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РЕЗЮМЕ

Актуальність. Запальні процеси відіграють провідну роль у  патогенезі багатьох 
захворювань, зокрема хронічного болю, аутоімунних, серцево-судинних та онколо-
гічних патологій. Зростання частоти запальних станів у клінічній практиці зумовлює 
потребу в безпечних і ефективних засобах, здатних контролювати як запалення, так 
і супутній оксидативний стрес. Сучасна фармакотерапія орієнтована на створення 
комбінованих лікарських форм, що  впливають на  кілька патогенетичних ланок. 
Мефенамінова кислота є  ефективним нестероїдним протизапальним засобом, 
однак її застосування обмежене побічними ефектами. Кофеїн, у свою чергу, може 
потенціювати дію протизапальних препаратів, впливаючи на метаболічні та анти-
оксидантні процеси. У звʼязку з цим обґрунтування їх поєднання є актуальним.
Мета роботи – вивчити протизапальну та антиоксидантну ефективність нової фарма-
цевтичної композиції мефенамінової кислоти з  кофеїном на  моделі формалінового 
набряку у щурів шляхом визначення рівнів церулоплазміну та триєнових конʼюгатів.
Матеріали та  методи. Дослідження проведено на 36  білих щурах лінії WAG, 
розподілених на 6  груп. Формаліновий набряк моделювали шляхом субплантар-
ного введення 2% формаліну. Дослідні речовини вводили внутрішньошлунково за 
1 годину до піку запалення. Через 4 години у сироватці крові визначали рівні церу-
лоплазміну та триєнових конʼюгатів спектрофотометричними методами.
Результати. Формаліновий набряк супроводжувався достовірним підвищенням 
рівнів церулоплазміну та  триєнових конʼюгатів, що  свідчить про активацію запа-
лення й оксидативного стресу. Моновведення мефенамінової кислоти або кофеїну 
знижувало ці показники, однак вони залишалися вищими за норму. Найвищу ефек-
тивність продемонструвала комбінована композиція, яка суттєво зменшувала рівні 
обох біомаркерів і була зіставленюваною з дією диклофенаку натрію.
Висновки. Комбінація мефенамінової кислоти з  кофеїном проявляє виражену 
синергічну протизапальну та  антиоксидантну активність і  є перспективною для 
подальших фармакологічних досліджень.
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ABSTRACT

Background. Inflammatory processes play a  key role in  the pathogenesis of  many 
diseases, including chronic pain, autoimmune, cardiovascular, and oncological disorders. 
The increasing prevalence of  inflammatory conditions in clinical practice necessitates 
the development of safe and effective agents capable of controlling both inflammation 
and the associated oxidative stress. Modern pharmacotherapy is focused on the creation 
of combined pharmaceutical formulations that target multiple pathogenetic mechanisms. 
Mefenamic acid is an effective nonsteroidal anti-inflammatory drug; however, its clinical 
use is  limited by adverse effects. Caffeine, in  turn, may potentiate the action of anti-
inflammatory agents by  influencing metabolic and antioxidant processes. Therefore, 
substantiating their combined use is of current relevance.
Рurpose  – to  investigate the anti-inflammatory and antioxidant efficacy of  a new 
pharmaceutical composition of mefenamic acid combined with caffeine using a  formalin-
induced paw edema model in rats by determining ceruloplasmin and triene conjugate levels.
Materials and Methods. The study was conducted on 36  white WAG rats divided 
into six groups. Formalin-induced edema was modeled by subplantar injection of 2% 
formalin solution. The test substances were administered intragastrically 1 hour before 
the peak of  inflammation. Four hours later, serum levels of  ceruloplasmin and triene 
conjugates were determined using spectrophotometric methods.
Results. Formalin-induced edema was accompanied by  a significant increase 
in  ceruloplasmin and triene conjugate levels, indicating activation of  inflammatory 
processes and oxidative stress. Monotherapy with mefenamic acid or caffeine reduced 
these parameters; however, they remained above normal values. The combined 
composition demonstrated the highest efficacy, significantly reducing both biomarkers 
to levels comparable to those observed with diclofenac sodium.
Conclusions. The combination of mefenamic acid and caffeine exhibits pronounced 
synergistic anti-inflammatory and antioxidant activity and represents a  promising 
candidate for further pharmacological investigation.

ВСТУП

Запальні процеси, як  гострі, так і  хронічні, віді-
грають ключову роль у патогенезі більшості сучасних 
захворювань. Статистичні дані свідчать про суттєве 
зростання частоти запальних поцесів, що  є резуль-
татом дії низки факторів  – від змін способу життя 
до  екологічних. Запалення розглядається як  еволю-
ційно консервативна реакція організму на  шкідливі 
стимули, спрямована на  відновлення гомеостазу 
[1, 2, 3, 4]. У  багатьох випадках запалення відіграє 
захисну роль, сприяє обмеженню вогнища і  лока-
лізації, знешкодженню, елімінації з  організму пато-
генного чинника. Але при генералізованих формах 
такий процес може призводити до  значного пошко-
дження органів і тканин із порушенням їх функції [6, 7].  
Незалежно від локалізації запального процесу 
і його походження, в зоні гострого запалення завжди 
виникає стандартний комплекс судинних і  тканинних 
змін. Відомо, що реакція з боку тканин на дію пошко-
джуючого чинника носить фазний характер і проявля-
ється альтерацією, ексудацією і проліферацією [8, 9].  
Одночасно з  тканинними розладами при запаленні 
виникає комплекс судинних змін [10]. Підвищення 
проникності судин при гострому запаленні розви-
вається відразу після дії пошкоджуючого чинника 
і  є основною причиною ексудації і  розвитку запаль-
ного набряку. Ексудації сприяють підвищення тиску 
в судинах у результаті застою, активації процесів віль-
норадикального окиснення, накопичення в  тканинах 

INTRODUCTION

Inflammatory processes, both acute and chronic, play 
a pivotal role in the pathogenesis of most contemporary 
diseases. Statistical data indicate a  significant increase 
in  the incidence of  inflammatory conditions, which 
is attributed to a range of factors – from lifestyle changes 
to  environmental influences. Inflammation is  regarded 
as an evolutionarily conserved response of the organism 
to harmful stimuli, aimed at restoring homeostasis [1, 2, 3, 4].  
In  many cases, inflammation serves a  protective role 
by contributing to the containment and localization of the 
lesion, neutralization, and elimination of  the pathogenic 
factor from the body. However, in  generalized forms, 
this process may lead to substantial damage to organs 
and tissues, accompanied by  impaired function [6, 7].  
Regardless of  the localization and origin of  the 
inflammatory process, a  standard set of  vascular 
and tissue alterations consistently develops in  the 
area of  acute inflammation. It  is well established that 
the tissue response to  a damaging stimulus follows 
a  phased pattern, manifested by  alteration, exudation, 
and proliferation [8, 9]. Alongside tissue disturbances, 
inflammation is  accompanied by  a complex of  vascular 
alterations [10]. Increased vascular permeability during 
acute inflammation develops immediately after exposure 
to a damaging factor and represents the primary cause 
of  exudation and the formation of  inflammatory edema. 
Exudation is  further promoted by elevated intravascular 
pressure due to stasis, activation of free radical oxidation 
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продуктів розпаду і  порушеного обміну речовин. 
Затримці рідини в тканинах також сприяє порушення 
відтоку лімфи, що розвивається при запаленні. Нако-
пичення у  вогнищі ураження продуктів порушеного 
обміну призводить до  ацидозу, збільшення осмотич-
ного тиску, унаслідок чого зʼявляється біль [11, 12].  
Всі ці  чинники запальних процесів є  серйозною 
проблемою, оскільки вони лежать в  основі розвитку 
багатьох поширених захворювань, від хронічного 
болю до інфаркту та онкологічних процесів.

Раціональна фармакотерапія запальних процесів 
включає в себе застосування різних за механізмом дії 
протизапальних засобів [13]. Насамперед, це нестеро-
їдні протизапальні засоби (НПЗЗ). За частотою клініч-
ного застосування НПЗЗ поступаються лише анти-
бактеріальним лікарським засобам [14]. За  даними 
Всесвітньої організації охорони здоровʼя близько 20% 
населення в усьому світі приймають НПЗЗ [15, 16].

НПЗЗ відіграють ключову роль у  сучасній клінічній 
практиці, оскільки дозволяють ефективно контролювати 
три основні симптоми запального процесу – біль, набряк 
і гіпертермію. Вони належать до першої лінії терапії при 
лікуванні як  гострих, так і  хронічних запальних захво-
рювань. Протягом тривалого часу в  медичній практиці 
застосовувалися переважно монопрепарати з  групи 
НПЗЗ  – такі як  ібупрофен, диклофенак, напроксен 
та  інші. Вони демонструють стабільну ефективність 
і стали стандартом для симптоматичного лікування [17].

Однак, у  звʼязку з  прогресом у  галузі фармації 
та  глибоким розумінням механізмів розвитку запа-
лення і механізмів дії протизапальних фармацевтичних 
препаратів, зростає зацікавленість у  використанні 
комбінованих лікарських засобів. Комбіновані проти-
запальні препарати становлять важливий напрям 
сучасної фармакотерапії, що  забезпечує одночасну 
дію на  кілька патогенетичних механізмів запального 
процесу. Їх застосування дозволяє підвищити ефектив-
ність лікування за  рахунок синергізму між компонен-
тами, зменшити терапевтичні дози кожного компонента 
та, відповідно, знизити ризик розвитку побічних ефектів. 
Особливо цінною є можливість поєднання протизапаль-
ного, знеболювального, спазмолітичного, гастропротек-
торного ефектів в одній лікарській формі [16].

У клінічній практиці комбіновані засоби демон-
струють високу терапевтичну ефективність при ліку-
ванні захворювань опорно-рухового апарату, гінеколо-
гічного, неврологічного та  стоматологічного профілю, 
а також при гарячкових і післяопераційних станах. Вони 
особливо корисні в  умовах амбулаторного лікування, 
коли важливо досягти швидкого полегшення симптомів 
при мінімальній кількості медикаментів [18, 19].

Крім того, комбіновані препарати сприяють підви-
щенню прихильності пацієнтів до  лікування завдяки 
зменшенню кількості лікарських засобів, які потрібно 
приймати окремо. Це  має велике значення у  терапії 
хронічних захворювань, коли лікування може бути 
тривалим і  складним для сприйняття пацієнтом. 
Незважаючи на  очевидні переваги, комбінована 
терапія вимагає ретельного підбору складу та  дозу-
вання з  урахуванням індивідуальних особливостей 
організму, наявності супутніх хвороб, можливих лікар-
ських взаємодій та переносимості компонентів. Раці-
ональне використання таких препаратів можливе 
лише за  умов лікарського контролю та  клінічного 

processes, accumulation of  degradation products 
in  tissues, and impaired metabolic regulation. Fluid 
retention in tissues during inflammation is also facilitated 
by  impaired lymphatic drainage. The accumulation 
of metabolic byproducts in the lesion site leads to acidosis 
and increased osmotic pressure, which in turn contributes 
to  the development of  pain [11, 12]. All these factors 
of  inflammatory processes represent a serious problem, 
as  they underlie the pathogenesis of  many common 
diseases, ranging from chronic pain to  myocardial 
infarction and oncological conditions.

Rational pharmacotherapy of inflammatory processes 
involves the use of anti-inflammatory agents with different 
mechanisms of  action [13]. Foremost among them are 
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). In terms 
of  frequency of  clinical application, NSAIDs are second 
only to antibacterial agents [14]. According to the World 
Health Organization, approximately 20% of  the global 
population use NSAIDs [15, 16].

NSAIDs play a pivotal role in modern clinical practice, 
as they effectively control the three main symptoms of the 
inflammatory process  – pain, edema, and hyperthermia. 
They represent the first-line therapy in the treatment of both 
acute and chronic inflammatory diseases. For a long time, 
medical practice relied predominantly on monotherapy with 
NSAIDs, such as  ibuprofen, diclofenac, naproxen, and 
others. These agents demonstrate consistent efficacy and 
have become the standard for symptomatic treatment [17].

However, with advances in  pharmacy and 
a  deeper understanding of  the mechanisms underlying 
inflammation and the pharmacological actions of  anti-
inflammatory drugs, there is growing interest in  the use 
of  combined formulations. Combined anti-inflammatory 
agents represent an  important direction in  modern 
pharmacotherapy, as  they provide simultaneous action 
on multiple pathogenetic mechanisms of the inflammatory 
process. Their use makes it possible to enhance treatment 
efficacy through synergism between the components, 
reduce the therapeutic doses of  each substance, and 
consequently lower the risk of adverse effects. Particularly 
valuable is  the ability to  combine anti-inflammatory, 
analgesic, spasmolytic, and gastroprotective effects 
within a single dosage form [16].

In clinical practice, combined agents demonstrate high 
therapeutic efficacy in  the treatment of musculoskeletal, 
gynecological, neurological, and dental disorders, 
as well as  in febrile and postoperative conditions. They 
are particularly valuable in outpatient care, where rapid 
symptom relief with a  minimal number of  medications 
is especially important [18, 19].

In addition, combined drugs contribute to  improved 
patient adherence by  reducing the number of  separate 
medications that need to  be taken. This is  of great 
importance in  the treatment of  chronic diseases, where 
therapy may be  prolonged and challenging for patients 
to  follow. Despite the obvious advantages, combination 
therapy requires careful selection of  composition and 
dosage, taking into account individual characteristics, 
comorbidities, potential drug interactions, and tolerability 
of the components. Rational use of such drugs is possible 
only under medical supervision and with clinical 
justification [20]. Thus, combined anti-inflammatory drugs 
represent an  effective and promising tool of  modern 
pharmacy, enabling the optimization of  inflammatory 
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обґрунтування [20]. Отже, комбіновані протиза-
пальні препарати є  ефективними та  перспектив-
ними інструментами сучасної фармації, що дозволяє 
оптимізувати лікування запальних процесів, зробити 
його більш результативним і  зручним для пацієнтів. 
Їх використання має чітке патофізіологічне та клінічне 
підґрунтя, а  розробка нових та  подальше вдоскона-
лення відомих складів лікарських препаратів відкриває 
нові горизонти в  фармакотерапії гострих і  хронічних 
запальних станів [21, 22].

Співробітниками кафедри медичної та біоорганічної 
хімії Харківського національного медичного універси-
тету створено фармацевтичну композицію мефенамі-
нової кислоти (2-[(2,3-диметилфеніл)аміно]бензойної 
кислоти) з  кофеїном (1,3,7-триметил-3,7-дигідро-1Н-
пурин-2,6-діоном). Мефенамінова кислота є представ-
ником класичних НПЗЗ. Її  фармакологічна дія реалі-
зується переважно шляхом пригнічення ферментів 
циклооксигенази (ЦОГ-1 і ЦОГ-2), завдяки цьому вона 
чинить три основні ефекти: протизапальний, знеболю-
вальний та жарознижувальний [23, 24]. Мефенамінова 
кислота гальмує синтез простагландинів, зменшує 
чутливість рецепторів до  брадикініну, стабілізує лізо-
сомальні мембрани, зменшуючи вивільнення проте-
олітичних ферментів, які спричиняють руйнування 
тканин у зоні запалення, гальмує синтез прозапальних 
цитокінів, таких як TNF-α та інтерлейкіни, що відіграють 
важливу роль у хронізації запального процесу.

З фармакодинамічного погляду мефенамінова 
кислота забезпечує зниження інтенсивності запа-
лення, усунення болю (включаючи менструальний, 
головний, мʼязовий) і  нормалізацію температури 
тіла при гарячкових станах. Відомі фармакокінетичні 
характеристики мефенамінової кислоти: після перо-
рального прийому препарат добре всмоктується, 
досягаючи максимальної концентрації в  плазмі крові 
протягом 2–4  годин, метаболізується в печінці, виво-
диться переважно з сечею у вигляді метаболітів [25].

Незважаючи на свою ефективність в якості НПЗЗ, 
мефенамінова кислота має низку обмежень і недоліків, 
які потрібно обовʼязково враховувати при її  призна-
ченні. Найбільш поширеним і  значущим побічним 
ефектом є  негативний вплив на  шлунково-кишковий 
тракт [26]. Через пригнічення ЦОГ-1  знижується 
захисна дія простагландинів на  слизову оболонку 
шлунка, що  може призвести до  гастриту, диспепсії, 
ерозій, а в тяжких випадках – до виразок і навіть шлун-
ково-кишкових кровотеч. Крім того, мефенамінова 
кислота потенційно нефротоксична, особливо при 
тривалому застосуванні або у  пацієнтів із  захворю-
ваннями нирок, дегідратацією або серцево-судинною 
недостатністю. Препарат може спричинити затримку 
рідини, набряки та зниження ниркової функції. Також 
описані випадки порушення функції печінки, підви-
щення рівня печінкових ферментів і  рідкісні форми 
медикаментозного гепатиту. Тривале застосування 
мефенамінової кислоти значно підвищує ризик усклад-
нень, тому курс лікування цим препаратом зазвичай 
обмежується кількома днями (не більше 5–7). Через 
це  він не  застосовується для терапії хронічних 
запальних станів, таких як  остеоартрит чи  ревмато-
їдний артрит [27].

Отже, попри доведену ефективність, мефена-
мінова кислота має помітні обмеження, що  робить 

process management and making treatment more 
effective and convenient for patients. Their use has 
a  clear pathophysiological and clinical rationale, while 
the development of  new formulations and further 
improvement of existing ones open new horizons in  the 
pharmacotherapy of  acute and chronic inflammatory 
conditions [21, 22].

A pharmaceutical composition of  mefenamic acid 
2-[(2,3-dimethylphenyl)amino]benzoic acid with caffeine 
(1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione) has 
been developed by the staff of the Department of Medical 
and Bioorganic Chemistry at  Kharkiv National Medical 
University. Mefenamic acid is a representative of classical 
NSAIDs. Its pharmacological activity is primarily mediated 
through the inhibition of  cyclooxygenase enzymes 
(COX-1  and COX-2), thereby exerting three main 
effects: anti-inflammatory, analgesic, and antipyretic [23, 
24]. Mefenamic acid inhibits prostaglandin synthesis, 
reduces receptor sensitivity to bradykinin, and stabilizes 
lysosomal membranes, thereby decreasing the release 
of proteolytic enzymes responsible for tissue destruction 
in  the area of  inflammation. It  also suppresses the 
synthesis of pro-inflammatory cytokines, such as TNF-α 
and interleukins, which play a critical role in the chronicity 
of the inflammatory process.

From a  pharmacodynamic perspective, mefenamic 
acid provides a reduction in the intensity of inflammation, 
relief of pain (including menstrual, headache, and muscular 
pain), and normalization of  body temperature during 
febrile conditions. The pharmacokinetic characteristics 
of  mefenamic acid are well established: following oral 
administration, the drug is  well absorbed, reaching 
maximum plasma concentration within 2–4  hours; it  is 
metabolized in the liver and excreted primarily in the urine 
in the form of metabolites [25].

Despite its efficacy as an NSAID, mefenamic acid has 
several limitations and drawbacks that must be carefully 
considered in  clinical use. The most common and 
clinically significant adverse effect is  its negative impact 
on the gastrointestinal tract [26]. Due to COX-1 inhibition, 
the protective role of  prostaglandins on  the gastric 
mucosa is  diminished, which may result in  gastritis, 
dyspepsia, erosions, and, in severe cases, ulcers or even 
gastrointestinal bleeding. In  addition, mefenamic acid 
is  potentially nephrotoxic, particularly with prolonged 
use or  in patients with pre-existing kidney disease, 
dehydration, or  cardiovascular insufficiency. The drug 
may cause fluid retention, edema, and impaired renal 
function. Cases of  hepatic dysfunction, elevated liver 
enzymes, and rare forms of drug-induced hepatitis have 
also been reported. Long-term use of  mefenamic acid 
significantly increases the risk of complications; therefore, 
treatment with this drug is generally limited to a few days 
(no more than 5–7). For this reason, it is not used in the 
management of  chronic inflammatory conditions such 
as osteoarthritis or rheumatoid arthritis [27].

Thus, despite its proven efficacy, mefenamic acid 
has significant limitations, making it  suitable primarily 
for short-term, controlled use in  acute pain syndromes 
and inflammatory conditions. Its administration requires 
an  individualized approach, clinical monitoring, and 
careful consideration of comorbidities [28].

We developed a  pharmaceutical composition 
of mefenamic acid with the well-known adjuvant caffeine, 
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її  препаратом для короткочасного, контрольова-
ного застосування, переважно при гострих больових 
синдромах і  запальних процесах. Її  використання 
потребує індивідуального підходу, клінічного моніто-
рингу та обовʼязкового врахування супутніх захворю-
вань [28].

Нами було створено фармацевтичну компо-
зицію мефенамінової кислоти з  відомим адʼювантом 
кофеїном, який вивчено нами і  була встановлена 
його потенціююча роль НПЗЗ різної хімічної будови, 
відносно протизапальної і  протибольової активності 
[29, 30, 31, 32]. Наші попередні експериментальні 
дослідження показали, що кофеїн є доцільним адʼю-
вантом мефенамінової кислоти відносно антиексу-
дативної активності (АЕА). Додавання до  мефенамі-
нової кислоти (АЕА = 40,9%) кофеїну лабораторним 
щурам на фоні формалінового набряку (FE) сприяло 
підвищенню АЕА, створена фармацевтична компо-
зиція мефенамінової кислоти з кофеїном виявила АЕА 
59,1%, що  перевищувало АЕА рефернс-препарату 
диклофенаку натрію (45,5%), тому ми ставили за мету 
вивчити вплив створеної фармацевтичної композиції 
на біохімічні маркери запалення та оксидації в умовах 
експериментального ФН на лабораторних щурах [33].

В якості біохімічного показника запалення нами 
обрано білок гострої фази запалення церулоплазмін 
(Ср), який відіграє ключову роль у  неспецифічній 
імунній відповіді організму на запалення, інфекцію або 
травму. Він синтезується переважно в печінці у відпо-
відь на викид прозапальних цитокінів – таких як  інте-
рлейкін-6 (IL-6), інтерлейкін-1 (IL-1) та фактор некрозу 
пухлин-альфа (TNF-α). Його головна функція – стабілі-
зувати фізіологічний гомеостаз, обмежити поширення 
інфекції та  забезпечити адаптацію організму до  стре-
сових факторів. Ср  є одним із  найбільш важливих 
позитивних білків гострої фази. Це  металопротеїн, 
що містить у своєму складі мідь і відповідає за транспорт 
цього елемента у  плазмі крові. Крім того, він виконує 
ферментативну функцію, діючи як фермент ферокси-
даза, який окиснює Fe²⁺ до Fe³⁺, тим самим сприяючи 
звʼязуванню заліза з  трансферином і  попередженню 
утворення вільних радикалів – однієї з причин оксида-
тивного стресу. Під час запального процесу рівень Ср в 
крові значно зростає, що робить його надійним біомар-
кером запалення, зокрема при ревматичних захворю-
ваннях, гострих бактеріальних інфекціях, аутоімунних 
процесах, злоякісних новоутвореннях, тому ми обрали 
його в якості маркера в нашому дослідженні. 

Також важлива роль у  розвитку як  запальних 
процесів, так і  больових синдромів, належить пору-
шенню барʼєрних властивостей ліпідного шару 
мембран; встановлено, що  одним із  пускових меха-
нізмів пошкодження біологічних мембран є активація 
процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), яка 
у  клітинах та  тканинах контролюється фізіологічною 
антиоксидантною системою, послаблення будь-
якої її  ланки захисту призводить до  активації ПОЛ, 
а  саме первинних показників ПОЛ. В  якості показ-
ника запалення нами обрано триєнові конʼюгати (ТС), 
які є  чутливими й  специфічними маркерами ліпопе-
роксидації, що  супроводжує запалення. Підвищення 
їх  вмісту в  біологічних рідинах свідчить про високий 
рівень оксидативного стресу, пошкодження мембран 
і  активацію імунної відповіді. Визначення цих сполук 

which we have studied and established as a potentiator 
of  NSAIDs of  various chemical structures with respect 
to anti-inflammatory and analgesic activity [29, 30, 31, 32].  
Our previous experimental studies demonstrated that 
caffeine serves as a rational adjuvant to mefenamic acid 
in enhancing anti-exudative activity (AEA).

The addition of  caffeine to  mefenamic acid (AEA = 
40.9%) in  laboratory rats with formalin-induced edema 
(FE) enhanced AEA; the developed pharmaceutical 
composition of mefenamic acid with caffeine demonstrated 
an AEA of 59.1%, which exceeded that of the reference 
drug sodium diclofenac (45.5%). Therefore, our objective 
was to investigate the effect of the created pharmaceutical 
composition on  biochemical markers of  inflammation 
and oxidation under conditions of experimental formalin-
induced edema in laboratory rats [33].

As a biochemical marker of inflammation, we selected 
ceruloplasmin (Cp), an  acute-phase protein that plays 
a  key role in  the nonspecific immune response of  the 
body to inflammation, infection, or injury. It is synthesized 
predominantly in  the liver in  response to  the release 
of pro-inflammatory cytokines such as interleukin-6 (IL-6), 
interleukin-1  (IL-1), and tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-α). Its primary function is  to stabilize physiological 
homeostasis, limit the spread of  infection, and facilitate 
the organismʼs adaptation to  stress factors. Cp  is one 
of  the most important positive acute-phase proteins. 
Ceruloplasmin is  a copper-containing metalloprotein 
responsible for the transport of  this element in  blood 
plasma. In  addition, it  performs an  enzymatic function 
as  a ferroxidase, oxidizing Fe²⁺ to  Fe³⁺, thereby 
facilitating iron binding to  transferrin and preventing the 
formation of  free radicals  – one of  the major causes 
of oxidative stress. During inflammation, Cp levels in the 
blood rise significantly, making it  a reliable biomarker 
of inflammation, particularly in rheumatic diseases, acute 
bacterial infections, autoimmune disorders, and malignant 
neoplasms. For this reason, we selected it as a marker 
in our study.

An important role in  the development of  both 
inflammatory processes and pain syndromes is  also 
attributed to the disruption of the barrier properties of the 
lipid layer of cell membranes. It has been established that 
one of the triggering mechanisms of biological membrane 
damage is the activation of lipid peroxidation (LPO), which 
in  cells and tissues is  controlled by  the physiological 
antioxidant system. Weakening of any component of this 
defense leads to  the activation of  LPO, particularly its 
primary indicators. As  an indicator of  inflammation, 
we  selected triene conjugates (TC), which represent 
sensitive and specific markers of  lipid peroxidation 
associated with inflammatory processes. An  increase 
in their levels in biological fluids indicates a high degree 
of  oxidative stress, membrane damage, and activation 
of  the immune response. The determination of  these 
compounds serves as an important tool in the laboratory 
diagnosis of inflammatory conditions.
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є важливим інструментом у лабораторній діагностиці 
запальних станів.

Мета роботи  – експериментально дослідити 
протизапальну та  антиоксидантну ефективність 
нової фармацевтичної композиції мефенамінової 
кислоти з кофеїном на моделі формалінового набряку 
у лабораторних щурів шляхом оцінки впливу на біохі-
мічні маркери запалення та  оксидативного стресу, 
зокрема рівні церулоплазміну і  триєнових конʼюгатів 
у сироватці крові, а також порівняти отримані резуль-
тати з  ефектами моновведення компонентів і  рефе-
ренс-препарату диклофенаку натрію.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Біохімічні дослідження було проведено в  сиро-
ватці крові білих щурів лінії WAG. Визначення біохі-
мічних показників та  обробку отриманих результатів 
проводили із  застосуванням засліпленого аналізу 
на  етапі вимірювань та  статистичної обробки даних. 
Протизапальна та  антиоксидантна дія мефенамі-
нової кислоти, кофеїну і їх фармацевтичної композиції 
вивчалася за  допомогою експериментальної моделі 
формалінового набряку (FE). Тварин було розподі-
лено на 6 груп по 6 тварин у кожній групі. Тварини 1-ї 
групи були контролем, їм  одноразово перорально  – 
внутрішньошлунково (в/шл) вводили 3% крохмальний 
слиз (2  мл  на 200  г  маси щура). Щурам 2–6-ї груп 
моделювали FE  шляхом субплантарного введення 
2% розчину формаліну у задню лапу та в/шл вводили 
3% крохмальний слиз (2-га група), тваринам 3–6-ї груп 
одноразово, в/шл у вигляді суспензії на 3% крохмаль-
ному слизу вводили дослідні препарати та їх фарма-
цевтичну композицію: тваринам 3-ї групи  – мефе-
намінову кислоту (50 мг на 1 кг маси тіла щура) , 4-ї 
групи  – кофеїн (0,6  мг  на 1  кг  маси тіла щура), 5-ї 
групи – композицію мефенамінової кислоти (50 мг на 
1 кг маси тіла щура) з кофеїном (0,6 мг на 1 кг маси 
тіла щура), 6-ї групи  – референс-препарат дикло-
фенак натрію (натрію 2-[(2,6-дихлорфеніл)аміно]
феніл]ацетат) (8 мг на 1 кг маси тіла щура). 

Вибір дози кофеїну (0,6  мг/кг) зумовлений попе-
редніми експериментальними дослідженнями, в яких 
було встановлено його потенціювальну дію щодо 
НПЗЗ. Застосування низької дози кофеїну дозволяє 
оцінити його модулювальний вплив на фармакологічні 
ефекти НПЗЗ без вираженого стимулюючого впливу 
на центральну нервову систему щурів.

Часова схема експерименту була такою: у момент 
часу t  = 0  проводили субплантарне введення 2% 
розчину формаліну для індукції запальної реакції. 
Через 3 години після моделювання набряку (t = 3 год), 
тобто за 1  годину до  очікуваного піку запалення, 
тваринам вводили досліджувані препарати. Забір крові 
для біохімічних досліджень здійснювали через 4 години 
після індукції формалінового набряку (t = 4 год).

Рівень Ср  визначали за  допомогою тест-набору 
«Human Ceruloplasmin ELISA Kit» від компанії Cusabio 
(Китай) згідно з  інструкцією виробника, що  призна-
чений для кількісного визначення Ср у зразках сиро-
ватки, плазми, культуральних супернатантів. Мето-
дика базується на сандвіч-імуноферментному аналізі 
(ELISA). Лунки мікропланшета попередньо вкриті 

Objective – the aim of the study was to experimentally 
investigate the anti-inflammatory and antioxidant efficacy 
of  a new pharmaceutical composition of  mefenamic 
acid with caffeine in  a formalin-induced edema model 
in laboratory rats by evaluating its effects on biochemical 
markers of inflammation and oxidative stress, particularly 
serum ceruloplasmin and triene conjugate levels, as well 
as  to compare the obtained results with the effects 
of  individual administration of  the components and the 
reference drug diclofenac sodium.

MATERIALS AND METHODS

Biochemical studies were conducted on  the blood 
serum of  WAG albino rats. Biochemical analyses 
were performed in  the serum of  WAG line albino rats. 
The determination of  biochemical parameters and the 
processing of  obtained results were conducted using 
a blinded approach during measurements and statistical 
analysis.The anti-inflammatory and antioxidant effects 
of  mefenamic acid, caffeine, and their pharmaceutical 
composition were evaluated using the experimental 
model of formalin-induced edema (FE). The animals were 
divided into six groups, with six rats in each group. Animals 
of  group 1  served as  the control and received a  single 
oral intragastric (i/g) administration of 3% starch mucilage 
(2 mL per 200 g of body weight). In groups 2-6, FE was 
induced by  subplantar injection of 2% formalin solution 
into the hind paw of  the rat, followed by  intragastric 
administration of 3% starch mucilage (group 2). Animals 
of groups 3–6 received a single intragastric administration 
of  the test substances and their pharmaceutical 
composition in the form of suspensions prepared on 3% 
starch mucilage: group 3  – mefenamic acid (50  mg/kg 
body weight of  rat), group 4 – caffeine (0.6 mg/kg body 
weight of  rat), group 5 – the composition of mefenamic 
acid (50 mg/kg body weight of rat) with caffeine (0.6 mg/
kg body weight of  rat), and group 6  – the reference 
drug sodium diclofenac [sodium 2-[(2,6-dichlorophenyl)
amino]phenylacetate] (8  mg/kg body weight of  rat). 
Since the peak development of FE occurs 4 hours after 
its induction, the 3% starch mucilage, test drugs, and 
their pharmaceutical composition were administered 
1  hour prior to  this time point, taking into account their 
pharmacokinetic and pharmacodynamic characteristics.

The dose of caffeine (0.6 mg/kg) was selected based 
on  previous experimental studies demonstrating its 
potentiating effect on NSAIDs. The use of a low caffeine 
dose allows the assessment of  its modulatory influence 
on  the pharmacological effects of  NSAIDs without 
producing a pronounced stimulatory effect on the central 
nervous system of rats.

The experimental timeline was as  follows: at  time 
point t  = 0, inflammatory response was induced 
by subplantar injection of a 2% formalin solution. Three 
hours after edema induction (t = 3 h), i.e., 1 hour before 
the expected peak of  inflammation, the experimental 
drugs were administered to the animals. Blood samples 
for biochemical analysis were collected 4  hours after 
formalin-induced inflammation induction (t = 4 h).
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антитілами, специфічними до  Ср, який звʼязується 
з  іммобілізованими антитілами. Після промивання 
зразків для видалення незвʼязаних речовин додають 
біотинільовані антитіла, специфічні до Ср. Вони звʼя-
зуються з  захопленим Ср, утворюючи «сандвіч». 
Після чергового промивання додають комплекс стреп-
тавідин-пероксидази хріну (HRP-авідин), який звʼя-
зується з  біотинільованими антитілами. Після вида-
лення незвʼязаного HRP-авідину додають субстратний 
розчин, який під дією HRP перетворюється на забарв-
лений продукт. Далі зупиняють реакцію, додаючи 
стоп-реагент, що припиняє реакцію та стабілізує колір. 
Інтенсивність забарвлення вимірюють при 450 нм за 
допомогою фотометра. Вміст Ср  розраховували 
за формулою: 

Ср (mg/L) = E · F
t , де:

E – оптична густина (поглинання) досліджуваного 
зразка при 450 нм,

F – калібрувальний коефіцієнт (залежить від умов 
методу, концентрації стандарту та приладу),

t – час інкубації реакції (у хвилинах), 30 хв.
Ср є висококонсервативним глікопротеїном гострої 

фази, структура якого зберігає значну амінокислотну 
подібність між різними видами. Зокрема, аміно-
кислотна послідовність церулоплазміну щура має 
високий рівень гомології з людським білком, що забез-
печує перехресну реактивність антитіл, використаних 
у  ELISA-наборі. Завдяки цьому антитіла, спрямовані 
проти епітопів людського церулоплазміну, здатні звʼя-
зувати відповідні консервативні ділянки молекули 
церулоплазміну щура.

Додатково для перевірки коректності вимірювань 
було проведено контрольну оцінку аналітичних харак-
теристик методу, включаючи аналіз лінійності при 
серійних розведеннях зразків сироватки, що підтвер-
дило пропорційність сигналу в межах робочого діапа-
зону тест-системи. Отримані значення коефіцієнтів 
варіації внутрішньосерійних та  міжсерійних вимірю-
вань не перевищували допустимих значень для імуно-
ферментних методів, що свідчить про відтворюваність 
і надійність отриманих результатів.

Вміст первинних показників ПОЛ, а саме ТC визна-
чали за  стандартною спектрофотометричною мето-
дикою [34]. ТC  утворюються внаслідок перегрупу-
вання подвійних звʼязків у  поліненасичених жирних 
кислотах при дії вільних радикалів. Вони мають харак-
терне світлопоглинання при 233  нм, що  дозволяє 
визначати їх спектрофотометрично. До 1 мл додають 
холодний ізотонічний розчин NaCl 1:10  (1  мл  сиро-
ватки та 9 мл NaCl). Отриманий розчин центрифугують 
3–5 хв при 3000 об/хв. Далі до 1 мл зразка додають 
4  мл  холодного гептану та  інтенсивно перемішують 
(1–2  хв), залишають для розшарування фаз. Відби-
рають гептановий (верхній) шар для аналізу. Вимі-
рюють оптичну густину гептанового екстракту при 
233 нм. Гептан без зразка використовують як холостий 
контроль. Вміст ТC розраховували за формулою: 

ТC (ум. од.) = A233 · 100, де:
A233 – оптична густина зразка при 233 нм,
100 – умовний коефіцієнт, використаний для уніфі-

кації та зручності представлення результатів у нашій 

Cp levels were determined using the «Human 
Ceruloplasmin ELISA Kit» (Cusabio, China), designed for 
the quantitative measurement of Cp in serum, plasma, and 
cell culture supernatant samples. The method is based on a 
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The wells of the microplate are pre-coated with antibodies 
specific to Cp, which bind to  the immobilized antibodies. 
After washing the samples to remove unbound substances, 
biotinylated antibodies specific to  Cp were added, 
binding to  the captured Cp  and forming a  «sandwich» 
complex. Following another washing step, a horseradish 
peroxidase–streptavidin (HRP–avidin) complex was 
added, which bound to  the biotinylated antibodies. After 
removal of unbound HRP–avidin, a substrate solution was 
introduced, which, under the action of HRP, was converted 
into a  colored product. The reaction was then stopped 
by adding a stop reagent, which terminated the reaction 
and stabilized the color. The intensity of  the color was 
measured at 450 nm using a photometer. Cp content was 
calculated according to the formula:

Ср (mg/L) = E · F
t , where:

E – optical density (absorbance) of the test sample at 
450 nm,

F  – calibration coefficient (depending on  method 
conditions, standard concentration, and instrument),

t – incubation time of the reaction (in minutes), 30 min.
Cр is a highly conserved acute-phase glycoprotein, with 

its structure maintaining significant amino acid similarity 
across species. Notably, the amino acid sequence of rat 
ceruloplasmin exhibits a high degree of homology with the 
human protein, enabling cross-reactivity of the antibodies 
used in the ELISA kit. Consequently, antibodies targeting 
epitopes of human ceruloplasmin are capable of binding 
corresponding conserved regions of the rat ceruloplasmin 
molecule.

To further validate the accuracy of  measurements, 
analytical performance characteristics of  the method 
were evaluated, including linearity assessment using 
serial dilutions of serum samples, which confirmed signal 
proportionality within the assayʼs working range. The 
observed intra- and inter-assay coefficients of  variation 
did not exceed the acceptable limits for immunoenzymatic 
methods, indicating the reproducibility and reliability of the 
obtained results.

The content of primary LPO products, namely TC, was 
determined using a standard spectrophotometric method 
[34]. TC are formed as a result of rearrangement of double 
bonds in  polyunsaturated fatty acids under the action 
of free radicals. They exhibit characteristic light absorption 
at 233  nm, which enables their spectrophotometric 
determination. To 1  mL  of sample, a  cold isotonic NaCl 
solution 1:10  (1  mL  of serum and 9  mL  of NaCl) was 
added. The resulting mixture was centrifuged (3-5  min 
at 3000  rpm). Subsequently, 4  mL  of cold heptane was 
added to 1 mL of the sample, followed by intensive mixing 
(1-2  min) and phase separation. The heptane (upper) 
layer was collected for analysis. The optical density of the 
heptane extract was measured at 233 nm. Heptane without 
the sample was used as a blank control. TC content was 
calculated according to the formula:

ТC (a.u.) = A233 · 100, where:
A233 – optical density of the sample at 233 nm,
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лабораторії. Отримані значення мають відносний 
характер і не є молярним кількісним показником.

Усі дослідження проводили відповідно до  вимог 
ДФЦ МОЗ України [35] та  міжнародних рекомендацій 
ARRIVE 2.0  щодо планування та  проведення доклі-
нічних досліджень. Утримання тварин здійснювали 
в умовах віварію згідно з принципами гуманного пово-
дження з лабораторними тваринами. Етичні принципи, 
статистичне обґрунтування кількості тварин та  міні-
мізація їх  використання були враховані при плану-
ванні експерименту [36]. Усі експерименти проводили 
у першій половині дня з урахуванням циркадних ритмів.

Статистичну обробку результатів проводили 
за допомогою пакета програм Statistica 6.0. Дані пред-
ставлені у  вигляді середнього значення (M) ± стан-
дартна похибка середнього (m). Перевірку нормаль-
ності розподілу проводили за критерієм Шапіро–Уілка. 
Для порівняння показників між групами використову-
вали однофакторний дисперсійний аналіз (ANOVA) 
з  подальшим post-hoc аналізом Tukey. У  випадках 
невідповідності даних нормальному розподілу засто-
совували непараметричний критерій Краскела–
Уолліса з  post-hoc тестом Dunn. Для контролю 
помилки множинних порівнянь використовували 
поправку Bonferroni. Відмінності вважали статистично 
значущими при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ

У ході експериментального дослідження було 
проведено порівняльний аналіз впливу мефенамі-
нової кислоти, кофеїну та  їх фармацевтичної компо-
зиції на рівень Cр у сироватці крові щурів при моде-
люванні FE. Ср  обрано як  біомаркер гострофазової 
відповіді, що  характеризує активність системного 
запалення та рівень оксидативного стресу.

У контрольній групі інтактних тварин рівень 
Ср  становив 145,83 ± 17,47  мг/л, що  є фізіологічною 
нормою. Після моделювання FE (група 2) цей показник 
статистично вірогідно підвищився 3,25  раза порів-
нянно з контрольною групою Застосування мефенамі-
нової кислоти (група 3) привело до статистично досто-
вірного зниження рівня Ср у 1,3 раза у сироватці крові 
щурів відносно FE (група 2). Разом з тим, цей показник 
залишався статистично вірогідно вищим за контроль 
та за референс-препарат. У групі 4, тварини якої отри-
мували кофеїн, рівень Ср  також статистично досто-
вірно (p < 0,05) зменшився відносно FE (група 2). 
Проте цей показник залишався статистично вищим 
за контрольну групу та за референс-препарат. Отри-
мані дані статистично вірогідно не  відрізнялися від 
результатів у групі 3 (мефенамінова кислота).

Найбільш виражене зниження рівня Ср спостеріга-
лося при введенні фармацевтичної композиції мефена-
мінової кислоти з кофеїном (група 5). У цьому випадку 
рівень Ср був майже у 2 рази нижчим порівняно з FE і 
статистично вірогідно нижчим, ніж у групах 3 і 4.

Створена фармацевтична композиція проявила 
протизапальну активність на  рівні референс-препа-
рату диклофенаку натрію (група 6), оскільки статис-
тично достовірна різниця між групами 5  та 6  була 
відсутня. Водночас рівень Ср  у групі 5  не  досягав 
значень контрольної групи (рис. 1).

100 – an arbitrary coefficient was used to standardize 
and facilitate data presentation; values are relative and 
not expressed as absolute molar quantities.

All studies were conducted in  accordance with the 
requirements of the State Pharmacological Center of the 
Ministry of  Health of  Ukraine [35] and the international 
ARRIVE 2.0  guidelines for the design and reporting 
of  preclinical studies. Animal housing was carried 
out under vivarium conditions in  compliance with the 
principles of  humane treatment of  laboratory animals. 
Ethical principles, statistical justification of  sample size, 
and the reduction of animal use were taken into account 
during the experimental design [36]. All experiments 
were performed in  the first half of  the day, taking into 
consideration circadian rhythms.

Statistical analysis of the results was performed using 
Statistica 6.0  software. Data are presented as  mean 
(M) ± standard error of  the mean (m). The normality 
of  distribution was assessed using the Shapiro–Wilk 
test. For intergroup comparisons, one-way analysis 
of  variance (ANOVA) followed by Tukeyʼs post-hoc test 
was applied. In  cases where the data did not meet the 
assumption of  normal distribution, the nonparametric 
Kruskal–Wallis test with Dunnʼs post-hoc test was used. 
To  control for multiple comparisons, the Bonferroni 
correction was applied. Differences were considered 
statistically significant at p < 0.05.

RESULTS

In the course of the experimental study, a comparative 
analysis was conducted to  evaluate the effects 
of  mefenamic acid, caffeine, and their pharmaceutical 
composition on Cp levels in  rat serum under conditions 
of  formalin-induced edema (FE). Cp  was chosen as  a 
biomarker of  the acute-phase response, reflecting 
the activity of  systemic inflammation and the degree 
of oxidative stress.

In the control group, serum Cp was 145.83 ± 17.47 mg/L 
(physiological norm). FE induction (Group 2) caused a 3.25-
fold increase compared with control (Fig. 1), indicating 
systemic inflammatory activation, disruption of  plasma 
protein profile, and increased oxidative stress. Administration 
of  mefenamic acid (Group 3) reduced Cp  levels 1.3-fold 
relative to  FE, demonstrating anti-inflammatory activity 
through inhibition of  pro-inflammatory mediator synthesis. 
However, Cp remained higher than in control and reference 
drug groups. Caffeine (Group 4) significantly decreased 
Cp relative to FE (p < 0.05), likely via metabolic stimulation 
or  antioxidant effects, but levels remained above control 
and reference drug values. No  significant difference was 
observed between groups 3 and 4.

The pharmaceutical composition of  mefenamic acid 
with caffeine (Group 5) reduced Cp nearly twofold relative 
to FE and significantly more than groups 3 and 4. Its anti-
inflammatory effect was comparable to sodium diclofenac 
(Group 6), with no significant difference between groups 
5  and 6. Cp  levels in  Group 5  did not reach control  
values (Fig. 1).

To confirm the anti-inflammatory effect of the developed 
pharmaceutical composition of  mefenamic acid with 
caffeine, we investigated the effect of this two-component 
composition on  the level of  triene conjugates, early 
biochemical markers of lipid peroxidation that reflect the 
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Для підтвердження протизапальної дії створеної 
фармацевтичної композиції мефенамінової кислоти 
з кофеїном було вивчено вплив цієї двокомпонентної 
композиції на рівень ТС – ранніх біохімічних маркерів 
ліпопероксидації, що відображають рівень оксидатив-
ного стресу в умовах запалення. Дослідження прово-
дилось в сироватці крові щурів.

У контрольній групі (група 1) рівень ТС  становив 
0,087  ± 0,019  у.о./мл, що  відповідає фізіологічному 
балансу між утворенням та нейтралізацією активних 
форм кисню. Після моделювання FE (група 2) спостері-
галося статистично достовірне підвищення рівня ТК у 
5 разів, що свідчить про інтенсивну генерацію вільних 
радикалів і порушення антиоксидантного гомеостазу.

Застосування мефенамінової кислоти (група 3) 
призвело до  статистично вірогідного зниження рівня 
ТС майже у 2 рази порівняно з  групою 2. Однак цей 
показник залишався статистично вищим за контроль 
та за референс-препарат.

При введенні кофеїну (група 4) рівень ТС статис-
тично достовірно знижувався порівняно з FE (група 2).  
Отримані значення не  відрізнялися від резуль-
татів групи диклофенаку натрію (група 6), але також 
не  досягали контрольного рівня. При цьому кофеїн 
ефективніше знижував рівень ТС, ніж моновведення 
мефенамінової кислоти.

degree of oxidative stress under inflammatory conditions. 
The study was conducted in rat blood serum.

In the control group (Group 1), the level of  triene 
conjugates (TC) was 0.087 ± 0.019 units/ml, corresponding 
to  the physiological balance between the formation and 
neutralization of  reactive oxygen species. Following 
FE  induction (Group 2), a  statistically significant five-fold 
increase in TC levels was observed, indicating intensive free 
radical generation and disruption of antioxidant homeostasis.

Administration of mefenamic acid (Group 3) resulted 
in a statistically significant nearly two-fold reduction in TC 
levels compared with Group 2. However, the values 
remained statistically higher than those in the control and 
reference drug groups.

In the caffeine group (Group 4), TC  levels were 
significantly reduced relative to  FE (Group 2). The 
obtained values did not differ significantly from those 
in the sodium diclofenac group (Group 6), but still did not 
reach control levels. Notably, caffeine reduced TC levels 
more effectively than mefenamic acid monotherapy.

In Group 5, receiving the two-component 
pharmaceutical composition of  mefenamic acid with 
caffeine, TC  levels decreased three-fold relative to  FE. 
The results did not differ significantly from those of  the 
caffeine and reference drug groups, but were statistically 

Рис. 1. Вплив фармацевтичної композиції мефенамінової кислоти і кофеїну на рівень  
Ср в сироватці крові щурів на моделі формалінового набряку

Fig.1. Effect of the pharmaceutical composition of mefenamic acid and caffeine on serum  
Cp levels in rats with formalin-induced edema

Примітки / Notes: 
Дані наведено як середнє значення ± стандартна похибка середнього (M ± m). * – різниця статистично значуща порівняно 
з контрольною групою, p < 0,05; ** – порівняно з групою формалінового набряку, p < 0,05; *** – порівняно з групою мефе-
намінова кислота + формаліновий набряк, p  < 0,05; ****  – порівняно з  групою кофеїн + формаліновий набряк, p  < 0,05;  
***** – порівняно з групою мефенамінова кислота + кофеїн + формаліновий набряк, p < 0,05; ****** – порівняно з групою дикло-
фенак натрію + формаліновий набряк; p < 0,05.
Data are presented as mean ± standard error of the mean (M ± SEM). * – statistically significant difference compared with the control 
group, p < 0.05; ** – compared with the formalin-induced edema group, p < 0.05; *** – compared with the mefenamic acid + formalin-
induced edema group, p < 0.05; **** – compared with the caffeine + formalin-induced edema group, p < 0.05; ***** – compared with 
the mefenamic acid + caffeine + formalin-induced edema group, p < 0,05; ****** – compared with the diclofenac sodium + formalin-
induced edema group, p < 0.05.
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У групі 5, де  застосовувалася двокомпонентна 
фармацевтична композиція мефенамінової кислоти 
з кофеїном, рівень ТС знизився у 3 рази відносно групи 
FE. Отримані результати статистично не відрізнялися 
від групи кофеїну та референс-препарату, проте були 
статистично нижчими, ніж у групі моновведення мефе-
намінової кислоти (рис. 2).

ОБГОВОРЕННЯ

Отримані результати підтверджують, що  форма-
ліновий набряк супроводжується розвитком вира-
женої системної запальної реакції та інтенсифікацією 
процесів ліпопероксидації, що проявляється значним 
підвищенням рівнів Ср та ТС у сироватці крові.

Мефенамінова кислота проявляє помірну протиза-
пальну та  антиоксидантну активність, що, ймовірно, 
повʼязано з  її  здатністю пригнічувати синтез простаг-
ландинів через інгібування циклооксигеназного шляху 
метаболізму арахідонової кислоти. Проте її  ефектив-
ність щодо зниження показників оксидативного стресу 
є обмеженою, що підтверджується збереженням підви-
щених значень ТС у порівнянні з контрольною групою.

Кофеїн також демонструє протизапальні та анти-
оксидантні властивості, що може бути повʼязано з його 
впливом на аденозинові рецептори, регуляцію судин-
ного тонусу та  стимуляцію метаболічних процесів. 

lower than those in  the mefenamic acid monotherapy 
group (Fig. 2).

DISCUSSION

The obtained results confirm that formalin-induced 
edema is  accompanied by  the development of  a 
pronounced systemic inflammatory response and 
intensified lipid peroxidation processes, as  evidenced 
by significant increases in serum Cp and triene conjugates 
(TC) levels.

Mefenamic acid exhibited moderate anti-inflammatory 
and antioxidant activity, likely related to  its ability 
to  suppress prostaglandin synthesis through inhibition 
of  the cyclooxygenase pathway of  arachidonic acid 
metabolism. However, its efficacy in  reducing oxidative 
stress markers was limited, as  indicated by persistently 
elevated TC levels compared with the control group.

Caffeine also demonstrated anti-inflammatory and 
antioxidant properties, potentially due to  its effects 
on  adenosine receptors, regulation of  vascular tone, 
and stimulation of  metabolic processes. The results 

Рис. 2. Вплив фармацевтичної композиції мефенамінової кислоти і кофеїну на рівень  
ТС в сироватці крові щурів на моделі формалінового набряку

Fig.2. Effect of the pharmaceutical composition of mefenamic acid and caffeine on serum  
ТС levels in rats with formalin-induced edema

Примітки / Notes: 
Дані наведено як середнє значення ± стандартна похибка середнього (M ± m). * – різниця статистично значуща порівняно 
з контрольною групою, p < 0,05; ** – порівняно з групою FE, p < 0,05; *** – порівняно з групою мефенамінова кислота + FE,  
p < 0,05; **** – порівняно з групою кофеїн + FE, p < 0,05; ***** – порівняно з групою мефенамінова кислота + кофеїн + FE,  
p < 0,05; ****** – порівняно з групою диклофенак натрію + FE, p < 0,05.
Data are presented as  mean ± standard error of  the mean (M ± SEM). *  – statistically significant difference compared with the 
control group, p < 0.05; ** – compared with the FE group, p < 0.05; *** – compared with the mefenamic acid + FE group, p < 0.05;  
**** – compared with the caffeine + FE group, p < 0.05; ***** – compared with the mefenamic acid + caffeine + FE group, p < 0.05; 
****** – compared with the diclofenac sodium + FE group, p < 0.05.
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Отримані результати показують, що кофеїн ефектив-
ніше знижує рівень ранніх продуктів ліпопероксидації, 
ніж мефенамінова кислота, що  свідчить про його 
значний внесок у зменшення оксидативного стресу.

Найбільш виражений ефект спостерігався при 
застосуванні двокомпонентної фармацевтичної компо-
зиції мефенамінової кислоти з кофеїном, що проявля-
лося статистично вірогідним зниженням рівнів Ср і ТС. 
Це  свідчить про синергічну взаємодію компонентів, 
при якій кофеїн потенціює протизапальну та антиокси-
дантну дію мефенамінової кислоти.

Важливо, що ефективність створеної композиції була 
зіставлюваною з  диклофенаком натрію, який є  одним 
з  еталонних нестероїдних протизапальних препаратів. 
Водночас повної нормалізації біохімічних показників 
не спостерігалося, оскільки рівні Ср та ТС залишалися 
вищими за контрольні значення, що може свідчити про 
часткове збереження запального процесу.

Таким чином, отримані результати підтверджують 
доцільність використання комбінованої фармаце-
втичної композиції мефенамінової кислоти з кофеїном 
як  перспективного підходу до  підвищення протиза-
пальної та антиоксидантної ефективності терапії. 

ВИСНОВКИ

Моделювання FE  у лабораторних щурів сприяло 
статистично достовірному зростанню рівня Ср  у 
сироватці крові експериментальних тварин до  
474, 00± 26,84 мг/л, що у 3,25 раза перевищує показники 
контрольної групи – це свідчить про розвиток запаль-
ного процесу. В  даних умовах експерименту статис-
тично достовірно збільшувався рівень ТС у сироватці 
крові лабораторних щурів до 0, 442± 0,004  у.о./мл,  
що у 5 разів перевищує показники контрольної групи – 
це  свідчить про інтенсифікацію утворення вільних 
радикалів та накопичення продуктів ПОЛ. 

Моновведення мефенамінової кислоти (група 3) 
і  кофеїну (група 4) лабораторним щурам в  умовах 
FE  сприяло статистично достовірному зниженню 
рівня Ср в їх сироватці крові відносно групи FE. Отри-
мані дані (група 3 та група 4) статистично достовірно 
відрізнялися як від контрольної групи, так і від групи 
порівняння (введення референс-препарату, група 6) 
та  статистично вірогідно не  відрізнялися між собою. 
Створена нами двокомпонентна композиція (група 5) 
статистично вірогідно знижувала рівень Ср  в сиро-
ватці крові щурів відносно моновведення як мефена-
мінової кислоти (група 3), так і кофеїну (група 4) і вияв-
ляла активність на  рівні диклофенаку натрію (група 
6), що свідчить про синергію компонентів і доцільність 
їх композиції відносно впливу на рівень Ср в сироватці 
крові лабораторних щурів в умовах FE.

Моновведення мефенамінової кислоти лабо-
раторним щурам в  умовах FE  сприяло статистично 
достовірному зниженню рівня ТС в їх сироватці крові 
у порівнянні з FE (група 2), але отримані дані статис-
тично вірогідно відрізнялися від контрольної групи 
і  групи референт-препарату (група 6). При моновве-
денні кофеїну і  його композиції з  мефенаміновою 
кислотою спостерігалося статистично достовірне 
зниження рівня ТС  відносно FE (група 2), моновве-
дення мефенамінової кислоти (група 3), але повної 
нормалізації оксидативного статусу не спостерігалося, 

indicate that caffeine more effectively reduces early 
lipid peroxidation products than mefenamic acid, 
highlighting its significant contribution to  the attenuation  
of oxidative stress.

The most pronounced effect was observed with 
the two-component pharmaceutical composition 
of mefenamic acid and caffeine, reflected in a statistically 
significant reduction of Cp and TC levels. This suggests 
a  synergistic interaction between the components, 
whereby caffeine potentiates the anti-inflammatory and 
antioxidant action of mefenamic acid.

Importantly, the efficacy of the developed composition 
was comparable to  that of  sodium diclofenac, a  well-
established reference NSAID. Nevertheless, complete 
normalization of  biochemical parameters was not 
achieved, as Cp and TC  levels remained above control 
values, indicating partial persistence of the inflammatory 
process.

Overall, the results support the rationale for using 
the combined pharmaceutical composition of mefenamic 
acid with caffeine as a promising approach to enhancing 
the anti-inflammatory and antioxidant effectiveness 
of therapy.

CONCLUSIONS

The induction of formalin-induced edema in laboratory 
rats led to  a statistically significant increase in  serum 
ceruloplasmin levels, reaching 474.00  ± 26.84  mg/L, 
which is 3.25 times higher than in the control group. This 
indicates the development of  an inflammatory process. 
Under these experimental conditions, there was also 
a  statistically significant rise in  serum triene conjugate 
levels to 0.442 ± 0.004 a.u./mL, which is five times higher 
than in  the control group  – reflecting an  intensification 
of  free radical formation and accumulation of  lipid 
peroxidation products.

Monoadministration of mefenamic acid (group 3) and 
caffeine (group 4) to  laboratory rats under conditions 
of  formalin-induced edema resulted in  a statistically 
significant reduction in  serum ceruloplasmin levels 
compared to  the formalin edema group. The obtained 
data for groups 3  and 4  showed statistically significant 
differences both from the control group and from the 
comparison group (reference drug administration, group 6),  
while no statistically significant differences were observed 
between these two groups. The two-component 
composition developed by  us (group 5) produced 
a statistically significant reduction in serum ceruloplasmin 
levels in rats compared to the monoadministration of either 
mefenamic acid (group 3) or caffeine (group 4). Its activity 
was comparable to  that of  sodium diclofenac (group 6), 
indicating a synergistic interaction of the components and 
supporting the feasibility of their combination in modulating 
serum ceruloplasmin levels under conditions of  formalin-
induced edema in laboratory rats.

Monoadministration of mefenamic acid to laboratory rats 
under conditions of formalin-induced edema resulted in a 
statistically significant reduction in serum triene conjugate 
levels compared to  the formalin edema group (group 2).  
However, the obtained values remained statistically 
significantly different from both the control group and the 
reference drug group (group 6). Upon monoadministration 
of  caffeine and its combination with mefenamic acid, 
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хоча отримані дані (група 5) статистично вірогідно 
не відрізнялися від референт-препарату (група 6).

Створену фармацевтичну композицію мефенамі-
нової кислоти з  кофеїном вважаємо перспективною 
для подальшого фармакологічного вивчення, оскільки 
в  умовах експериментальної моделі гострого асеп-
тичного запалення (формалінового набряку) у  лабо-
раторних щурів вона продемонструвала ефективність 
у зниженні біохімічних проявів оксидативного стресу, 
зокрема за  показниками церулоплазміну та  триє-
нових конʼюгатів. Отримані результати обґрунтовують 
доцільність подальших досліджень фармакологічної 
активності та безпечності даної композиції.
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a  statistically significant reduction in  triene conjugate 
levels was observed compared to  the formalin edema 
group (group 2) and the mefenamic acid group (group 3). 
However, complete normalization of  the oxidative status 
was not achieved, although the results obtained for the 
combination (group 5) showed no  statistically significant 
differences from the reference drug group (group 6).

The developed pharmaceutical composition 
of mefenamic acid with caffeine is considered promising for 
further pharmacological investigation. In  an experimental 
model of  acute aseptic inflammation (formalin-induced 
edema) in  laboratory rats, it  demonstrated efficacy 
in  reducing biochemical markers of  oxidative stress, 
specifically ceruloplasmin and conjugated dienes. These 
findings support the rationale for further studies on  the 
pharmacological activity and safety profile of this composition.
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новлення причинно-наслідкових взаємозвʼязків. Розмір і струк-
тура вибірки (36 щурів, 6 груп по 6 тварин) можуть впливати 
на  точність оцінок та  узагальнюваність отриманих резуль-
татів, зважаючи на специфіку моделі формалінового набряку 
та локальні особливості експериментальної практики.
Визначення протизапальної та  антиоксидантної активності 
проводилося з використанням стандартних біохімічних методів 
(ELISA для церулоплазміну, спектрофотометричне визначення 
триєнових конʼюгатів) без використання додаткових методів, 
таких як визначення мінімальних інгібуючих концентрацій (МІК) 
та молекулярно-генетичних (ПЛР) тестів для оцінки біохімічних 
маркерів та  потенційних генів резистентності, могло б  підви-
щити точність і достовірність результатів, однак їх впровадження 
обмежене ресурсними та організаційними складнощами.
Крім того, дослідження оцінювало лише in  vitro біохімічні 
показники запалення та  оксидативного стресу без аналізу 
клінічних проявів або фармакодинамічної ефективності 
в умовах організму. Для підтвердження отриманих висновків 
доцільні подальші проспективні мультицентрові дослідження 
з  більшою вибіркою, які поєднуватимуть біохімічні, молеку-
лярні методи та клінічну валідацію ефектів фармацевтичної 
композиції мефенамінової кислоти з кофеїном.

Перспективи подальших досліджень

Подальші дослідження включають поглиблене вивчення меха-
нізмів впливу композицій мефенамінової кислоти з  кофеїном 
на емоційно-поведінкові реакції та когнітивні функції в умовах 
запалення. Перспективним є  аналіз нейромедіаторних змін, 
ролі нейрозапалення, оксидативного стресу та  цитокінового 
профілю. Важливим напрямком є встановлення звʼязку між вира-
женістю периферичного запального процесу та порушеннями 
мнестичної діяльності з  використанням розширених поведін-
кових тестів і біохімічних маркерів. Перспективним напрямком 
є  оцінка дозозалежних ефектів і  тривалості дії композицій, 
а також порівняння їх ефективності з референтними нестеро-
їдними протизапальними засобами та психотропно активними 
сполуками. Важливим є визначення безпечності при тривалому 
застосуванні, зокрема впливу на стрес-реактивність, нейроен-
докринні показники та поведінкову адаптацію.
Отримані результати можуть стати підґрунтям для обґрунту-
вання нових підходів до фармакологічної корекції больового 
синдрому, запалення та асоційованих з ними когнітивно-емо-
ційних порушень, а також для подальшого переходу до доклі-
нічних і клінічних досліджень комбінованих препаратів.
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Limitations of the study

The study was an experimental single-center investigation conducted 
on laboratory rats, which limits the possibility of directly extrapolating 
the results to clinical settings and establishing causal relationships. 
The sample size and structure (36 rats, 6 groups of 6 animals each) 
may affect the accuracy of  the estimates and the generalizability 
of  the results, considering the specificity of  the formalin-induced 
edema model and local particularities of experimental practice.
The assessment of anti-inflammatory and antioxidant activities 
was performed using standard biochemical methods (ELISA for 
ceruloplasmin, spectrophotometric determination of thiobarbituric 
acid-reactive substances) without the use of  additional 
approaches, such as  minimum inhibitory concentration 
(MIC) determination or  molecular-genetic (PCR) tests for the 
evaluation of  biochemical markers and potential resistance 
genes. Incorporating these methods could enhance the precision 
and reliability of the results; however, their implementation was 
limited by resource and organizational constraints.
Furthermore, the study evaluated only in  vitro biochemical 
indicators of inflammation and oxidative stress, without analyzing 
clinical manifestations or  pharmacodynamic efficacy in  vivo. 
To confirm the obtained findings, further prospective multicenter 
studies with larger sample sizes are warranted, integrating 
biochemical and molecular methods along with clinical validation 
of  the effects of  the pharmaceutical composition of mefenamic 
acid combined with caffeine.

Prospects for Further Research

Further studies should focus on an in-depth investigation of  the 
mechanisms underlying the effects of  mefenamic acid–caffeine 
combinations on  emotional-behavioral responses and cognitive 
functions under inflammatory conditions. Promising directions 
include analysis of neurotransmitter changes, as well as the roles 
of  neuroinflammation, oxidative stress, and cytokine profiles. 
An important objective is to determine the relationship between the 
severity of peripheral inflammation and impairments in mnemonic 
activity using extended behavioral testing alongside biochemical 
markers. перспективним напрямком also includes evaluating 
dose-dependent effects and duration of action of the combinations, 
as  well as  comparing their efficacy with reference nonsteroidal 
anti-inflammatory drugs and psychoactive agents. Assessment 
of long-term safety is also essential, particularly regarding stress 
reactivity, neuroendocrine parameters, and behavioral adaptation.
The results obtained may provide a  basis for developing 
new approaches to  the pharmacological correction of  pain, 
inflammation, and associated cognitive and emotional disorders, 
and for the further transition to  preclinical and clinical studies 
of combination drugs.
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біомедичних пристроїв, іншими організаціями, чиї продукти, 
послуги, фінансова підтримка можуть бути повʼязані з пред-
метом наданих матеріалів.

Дотримання етичних норм

Автори рукопису свідомо засвідчують, що експериментальні 
дослідження проведено згідно з вимогами належної лабора-
торної практики «GLP» (Good Laboratory Practice), Конвенції 
Ради Європи про охорону хребетних тварин, що використо-
вуються в  експериментах та  в інших наукових цілях від 
18  березня 1986  р., Директиви Європейського парламенту 
та  Ради ЄС 2010/63/ЄС від 22  вересня 2010  р. про захист 
тварин, які використовуються для наукових цілей, наказу 
Міністерства охорони здоровʼя України від 14 грудня 2009 р. 
№ 944  «Про затвердження Порядку проведення доклініч-
ного вивчення лікарських засобів та  експертизи матеріалів 
доклінічного вивчення лікарських засобів», Закону України 
від 21  лютого 2006  р. № 3447-IV «Про захист тварин від 
жорстокого поводження» та  ін.). Дослідження схвалене 
Комісією з питань етики та біоетики Харківського національ-
ного медичного університету Міністерства охорони здоровʼя 
України (витяг з протоколу № 17 від 6 березня 2024 р.). 

Використання штучного інтелекту

Автори рукопису свідомо засвідчують використання інстру-
ментів генеративного штучного інтелекту (ШІ) у  процесі 
підготовки цього рукопису. Відповідно до Таксономії делегу-
вання завдань генеративному штучному інтелекту (GAIDeT, 
2025  р.), за  повного людського нагляду було делеговано 
завдання з  вичитування, редагування та  перекладу. Для 
цього використовувався ChatGPT-5  (OpenAI, версія від 
червня 2025  р.). Усі результати, отримані за  допомогою 
цього інструмента, були ретельно перевірені, відредаговані 
та затверджені авторами, які несуть повну відповідальність 
за  зміст і  висновки публікації. Інструменти генеративного 
ШІ  не зазначаються як  автори та  не несуть відповідаль-
ності за кінцеві результати. Ця декларація не поширюється 
на використання базових інструментів перевірки граматики, 
орфографії чи оформлення посилань.

Первинні дані та матеріали

Автори рукопису свідомо засвідчують, що  у роботі викори-
стано результати власних експериментальних досліджень, 
що  були систематизовані та  проаналізовані авторами. 
Первинні дані включають узагальнені показники, лабора-
торні результати, експериментальні протоколи та  отримані 
кількісні характеристики. Всі матеріали збережені в  архіві 
дослідницької групи та можуть бути надані за обґрунтованим 
запитом до  автора-кореспондента, з  урахуванням етичних 
норм та правових обмежень.

Інформація про фінансування 

Стаття є  фрагментом планової науково-дослідно роботи 
Харківського національного медичного університету Мініс-
терства охорони здоровʼя України, «Хіміко-фармацевтичне 
обґрунтування створення біологічно-активних композицій 
з  протизапальною та  протибольовою активностями», 
номер державної реєстрації: 0124U002495, код ЄДРПОУ/
ІПН 01896866, термін виконання: 2024–2026 рр., керівник – 
завідувачка кафедри медичної хімії Харківського націо-
нального медичного університету Міністерства охорони 
здоровʼя України, доктор фармацевтичних наук, професор  
Г.О. Сирова.

manufacturers, other organizations whose products, services, 
financial support may be related to the subject of the submitted 
materials.
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