ou bioldgicos, caracterizado por reagdes gue dependem me- .
nos'da natureza do agente agressivo e mais extensivamente da
maneira como o organismo pode mobilizar seus recursos defensi
vos, (ROCHA e SILVA,_1969)ﬂ Uma resposta'inflamatéfia adegua-
da é essencial como mecanismo de defeéa contra a invaséo do
organismo por agentes estranhos, tendo entdo uma natureza prd
homeostédtica.

Embora seja dificil fazer uma descri-
cao adequada do fendmeno inflamatérié em termos de eventos ce
lulares subjacentes no tecido lesédo, existem certos aspectos
do processo.que em geral s3o caracteristicos, como a fenestra
¢ao da microvasculatura,'o derrame de elementos do sangﬁe pa-
'Ara.és espagos intersticiais e a migragéo'de leucdcitos para o
tecido inflamado. No nivel macroscdpico, isso em geral é acom

panhado pelos sinais clinicos familiares de eritema, .¢calor,

edema, hiperalgesia e perda de fungao. Durante essa complexa
resposta, mediadores quimicos tais como histamina, a 5-hidro-

xitriptamina (5-HT), varios fatores quimiotdticos, a bradici-

nina, leucotrienos. e prostaglandinas sao liberados no local.
Células fagocitdrias migram para a area, e membranas lisossd-
micas celulares podem sofrer ruptura, liberando enzimas 1liti-

cas. Todos esses acontecimentos podem contribuir em maior ou
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menor grau para a resposta inflamatdria, (FLOWER e COLS.,1985).

Como fendmeno que envolve eminentemen-
te a microcirculagao, a iﬁflamagﬁo, como tal, sé pode ser es
tudada experimentalmente "in vivo".

As mudancgas reativas que ocorrem nas

primeiras horas apés kﬂsgn; envolvem, em intensidade vafié
vel, mudanga do calibre e do fluxo dos pequenos vasos; aumen
to-da permeabilidade, que l@ﬁa a3 formagao do exsudato rico em
proteinas e a edema local. Ha consequente aumento funcional
dos linfaticos que drenam a area lesada com o cobjetivo precim
puo de remover estas proteinas. H& também migragdo de leucd-
citos inflamatdrios éomo neutréfilos, eosindfilos, macrdfagos,
1linfdécitos e paquetas. Se chamarmos arbitrariaménte de media-
dores aos fatores enddgenos participantes determinativos das
respostas complexas cujo conjunto definimos como inflamacgao,
este processo é certamente multi-mediado. ;

A ag3o desses mediadores no aumento da
permeabilidade vasculér na inflamag¢do é restrita a veias e pe
gquenos vasos, (HURLEY, 1978).

Outra importanﬁe caracteristica da res
posta inflamatdria é a migragdo celular, caracterizada pela
transferéncia de leucdécitos de pequenos vasos sanguineos e
seu acumulo no tecido inflamado. O primeiro evento deste pro-
cesso é a marginagdo destas céluias, seguida de ades3o a su-
perficie luminal dé endotélio vascular, especialmente de vénu
las pos-capilares (DI ROSA, 1978). Segue-se a penetragéo leu
cocitdria no endotélio dos vasos, que se faz por insergao de

pseuddpodes nas Jjungdes inter-endoteliais.

No edema de natureza inflamatéria, o
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efluxo de proteinas do compartimento vascular sé ocorre atra-
vés das aberturas ou "gaps", formadas a partir do encurtamen-
to de proteinas contriteis do citoplasma das células endote-
liais de modo a alargar os espag¢os juncionais entre endotelid
citos adjacentes, em alguns segmentos vasculares.

Os capilares linfdticos que cdmgmente
se apresentam colapsados té&m estruturas semelhantes aos capi-
lares sanguineos. Entretanto tém o endotélio mais fino e irre
gular, com membrané basal té&nue e frequentemente ausente, e-
xistindo espagos (“gaps") mesmo em condigdes normais, (CASLEY-
"SMITH & FLOREY,_lQGl). Da superficie externa dos linfaticos
terminais emérgem delicadas fibrilas que s3oc unidas a varias
fibras conjuntivas dos tecidos adjacentes, de modo que quando
se aumenta o f£luido no intersticio, esses filamentos de anco-
.ragem, como foram chamados, exercem tracgao sobre as paredes
linfdticas e conseguentemente, provocam sua dilataggo disten-
dendo~os, aumentando o nﬁﬁerc dos espagos intercelulares endo
teliais.

Ouando tecidos entumescem devido - ao
acumulo de exsudato inflamatdrio, os finos filamentos de anco
ragem que unem a superficie externa daé células endoteliails
linfaticas a estruturas adjacentes, exercem tracgdo externa na
parede do linfatico. Como resultado, os linfatices terminais
nas areas de inflamacao saoc largamente dilatados e mals proe-
minentes gque os normais, devido a agao de fatores enddgenos
permeabilizantes produzidos no local (HURLEY, 1978). Parte do

* ”

exsudato inflamatdrioc é reabsorvido nas terminais venosas dos

capilares, contudo, o volume de fluido e toda proteina deste

exsudato € removido por via linfatica.
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Assim, em todos tipos de inflamagdo, o
exsudato & removido da 4rea injﬁriada via linfiticos, por ace
leragdao da fungdo linfdtica normal. Edema local poderia sur-
gir na area inflamada sbmente quando a taxa de formagdo de ex
sudato em pequenos vasos sanguinegs excedesse a capacidade
dos linfaticos de remové-lo dos espagos extravasculares,
(CASLEY~SMITH, 1985). .

UNGAR (1969) éﬁalisoﬁ O processo inflg-
ﬁétério, partindo de agressﬁes de minima intensidade e dura
.géo,.e o gradual recrutamento de numerosos e complexos meca-
nismos organicos solicitados para cumprir o objetivo finél de
neutralizagdo, eliminagdc e restauragio das condigdes morfo-
funcionais de normalidade. Tipicamente, afirma, a inflamagio
é processo auto-limitado, o que se atribue & intervengdo de
inibidores do sistema de proteases e de enzimas; como - por
exemplo, cininases. |

GARCIA LEME fez, em 1981, uma extensa a
valiagdo dos mecanismos neurais e endécrinos envolvidos na
reagdo inflamatdria, analisando a participacio da  insulina,
do glucagén e do relacionamento deste processc com sistemas

neuro-sensoriais.
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POLISORBATOS

Tween (Tw) € o nome vulgar de  varios
agentes tensoativos_néo*iénicos que sao derivados polioxietilé
nicos, &steres do sorbitan e virios écidos graxos. A existén-
cia de regides hidrofdbica e hidrofilica na mesma molécula con
fere-lhes propriedades anfipaticas que justificam sua utiliza-
gao como umectantes, sdlubilizantes, ete.,

Conhecidas também como polisdrbatos, es

sas substancias s3o usadas na formulagdo de produtos farmacéu-

ticos e cosméticos, além de amplamente utilizados em alimen
tos, (POLING e cols. 1956, BARNETT 1981 e TAGESSON e EDLING
1984).

Entretanto, nao s3o entidades jqﬁimicas
de constituicdo definida, no sentido em que, ao.serem produzi
dos em escala industriél, s3o identificados pelo acido  graxo
que predomina quantitativamente, embora suas moléculas se com
pleteﬁ com .outros acidos graxos. Assim} por exemplo, o Tw 80,
ou polisﬁrbato 80, é o polioxietileno-20-sorbitan monooleato,
cdntém como acido graxo cerca de 70% de écido’oléico mas tam-
bém estio presehtes o 4cido linol&ico, o palmitico e o estéari
co. Este Ultimo predomina no Tw 60, o palmitato caracteriza o
Tw 40 e o laurato é o acido graxo mais abundante no Tw 20.

] A férmula que representa a ‘2es£rutura
aproximada do Tw 80 (THOMAN, 1986) permite perceber outra par-
ticularidade interessante desses polioxietileno-20-derivados,
gual seja a variabilidade de posig3o nos grupos polioxietiléni

cos que perfazem o total de 20 unidades.
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HO(CH,CH,O)w (OCH, CH,), OH

CH(OCH, CH,),OH

0" &H,(OCH, CH,), OCOC ;Hs,

(W+ X +y+ 2= 20)

Férmula estrutural do Tw BO.

Essas caracteristicas decorrem principal-
-mentelda "polimerizacdo puramente estatistica" do dxido de eti
leno, bem como da heterogeneidade dos écidos graxos e dos &l-
_éoois usados na sintese industfial (HELENIUS & SIMONS, 1975}.

Uteis principalmente por causa de suas prg’
priedades fisicas, e com as incertezas inerentes a estrutura
guimica, seria desejdvel a existé@ncia de um parametro gue per-
mitisse prever a utilidade dos polisorbatos para varias aplica
cBes priticas. Para isso GRIFFIN (1949) introduziu a quantida-
de empirica conhecida com RLB (balango hidrofilico-lipofilico)
gue mede o tamanho e a pgténcia dos grupos oponentes hidrofili
co e ﬁidrofébico, e cujo valor pode ser deduzido da prépria
eétrutura éproximada para numerosos surfactantes nio-ionicos

gsintéticos,.
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A influéncia dos polisorbatos 60 e 80, u-
sados como adifivos alimentares; sobre a integridade e permea
bilidade da mucosa intestinal de ratos | ‘foi“ estudada por
TAGESSON E EDLING (1984), enguanto KOBAYASHI E COLS.(1974) a-
nalisaram o efeito dos polisorbatos 20, 40‘9‘60 na redugao
que provocam da velocidade de absorgdo de medicamentos injeta

dos experimentalmente por via intra-muscular. A influéncia da

concentrac3o dos polisorbatos 20 e 80 na absorgic de pomadas

éontendo indometacina foi estudada em coelhos, por TSAI E
- COLS. (l§86).

A absorgido gastrica do acido saliecilico é
-importante.pelo féto de que parte substancial da aspirina in-
gerida é desacetilada no estémago‘tFié%ﬁﬁ e COlS; 1685).
COLLETT E COLS.(1973) demonstraram que o Tw 20 em solugao a
1% reduz a absorgio dérécido salicilico em ratos.

A importancia farmacoldgica dos polisorba
tos estd bem exemplificada no trabalho(de HiRAI E COLS.(1l981)
Esses autores avaliaram os mecanismos.facilitatérios da absor
¢ao nasal da insulina por varios surfactantes e sua correla-
cao com é atividade litica desses compostos sobre erit:écitos
juntamente com importantes alteracdes ultramicroscdpicas das
membranas celulares atingidas.

o A habilidade de modificar- - propriedades
bioldgicas de células bacterianas foi observada por ABREHEM E
ZAMIRI (1980) demonstrando gque o Tw 80 estimula o crescimento

"in vitro" de Corynebacterium ulcerans, ao mesmo tempo em gue

deprime a produgac de toxinas por este microorganismc, = sem

gque haja interacio direta toxina-polisorbato. Mais recentemen

te DESATI E COLS. (1986) verificaram gue o Tw 80 aumenta a pro

.
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dugdo de alcaldides por fungos do géneré Claviceps, concluin-
do que esta agdo se dd principalmente por modificagéo da per
meabilidade das células de Claviceps.

A prodggéo de imunoglobulinas primarias
IgE e Tgl é inibida, em camunddngos pré-tratados pelo Tw 80
seguida de imunizacdo pela ovalbumina adsorvida em hidrdxido
de aluminio, uma combinagic de antigeno-adjuvante que produz
altos niveis de IgE e IGﬂir(BARNETT, 1981}).

Os efeitos da ingestdo de guantidades va-
ridveis de tipos diversos de surfactantes derivados de polio
xietileno foram analisados em ratos e hamsters, por POLING E
COLS. (1956) que concluiram que estas substancias podem provo
-car atraso-de cfescimento, debilidade geral, menor aproveita-
ménto de alimentos, maior consumo de agua, aumento da morﬁai&
dade, diarréia e hemorragia do aparelho genito-urindrio. EAGLE
E POLING {(1956) obtiveram também impoftantes dados sobre efei
tos tdxicos agudos observados apéé administragido oral | de
Tween 20 a ratos, depois de 21 semanas de tratamento quando
todos os animais apresentavam nefromegalia, calculose urina-
ria, diarréia e ulcerag3do na base da cauda. Microscopicamente
detectaram a ocorréncia de atrofia dos tibulos seminiferos,
obstrugdo dos tubulos renais, atrofia do tecido linfdide es-
plénico e de hepatécitos. Aproximadaménte 85% dos animais exi
biam redugiao da espermatogénese, aumento da hematopoiese ex-
tfawmedular e hemosiderose da mucosa cecal. -

 .Utilizando Tw 80 éomo solvente para o
amiodarohe, MASINI E COLS. (1985) demonstraram que parte dos
efeitos observados é% caes decorria da liberagéo de histamina,

liberacaoc esta também demonstrada em mastdcitos isolados de
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ratos.

A suspeita de qué propriedades fisicas pu
dessem representar papel importante na atividade bioldgica de
varias substéncias n3o é recente. GLASSMAN, ja em 1950, procu
rou relacionar a capacidade de surfactantes alterarem as pro-
priedades fisicas de solugdes, com os seus efeitos deletérios
em hemdcias. SEEMAN E BIALY (1963) demonstraram correlagao en
‘tre tensoatividade e eficacia terapéutica em uma série de dez
medicamentos usados para uma mesma entidade morbida. Um aumen
to de cem vézes na tenscatividade estd associada a uma dimi-

nuicdo de cem vézes na dose oral média, em bases micromolares.

Este aésunto foi revisto por.FELMEISTER (1972) em relagao a
anti~histaminicos, anestésicos locais, péicoterégicos, anti-
‘biéticos, hormdonios e vitaminas.

Detergentes.néo»iénicos modificam a moti-
' lidade do jejuno de ratos "in vityro", sugerindo correlagao en

tre a hidrofobicidade e o efeito farmacoldyico destes agentes.

WHITMORE E COLS. (1980) demonstraram uma diminuigio do  movi
mento pendular, 3 minutos apds adigdo de "Brij", embora a fre
quéncia das contragdes nao sc modificasse sighiﬁinantﬂmﬁntn.

Correlagao entre modificagBes histoldgi-
cas do intestino delgado de ratos e a taxa de desaparecimento
de pentobarbital e fluxo cumulativo de agua depois de exposi
cio do mesmo a solugdes de detergentes fol analisada por
GOWAN E COLS. (1986). Concluiram que solugdes de Tween 80 tém
efeito minimo nia camada mucosa e na quantidade de agua do es-
pago intersticial. Outro estudo investigando o aumento de

absorgio de &cido para-aminobenzdico (APAB) no cdlon de ratos




LK ]

-4
10
Clorpromozing
16° |- .
. Etopropazinag
. .
\ . . -
" K Tiortdozing
o Triflupromazing
o Cartenazing
E Trifluopirazing
.......___..."‘"'—," Procio;perozmu
. -6 Flufenazinag
IO~ . . : — O
Butiriiperaozina
Sarposn
167 | 10
10 ' 100 1000 10000
W moles/ dia
Fig. 01 -~ Demonstragdo da correlagdo entre atividade superfi-
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tedrica para uma exata correlagao 1l:1. Observar que
um aumento de 100 vé&zes na atividade superficial es
tad aproximadamente associada a uma diminuigao de
100 vézes na dose oral didria, em micromoles (seq.
SEEMAN E BIALY, 1963).
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por surfactantes derivados de polioxietileno fol feita por
SAKAI E COLS. (1986) que correlacionaram a capacidade de se-
questragio de ca2t dos surfactanfes'com sua capacidadé de ab-
sorver APAB.

0 esvaziamento da vesicula biliar produzi
do pelo Tw 80 apds administragdo oral sugeriu a ANDREN E
THEANDER, (1961) que poderia estar relacionad&_com © componen
te -lipidico da molécula. Investigando a irritagdo cutanea pri

miria produzida por varios detergentes em maméferos, DE LEO E

COLS. (1987) confirmaram, através de estudo "in vitro" com
culturas de células, que ocorre remogio de substancias  tais
como acidos graxos de fosfolipides de membrana por agentes

tensoativos, como, dentre outros, o Tw 20; Concluiram que a
reagao inflamatdria "in vivo" envolve, de algum modo, metabé
Jitos do Acido araquiddnico.

A fisiologia respiratdria constitue prova
velmente um dos melhores exemplos da dependéncia funcional de
moléculas tensoativas. Com a auséncia ou restrigdo séria do
surfactante pulmonar, a expansao desse Orgiao torna-se muito di
ficil, muitas vézes exigindo uma press3o intrapleural tao béi
xa como —-20 ou -30 milimetros de mercdrio para superar a ten-
dénéia dos alvéolos ao colabamento. Isso ilustra a  importan
cia do surfactante em diminuir a tenséo supeificial, facili-
tando a re-expansdo alveolar. E comum principalmente em prema
turos, a secregao de quantidades insuficientes de surfactante
o que torna muito dificil a expansio pulmonar, constituindo a
doenca da membrana hialina, ou sindrome da pertgbaqﬁn rospira
téria, (GUYTON, 1986). JACOBS E COLS. (1985) estudaram em cor
deiros prematuros o efeito do Tw 20 sobre parametros respiraﬂ

térios como as trocas gasosas e a complacéncia pulmonar,
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N3o devemos confundir baixa reatividade
quimica dos polisorbatos com reduzida capacidade de exercer
agdes bioldgicas. Com efeito, THOMAN (1986) verificou que
ions biologicamente impertantes podem se ligar ao Tween 80 e
assim serem transportados através de membranas artificiais, o
que corresponde, "in vivo" a importante agi3o bioldgica. Na
utilizag&é destes compostos em sistemas bioldégicos e na intexr
pretagdo dos seus efeitos é necessirio considerar nao sd suas
acdes diretas, mas também suas assoclagdes com outros compos-—
tos que podem ter seus efeitos potencializados. Trabalhando

com Schistosoma mansoni em presenga'de surfactantes, KUSEL E

coLS. (1982) relataram mudéngas na permegbilidade do tegumen-
to do parasitaradulté, quando este esteve exposto ao complexo
Tw 20-retinol, propondo haver sinergismo entre o tenscativo e
o &lcool, originando complexo molecular que seria responsavel
por alterag¢des na membrana do parasita, as quals nado ocorrem
quer com um, quer com outro, isoladamente. Esta observagao suU
gere que durante o desenvolvimento do parasita, alteracgoes da
sua organizagao molecular ou de sua composigio ocorrem na fa-
ée lipidica da membrana e mostra ainda gue os Tw interferem
de maneira diferente né forma adulta e na forma conhecida co-
mo esquitossdmula, sendo também dependentes de variagbes de

temperatura, por exemplo, no intervalo de 4 a 37°9C.
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CONTRA~IRRITAGCAO

BONTA define contra-irritagdo como a pro
priedade pela qual um processo irritativo provoca inibigao do
desenvolvimento de uma reagido inflamatdria simultnea no mes
mo organismo. A supressao da dor ou da reagdo local, pela a-
plicagdo de um processo irritante em local remoto ja foi docu
mentada experimentalmente em animais e também em humanos. Os
processos envolvidos, parecem ser altamente dependentes do ti
po de reacdo inflamatdria em que ambos, o indutor da contra-
irritag3o e o processo que é influenciado por este, tém que
ser considerados. BONTA, (1978).

Durante a contra-irritagdc ndo somente me
diadores inflamatdrios s3o produzidos, como também substd@ncias
anti~-inflamatdrias s3o descarregadas na circulagdo, atingindo
outros locais, inibindo a reagdo inflamatdria, (LADEN E COLS.
1958). ROBINSON E ROBSON (1964), confirmaram que varias subs-
tincias s3o liberadas no sitio dé irritagao prodﬁzida pela im
plantacao de "pellets" de poliéster, exercendo agdes anti-in-
flamatdrias a distidncia no mesmo organismo. |

Até o presente, muitos dos dados sobre
- contra-irritagdoc derivam de experimentbs em qﬁe o edema de pa
ta de ratos foi usado como modélo frequentemente representati
vo de processo inflamatérip agudo. Entretanto, a inibigao de
uma reacio inflamatdria por irritagdo em uma area distante
nao se restringe a é%ocessos agudos. A formagad de granuloma

pela implantacido de "pellets" de algoddo ou pela injegao  de

P
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uma suspensio de - carrageenina, a cicatrizacdo de feridas,
ou ainda © éomponente artritico da doenga auto-imune provoca
da pélé adjuvante de Freund sao também susceptiveis de inibi-
¢ao por contra-irritagado, (BONTA, 1978).

BILLINGHAM E COLS. (1969) analisaram pro
priedades anti—inflématérias presentes no exsudato produzido
pela aplicagdo sub?lantar de carrageenina em ratos, concluin-
do gue o mecanismo da inibiggo n3o envolvia mediaggo . pelo
adrénocértex. Entretanto, foi demonstrado neste - laboratdrio
gue O processo contré—irritativo experimental ocorre em ani-
mals adrenalectomizados. Portanto, a redﬁgéo da reagao inflg
matéria decorre de, pelo menos, dois componentes: um, sob de-
pendéncia funcional do adrenocdrtex e outro independente dele,
(CASTRO, 1986). |

-0 processo contra~irritativo é de ocorrén
cia muito mais frequente do que se sﬁspeita. Depende fundamen
talmente da natureza do composto quimico irritante, da natureg
za do processo inflamatdrio, sua localizag@o no organismo e,
criticamente, do tecido com © qual se pds em contato o agente
contra~irritante. O fendmeno de contra-irritagao foi amplamen

te revisto por BONTA (1978).




15,

PROPOSTA

Objetivamos neste trabalho determinar a ca
 pacidade,dos Tweens 20, 40, 60 e 80 provocarem edema quando in
jetados por via subplantar na pata posterior de ratos, bem co
mo algumas caracteristicas da evolugao desse edema e sua susQ
ceptibilidade a inibigao por varias substancias. Decidimos tam
bém estimar os parémetfos fisico-quimicos viscosidade e tensoa
tividade, procurando detectar eventual correlagdo com a edema-

‘génese.
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MATERIAL

A, ANIMALS

Os animais utilizados na execugao do traba
lho foram ratos machos Wistar, com peso variando entre 140 a

200 gramas provenientes do Biotério da UNESP, campus de Botuca

tu.

B. EQUIPAMENTOS

Bl. O volume de edema foi medido atraves
do uso de um pletismbgrafo, aparelho de vidro e conexoes de

borracha conforme © esguema abaixo:

BOMBA DE
VACUO

Fig. 02 - Esquema do pletismbografo. - A: cuba para imersao;
B: tubo com escala graduada; C: reservatdrio da solu
¢do de laurjl-sulfato de sddio; D: juncdo de borra-
cha onde se insere agulha para ajuste do zero; N: ni

vel de solugado na cuba, (sequndo WINDER E COLS.,1957).



itla

B2. A medida da tensado superficial das di
ferentes solugbes fol executada através de um Tensidmetro Di-

gital K 10T Kruss, conforme o esguema:

D
\\\
B
= A
C
D © "5
\ ® - |
¢ -
E — ] :
= T o o O
& =)
N N

Fig. 03 - Esquema do tensidmetro. A: cuba para deposigao da

-

amostras; B: gancho para suspensaco de uma placa de
platina; C: reservatdrio com dgua circulante para
manutengdo da temperatura constante: D: dispositi-
vos para zerar o aparelho; E: acionador do mecanis-
mo elevador da cuba:; F: visor para leitura digital

(em dinas por centimetro).
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B3. A viscosidade das solugoes de . Tweens
foi medida com auxilio de um viscosimetro "Synchro-Lectric

for Hazardous locations-Brookfield", esquematizado abaixo:

Fig. 04 - Esquema do viscosimetro. A: cimara removivel  para
amostra: B: reservatdrio com agua a 25°C; (C: fuso

cilindrico giratdério; D: escala graduada.



C. DROGAS

Locido acetil salicllico (AAS)eeeececeancacossnsessanseBayer
Lcido benzdico (AB)eaveesoseanescasnssesssnssseseseessREagEN
£cido $81icT13C0 (AS)eesccenonsoansssecsocscasnsansassMorck
Carbonato G€ SOG10.eersnssasscasssssssresconsansesss REaGEN
Carrageenina (CRRG).........................Sigma (tipo 1IV)
Dexametazona (DXMT)essesesesecessesnessMerck Sharp & Dohme
Endosprin (AAS«liS)eessessccaccsacsccssenasosnascansans SKF
Eter et11iC0iceanreseenscscassasrcanssosnsvasseonsessssMerck
Indometacina (IDMIC JuevessssacsscsenessMerck Sharp & Dohme

S0LUGHEO F151010gica (SF)eessecesesstsassssrnceascassconnees
Terfenadirzia (TFND)eeeseiessvenaconossosvsssnncsnssssannesSignma
Tween 20 (TW 20)eestecsvvasanmascasssancnssscsassssssaRiedel
Tween 40 (TW 40 )eesesecocessnassccsncansansssesesssasedigna
Tween 60 (TW 60)ueeravsasscsasconssscsscscnssncnssnssssSigna
Tween 80 (TW 80 OU TW B0 RleeesssesescasesssscessessssRiedel

(TW 80 M)Q.Qt.....'l.....i'.’...l.l..‘...'.‘.Memk
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METODOS

A..Preparo dos animais

'0s ratos chegavam em lotes de 100 animais
e eram mantidos em caixas de polipropileno com = 58 x 30 x 15
centimetros, contendo 5 animais em cada uma, onde recebiam ra
gao'granulada Labina (Purina) e 4gua "ad libitum" e tinham co
mo cama, palha de arroz. Periodicamente estes énimais eram se
parados poxr peso, a fim de manter em uma.dadarcaixa animais
formando grupos homogéneos em relagdo a esta caracteristica.

No dia anterior ao experimento ©os animais
eram marcados com numeros de 1 a 20, na cauda, pesados, e a
seguir sorteados em 4 grupos experimentais iguais, sendo man;
tidos em Jjejum sélido por 12 horas anﬁes do pﬁimeiro tratamen
to. Durante o experimento, com leituras até 7 horas, ficavam
também sem aéesso a 4gua. |

| No dia do experimento, iniciado sempre en

tre 7:00 e 8:00 horas, eram trocados de galolas e —repesados,
anotando-se a perda de peso que sofreram durante o jejum. A
seguir, na pata posterior direita, eram marcados com . tinta
preta.indelével formando uma faixa fiﬁa, em anel, em torno da
articulac¢do tibio-tarsica. Feita a primeirarmedida que consti
tue o "controle" os animais eram, a seguir, na regido subplan
tar desta mesma pata.marcada, submetiaos a aplicagdo do agen

te flogdgeno em volume de O,1 ml.
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B. - Preparo. das. solucdes e suspensdes

Para aplicacdo subplantar, as suspensaeé
ﬁos Tweens foram preparadas‘ém solucao fisioldgica 0,9%, sal-
vo indicagEo em contrario. Por serem muito viscosos, grande
quantidade dos Tw ficava aderida a parede da pipeta durante o
preparo das suspensdes. O ato de soprar a pipeta produzia bs-
lhas indesejaveis. Foram entao utilizados tubos iguais de vi-
.drd que apds colocacdo de certo volume de Agua, foram marca-
dos com tinta a nivel do menisco e assim preparadas as dife-~
rentes suspensoes (volume/volume).

‘Para administracao intra-gastrica as solu
éaes foram preparadas em agua destilada, perfazendo sempre vo
lume de 2,0 ml. A indometacina (IDMTC) foi preparada em solu=-
cao aquosa de carbonato de sOdio acrescida de etanol (6% de

L.

Nazco 14% de etanol e 80% de SF para dose de 15 mg.Kg

3'

C. Esquema de tratamento

Para injeggo subplantar, as solucdes dos
Tw foram aplicadas por meio de seringa de tuberculina munida
de agulha 20 x 6, no centro da regia@o subplantar da pata pos-
terior direita dos animais, sistematicamente em volume de 0,1
ml, no tempo zero, a partir do gual se marcavam os horarios
das outfas-leituras. |

Para as administragaes intra-gastricas
dos antagonistas foram utilizadas ca@nulas de polietileno adap
tadas a seringas hiéédérmicas de vidro, de 3,0 ml de capacida

de. As solucdes foram administradas sempre em volume de 2,0ml,




*

1 hora ou 30 minutos antes da aplicacdo subplantar dos Tweens.

\

D. Adrenalectomia

Apds a tricotomia na regido a ser aberta
e com os animais levemente eterizados, foi feita uma tnica in
cisao na regido média dorsal e rebatida a pele, fez-se divul-
- sao da camada muscular a nivel da ltima costela. Feneétrado
é périténio e expostas~as*g15ndulas adrénais, foram estas ex-
cisadas completamente, & excecdo dos animais com operagdo si-
mulada, cujas glandulas permaneceram intactas. Recomposta a
musculatura, foi dado um ponto de sutura na pele, No periocdo
pas cirlrgico as animais receberam além da dieta usual, solu-
. ¢ao aquosa de NaCl 0,9% em substituicdao a 5gua‘ de bebida.
Trés dias depois da adrenalectomia tinha infcio a fase infla-
matdria do experimento, ao fim da gual oca animais forém ne;

cropsiados para confirmacdo de auséncia das adrenais,

E. Producao e medida do edema

Os animais, foram repesados, remarcados e
submetidos a uma lejitura prégia.do volume de suas patas. Com
auxIlio de seringa de insulina e agulha 20 x 6 perfeitamente
limpas e secas, as suspenéaes recém homogenizadas, em volume
de 0.1 ml, eram entd3o injetadas ha regiao subplantar das pa-
tas posteriores direitas previamente 1impas coﬁ algod3o embe-
bibo em Alcool 70%, Na retirada da agulha, a regi3o era com-
primida por algquns éégundos com o dedo do experimentador so-

bre o ponto da peffuracdo, procedimento gue visava impedir o
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retorno do material injetado.

A primeira leitura era efutuada-aproxima~ '
?amenteVBO minutos antes da apliéagao do polimero por via sub
ﬁlantér. As demais, foram realizadas nos tempos /2, 1, 1 1/2,
2, 3, 4, 5 e 7 horas, sempre a partir da injec3o sub-plantar
do flogdgeno. Ao longo do experimento os animais foram manti-
dos em jejum, em ambiente cuja temperatura variou entre 24 e
289cC,

AS medidas foram efetuadas imergindo-se a |
pata posterior até a marca previamente feita com tinta, a ni-
vel da articulacdo tibio-tarsica, observando-se a ordem de

tratamento dos varios experimentais. .

F. Elaboracdo e apresentag¢do dos resulta

.dos

0 volume (V') de edema & a diferenca en-
tre o volume medido em determinado tempo (Vt) e o volume ini-
cial (Vo) obtido antes de gualgquer tratamento.

A conversao a microlitros & feita multi-
plicando~$é V' por um fator (£f) cujo valor & obtido nas condi
¢Oes de cada experimento, sendo a média de cinco leituras do
volume deslocado na coluna ligquida horizontal, guando se adi-
ciona exatamente um ml da solugio.de lauril sulfato de :sddio

na cuba de imersao.

Os volumes assim obtidos dos cinco  ani-~
mais de cada grupo experimental, dao origem a uma média gue
coérresponde a um ponto nas figuras que mostram a evolucao do

edema, no tempo considerado,
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M1

Com esse esquema experimentai- fp&de-se a-
companhar passo a pagso as variagdes do edema agudo, por meio
das curvas obtidas pela unido des varios pontos.

A andlise da significi3ncia da diferenga en
tre és curvas foi feita considérando-se duas curvas"sdifereg
‘tes entre si quando trés ou mais pontos medidos diferirem sig
nificantemente 3 nivel de 5%, pela aplicacao do teste "t" de

~ Student.

G., Medidas da tensocatividade e viscosida-

de

Depois de preparadas,-as suspensSes foram
éeixaéas ém repouso.para safda de eventuais bdlhas, enquanto
os aparelhos eram ligados, éalibrados e zerados. As medidas
da tensoatividade e da viscosidade foram realizadas sempre a
témperatura de 25 (, mantida por meio de um banho termostati
zado.

Para as medidas de tensoétividéde, no apa-
relho ja zerado, 13 ml da suspensao fofam colbcadaé em sua cu
ba de vidro: , previamente limpa e seca.

A medida feita pelo aparelho é baseada no
método da placa de Wilhelmy (ADAMSON, 1976); o liquido & ele
vado gradualmente até tocar a placa suspensa conectada a uma
balanca., O aumento de peso pode entao sﬁr caiculado pela se-
guinte equacado: ¥cos 8 = A W/p onde W & a modificagdo da for
ca exercida pela placa quando colocada em contato com o I1I-

quide, p € o perimetro da placa e & o angulo de contato. O
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valor da tensoatividade aparece entdo no visor do aparelho 33
en dinas/cm, Foram feitas duas medidas de cada uma das solue
¢oes. Foi usado sempre o valor da segunda medicao Que se mos
trou génstante em testes preliminares,

Alguns cuidados especiais eram necessarie
os antes de se executarem medidas da tensoatividade. A .cuba
de cristal era sempre deixada em solucao sulfo-cromica por
trinta minutos antes e apds o uso. A placa de platina, sem
nenhum contato manual, era lavada com alcool, = gqueimada an
chama azul e recolocada no aparelho,

No viscosImetro foram, com auxilio de uma
proveta, aproximadamente 8 ml da suspensio a ser medida na céd
mara que a segﬁir era encaixada ao eixo do aparelho., Verifi-
cada a velocidade a ser utiliéada, efetuavam~se duas ~medidas
de cada uma das solugdes. Nesse método, comamente chamado de
couette | ¢ 0 lIgquido & colocado em contato com o componen™
' te giratdrio do aparelho., Por causa da viscosidade do fluido,
hd resist@ncia ao movimento rotacional que induz ao torque cu
ja inténsida&e aumenta-com a viscosidade do fluido, (HIEMENZ,
1977). O valor obtido era entdo multiblicédo por um _>*fator
correspondente a cada velocidade, encontrando-se assim a vis~
cosidade da solugdo diretamente em centipoises,

Medidas anteriores feitas em nosso labora
torio do deslocamento dos Tweens puros sobre prancha de vidro
e também do escoamento em pipetas, de suspensdes a 25% prepa-
radas em agua destilada, concordam com os valores obtidos no

viscosdmetro.
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uma superficie de vidro de 62 x 48 cm, previamente limpa e
_d@v{dida em faixas iguais graduadas marcadas com tinta em to

do o comprimento, conta-gdtas de poliestireno e pipeta de
0;2 mililitros.
| Na prancha foram feitas as medidas (milime
tros) do deslocamento dos Tweens colocados em quantidades i~
guais em 5 pontos colaterais, apo0s o que a prancha era colc=
cada em angulo de 309 e o crondmetro acionado. Foram reali-
zadas 3 medidas para cada grupo de 5 amostras dos Tweens.
As medidas feitas na pipeta foram repeti

das por 10 vézes para cada amostra.



RESULTADOS
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RESULTADOS

A curva indicativa do volume de edema pro
duzido pelos polisorbatos em determinadas concentragdes por
nés utilizadas é polifdsica. No inicio podemos observar uma as
censdo rapida até aproximadamente 70% do volume mdximo, jd aos
primeiros trinta minutos apds a injegdo subplantar. Numa segun
da fase, o edema aumenta, porém sua curva ascendente é caracte
risticamente diversa, indiéando acumulagao mais lenta, até a-
tingir um pico, geraimente entre a primeira e segunda horas. A
seguir podemos observar uma fase de predominio da reabsorgao
sobre o efluxo e, aproximadamente na segunda hora, uma defini-
¢ado da inclinagdo que medird a velocidade de reabsorgido da
ﬁaior parte do edema. E 0 que se pode constatar caracteristica
mente pela figura 05. O paralelismo entre as trés curvas € bem
evidente na primeira fase,ards os 30 minutos, mantém-se na se
gunda fase, até a segunda hora e ao longo da terceira fase,
‘até a 72 hora.

~As caracteristicas da evolugdo do edema de
pata provocado pelo Tw 80 a 25, 27 e 30% estio mostradas no ex
perimento representado pela figura 06. Observamos seu = rdpido
desenvolvimento, atingindo 500 ul ou mais ja aos 30 minutos
da administragao, e volume maximo de 800 ul ou mais, apds uma

hora. A partir dai predomina a reabsorgi3o sobre a formacg3o de
edema, engquanto que o veiculo aplicado nas mesmas condicdes a
um grupo de cinco animais produz apenas discreto edema, sendo

completamente reabsorvido antes da segunda hora. Notar a super
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posigao das curvas correspondentes é$ concentragdes de 27 = e
30% ao longo da 12 hora e, a partir dai, a dissociagdo das cur
vas, mantendo-se C e D paralelas até.pelo ﬁenos a 72 hora. Po
demos observar que para menor concentracido de Tw 80 aplicado
ao tecido subcutldneo, entre a 22 e 52 horas a diminuigdo do vo
lume de edema é mals acentuada. Para.o nivel de significancia
" escolhido, o edema provocado pelo Tw 80 a 30% difere significa
tivamente daquele produzido pela concentragao de 25 mas nao de
27%.

A possivel influéncia do eletrdlito na evo
lug%o'do edema produzido peio Tw 80 a 25% fol estudada, dissol
vendo-se o surfactante em agua destilada desionizada, e em
solugdes de NaCl nas concentragdes de 0,4 0,9 e 1,4%. £ o que
mostra a figura 07. Verificamos que o aumento da concentragao
" do NaCl na solugaoc solvente reduz proporcionalmeﬁte a reagao
edemagénica. A wmenor concentragdo de NaCl utilizada, 0,4%, pro
duz edema que ja difere significativamente daquele em que o Tw
80 foli dissolvido em agua.

Medidas da viscosidade e da tenscatividade
para os diferentes Tw "in natura" ou em solugdo aparecem na ta

"bela ),
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- TABELA 1 - Medidas da viscosidade {V) em
centipoise, e da tensoatividade (T) em dinas por centimetro

dos Tw 20, 40, 60 e 80.

Tween 20 40 ' 60 80

conc. v oo T v T v T v T

- 100% 412.5 31.5 576.0  30.9 3,375.0 29.6 S05.0 31.3
50% 226.0 30.1 351.0 28.6 7,500.C 24.6  —- --
25% (*) 6.1 33.1 5.2 32.1 5.7 33.3 7.8 32.8
25% 9.0 33.1 11.0 31.5  11.2 33.1 12.5 31.9

(*) Gnica preparada em agua destilada.

. Nota-se gue para alguns destes compostos a
dilﬁigéo produz queda da viscosidade guando diluidos a 50% em
- Yelagao ao valor obtido para o surfactante puro. Para todas
suspensbes preparadas a 25%, ocorre elevagdo da medida da vis
cosidade guando o solvente & SF 0,9% em contraste cam‘ o) que
se observa quar;do dissoividos em agua destilada. Observa-se

também que as medidas da tensoatividade pouco variam entre os

diferentes compostos, a excegado do Tw 60 a 50%.



33.

TABELA 2 - Escoamento relativo de solugdes

aquosas a 25% em dgua destilada dos Tweens 20, 40, 60 e 80.

Tween ;,3:1 SEM coeficiente Var. (%)

{segundos)

20 '123.4 + 6.1 4.9
40 37.8 + 1.0 ’ 2.6
60 51.6 + 3.0 5.8
80 276.4 + | |

10.3 3.7

'Os dados da tabela 2 mostram~se concordan-
tes com nossas medidas viscosimétricas (tabela 1), isté é, oS
polisorbatos em solﬁgéo aquosa a 25% tém velocidade de escoa-
mento relativo na seguinte ordem decrescente: Tw 40 Tw 60

Tw 20 Tw 80.
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Com o objetivo de observar se substancias
normalmente'utilizadas como solvente s3o por si sd capazes de
pfovocar alteragoes de volume nas patas dos animais, estudamos
5 efeito da aplicagl3o subplantar de &gua destilada e de solu
‘gOes de NaCl a 0,4, 0,92 e 1,4% na pata dos ratos. Notamos en-—
t3o (figura 09), queé o maior volume de edema é provocado pela
solucdo de NaCl a 0,4% com resposta mixima de 210 ul, e o .me—
nor pela de 1,4% com apenas 160 ul. Nic sac significantes as
diferencas entre as respostas produzidas nos:diferentes grupos
tratados. Nesse mesmo contexto procuramos medir as . respostas
produzidas pela IDMTC preparada em veicuib préprio e as provo-
cadas pelos varios componentes de ééu solvente quando aplica-
dos por via subplantar em raﬁos. Observamos (figura 10), gue
por esta via, a IDMIC produz volume médio méximo de 750ul quan
do dissolvida em agua alcalinizada por solugao de carbonato de
sédio a 0,2% e adicionada de etanol 0,5% em volume. "Dissolvi
da" - apenas em SF, aIIDMTC, na mesma concentragio, produz pouco
mais que 400 ul de edema. Aé respostas produzidas pela aplica
'¢3o de SF~carbonato de sédio e SF-etanol ndo diferem significa
tivamente.

O papel realmente representado pelés pPro-
priedades fisico-quimicas dos polisorbatos na génese do edema
inflamatdrio por eles produzido ndo pbde ser adeguadamente ana
lisado sem gue se tenﬁa uma idéia detalhada da participagao de
fatores ligados aos prdprios veiculos usados na diluigdo des-

ses surfactantes.
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Nossos resultados mostram que a administra
gao subplantar do Tw20 simulténeam@nte em ambas patas de um
mesmo animal, inibe drasticamente a resposta edematdgena. No
experimento ilustrado na figura 11 comparamos, entre si, patas
direitas injetadas de cinco animais,com patas de outros cinco
animais, gue receberam aplicagao bilateral, nas patas. Verifi
ca-se que a inibigao da resposta ocorre inaependenteménte da
natureza do solvente, agua destilada ou soxro fisioldgico. Ob-
serva~se também que quando o solvente & dgua destilada, o ede
ma é significativamente maior do gque guando a droga é dissolvi
da em SF. Comparando~-se os resultados da-aplicagéo unilateral
com a bilateral simﬁlténea aos Tw 20 e 80, notamos (figura 12)
que a aplicacido bilateral simultanea destes Tw produz resposta
significativamente menor do gue quando apiicados em uma Unica
pata, mesmo guando os Tw se encontram dissolvidos em Agua des-
tilada.

A influéncia que uma reagao :inflamétéria
local a aplicacgao intraplantar de Tw 80 exerce scbre o desen-
volvimento do edema originado por igual tratamento na pata o=
. posta do mesmo animal é assunto do nosso maior interesse. Tam
bém estudamos se um grupo de animais é tratado pelo Tw 20 pela
via subplantar e nas patas contra-laterais pelo Tw 80, como evo
luirdo os edemas. A figura 13 nos aponta os resultados obtidos,
bem como a resposta é'aplicag§o exclusiva do solvente. Nesta
mesma ordem de idéias a carrageenina provoca, quando injetada
por via intramperitpnéal, uma significante redugao do edema de
paté pelo Tw 80. Faz o mesmo quando injetada na para contra-la
teral. Por sua vez o Tw 80 também promove redugdo significante

do edema produzido pela CRRG na pata de ratos (figura 14).



VOLUME DE EDEMA ul X 10°

: A 0——¢ Tw 20
104 ' BA—-——-—-ATWZO> Ha O
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9 C ¥—¥ Tw 20
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Fig. 11 - Efeito da aplicagdo simultanea unilateral ou bilate
' ral de Tween 20 a 25% em SF ou agua destilada. Sao
significantes as diferengas: AxB, AxC, AxD, BxC e

CxD.
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AO—=a Tw 20
B A—aA Tw20
B'A--4 Tw20
C ¥ Tw80
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Fig. 12 - Efeito da éplicagéo unilateral ou bilateral simultd
nea de Tw 20 ou 80 a 20%, dissolvidos em SF. s3o

significantes as diferengas: AxB, CxD e CxD'.
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‘Para analisarmos .o efeito da IDMTC sobre o
edema produzido pelos Tw na pata de ratos, varios experimentos
foram realizados: na dose utilizada,o anti-inflamatdrio nao
produz modificagdo significante no edema provocado pelo Tw 40
a 25%, mas ocorre inibigéo.parcial sobre a reagdo edemagénica,
significantemente maior quando o Tw esta a 50%, durante as 7
horas do experimento. E o que podemos observar pela figura 15.
As respostas produzidas pelo Tw 40 a 25% e 50% sdo diferentes
em cinco pontos, pondo em evidéncia a relégéé de dose-dependén
cia. Queremos salientar que o Tw 40 a 50%, a partir da 32 hora,
modifica a resposta edemagénica fazendo novamente prevalecer a
formagao, sobre a reébsorgéo'do edema, mesmo em presenga do an
ti-inflamatdrio.

Podemos observar o'éfeito da IDMTC em duas
diferentes doses, por via i.g., sobre as respostas provocadas
pelo Tw 80 (figura 16). Também neste teste o anti-inflamatdrio
ndo foi eficiente como antagonista. J4 a IDMIC na doée de 140
mg;Kgml, produz redugao sistemitica do edema produzido pelo Tw
40 a 50%, porém sd significante durante curto periodo de duas
. horas, enquanto que a inibigao sobre o Tw 20 a 50% = preenche
nosso critério de significdncia estatistica, como podemos ob-
servar pela figura 17. Também podemos notar que a partir da 42
hora, volta a prevalescer a colegao de liguido no espago extra
celular sobre a reabsérgéo;nos ratos tratados com o Tw 40. Os
exames sob lupa, dos estdmagos destes animais revelaram hipere
mia, digest3o da mucosa e areas de necrose, particularmente na

régiéo glandular.



VOLUME DE EDEMA ul X 10°

‘ A »—e Tw4D 25%
10 8 A—A Tw 40 25% +1DMTC
C vy Tw 40 50%
D w28 Tw 40 50% +1DMTC

N
wl
H
o
-J

TEMPO (h)

Fig. 15 - Efeito da indometacina (IDMTC) 15 mg.Kg~ti.g. sobre
o edema prbduzido pelo Tw 40 a 25 e a 50%. S30 sig-
nificantes as diferencas: AxC e CxD. Aplicagio de

IDMTC no tempo -1 hora.
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'VOLUME DE EDEMA ul X 10°

A 6—e Tw 40 50%

' ‘94 _ ' B A——A Tw 40 50% +1DMTC

C V¥ Tw 20 50%

D B—# Tw20 50% +10MTC

TEMPO (h)

Fig. 17 -~ Efeito da IDMTC (140 mg.Kg"li.g.) sobre o edema pe

los Tweens 40 e 20 a 50% {(sp). Sac significantes as
diferengas: AxC e CxD. ‘
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Com?aramos a poténcia edemagénica do Tw 80
de 2 procedéncias diferentes, M e R, na pata posterior de ra-
tos (figura 18) e também o efeito da administragdo prévia de
AAS sobre o edema p%oduzido pelo Tw 80 M. Observamos que as
respostas produzidas pelo mesmo polisorbatd'dé 2 précedéncias
sao significantemente diferentes em todos os tempos de leitura.
. Apesar de nao significante no nivel adotado, a aspirina produz
peqﬁena porém sistematica inibigao da resposta produzida pelo
Tw M. O efeito da administragdo intra-gastrica do complexc as
pirina-lisina (AAS-lis) em 2 doses diferentes foi ahalisado,
sobre o edema'produzido pelo Tw 80 a 25% (figura 19). A capaci
dade inibitdria da AAS na dose de 70 mg por quilograma sobre a
resposta edematégené produzida pelo Tw 80 tante a 10% como a
25% é mostrada na figura 20. Esta claro gque o anti-inflamatd
rio produziu uma redugao significativa da reagao edematSgena
do TwASO a 25% reduzindo sua resposta a valores ~semelhantes
aos produzidos pelo mesmo polisorbato, porémra 10%.

| Nos experimentos representados pelas figu
ras 21 e 22 foi analisada a ag3c da AAS sobre a resposta infla
matdria produzida pelo Tw 40 em duas concentragﬁes diferentes,
injetado na pata posterior de ratos. Nofause gue o anti-infla
matdrio produz inibiééo significativa do edema provocado -".pelo
Tw 40 a 10% mas nao modifica a resposta produzida pelo mesmo a
25%. Ao contrario, podemos observar qué a mesma dose de AAS
inibé o edema pelo.Tw 40 a 40%, mas ndo modifica a resposta pe
1o mesmo arlO%. Observe que as respostas produzidas pelo Tw 40
nas diferentes concentragdes mostram uma relagao de dose-depen
déncia. A mesma disé;epéncia na relagdo dose-efeito do  inibi

dor fol comprovada numerosas vézes, incluindo experimentos com
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o Tw 80 gue a 40% produz resposta inflamatdria significatifa—
mente inibida péla aspifina mas,Quando feita pelo mesmo Tw a
10%,n3o se mostra sensivel & inibig¢3o pela mesma concentragao
do AINE. Nada menos que onze experimentos perfazendo 110 deter
minagdes confirmaram a aus@ncia de efeito da aspirina sobre
o edema inflamatdrio provocado por um dos polisorbatos estuda-

dos.
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VOLUME DE EDEMA ul X 10

g A o—e TWBD 10%
10~ . B &—d& Tw BO 25%,

C v—% Tw 80 10% +AAS
9- D B—4@ Ty 80 25% +AAS
8-

i i i 1

i 2 3 4 5 7
TEMPO (h)

Fig. 20 - Efeito da AAS (70 mg.Kg“l) sobre o edema produzido
pelo Tw 80 a 10 e a 25%. S3o significantes as dife-
rengas: AxB, AxC e BxD. AAS aplicada no tempo -20

minutos.,
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10- ' A o—u Tw40 10%
. BA—aATw40 25%
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Fig. 21 ~ Efeito da AAS (70 mg.Kg-l) sobre o edema produzido
pelo Tw 40 a 10% e a 25%. Sao significantes as dife
rengcas: AXB e AxC. AAS aplicada no tempo -1/2 hora.
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Avaliamos tambéﬁ o efeito da AAS a 70 ou
100 mg.Kg“l sobre ¢ edema pelo Tw 60 no experimento representa
do pela figura 23. As leituras foram feitas até 30 horas de-
pois da aplicagao do agente flbgégeno. Observa—se, neste caso,
que por volta da 72 hora volta a prevalescer a coléegio de 1i-
quido extracelular sobre a reabsorgaoc do edema gue atinge volu
me superior ao que ocorreu no horario de pico. S3o significan-
teé as diferencas entre o grupo controle e ambos grupos tratg
dos pelo AINE o qual nas duas concentragdes estudadas produziu
inibicdo  significante do edema.

‘Para determinarmos se o efeito da AAS pode
ria decorrer de contra-irritagdo gastrica, estudamos o efeito
de outras substancias irritantes 3cidas aplicadés préviamente.
Assim por exemplo o acido salicilico bem como a aspirina (figu
ra 24), na mesma dose (105 mg.Kg"l) nao produziram redugdo sig
nificativa do edema peloc Tw 20. Mostramos também o efeito - do
acido benzdico (AB) sobre o volumé do edema produzido pelo Tw
80 a 25%. S6 a diferenga entre os grupos C e D foi significan
te, mostrando que as modificacdes produzidas por AAS e AS fo-
ram diferentes entre si (figura 25).

Um miligrama de aspirina injetada por via
subplantar também provoca a formagdo de edema como mostra o es
‘tudo comparativo feito com a indometacina (figﬁra 26). Ao mes
mo tempo mostramos que quando.aplicados ao mesmo animal, simul
téneameﬁte, em ambas as patas, tanto a IDMTC como a AAS nao s0

licitam respostas contra-irritativas.



VOLUME DE EDEMA ul X 10°

A e—e TW4D I0%
B8 A& Tw 40 40%
C v—% Tw 40 10% + AAS
D m—u Tw 40 40% +AAS

N
W
O
o
-

TEMPO (h)

Fig. 22 - Efeito da AAS (70 mg.Kg“li;g. no tempo -1/2 hora),
sobre o volume de edema produzido pelo Tw 40 a 10%

ou 40%. S3o significantes as diferengas: AxXB e BxD.
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10— A 0—8 Tw 20 25%
B A—A Tw20 50%
C —% Tw20 50% + Ac. Sal.
D B—8 Tw20 50% + AAS
9]
8-
7
6 -
5

Y-
w
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4
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TEMPO (h)

Fig. 24 - Efeito da AAS e do éciéo salicilico (AS) 105 mg .Kg

1

aplicados 1 hora antes, sobre o edema produzido pe

lo Tw 20 a 50%. Tanto a AAS como o AS nio

ram inibic3o significante.

produzi-
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VOLUME DE EDEMA ul X10°

A o——e |DMTC
B A=A IDMTC
B' & ——-4A 1DMTC

C v———¥ AAS

(V]
W
£
64
-

TEMPO (h)

Fig. 26 - Evolugl3o do edema produzido pela IDMTC ou pela AAS

injetadas na pata posterior de ratos. Sao signifi-

cantes as diferencgas: AxC e BxD.
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0 dnico glicocorticéide usado, a déxametg
zona, ao contrario dos resultados obtidos com anti-inflamatd-
rios nﬁé esterdides (AINE) provoca, tanto a 20 como a 40 mg.
Kg"l, forte inibicao do edema produzido pelos polisorbatos,
que é‘doseudependente e que se mantém duraﬁte.7 horas ou mais,
como podemos observar pela figura 27. Aos 30 minutos a pronun
ciada redugdo da resposta j& pode ser observada para a dose
maior. Podemos observar ainda a inibig3o dos edemas provoca
dos pelo Tw 20 {(figura 28) e pélo Tw 80 {figura 29).

Por serem os Tw muito viscosos, a prepara
¢do de suas solugdes exige cuidados especiais, e as vézes até
seu aquecimento brando. Com o objetivo de verificar se a ele
vagao da temperatura por cerca de 10 minutos modifica a ?otég
cia edemagénica dos polimeros, foram reélizados .experimentos
como mostra a figura 28 analisando este efeito sobre a capaci
dade edemagénica do Tw 20 a 100%. Os liguidos foram aquecidos
a 40, 60 e 802C por minutos. Comparando~-se O grupo A com B, C
e D, verifica~se que quando aquecido a 40°C a sua respoéta'di
fere das demais a 602 e 8092C, enquanto que entre 60 e 802C ja
nao ocorre diferenca entre as respostas. A DXMT administrada
por via inﬁra~géstrica 90 minutos anteé da aplicagao subplan
tar do Tw 20 produz forte e prolongada inibigao desta respos
ta, durante mais que as 7 horas de leitura.

A resposta edemagéhica dos grupos de ani
mais adrenalectomizados: 3 dias antes do teste com Tw 80 a
25% (sp), € sistematicamente maior queAnos ratos submetidos a
operagdo simulada. Nestes dltimos, também ndo houve diferenca
significante em reléé&o aoc grupo controle. £ o que podemos ob

servar pela figura 29 a qual mostra ainda que o© tratamento
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dos animais adrenalectomizados pela DXMT 14 horas antes do ex
perimento provoca forte inibicgio deste edema, o que jd é visi-

vel acs 30 minutos de leitura.



VOLUME DE EDEMA ul X 10°

A g—e Tw 40
B A—aA Tw 40 +OXMT 20 mg. kg-!
9- C v—¥ Tw 40 +DXMT 40 mg. kg~
8_
A
7‘“ 1
i
6_
54 | B
c
i I 1 I i 1
i 2 3 4 5 7

TEMPO (h)

Fig. 27 - Efeito da dexametasona (DXMT) a 20 ou 40 mg.Kg"li.g.
sobre o edema produzido pelo Tw 40 a 40% (sp.) Sao
significantes as diferengas: AxB, AxC e BxC. DXMT

aplicada no tempo -1 hora.
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Para determinar se a resposta edemagénica
- pelos Tw possue algum componente dependenté da liberagao de
histamina, estudamos,no experimento representado pela figura
30,0 efeito da administracao de terfenadina (TFND) em 2 doses,
2 ou IOzmg.Kg—l, uma hora antes da aplicag¢ao do surfactante a
.50%‘ Comparando-se os varios grupos, notamos que a inibigdo é
dose~dependente e significante em pelo menos 5ipontos entre A
e BeAe C. Observamos com a dose de 10 mg.Kg~1, a TEND ‘prg
voca inibicio de quase 40% da resposta ja na 22 hora de leitu

ra-



VOLUME DE EDEMA ul X 10°

7-
6~ i
A
B
5. c
4-

Ao—e Tw 80
B A—A Tw 80 + TFND (2 mg. kg™!)
C v—¥ Tw 80 + TFND (10mg.kg™1)

4 2 3 4 5 7
TEMPO (h)

Fig. 30 - Efeito de Terfenadina (TFND) 2 ou 10 mg.Kg“li.g. ne
tempo -1 hora, sobre o edema produzido pelo tw 80 a
50%. Sdo significantes as diferengas: AxB, AxC e
BxC. ' '
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DISCUSSAO

Como observamos numa viséo'globél das figu
ras qué representam as respostas edematdgenas a aplicagio in-
traplantar dos varios polisorbatos utilizades, as curvaé mos
tram um padrao de desenvolvimento.'Em torno desse padrio, com
maiores ou menores afastamentos se situam as numerosas respos
tas registradas.

-0 padrao de curva que descreve o comporta-
mehto do edema inflamatdrio aos polisorbatos se inicia sempre
com rapida ascensi3o desde o tempo zero até os trinta minutos,
representada pela reta gque interliga os:pontos obtidos nas
duas medig¢des iniciais (figura 05).

Numa escala padrac onde em ordenadas cada
centimetro correspdnde a cem ndcrolitfos de edema e que em ab-
cissas cada centimetro equivale a periodo de trinta minutos, a
reta inicial tem grande inclinaé%o que varia de pouco mais que
60 até cerca de 85 graus, e representa portanto a rapida evolu
gao do edema nesse tempo, cuja representagido grifica convencio
namos chamar de parte A da fase I. A esta, segue-se a parte B,
ainda na primeira fase, iniciando-se aproximadamente aos 30 mi
nutos e terminande ao atingir o vélume'méximo{ isto é, no pon
to de inflexao da curva, dando inicio ao segmento C descenden—
te. Caracteristicamente B ainda é ascendente, porém de inclina-
¢ao menor gue A. Indica que o volume do edema continua a aumen

tar porém, a uma taxa menos elevada o que provavelmente signi

fica que a edemagénese agora coexiste com processo de reabsor-
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cdo do liquido que converge para a regiao. ' .
A fase 2 inicia~se aproximadamente na se-

gunda hora e consta dos segmentos C e D sempre presentes e,

eventualmente,do segmento E que se manifesta sérem ‘déetermina-

das condig¢des. O segmento C € a primeira etapa em gue a :reab:

sorgao do edema predomina; tem curta duragdo uma vez que na

maioria das vezes um novo fator se impde retardando a 'vevasao

do liquido de edema. A linha D tem longa duragéo,pofém limita=-

mos arbitrariamente sua extensdo até a 72 hora, duragdo mixima -;

da maioria dos experimentos. O segmento F que sucede a D na |

maioria dos experimentos nio revelcu'pérticularidades e =% nao

lfoi estudado em detalhes, face a limitagdes impostas pela prd

pria duracao das medigoes. Finalmente o segmento‘E, gque rara-

mente é observado, descrevetsituagéo em que a linha descenden-—

te D inverte sua tendéncia, voltando a ser ascendente, indican

do nova dominancia do efluxo de liguido para o intersticio,

e termina em novo ponto de inflexao (figuras 15, 17).

E facil imaginar a complexidade dos  fato
res celulares que provavelmente participam desses eventos e

que estido ainda por ser estudados.

O Tw 80, em 3 concentrag¢des muito prdximas,
25, 27 e 30% evoca respostas iniciais praticamente iguails em
relagdo ao volume maximo atingido em uma hora. Também a parte

B n3o se acha bem diferenciada, embora os estimulos se mostrem

diferentes, o que se deduz pela divergéncia das curvas a par
tir da segunda hora. Pode se observar claramente gue apesar de

produzirem inicialmente edemas iguais, a evolug¢do é estritamen

te ‘dose~-dependente, havendo diferenca significante entre oS

edemas a 25% e 30%, isto é, o procedimento experimental permi



68,

te diferenciar as respostas a essas duas concentragBes,.situag
do-se a concentracao intermediaria de 27% aproximadamente  no
meio de ambas linhas, a partir da 42 hora, embora sem signifi-
cincia estatistica no nivel proposto de 5%. Estd claro também
que a reabsorgdo, fase 2, é visivelmente proporcional ao esti-
mulo, e nao ac efeito.(figura 6).

Podemos observa; que quando a distdncia en
tre as doses é maior, como por exemplo 10, 25 ou 40% no @x@e:i
mento ja descrito usando-se o Tw 60, as diferengas jé sac bem
mais evidentes na primeira fase, na qual a parte A mostra in-
clinagdes menores para a concentragdo menor, € na parte B os
valores m&ximos atingidos também se distanciam entre si. A se
gunda fase se inicia muito regularmente a partir de duas horas.
Toda a parte C se caracteriza pela regularidade, ~mantendo-se
até o final a mesma inclinagdo.

As concentracgdes das solugdes por nds uti
lizadas foram escolhidas em testes preliminares, em funcdo do
‘volume de edema que provocam na pata de ratos. Nessas concen-
tragbes, muito acima da concentragdo micelar critica {(cmc), os
surfactantes n3o-idnicos formam solugdes micelares isotrépicaé,
com a ocorréncia de cristais liguidos (EERRINGTON E SAHI, 1986).
Quando a fase micelar.é aquecida a certa temperatura critica,
algumas_solug&es podem se tornar subitamente turvas (ponto de
névoa) guando ent3o se separam duas fases. Depois de algum tem
po as solugdes turvas se tornam limpidas_e se separam em dols
liguidos isotrdpicos, um com baixa concentragdo do surfactante
nio-idnico disperso (aproximadamente 0,02% em peso) e outra fga
se em que a agua estd dissolvida no surfactante (SHINODA, 1970;

ZULAUF E COLS., 1983). Para limites relativamente amplos de
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concentracao pode nao haver mudanga do ponto de'névoégmas este
é profuhdamente‘afetado pela adiééo de eletrélitos, alguns dos
quais o elevam enquanto outros o diminuem - (SCHOTT E ROYCE,
1986). Essas propriedades fisicas variam de substancia para
substincia e,portanto, entre os polisorbatos utilizados. Além
disso, a temperatura impde sobre a flogogenicidade uma cutra
variagio que registramos (figura 28), a-qual n3o estd relacio-
nada coﬁ essas complexas interagdes micela—micela e micela-sol
vénte uma Qez que ocorrem no produto "in natura", ou seja em
auséncia de qualquer solvente. Essas donsideragSes s3o  impor-—
tantes, uma vez que, ac longo do ano, com peqﬁena variagéo de
temperatura ambiente, fomos obrigados a padroénizar as condi-—~
cdes de preparo das solugdes de Tween a serem injetadas, o que
exigia aquecimento e pequena agitagio para atingirem a homoge
nidade. Ainda assim é impossivel responder qual o significado
ou até gue ponto esses fatores contribuem para a variabilidéde
das respostas bioldgicas obtidas experimentalmeht@.

Variagdes da intensidade reacional por con
~ta dos animais de experimentagéo sdo compléxas, como se  pode
depreendet das respostas nos testes de contra-irritagdo, lem-
brando a possibilidade dé existéncia eventual de processos‘zig
flamatérios internos inaparentes, prinéipalmente pulmonares.

| Sabe—ée gue os polisorbatos sofrem auto-
oxidac3do.quando suas solugdes aquosas sao estocadas, ocorrendo,
no caso do Tw 20 e provavelmente nos'demais, oscilagao do nﬁmg
ro de peroxidagdo, aumento da acidez, queda da tensao superfi
cial, até estabilizac3o em novos valores. Ha também queda brus

ca do ponto de névoa, de modo que a turbidez se manifesta jd a

temperatura ambiente. Esse processo é acelerado pela luz, pela
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elevagao da temperatura e pela presenga de tragos de cvertos me
tais, ocorrendo hidrdlise do produto, com liberagdo do .ac¢ido
gfaxd e encurtamento da cadeia polioxietilénica quando se ul-
trapassam os 40°C (DONBROW E COLS., 1978). Nossas solugdes a-
quosas foram, conforme desérevemos, preparadas poucos minutos
antes da administragio ou das determinagdes fisico-quimicas.
Entretanto os mesmos autores descrevem amostras com - evidéncia
de degradacgic quimica nas embalagens‘originais, ainda n3o pre
viamente abertas. Para analisar até que ponto esses ~ fatores
respondem pela variabilidade das respostas biologicas o teste
bioldgico mais utilizado para os polisorbatos deve ser o da he
mélise "in vitro", no qual a les3o sobre a membrana das hema-
cias é atribuida com frequéncia 3 peroxidagdo de &cidos graxos
insaturados. Sabe-se que a formacdo de perdxidos por altto-oxi
dagao de surfactantes polioxietilénicos é componente significa
tivo na hemélise provocada por essas substidncias. AZAZ E COLS.
afirmaram que a diversidade da poténcia hemolitica n3o deve
surpreender, uma vez que a sﬁsc@ptibilidade de certa  prepara
¢3o comercial a auto-oxidagdo também dependerdé varios fatores
- que fogem do controle, como sejam, idade do produto, condigles
de estocagemn, caracteristicés da embalagem, bem como a origem
da matéria—-prima usada na sintese do compostb (AZAZ E COLS.,
1981). |

O comportamento andmalo da viscosidade de
compostos etoxilados com o aumento de sua diluig3c € bem conhe
cidq e documentado, bem como as variaéﬁes impostas por mudan
¢as de temperatura das solugdes aquosas.'A concordancia entre
resultados experimengais e previsdes tedricas baseadas na es-

trutura, confirma o conceito de que os adutos estaoc presentes
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sob a forma hidratada quando em solugdo aguosa e gque a hidra-
tacio desses adutos é processo exotérmico. Essa & a  provavel
razdo pela gqual as forcas de associagdo dos grupos hidrofdbi -
cos ficam mais eficazes resultando em agregados malores. A gue
da subsequente de viscosidade apds atingir seu valor maximo de
corre da formacdo de duas fases; { SCHONFELDT, 1969).

| A presenga de sais inorginicos provéca e-
feito desidratante nas solugdes a 50—70% dificultando a forma
c3o de géis. A adigd3c desses sais a solugles mais diluidas po
de causar aumento da viscosidade. A retirada de agua de hidra=-
gﬁaada macromelécula leva a interagoss méis fortes,

A adigdo de eletrdlitos a solugaoc de sur-
factantes n50~i6ni¢os modifica a temperatura conhecida - como
ponto de névoa, isto é, a temperatura em gue ocorre separagao
de fases. Isto ocorre por causa da dissolugao do eletrélito no
Sleente do 8istema, alterando o ambiente intermicelar. O com
portamento do NaCl, KC1, Caclz, LiClz; AlcClgy, LiSO4 dentre ou
tros, é semelhante, existindo variagdes apenas qgantiﬁativas,
demonstrando que € o aumento da forga iénica.que faz baixar o
ponto de névoa (SHINODA, 1970). Os pontos de névoa independem
da conéentragéo do surfactante entre limites relativamente am
plos mas s3oc fortemente afetados por eletrdlitos, alguns. dos
guais elevam a temperatura até a qual o surfactante é :=soluvel
em éguar“salting in" enquanto que outros fazem baixar o ponto
de névoa ou seja impde limitacgdo a solubilidade atingindo e-
ventualmente ponto de "salting out". Tanto o cation Na+ favore
re o "salting out” como também.o dnion Cl1~ (SCHOTT E ROYCE,
1986) .- -

Podemos observar que a presenca do eletrd
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lito na solugdo do polisorbato impde alteragdes fisico-quimi
cas que se tradﬁzem bioclogicamente por modificagdo do edema in
flamatdrio. Assim o Tw 20 (figura 11) guando a 30% em agua,
produz reagao tecidual significativamente maior gue quando di
luido em SF. Também o fendmeno da contra-irritagao, que ocorre
tanto na presenc¢a como na auséncia do NaCl no solvente, é afe
tado, mostrando diferenga significante de comportamento a par
tir da 52 hora. Assim,’a mesma solugdo com ou sem  eletrdlito
aplicada unilateralmente {grupos A e C) ou bilateralmente (D e
B), permite afirmar que também a CRRG sofre efeito contra-irri
tante do Tw 80 (linha C) como, além diéso, impde contra-irrita
¢3o sobre o efeito desse mesmo polisorbato (linhas A e D figu
fa 14) |

Nossos resultados mostram com clafeza que
a contra-irritagdo é fendmeno operativo em relagdo aos polisor
bato 0s qguais ndo apenas provocam inibigdo como_também sdo ini
"bidos pelos mesmos (Tw) ou por outras substancias como, por e
xemplo, a carrageenina (figuras 11, 12, 13, 14). Um dos princi
pais obstiaculos para se compreender os mecanismos, implicitos
Nno processo contra—irritaéivo esté na prépria natureza comple-
xa dos processos inflamatdrios, sempre multifatoriais, com com
pohentes enddgenos que as vezes se sucedem, as vezes se super
pdem e frequentemente se interagem. Nem porisso o processo .del
xou de ser reconhecido como importante. Ja em 1895 GILLIES, ci
tado por BONTA (1978), publicou o primeiro trabalho de valor
cientifico sobre a contra-irritacido. Reconhece-se queeaéspécie
guimica irritante,rzfvia e o local da aplicagdo, bem como a es
pécie animal, s3o fatores da maior importancia na reprodugao

do fendmeno. E possivel n3o sé prevénir, como também provocar
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redugdo na severidade de alguns processos inflamatdrios ja -em
franco desenvolvimento (VINEGAR E TRUAX, 1970).

| A importadncia de se obterem dados sobre a
contra-irritacdo experimental na pata de ratos decorre de ser
esta a técnica mais amplamént@ utilizada para detecgdo de ati
vidade anti-inflamatdria de drogas. Assim, por exemplo, sabe-
mos que o componente artritico da doenca auto-imune produzida
em ratocs pela injegso do adjuvante dé Freund é susceptivel 2
iniﬁigao contra-irritativa. Esse tipo de artrite se assemelha
a artrite reumatoide, humana quanto aos mecanismos imunoldgicos,
aos eventos celulares, as alteragdes dsséas e a responsividade
a drogas (ATKINSON, 1971). |

| Numerosos outros tipos de inflamagao aguda

s3o passiveis de sofrer inibigdo por contra-irritacéao cémo por
éxemplo a exsudagao pleural (LADEN, 1958), reagdes provocadas
pela.bradicinina na pele de ratos (BONTA E De VOS, 1969), infla
mag¢ao do saco conjuntival de coélhbs (WINTERNITZ, 1901} :AMBERG,
1917) os edemas produzidos péla administragao de levedura, de
dextran, bem como pelo formol (GOLDSTEIN E COLS., 1967). Nao
- se sabe se estes processos podem ser inibidos pelos polisorba-
tos. |
| Passaremos a analisar agora o efeito de
dois anti-inflamatérios n3o esterdides sobre a edemagénese pro
duzida pelos polisorbatos. Duas questdes nos parecem importan

tes em relagdo aos resultados obtidos com aspirina e indometa

cina. Primeiro, a incapacidade quase total de blogueio da res
posta edemagénica aos Tweens. A inibigi3o, mesmo quando foi sig
nificante no nivel estatistico escolhido fol sempre pequena e

irregular, deixando claro a inefici&ncia do bloqueio e que nao
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se justifica o uso dessas_substéncias para antagonisar proces-
sos inflamatdrios produzidos pelos polisorbétos. Em éutras pa
lavras, o critério estatistico quando preenchido, corresponde
a inibigao de resposta restrita a uns 25% para a aspirina e me
nor que 20% para a indometacina. Em segundo lugar, chama a a-
tencao a verificagao experimental, exaustivamente confirmada,
de que os bloqueios ndo obedecem, por vezes, a relagado  dose-
eféito, tanto com relagao a éspirina como pela IDMTC. |

Varios autores mostraram que o salicilato
de sédio e a aspirina sado eguiefectivos como drogas anti-infla
‘matérias, mas nio se comparam entre si como inibidores de bios
sintese de prostaglandinas, o que levou 3 proposta de que es-—
ses dois efeitos nio estejam necessariamente | interligados
(SMITH, 1975: BONTA E COLS., 1977)3 Apesar da introdugao de
muitos medicamentos novos, a aspirina ainda é o analgésico, an
tipirético e anti-inflamatdrio mais amplamente prescrito, e o
padr3o para comparagio de atividade anti-inflamatdria de ou~
tras drogas (FLOWER E COLS., 1975).

A tentativa de esclarecer participagao de
'radiéais do oxigénio na edemagénese pelos Tweens ainda nas fa
‘ses iniciais do edema de pata, esbarra na dificuldade descrita
por Oyanagui de que a prépria dismutase do superdxido (éOD) a
plicada na pata induz, ela prdépria, a resposta inflamatdria,
por suas propriedades irritantes (OYANAGUI, 1976). Vale lem—
brar ainda a possibilidade da participagdc de radicais livres
do oxigénio ndo sb produzidos pelos agonistas mas também pela
IDMTC e AAS. DEL SOLDATO E COLS., (1985) mostraram que uUlceras
pela IDMTC no tratoléigestivo podem ser inibidas por substan-

cias "scavengers" de radicais livres como a aminopirina, o
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PTTU (l-fenil-3-(2-tiazolil)2-tioureia) e o MK 447 e que a ﬁré
via irradia¢do da indometacina com radicais hidroxila leva ao
aumento da ulcerogénese mesmo em relagdo as doses maximais j&
utilizadas.

Mais dois fatores podem ser importantes pa
ra construir uma hipdtese expliéativa dos resultados obtidos
com AINEQ primeiro, a prépria variac¢do da capacidade de radi-
cais livres pela IDMTC e segundo, pela heterogeneidade dos ani
mais em relagdo as suas reservas redutoras e enzimiticas capa
zes de neutralizar radiéais livres. Em relagao a AAS, nas do-
ses u£ilizadas, esta substancia produz um aumento substancial
Qo consumo de oxigénio por conta do desacoplamento da fosfori
lagao oxidativa, do qual decorre inibigi3o da sintese de ATP,
deplegao do glicogénio hepdtico e muscular, diminuic3o do meta
bolismo aerdbico por numerosas desidrogenases, em pérte por 1i
beragao de adrenalina por ativagldo simpidtica adrenal (FLOWER E
COLS., 1985). Outro fato que pode ser importante, especifica
mente com relagido a salicilatos, é que nas altas doses utiliza
das, podem provocar a liberagdo de estéréides do adrenocortex
e além disso, deslocam estes qgue eventualmente estejam ligados
a proteinas plasmaticas. Deve-se acrescentar ainda a participa
gao eventual do fator irritante através do fendmeno de contra-—
irritagab.

Os fatos-experimentais mostram que existe
um componente importante no processo edemagénico induzido pe-
los Tw que € algumas vezes susceptivel 3 pequena inibig3o pe
Jos AINE. Outras vezes esse componente inexiste nb edema provo
cado pela mesma concentragio do mesmo produto. Nio existem ain

da medidas diretas da atividade leucocitdria na regido subplan
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tar injetada com um dos polisorbatos. Numa fase precoce da ede
magénese a participacao de leucdcitos é improvavel seja porque
o volume mdximo coletado na regido ja ocorre aos trinta minu-
tos ou uma hora. Também os polisorbatos administrados por via
sub-cutanea no dorso de ratos nac produzem edema, nem mesmo
reacdo granulomatosa cronica, ainda que observados durante me
ses {observacgdes nossas, ndo publicadas).

| As caracﬁeristicas das solugdes injetadas,
as condig¢des rigorosamente padronizadas, supostamente ideais
‘deixam entretanto incertezas face as respostas inesperadas.ob—
tidas frente aos AI&E, mostrando desse modo, que pelo menos um
fator de variagdo permanece fora de controle. Efeitos contradi
térios de drogas anti-inflamatdrias ndo esterdides ja foram de
tectados e descritos por outros autores comorCHAMPION E COLS.,
(1977) e CONROY E DE WECK, (1981), GOMES E PEARCE, (1988). As
explicagaes para esses fendmenos foi ou ndo encontrada, levan
do-se em consideragdo principaiment@ o grau de complexidade da
estrutura bioldgica utilizada ou a variagao do seu estado fun
cional. Observamos que, de modo geral, nao se observam discrg
péhcias nas relagBes dose-efeito dos agonistas polisorbatos u-
tilizados. Assim, nos experimentos de GOMES E PEARCE, (1988), a
aspirina ora potencializou, ora inibiu e ora ndo teve qualquer
efeito sobre a liberagac de histamina de mastééitos, concluin
do esses autores que a discrepancia aparente nos resultados de
correria da prdpria multiplicidade de agdes dos AINE sobre es
tas células, ja que além de inibir a ciciooxigenase, interfe-

rem com a translocagio do CaZ™t

e ainda produzem labilizagdo da
membrana plasmatica.

J& quanto 3 ac3o da dexametasona, sabemos
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que o mecanismo da agdc anti~inflamatdria dos glicocorticdides
eﬁjgeral é éomplexo e desafiou o esforgo de numeroscos investi-
gadores durante décadas. Esses esterdides induzem a biossinte-
se de lipocortinas (FLOWER E BLACKELL, 1979) j& isoladas e ca-
racterizadas por HIRATA E COLS., (1980) que inibem a atividade
da fosfolipase celular reduzindo a disponibilidade do acido
araguiddnico, substrato precursor da biossintese de prostaglan
dinas vasodilatadoras. Dessa forma a supressac do processo in
flamatério decorre da inibigdo do aumento do fluxo sanguineo
da microcirculacio, acrescido de inibigao da p@rmeabilidade da
parede venular, TSURUFUJI E COLS. (1979): Estas seriam .- as
agbes anti-inflamatdrias mais precoces dos corticoesterdides,
que tém maior probabilidade de operar nos periodos de edema
agudo pelos polisorbatos ja aos 30 minutos. Nesse periodo, éé
a¢des anti-inflamatdérias do corticoesterdide sobre leucééitos
" polimorfonucleares devem ser pouco iméortantes quantitati&ameg
te pela razdo ji apontada.

Sabe-se gue o nimero de neutrdfilos circu
lantes no sangue aumenta pela administrag3o de corticoesterdi-

"des no rato, em varias outras espécies animais, e no homem. A-

pesar desse aumento, ha reducgdo do acumulo dessas células ~nas

regides inflamadas (DI ROSA, 1978) o gque tem sido atribuide a
supressdo imposta pelos esterdides anéi»inflamatérios a reati-
vidade vascular, ja que a eficiéncia dessas substancias é ele
vada somente quando administradas localmente; O nimero de lin
fécitos e mondcitos.é diminuido pelos esterdides anti-inflama-
térios, tanto na circulagéé, guanto nas areas inflamadas.

Até que ponto a redugac do edema inflamatd

rio pelos AINE decorre de participagdo de corticoesteroide en-
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ddgeno liberado em pequena quantidade é dificil de estimar.
ansiderandb porém a existéncia de uma liberag3o continua de
corticoesterdide enddgeno cuja supressiopela adrenalectomia se
traduz pelo aumento da resposta edemagénica de pata (CASTRO,
1986) em relagado aos animais normais, devéwse_aceitar como mui
to provavel, algumalparticipagéo do componente anti-inflamatd-
rio adrenocortical também nagueles animais tratados por gran
des doses de AINE. Deve-se considerar ainda que nas concentra-
¢bes usadas desses AINE o fator irritagido, intrinseco a essas
moléculas, constitue fator adicional de variabilidade de res-
posta. Que o edema pélos polisorbatos reépondem dramaticamente
3 dexametazona estd claramenté demonstrado nos nossos :experi-
mentos {(figuras 27, 28 e 29).

| A terfenadina (TFND) exerce seu efeito p:i.
mdrio sobre o receptor H] da histamina. Usando técnicas de
"binding" in vitro com proteina receptora isolada de cérebro e
de ileo de cobaia homogeneizados, demonstrou-se diretamente
que a atividade é espécifica e seletiva para receptores Hj. A

3

concentragdo "in vitro" de TFND que inibe a ligagdo da H-mepi

" ramina de 50% (IC 50) é de 0,2 e.O,3 u mnl.L"l respectivamente
" para receptores Hy do ileo e do cérebro. Estudos com tragado-
res radioativos justifi;aram a auséncia de efeitos sobre o SNC,
mosfrando que a TFND n3oc cruza a barreira hemato-encefalica em
quantidades suficientes para afetar a atividade cerebral
(HENAHAN, 1983). | e

‘~Quanto a especificidade sabemos que a TFND
possue apenas minimamatividade anti-serotoninica, e gue nas do

ses de 3,2 ou 32 mg.Kg*l nao produz inibicio contra urticarias

provocadas pela serotonina em ratos (SORKIN E HEEL, 1985). Tam
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bém a agdo anticolinérgica é muito discrgta e clinicamente a
TFND nao protege as vias aéreas do efeito constritor da metaco
lina inalada (RAFFERTY E HOLGATE, 1987). A auséncia de efeitos
inespecificos da TFND levou wvarios autores a sugerir que a efi
cacia desta substincia na terap@utica da asma brdnquica humana
deve ser interpretada como participagioc maior da histamina nes
ta doenga, do que é geralmente admitido, (TAYTARD E COLS., 1987).
Taﬁbém a interac3o com recepgores adrenérgicos é insignifican-
te, sendo a TFND incapaz de:moaificar a frequéncia dos batimen
~ tos espontaneos do 4trio isolado de cobaia em concentragio de
1u mol.L™t e provoéando minimo antagonismo do efeito da no
radrenalina nesta mesma preparagdo, quando a 10 ug L“l.
A TFND também n3o produz altéragaes mensu-
raveis no EEG, sobre o comportamento, ou sobre a.frequéncia cri
tica de fusado do lampejo (SORKIN E HEEL, 1985). Baéeado na ci
tada afirmativa de TAYTARD E COLS. (1987) admitimos "a priori®
uma significante parﬁicipagéo da Eistamina no edema provacado
pelo polisorbato 80. Considerando que o edema pelo Tw 80 perdu
ra longamente, pode se observar (figura 30) que provavelmente a
participagao da histamina na génese do edema € mais importante
até a quinta hora da aplicagdo do flogégeno. Entretanto a medi
da direta da histamina liberada ¢ essencial para conclusio de
finitiva sobre essa participacio.
| O perfil farmacoldgico obtido por nds da
_ resposﬁa do edema de pata aos AINE, a dexametazona e 3 terfena
dina, coipcide com 0s resultados de DI MARTINO E COLS., {(1987)
que podem ser assim resumidos: 5 a 12% de inibig3o do edema de
pata provocado pela injegaoc de Acido araquiddnico (0,1 ml da

solugao 0,2 M) quando o inibidor é a indometacina, ou outros
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dentre os varios AINE. Esta inibig3c cresce para 38% com o uso
da dexametazona e também 38% quando o préutratémento foi feito
com o anti-histaminico clorfeniramina. Neste dltimo caso, a
responsividade ao antagonista de receptores H) da histamina le
vou os autores a admitir que, pelo menos em parte, a histamina
contribue com o aparecimento do edema. O edema produzido pelos
polisorbétos distingge+se francamente daquele prdvocado _pela
CRRG, o qual responde aos AINE mas n3o A ciproheptadina, inibi
dor com atividade anti-histaminica e anti-serotoninica,{WINTER
E COLS., 1962). | | h

O estudo dé edema experimental .provocado
pela administragdo dos polissorbatos esta, como vimos, apenas
iniciado. As conclusdes as quais chegamos sao péucas mas repre
sentam um comego bastante seguro quanto as propriedades dessas
substincias nesse contexto. A etapa importante da anidlise dos
mediadores quimicos, que devera se seguir, ndo poderia antece

der essas observagdes fundamentais.
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CONCLUSOES

0s polisorbatos 20, 40, 60 e 80 injetados por via subplan
tar em ratos provocam edema diretamente proporcional a

concentragio, atingindo valor médximo apds 1,5 a 2,0 horas

e com duragio em torno de 30 horas.

0s edemas produzidos por esses polisorbatos sdo fortemen
te inibidos pela dexametazona e pelo antagonista de recep

tores Hrjda histamina, terfenadina. Sao entretanto, pouco

ou nada afetados pelos AINE indometacina e aspirina.

Aplicados simultaneamente nas patas posteriores direita e
esquerda os polisorbatos inibem significativamente a ede
magénese prépria e aguela provocada pela CRRG. Esta, por
sua vez também inibe o edema dos polisorbatos caracteri=-

zando o fendmeno de contra-irritagao.

A intensidade dos edemas produzidos ndo guarda relagao
com a tenscatividade das solug&es}qu@r a 25% quer a 50%,

injetadas.

A viscosidade dos polisorbatos foi também medida verifi
cando~se que n3o guarda correlagdo com o volume do edema

produzido.
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SUMMARY

The acute edemagenic effect of four polysorbates
(20, 40, 60, and 80) was studied in Wistar rats, after sub-
cutaneous injeétions in the sole of the hindlimbs. These
substances induced a similar pattern of paw edema, that was
throughly followed by pletismographic geasuremenfs during 7.
hours, and eventually 48 hours. At the standardized expe-
rimental conditions, the highest uéed concentrations of the
polysorbates induce about 600 to 900 microlitres of increa-
sed éaw volume, the maximum being collected after approxima
tely 90 minutes, although about 70% éf this conld be alrea-
dy recorded 30 minutes from the injecﬁions.

The edemas are strongly inhibited by dexametaso-

ne and by the H,~histamine receptor antagonist terfenadine,

1
but are little or not sensitive to inhibition by the non-
steroid anti-inflammatory agents indomethacin or aspirin.
The polysorbates exhibit the phenomenon of coun-
ter irritation, that is; a:high degree of inhibition of the
edema volume can be obsefved when one of these substances

is simultaneously injected in both hindpaws of the same ani

mal,
No quantitative correlation could be found out

between the edemagenic responses to the pdlysorbates and
the viscosity or the tensoactivity of the injected solu~-

tions.

* 8 8% *8s a0
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