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RESUMO 

 

Fosfodiesterases (PDEs) são enzimas que catalizam a hidrólise do monofosfato de 
adenosina cíclico (AMPc) e/ou monofosfato de guanosina cíclico (GMPc), exercendo 
um papel essencial na regulação desses nucleotídeos cíclicos e sobre cascatas 
intracelulares ativadas por estes. São descritas 11 famílias de PDEs que podem ser 
divididas com base na especificidade de substrato: específicas para AMPc (PDE do 
tipo 4, PDE7 e PDE8); específicas para GMPc (PDE5, PDE6 e PDE9) e as não 
substratos específicas (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 e PDE11). Entre essas 
isoenzimas, a PDE5, presente nas células musculares lisas do corpo cavernoso, 
ganhou atenção no campo médico por ser alvo de fármacos utilizados para o 
tratamento da disfunção erétil, sendo o sildenafil, vardenafil e tadalafil os mais 
estudados, já que, pela semelhança à base guanosina do GMPc, estes fármacos 
bloqueiam o sítio ativo da PDE5, impedindo a hidrólise de GMPc, o qual ativa 
proteínas quinases dependentes de GMPc (PKG), diminuindo o influxo de cálcio 
intracelular. Em relação à dor, é descrito que a excitabilidade dos nociceptores pode 
ser controlada pelo balanço entre os níveis de AMPc e GMPc, sendo a via 
GMPc/PKG e subjacente modulação de correntes de potássio ATP dependentes 
responsável pela hiperpolarização dos nociceptores. Embora muitos estudos já 
tenham demonstrado uma antinocicepção induzida por sildenafil, pouco foi estudado 
sobre os efeitos anti-inflamatórios e antinociceptivos do vardenafil, um iPDE5 mais 
potente e específico. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o 
potencial efeito anti-inflamatório e antinociceptivo do vardenafil em modelos pré-
clínicos de inflamação e dor em murinos. Os dados obtidos mostraram que o 
tratamento sistêmico com vardenafil (apenas na dose mais alta testada; 0,1 mg/kg; 
via intraperitoneal, i.p.) diminuiu significativamente o edema de pata induzido por 
carragenina, que parece não ser dependente da inibição da migração de neutrófilos, 
uma vez este tratamento não alterou a atividade da mieloperoxidase induzida por 
carragenina. Além disso, o tratamento com vardenafil (em todas as doses testadas, 
0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente o número de 
comportamentos nociceptivos na segunda fase do teste da formalina em ratos e o 
número de contorções abdominais induzidas por ácido acético em camundongos 
sem alterar o desempenho locomotor no teste de campo aberto. No entanto, o 
tratamento com vardenafil foi incapaz de alterar a alodinia mecânica induzida por 
constrição crônica do nervo ciático ou carragenina ou ainda o tempo de latência nos 
testes da placa quente e tail-flick. Em conjunto, os dados do presente estudo 
corroboram a propriedade anti-inflamatória do vardenafil e apontam, pela primeira 
vez na literatura, o potencial efeito antinociceptivo do mesmo em modelos de dor 
evocada por formalina ou ácido acético. Mais estudos estão em desenvolvimento a 
fim de caracterizar os mecanismos farmacológicos envolvidos nestes efeitos.  

 

Palavras-chave: Fosfodiesterase do tipo 5. Vardenafil. Anti-inflamatório.             
Antinocicepção. Dor neuropática.  
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ABSTRACT 

 

Phosphodiesterases (PDEs) are enzymes that catalyze the hydrolysis of cyclic 
adenosine monophosphate (cAMP) or cyclic guanosine monophosphate (cGMP), 
playing an essential role in the regulation of these cyclic nucleotides and on 
intracellular cascades activated by them. 11 families of PDEs are described and 
that can be divided based on substrate specificity: specific for cAMP (PDE type 4, 
PDE7 and PDE8); specific for cGMP (PDE5, PDE6, and PDE9) and non-specific 
substrates (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10, and PDE11). Among these isoenzymes, 
PDE5, present in the smooth muscle cells of the corpus cavernous, has gained 
attention in the medical field because it is the target of drugs used to treat erectile 
dysfunction, being sildenafil, vardenafil, and tadalafil the most studied. Also, due 
to the similarity to the cGMP guanosine base, these drugs block the active site of 
PDE5, preventing the cGMP hydrolysis, which activates cGMP-dependent protein 
kinases (PKG), decreasing the influx of intracellular calcium. About pain, it is 
described that nociceptor excitability can be controlled by the balance between 
cAMP and cGMP levels, with the cGMP/PKG pathway and the underlying 
modulation of ATP dependent potassium currents responsible for nociceptor 
hyperpolarization. Although many studies have already demonstrated activity 
induced by sildenafil, little has been studied about the anti-inflammatory and 
antinociceptive effects of vardenafil, a more potent and specific iPDE5. Thus, the 
present study aimed to evaluate the potential anti-inflammatory and 
antinociceptive effects of vardenafil in preclinical models of inflammation and pain. 
The systemic treatment with vardenafil (only at the highest tested dose; 0.1 mg/kg; 
intraperitoneally, i.p.) significantly decreased the carrageenan-induced paw 
edema, which seems not to be dependent of neutrophil migration inhibition since 
all tested dose of vardenafil did not change the carrageenan-induced 
myeloperoxidase activity augment. However, vardenafil treatment (at all tested 
doses, 0.01, 0.03 or 0.1 mg/kg, i.p.) significantly reduced the number of flinches in 
the second phase of the formalin test and the number of writhing induced acetic 
acid in mice without altering the locomotor performance in the open field test. 
However, vardenafil treatment was unable to alter the carrageenan- or sciatic 
nerve chronic constriction injury-induced mechanical allodynia or the latencies in 
the hot plate or tail-flick apparatus. In our knowledge, this is the first study that 
characterizes the potential antinociceptive effect of vardenafil, without affecting the 
locomotor status. Besides, the anti-inflammatory property of vardenafil was 
corroborated over the carrageenan-induced paw edema, which seems not to be 
dependent on neutrophil migration inhibition. Further studies are needed to 
characterize the exact mechanisms involved in these effects. 

 

Keywords: Phosphodiesterase 5. Vardenafil. Anti-inflammatory. Antinociception.        
Neuropathic pain. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 INFLAMAÇÃO 

 

A inflamação é uma resposta biológica do sistema imunológico que pode 

ser desencadeada por fatores como lesões traumáticas, patógenos, autoimunes 

ou compostos tóxicos (NATHAN, 2002). Durante o processo inflamatório agudo 

ocorrem respostas celulares e interações moleculares a fim de minimizar com 

eficiência lesões ou infecções iminentes e restaurar a homeostase do tecido 

lesado, sendo assim, a inflamação é considerada um mecanismo de defesa do 

nosso organismo (CHEN et al., 2018). 

A nível tecidual, a inflamação foi caracterizada primariamente por Aulus 

Cornelius Celsus (25 a.C – 50 d.C) por 4 sinais, a dor, o calor, o rubor e o edema, 

sendo considerados os “sinais cardinais da inflamação”. No século XIX, Rudoph 

Virchow, também chamado de “pai da patologia moderna”, adicionou o quinto 

sinal, chamado de “perda de função” (KUMAR et al., 2013). Outros eventos micro 

circulatórios como, aumento da permeabilidade vascular, recrutamento e acúmulo 

de leucócitos e liberação de mediadores inflamatórios também ocorrem durante o 

processo inflamatório (CHEN et al., 2018). 

De forma geral, a inflamação pode ser classificada como crônica ou aguda 

e depende de aspectos como os componentes celulares associados e sua 

duração. A inflamação aguda é caracterizada por apresentar início rápido, de curta 

duração que é resultante da ação de um estímulo químico ou físico (KUMAR et 

al., 2013). No entanto, se a resposta inflamatória não for direcionada e o reparo 

tecidual não for adequado, a inflamação pode levar a danos persistentes nos 

tecidos por leucócitos ou linfócitos, tornando-se uma inflamação crônica 

(NATHAN, 2002; ZHOU et al., 2016). 

O reconhecimento inicial da infecção é mediado por macrófagos e 

mastócitos tecidos-residentes, que levam à produção de mediadores inflamatórios 

que incluem quimiocinas, citocinas, eicosanoides, aminas vasoativas e produtos 
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proteolíticos que provocam um exsudato inflamatório local, ou seja, aumentam a 

permeabilidade vascular local, permitindo a migração de leucócitos e 

extravasamento de proteínas plasmáticas (POBER e SESSA, 2007). 

Os mediadores inflamatórios alteram a funcionalidade de muitos tecidos 

e órgãos e possuem efeitos em comum na vascularização e no recrutamento de 

leucócitos. Esses mediadores podem ser derivados de proteínas plasmáticas ou 

produzidos por macrófagos e mastócitos residentes ou ainda por células 

presentes no tecido. Mediadores como a histamina e serotonina são pré-formados 

e armazenados nos grânulos de basófilos, mastócitos e plaquetas. Outros 

mediadores, como as cininas, circulam pelo plasma e tem sua concentração 

aumentada durante a resposta da fase aguda e ainda existem mediadores que 

são produzidos diretamente em resposta à estimulação por indutores de 

inflamação (CHEN et al., 2018; KUMAR et al., 2013; MEDZHITOV, 2008). 

Os mediadores inflamatórios, de acordo com suas propriedades 

bioquímicas, podem ser divididos em sete grupos: peptídeos vasoativos, animas 

vasoativas, mediadores lipídicos, citocinas, quimiocinas, enzimas proteolíticas e 

fragmentos do sistema complemento (MEDZHITOV, 2008). 

Os peptídeos vasoativos são pequenas proteínas, como por exemplo, a 

substância P (neuropeptídeo), iniciam as respostas inflamatória, promovem a 

permeabilidade vascular e regulam o calibre dos vasos. Já as aminas vasoativas 

(por exemplo, serotonina e histamina) promovem aumento da vascularização, 

permeabilidade e vasodilatação, sendo normalmente estocadas em grânulos 

citoplasmáticos de mastócitos, basófilos e plaquetas que são liberadas durante a 

primeira fase da resposta inflamatória. Os mediadores lipídicos, também 

chamados de metabólitos do ácido araquidônico, são derivados de fosfolipídios e 

quando produzidos possuem funções específicas para cada metabólito como: as 

prostaciclinas e prostaglandinas envolvidas em toda a cascata inflamatória; 

tromboxanos que induzem a vasoconstrição e leucotrienos responsáveis pela 

vasoconstrição e aumento da permeabilidade vascular (KUMAR, 2003; MANJO e 

JORIS, 2004; MAJNO e PALADE, 1961; MEDZHITOV, 2008). 
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As citocinas como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e interleucinas 

são produzidas por uma variedade de células, como os macrófagos, monócitos, 

mastócitos e eosinófilos e estão responsáveis por estimular síntese de 

prostaglandinas, ativar mensageiros intracelulares e ativação e sensibilização de 

nociceptores. Já as quimiocinas são responsáveis por quimiotaxia e controlar o 

extravasamento de leucócitos, sendo produzidas por muitos tipos de células em 

resposta a indutores de inflamação. Com relação as enzimas proteolíticas, 

desempenham papéis importantes em muitos processos, incluindo imunidade 

inata, migração de leucócitos e remodelamento de tecidos. Os fragmentos do 

sistema complemento C3ae C5a, também chamadas de anafilatoxinas atuam 

aumentando a permeabilidade vascular pela liberação de mediadores de 

mastócitos e plaquetas(CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008). 

A inflamação aguda ocorre em estágios, podendo ser dividida em 3 

estágios principais: o primeiro, em que ocorrem alterações vasculares 

(promovidas por mediadores inflamatórios) para facilitar o deslocamento de 

células e proteínas para o local da lesão e amplificação da resposta inflamatória; 

o segundo caracterizado pela passagem de células sanguíneas para o local da 

lesão (especialmente leucócitos e fagócitos) devido a liberação dos mediadores e 

a ativação do sistema do complemento; e o terceiro estágio, que está relacionado 

a proliferação celular e regeneração tecidual (AMULIC et al., 2012; 

KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013; KUMAR et al., 2013; SUZUKI et al., 2003). 

  

1.1.1 Células inflamatórias 

 

As células envolvidas no processo inflamatório compreendem as células 

de defesa (leucócitos) e células residentes das paredes vasculares. Quando 

ocorre um estímulo pró-inflamatório, células como macrófagos, dendríticas, 

mastócitos dentre outras, são ativadas através de receptores, e como 

consequência, secretam citocinas e outros mediadores, que irão induzir a 

resposta inflamatória. Além disso, há a ativação de células endoteliais, que por 
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sua vez, promovem um aumento da adesão e migração de leucócitos, 

principalmente os neutrófilos. Após esse recrutamento os leucócitos, agora 

ativados, promovem muitas funções celulares como fagocitose de microrganismos 

e partículas, degranulação (exocitose de produtos granulares), produção de 

mediadores químicos, que amplificam a resposta inflamatória, dentre outras. 

Depois da eliminação do agente nocivo, as células e os mediadores inflamatórios 

são inativados ou degradados (FIGURA 1) (KUMAR et al., 2013). 

FIGURA 1 - ESQUEMA DO PROCESSO INFLAMATÓRIO AGUDO, SEUS COMPONENTES E 
FUNÇÕES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: modificado de: KUMAR et al., 2013. 

Os neutrófilos, também chamados de leucócitos polimorfonucleares, são 

os primeiros glóbulos brancos a serem recrutados durante uma inflamação aguda, 

com um tempo de meia vida curto e que podem ser classificados como células 

fagocíticas, pois são eficientes em eliminar patógenos por múltiplos mecanismos. 

São produzidos continuamente na medula óssea a partir de precursores 

mieloides, e durante seu processo de maturação, passam por várias fases, sendo 

mieloblastos, promielócitos, mielócitos, metamielócitos, bastonetes e por fim 

polimorfonucleares ou segmentados, ricos em grânulos e vesículas 

(KOLACZKOWSKA e KUBES 2013; KUMAR et al., 2013). 
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A partir do estágio de promielócito, durante a maturação do neutrófilo, os 

grânulos começam a ser formados. Três tipos de grânulos de neutrófilos são 

formados durante a maturação: 1) os grânulos azurófilos, também chamados de 

primários pois são os primeiros a ser formados durante maturação de neutrófilos, 

que contém mieloperoxidase; 2) os grânulos específicos, podendo ser chamados 

também de secundários que contêm a glicoproteína lactoferina, e 3) os grânulos 

de gelatinase (terciários) e são conhecidos pela presença de gelatinase B 

(também chamada de MMP9). Além disso, os neutrófilos possuem vesículas 

secretoras que transportam e servem de reservatório para diversas moléculas 

necessárias para a adesão celular, permitindo a transmigração de neutrófilos 

(AMULIC et al., 2012; KOLACZKOWSKA e KUBES 2013). 

A mieloperoxidase (MPO) é uma hemoproteína catiônica lisossomal que 

está localizada nos grânulos primários de leucócitos polimorfonucleares, com uma 

maior expressão durante o estágio de promielócito, e, à medida que ocorre a 

diferenciação nas linhagens celulares subsequentes, há uma diminuição dessa 

expressão, podendo ser encontrada também nos lisossomos primários de 

monócitos, porém em menor quantidade. Essa enzima na presença de peróxido 

de hidrogênio (H202), e íons halogênios constitui-se em potente sistema 

bactericida (ARATANI, 2018; PEREIRA et al., 2000). 

A MPO também promove a oxidação de grupamentos fenol e anilina, 

através da formação de hipotiocianato. Outras células também sofrem efeito da 

MPO, como as células endoteliais, que, com a produção de oxidantes contribuem 

para o aumento do dano tecidual nos processos inflamatórios. Dessa forma, a 

MPO vem sendo associada a diversas situações patológicas, principalmente nas 

que existe um processo inflamatório mediado por neutrófilos (BRITO, 2012). 

A atividade da enzima MPO representa um indicativo indireto da presença 

de leucócitos polimorfonucleares no tecido lesado, sendo assim, a técnica de 

avaliação da atividade na MPO é muito utilizada para avaliar a infiltração desses 

leucócitos polimorfonucleares no tecido inflamado. Essa técnica relaciona de 

forma diretamente proporcional a quantidade total da enzima extraída do tecido, 

com o número de neutrófilos presentes no tecido, permitindo que seja possível 
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mensurar o número aproximado de neutrófilos presentes no tecido lesionado 

durante o processo infeccioso (BRADLEY et al., 1982; DE YOUNG et al., 1989) 

 

1.2 DOR E NOCICEPÇÃO 

 

A dor pode ser definida como uma experiência sensorial e emocional 

desagradável associada a dano tecidual real ou potencial ou descrita em termos 

de tal dano (IASP; International Association for the Study of Pain). Sendo assim, 

a dor é percebida por cada indivíduo de maneira diferente, tornando-a uma 

experiência subjetiva pelo envolvimento do componente emocional e 

desagradável, já que representa prejuízo ao nosso organismo. 

Ao estudar a dor em modelos animais, convencionalmente se utiliza o 

termo “nocicepção” ao invés de “dor”, que segundo a IASP é definido como o 

processo neural de codificação do estímulo nocivo. 

A nocicepção inicia-se em terminações nervosas na periferia, em que os 

nociceptores conduzem a informação da dor ao sistema nervoso central. Os 

nociceptores são neurônios pseudounipolares, com os corpos celulares 

localizados no gânglio da raiz dorsal (GRD), ou do trigêmeo, os quais possuem 

uma ramificação periférica e outra que se direciona ao sistema nervoso central. 

As fibras nervosas desses nociceptores ainda possuem uma divisão em duas 

categorias principais: as fibras do tipo A, que são mielinizadas de médio a grande 

diâmetro, e as fibras do tipo C, não mielinizadas de pequeno diâmetro. A 

transmissão da informação da dor também pode ser dividida de acordo com sua 

velocidade em rápida e lenta. As fibras Aδ transmitem a informação de dor 

rapidamente (6-30 m/seg.) sendo fibras relativamente pequenas (1-6 m) e pouco 

mielinizadas. Já as fibras C possuem uma velocidade de condução mais lenta 

(0,5-2 m/seg.) e são menores (<1,5 m). As fibras Aβ conduzem essa informação 

em alta velocidade (30-70 m/seg.) por se tratar de fibras grandes (6-12m) e 

mielinizadas. (BASBAUM et al., 2009; BOURNE et al., 2014; KWON et al., 2014). 
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Tanto as fibras Aδ quanto fibras C podem ser chamadas de polimodais, ou seja, 

respondem a vários estímulos como químicos, mecânicos ou térmicos (calor e frio 

para fibras C e somente calor para fibras Aδ) e, além disso, apresentam um alto 

limiar de ativação (TRACEY, 2017). 

Após o estímulo dessas fibras, seja por uma lesão tecidual ou um estímulo 

de naturezas diversas, ocorre a condução dessa informação de dor até a matéria 

cinzenta do corno dorsal da medula espinhal, ascendendo para o tálamo e córtex 

somatossensorial, onde ocorre a percepção da dor passando também pelo córtex 

anterior cingulado, pré-frontal e insular, a amígdala e o hipotálamo, onde são 

adicionados aspectos afetivos e emocionais (FIGURA 3) (BASBAUM et al., 2009; 

BOURNE et al., 2014; KWON et al., 2014). 

FIGURA 2 - PROCESSO NOCICEPTIVO 

 

FONTE: modificado de: SCHOLZ e WOOLF, 2002. 

A classificação da dor pode ser feita de acordo com sua etiologia, em 

nociceptiva, inflamatória e neuropática. A dor nociceptiva, possui um caráter 

adaptativo que resulta da ativação de neurônios nociceptivos primários através de 
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estímulos químicos, térmicos e mecânicos os quais possuem caráter protetivo da 

lesão tecidual. A dor de origem inflamatória resulta do processo inflamatório e da 

ação de mediadores inflamatórios, já a dor neuropática provém de uma lesão de 

nervos periféricos e centrais, acompanhada por dor espontânea intensa, 

puramente patológica, ou seja, sem caráter protetivo, geralmente de duração 

crônica. Tanto na dor neuropática quanto na inflamatória ocorre um estado de 

facilitação da condução nervosa, em que estímulos que antes não causavam dor, 

passam a ser interpretados como tal (alodinia) ou sensibilidade exagerada à dor 

(hiperalgesia), porém a dor neuropática possui manejo clínico extremamente difícil 

devido a este tipo de dor ser especialmente refratária a fármacos opioides que são 

prescritos como terceira linha de tratamento para esse tipo de dor (KLAUMANN 

et al., 2008; KRAYCHETE et al., 2006; ZEILHOFER, 2007). 

 

1.2.1 Dor aguda e inflamatória  

 

A dor é considerada também, um dos cinco sinais cardinais da inflamação 

já que quando ocasionada por dano tecidual, envolve um processo inflamatório 

com a liberação de diversos mediadores químicos como prostaglandinas, cininas, 

substância P, entre outras substâncias algogênicas. A partir da liberação destes 

mediadores, as fibras C e Aδ (nociceptores) são sensibilizados, diminuindo seu 

limiar de ativação, promovendo a chamada “sensibilização periférica” 

(KLAUMANN et al., 2008; RADNOVICH et al., 2014). 

Os nociceptores expressam diversos receptores, como: receptores de 

serotonina (5-HT), bracicinina (B1 e B2), histamina (H1), receptores de potencial 

transitório (TRPs) entre outros, que detectam estímulos nocivos e promovem a 

formação de segundos mensageiros. Essa cascata de eventos celulares, que 

culminam em ações sobre diferentes canais iônicos, reduzem o limiar de ativação, 

despolarizando a membrana desses neurônios para que ocorra disparo ou 

ativação da fibra nervosa. Além disso, células imunes, como os macrófagos, 

mastócitos e neutrófilos também liberam citocinas que resultam na ativação e 
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sensibilização dos nociceptores, causando dor. Em conjunto, esses eventos 

levam a dor provocada por estímulos não nocivos chamados de alodinia e 

hiperalgesia, como citado anteriormente (KLAUMANN et al., 2008; KUMAR et al., 

2013; SCHOLZ e WOOLF, 2002; TRACEY, 2017). 

Como tratamento da dor inflamatória, os anti-inflamatórios não esteroidais 

(AINEs, exemplo: paracetamol, diclofenaco e ibuprofeno) e esteroidais, como os 

corticoides (exemplo: dexametasona, predinisolona e betemetasona) são os mais 

utilizados. A ação dos AINEs ocorre através do bloqueio de duas isoformas da 

enzima COX (COX-1, constitutiva e COX-2, induzida durante inflamações), em 

que alguns deles são mais seletivos para a COX-2, impedindo a produção de 

prostaglandinas e tromboxano. Com relação aos anti-inflamatórios esteroidais, 

estes atuam sobre a transcrição gênica, por se ligar sobre o receptor 

glicocorticoide no citoplasma das células, o que resulta na supressão de genes 

inflamatórios e ativação de genes anti-inflamatórios (BARNES, 2006; DAY e 

GRAHAM, 2013). 

 

1.3 DOR NEUROPÁTICA 

 

A dor neuropática é uma das principais modalidades de dor crônica, com 

uma prevalência de 7 a 18% na população mundial (AUSTIN et al., 2012). 

Segundo a IASP (2018), a dor neuropática é definida como uma dor causada por 

uma lesão ou doenças (por exemplo, diabetes, doenças autoimunes, processos 

infecciosos, entre outras) que afetam o sistema nervoso somatossensorial, com 

origem em nervos periféricos ou centrais, resultando em respostas nociceptivas 

anormais.  

Em condições normais, a percepção da dor envolve um equilíbrio entre 

vias de condução nociceptivas, porém quando ocorre um dano somatossensorial 

há um desbalanço entre esses processos excitatórios e inibitórios. Esses danos 

podem promover uma hiperexcitabilidade das fibras aferentes do tipo Aδ e C, as 
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quais promovem disparos ectópicos, pela superexpressão de diversos canais 

iônicos (como canais de sódio voltagem dependente) e receptores. Além disso, 

canais relacionados a alterações do limiar basal da membrana, hiperpolarização 

ou repolarização (como os canais de potássio voltagem dependentes) passam a 

ser menos expressos nessas fibras (BARON, 2006; COLLOCA et al., 2017; 

FINNERUP e JENSEN, 2006; MEACHAM et al., 2017). Adicionalmente a esses 

processos, os mediadores inflamatórios como prostaglandinas, ácido 

araquidônico, citocinas e bradicinina contribuem ainda mais para a sensibilização 

e sustentação da hiperexitabilidade dos neurônios aferentes, promovendo então 

a chamada sensibilização periférica (BARON, 2006; FINNERUP e JENSEN, 2006; 

NICKEL et al., 2012). 

Essas alterações nociceptivas também podem ocorrer a nível central, em 

que fibras de segunda ordem; na expressão de canais iônicos; aumento da 

expressão de vesículas transportadores de glutamato, neurotransmissores e 

neuromoduladores; aumento da atividade da micróglia, glia e astrócitos e redução 

dos mecanismos descendentes inibitórios mediados por serotonina e 

noradrenalina. Além dessas alterações citadas acima, no processo de 

desenvolvimento da dor neuropática, ainda pode ocorrer a formação de 

neuromas, ou seja, o brotamento contralateral de neurônios aferentes de outras 

fibras não lesadas em direção às áreas próximas ao trauma e no gânglio da raiz 

dorsal (BARON, 2006; COLLOCA et al., 2017; MEACHAM et al., 2017; 

STILLMAN, 2006). 

Tomando em conjunto, essas alterações no processamento da dor 

provocam manifestações clínicas em pacientes acometidos por dor espontânea 

em que estes relatam dor em queimação, pontadas, picadas e formigamento que 

ocorrem devido aos disparos ectópicos das fibras, hiperalgesia, alodinia 

mecânica, térmica e ao frio (FINNERUP e JENSEN, 2006; MEACHAM et al., 

2017). 

Com essa variedade de mecanismos relacionados a instalação da dor 

neuropática e as diferenças entre indivíduos, a dificuldade para o tratamento 

dessa condição é ainda maior. Atualmente, o tratamento da dor neuropática 
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envolve medicamentos chamados de primeira escolha, como os inibidores da 

recaptação de serotonina, como a duloxetina e venlafaxina, antidepressivos 

tricíclicos, como a amitriptilina e imipramina e, por fim anticonvulsivantes, como a 

gabapentina e pregabalina; Medicamentos de segunda escolha que incluem: 

opioide, neste caso o tramadol, gel ou patches de capsaicina (8%, agonista 

TRPV1) e anestésico local, como a lidocaína; E uma terceira linha de 

medicamentos que são os opioides fortes (morfina, oxicodona e metadona) e 

neurotoxina (toxina botulínica A) que atua pelo bloqueio neuromuscular e inibição 

da liberação de acetilcolina (ATTAL, 2018). Entretanto, nenhum dos tratamentos 

tem mostrado grande eficácia e muitos deles acarretam uma variedade de efeitos 

colaterais, o que contribui para que a dor neuropática seja considerada um desafio 

clínico.  

 

1.4 FOSFODIESTERASES 

 

Fosfodiesterases (PDEs) são enzimas que promovem a hidrólise do 

monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e monofosfato de guanosina cíclico 

(GMPc), mensageiros intracelulares que medeiam respostas a hormônios e 

neurotransmissores (COSTA, 2011). A estrutura geral das PDEs consiste de 

características básicas que incluem um núcleo catalítico, região reguladora entre 

o terminal de aminoácidos e o núcleo catalítico e também um terminal de 

aminoácidos que confere especificidade e isoforma (GHOSH et al., 2009). 

Sua família é constituída por 11 isoenzimas distribuídas em vários órgãos 

(FRANCIS et al., 2011; MANALLACK et al., 2005), divididas com base na 

especificidade de substrato: 1) específicas para AMPc (PDE do tipo 4, PDE7 e 

PDE8); 2) específicas para GMPc (PDE5, PDE6 e PDE9) e 3) as não substratos 

específicas (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 e PDE11) (FRANCIS et al., 2011). 

Processos fisiológicos como motilidade visceral, débito cardíaco, resposta imune, 

visão, reprodução, inflamação e neuroplasticidade são regulados justamente por 

essa hidrólise de monofosfatos cíclicos que as PDEs promovem (GHOSH et al., 
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2009). Além disso as fosfodiesterases também são consideradas segundos 

mensageiros em diferentes vias de sinalização (TABELA 1) (BEAVO, 1995). 

TABELA 1- FAMÍLIAS DE PDE RELACIONANDO-AS AO NUCLEOTÍDEO CÍCLICO EM QUE   
ATUAM, AOS INIBIDORES DE PDE MAIS COMUMENTE UTILIZADOS E COMO SE 
DÁ SUA REGULAÇÃO 

Família de PDE 

 

Nucleotídio 

Cíclico 

Inibidores 

 

Regulação 

PDE1 
AMPc<GMPc Vinpocetina 

(+) Ca2+/CAM, 

(-) PKA 

PDE2 AMPc e GMPc EHNA (+) GMPc, PKC 

PDE3 
AMPc>GMPc 

Cilostamida, 
Milrinona, 

Zardaverina 

(+) PKA, PKB 

(-) GMPc 

PDE4 
AMPc 

Rolipram, 
Zardaverina 

(+) PKA, ERK 

(-) ERK, Caspases 

PDE5 

GMPc 

Zaprinast, 

Sildenafil, 
Vadenafil, 
Tadalafil 

(+) GMPc, PKG, 

PKA, 

(-) Caspases 

PDE6 

GMPc 

Zaprinast, 

Sildenafil, 
Dipyridamol 

(+) trasnsducina, 

(-)GMPc, 

subunidades γ e Δ 

PDE7 AMPc 
IBMX, 

Dipyridamol 
(+/-) PKA 

PDE8 AMPc Dipyridamol  

PDE9 GMPc Zaprinast  

PDE10 AMPc<GMPc Dipyridamol (-) AMPc 

PDE11 
AMPc e GMPc 

Zaprinast, 
Dipyridamol, 

Tadafalil 

 

FONTE: modificado de: ALMEIDA, 2006. 
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1.4.1 Fosfodiesterase do tipo 5 e seus inibidores 

 

A fosfodiesterase do tipo 5 (PDE5) que é uma das isoenzimas responsável 

pela regulação de GMPc intracelular, está presente em vários locais do corpo, 

como em células do musculo liso, corpo cavernoso peniano, células endoteliais 

dos vasos sanguíneos, plaquetas, pulmonar e coronariana. Até o momento, foram 

identificadas três variantes para PDE5, que são a PDE5A1, PDE5A2 e PDE5A3. 

Essas variantes permitem o controle diferencial da expressão do gene PDE5A em 

várias células, em que a PDE5A1 e PDE5A2 são encontradas em quase todos os 

tecidos, porém a PDE5A3 é limitada ao músculo liso (ANDERSSON, 2018; 

REFFELMANN e KLONER, 2009). 

A PDE5, ganhou atenção no campo médico por ser alvo de fármacos 

utilizados para o tratamento da disfunção erétil, já que a inibição específica da 

PDE5 demonstrou induzir um aumento no GMPc que está associado a um efeito 

de relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso peniano e posterior 

ereção (COSTA, 2011; FRANCIS et al., 2011). 

Existem atualmente três fármacos inibidores de PDE5 que são 

comercializados, sendo o sildenafil, vardenafil e tadalafil que apesar do mesmo 

mecanismo de ação, estes fármacos possuem estruturas moleculares diferentes, 

e essa diferença estrutural é refletida nas propriedades farmacocinéticas e 

seletividade para as isoenzimas da PDE (FIGURA 4) (WRIGHT, 2006). 
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FIGURA 3 - ESTRUTURA MOLECULAR DOS IPDE5. (a) SILDENAFIL, (b) VARDENAFIL E (c) 
TADALAFIL 

FONTE: COSTA, 2011. 

Dentre os iPDE5, o vardenafil é mais seletivo para PDE5, em relação ao 

sildenafil, já que o sildenafil é um fraco inibidor da fosfodiesterase do tipo 6 (PD6), 

um enzima presente na retina, responsável pela transferência dos impulsos de luz 

no nervo, em que a inibição desta enzima pode causar distúrbios na percepção 

de cor (SUPURAN et al., 2006; WRIGHT, 2006). Além disso, o vardenafil é o mais 

potente, pois a concentração da droga que produz 50% da inibição máxima da 

atividade da PDE5, IC50, do vardenafil é de 0,1-0,7 nanômetros (nM), enquanto o 

sildenafil e tadalafil de 3,5-8,5nM e 0,94-6,4nM, respectivamente (MEHROTRA et 

al., 2007).  
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A PDE5 também é altamente expressa no pulmão, o que contribuiu para 

propor que esta fosse considerada como um novo alvo para o tratamento de 

hipertensão pulmonar e dificuldade respiratória. Além disso, recentemente foi 

demonstrado que a inibição da PDE5 no cérebro melhora a consolidação precoce 

da memória em formação. Adicionalmente, as PDE5 também estão sendo 

estudadas quanto a seu potencial efeito analgésico, já que alguns estudos 

demonstram que esses agentes que promovem aumento de GMPc intracelular e 

esse aumento está envolvido ao bloqueio da passagem de estímulos nociceptivos 

(MEHANNA et al., 2018). 

 

1.4.2 iPDE5 e dor 

 

Em relação ao processamento da informação nociceptiva, é descrito que 

os níveis de AMPc e GMPc regulam a excitabilidade neuronal, sendo o AMPc 

responsável pela estimulação mecânica, que ocorre na fase de transdução da dor 

e o GMPc promovendo a hiperpolarização e consequentemente a inibição do 

estímulo de dor (CUNHA et al.,1999). 

As fosfodiesterases do tipo 5, 6 e 9 são as enzimas que promovem a 

inativação do GMPc, ou seja, catalisam a hidrólise de GMPc para GMP, 

terminando assim a transdução de sinal (JAIN et al., 2001). Assim, agentes que 

promovem aumento de GMPc intracelular, tais como inibidores de fosfodiesterase 

do tipo 5 (iPDE5) podem induzir efeito analgésico (MEHANNA et al., 2018). 

O GMPc é muito importante para a regulação funcional da nocicepção em 

que as concentrações de GMPc intracelular são reguladas pela ação da guanilato 

ciclase (IKIZ GEDIZ et al., 2015). Com essa inibição há um aumento da 

disponibilidade de GMPc que produz uma antinocicepção periférica pela abertura 

de canais de K+ sensíveis ao ATP (SOARES et al., 2000). Muitos estudos 

sugerem que o sildenafil produz efeitos antinoceciptivos em ratos e camundongos 

após administração local e periférica pelo aumento do GMPc e óxido nítrico (NO) 
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que podem ativar vários tipos de Canais de potássio (K+) (ARAIZA-SALDAÑA et 

al., 2005; SOARES et al., 2000). Estudos feitos por Araiza-Saldaña e 

colaboradores (2005), demonstram que em animais diabéticos o sildenafil reduz 

a hiperalgesia química e mecânica. Em (2010), os mesmos pesquisadores 

estudaram os efeitos do sildenafil com trinitrato de gliceril, sendo que estes foram 

eficazes na alodinia tátil de ratos induzidos ao Diabetes por streptozotocina, pois 

restauram a via alterada do NO-GMPc. Outro estudo realizado por İkiz Gediz e 

colaboradores (2015), utilizou o tratamento local de vardenafil nas doses de 50 

μg/kg e 100 μg/kg, que mostrou efeitos antinoceptivos em hiperalgesia induzida 

por carragenina em ratos. 

Além disso, muitos estudos já demonstram o potencial antinociceptivo de 

um dos principais representantes da classe dos iPDE5, o sildenafil, realizados em 

diferentes modelos de dor inflamatória (JAIN et al., 2001; PATIL et al., 2003). 

Evidências mostraram um papel da sinalização do NO/GMPc na nocicepção, já 

que a administração de L-Arginina em ratos com hiperalgesia induzida por 

carragenina mostrou efeito antinociceptivo e inibidores da guanilil ciclase (GC) 

revertem o efeito antinociceptivo da L-arginina (DUARTE et al., 1992). Com 

relação a dor de origem inflamatória um estudo feito em 2013, mostrou que o 

tratamento in vitro com tadalafil ou vardenafil em células prostáticas de 

miofibroblastos humanos, reduziu a secreção de interleucina-8 (IL-8), induzida por 

estímulos inflamatórios, provavelmente via ativação da sinalização GMPc/PKG  

(VIGNOZZI et al., 2013). Em um estudo feito por Mixcoatl-Zecuatl e colaboradores 

(2000), foi observado que o efeito antinociceptivo da morfina foi potenciado pelo 

co-tratamento com doses inefetivas de sildenafil no teste da formalina, 

provavelmente pela inibição da degradação do GMP cíclico.  

Embora os estudos anteriormente citados demonstrem o potencial 

antinociceptivo dos iPDE5, em que o sildenafil até o momento foi o mais estudado, 

somente um estudo explorou o possível efeito antinociceptivo do vardenafil em 

dores de origem inflamatória e pouco foi estudado sobre seu efeito em dores de 

origem neuropática. Considerando o exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar 
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as atividades anti-inflamatórias e antinociceptivas do vardenafil em modelos 

murinos de dor inflamatória e neuropática. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar o potencial anti-inflamatório e antinociceptivo do inibidor da 

fosfodiesterase do tipo 5, vardenafil, em modelos não clínicos de inflamação e dor.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatória do vardenafil através 

da avaliação do efeito do mesmo sobre o modelo de alodinia mecânica e 

edema de pata induzidos por carragenina em ratos; 

 Avaliar a atividade anti-inflamatória do vardenafil através da avaliação do 

efeito do mesmo sobre a atividade da mieloperoxidase induzida por 

carragenina em ratos; 

 Avaliar a atividade antinociceptiva do vardenafil no modelo de nocicepção 

induzida por formalina em ratos; 

 Avaliar a atividade antinociceptiva do vardenafil no modelo de nocicepção 

induzida por ácido acético em camundongos; 

 Avaliar o efeito do vardenafil sobre o comportamento nociceptivo no modelo 

de placa quente em ratos; 

 Avaliar o efeito do vardenafil sobre o comportamento nociceptivo no modelo 

de tail-flick em ratos; 

 Avaliar o efeito do vardenafil sobre a atividade locomotora no teste do campo 

aberto em ratos; 

 Avaliar a atividade antinociceptiva do vardenafil no modelo de dor 
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neuropática induzida por lesão por constrição crônica do nervo ciático em 

ratos, através do teste de von Frey eletrônico; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos machos da variedade Wistar pesando entre 180 e 220 

g e camundongos Swiss pesando de 18 a 35 g provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal do Paraná. Estes animais foram mantidos em condições de 

temperatura e umidade controladas, em ciclo claro-escuro de 12 horas com água e 

ração ad libitum. Foram alocados em caixas de plástico medindo 41 x 32 x 16.5cm 

em número máximo de cinco (ratos) ou sete (camundongos) por caixa com trocas 

de maravalha três vezes por semana. Antes da experimentação os animais 

permaneceram no biotério do Departamento de Farmacologia (ratos) ou no biotério 

central da UFPR (camundongos) para ambientação e, posteriormente, foram 

submetidos a testes de inflamação aguda e nocicepção de curta duração. Todos os 

protocolos foram previamente aprovados pela Comissão de Ética para o Uso de 

Animais do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná 

(CEUA/BIO-UFPR; #1202). 

 

3.2 DROGAS 

 

Foram utilizados vardenafil (100% de pureza química, peso molecular 

448,6 ng/nmol) que foi gentilmente doado pela Bayer AG, Wuppertal, Alemanha. 

O vardenafil foi dissolvido em solução salina (NaCl a 0,9%) contendo 2% de 

Tween 80 e administrado por via intraperitoneal (i.p.) em doses de 0,01, 0,03 ou 

0,1 mg/kg, selecionadas com base em estudos anteriores (PRICKAERTS et al., 

2002; 2005). Doses submáximas de vardenafil foram usadas para evitar efeitos 

cardiovasculares. O grupo controle (veículo) recebeu solução salina (NaCl a 0,9%) 

contendo 2% de Tween 80, via i.p. A dexametasona (1 mg/kg, Achê, Brasil), usada 
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como controle positivo do efeito anti-inflamatório, foi diluída em solução salina 

(NaCl a 0,9%) para injeção subcutânea (s.c.). 

 

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS  

 

3.3.1 Avaliação do limiar mecânico de retirada da pata 

 

Para a avaliação do limiar mecânico de retirada, os animais foram 

previamente ambientados em caixas de acrílico, cujo assoalho consiste em uma 

rede de malha igual a 5 mm2, constituída de arame não maleável de 1 mm. O 

limiar mecânico de retirada foi avaliado usando um analgesímetro eletrônico (Von 

Frey eletrônico, IITC Life Science, California, EUA), que consiste em uma ponteira 

de plástico acoplada a transdutor conectado a um contador digital que registra o 

limiar aplicado a pata do animal em gramas (g). O estímulo mecânico é aplicado 

linearmente na superfície plantar dos ratos até que o animal produza uma resposta 

de retirada e sacudida da pata estimulada. O limiar mecânico de retirada é então 

quantificado pela média aritmética de três medidas em cada uma das patas 

traseiras do animal, com intervalos de 2 minutos entre cada medida (JESUS et al., 

2019). A alodinia mecânica é caracterizada pela significativa redução do limiar 

mecânico de retirada ao longo do experimento.  

 

3.3.2 Alodinia mecânica e edema de pata induzido por carragenina 

 

Para avaliar o potencial efeito antinociceptivo e anti-inflamatório do 

vardenafil, o limiar mecânico e o edema da pata foram avaliados após a injeção 

intraplantar (i.pl.) de carragenina (Cg; Sigma-Aldrich, EUA; 200 μg/pata em 0,1 mL 

de solução salina) em ratos, conforme descrito anteriormente por Hirota e 

colaboradores (2016). Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais 
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(n= 8-10/grupo): grupo controle tratado com veículo (NaCl a 0,9%; volume 

equivalente, i.p.); grupos tratados com vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg; i.p.); 

grupo controle positivo tratado com dexametasona (1 mg/kg, s.c.). Todos os 

tratamentos foram administrados 1 hora (h) antes da injeção i.pl. de Cg. Como 

controle do volume injetado, as patas contralaterais receberam i.pl. injeção de 

solução salina (veículo Cg; 0,1 mL). 

O limiar mecânico foi avaliado antes (basal) da administração de 

vardenafil ou veículo e 1, 2 e 3 h após a injeção de Cg ou salina via intraplantar, 

utilizando o analgesímetro von Frey eletrônico. Após a medida do limiar mecânico 

dos animais, a espessura da pata foi mensurada com auxílio de paquímetro digital 

antes da administração de vardenafil, veículo ou dexametasona (medida basal) e 

novamente nos intervalos de 1, 2 e 3 h após injeção de Cg. A inflamação foi 

avaliada como o aumento na espessura da pata (edema) em cada intervalo de 

tempo em relação à medida basal. Os resultados foram expressos em milímetros 

(mm). 

 

3.3.3 Avaliação da atividade da mieloperoxidase 

 

A atividade da mieloperoxidase foi avaliada como descrito anteriormente 

por De Young e colaboradores (1989) com modificações. Para isso, uma hora 

após o tratamento com vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg; i.p.), dexametasona 

(1 mg/kg, s.c.) ou veículo (NaCl a 0,9%; volume equivalente) os animais 

receberam a injeção i.pl. com solução salina (0,1 mL) ou Cg (200 μg/pata em 0,1 

mL de solução salina). Três horas após a injeção de Cg (pico de edema induzido 

por Cg), os animais foram sacrificados e tiveram os segmentos da região sub-

plantar das patas traseiras direita e esquerda coletados, pesados e armazenados 

em eppendorfs que foram estocados a -80°C. Posteriormente, as amostras de 

tecido foram homogeneizadas em tampão fosfato de sódio (80 nM, 0,5% HTAB, 

pH 5,4). O homogenato foi então centrifugado a 11.200xg por 20 minutos à 4°C. 

Em seguida, o sobrenadante foram transferidas para placas de ELISA, os quais 
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previamente receberam 200 uL de solução peróxido (100 uL tampão fosfato de 

sódio 80mM, 85 uL tampão fosfato de sódio 0,22mM, 15 uL peróxido de hidrogênio 

0,017%) em triplicatas de 30 uL. A reação foi iniciada com a adição de 20 uL de 

solução TMB (18,4 nM dissolvidos em dimetilformamida aquosa a 8%).  A placa 

então, foi transferida para estufa à 37°C por 3 minutos. Posteriormente, a reação 

colorimétrica foi interrompida com acetato de sódio (1,46 M) e através de um leitor 

de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL808) a absorbância foi determinada 

a 620 nm. Os resultados foram expressos como densidade óptica (DO)/peso da 

amostra por dosagem de proteínas. 

 

3.3.4 Teste da formalina 

 

Para avaliar o potencial efeito antinociceptivo do vardenafil em modelo de 

nocicepção aguda, primeiramente realizou-se o teste da formalina, de acordo com 

Hunskaar e Hole (1987), com pequenas adaptações. Para isso, os animais foram 

separados em quatro grupos experimentais (n= 7-10/grupo) tratados com veículo 

(solução salina; volume equivalente) ou vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg). Após 

50 minutos da administração dos tratamentos, os animais foram aclimatados no 

aparelho de teste de formalina (um funil de vidro invertido de 290 mm de largura 

e 410 mm de altura) por 10 minutos e, em seguida, receberam uma injeção única 

de formalina (2,5%; 50 uL por pata) em uma das patas traseiras. Durante os 60 

minutos após a injeção de formalina, o número de comportamentos nociceptivos 

de chacoalhar ou lamber a pata traseira ipsilateral de ratos (chamados de 

“flinches”) foram contabilizados em intervalos de 5 minutos. Este teste é conhecido 

por promover três fases distintas: Fase I que compreende o período de 0 a 5 

minutos após injeção de formalina, seguida pela fase quiescente (de 6 a 15 

minutos) e então a fase II (de 15 a 60 minutos). Os resultados foram expressos 

pelo número cumulativo de flinches durante os 60 minutos do teste e a soma do 

número total de flinches em cada fase do teste. 
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3.3.5 Contorção abdominal induzida por ácido acético  

 

Para avaliar o potencial efeito antinociceptivo do vardenafil em outro 

modelo de nocicepção aguda, foi feito o teste de contorção induzido por ácido 

acético, de acordo com o método descrito anteriormente (HIROTA et al., 2016). 

Para isso, camundongos machos (n= 9-12/grupo) foram tratados com veículo 

(solução salina; volume equivalente; i.p.) ou vardenafil (0,017, 0,05 ou 0,17 mg/kg; 

i.p.) e 50 minutos depois foram colocados para aclimatação em um funil de vidro 

invertido (290 mm de largura e 410 mm de altura) por 10 minutos. Em seguida, 

cada animal recebeu uma injeção intraperitoneal de ácido acético (0,6%; volume 

de 0,1 mL/10 g). As respostas de contorções abdominais, caracterizadas por uma 

sequência de contrações abdominais, acompanhada por torções do tronco e 

extensão dos membros posteriores do animal, foram contabilizadas 

cumulativamente durante os 30 minutos subsequentes, divididos em períodos de 

5 minutos. Para este teste as doses de vardenafil utilizadas em camundongos 

foram calculadas de acordo com os cálculos alométricos descritos por Freitas e 

Carregaro (2013), com base na taxa metabólica basal desses animais. 

 

3.3.6 Teste do tail-flick 

 

Para avaliar o possível efeito antinociceptivo do vardenafil, foi realizado o 

teste de retirada da cauda (tail-flick) seguindo os procedimentos descritos 

anteriormente por Shamsi Meymandi e colaboradores (2019). Para isso, os ratos 

(n= 7-8/grupo) foram divididos em quatro grupos diferentes tratados com veículo 

(solução salina; volume equivalente; i.p.) ou vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg; 

i.p.) e colocados no aparelho de tail-flick (Insight Brazil, São Paulo, Brasil). A 

intensidade da luz foi ajustada para obter uma latência basal (isto é, tempo para 

os animais mostrarem uma resposta de retirada da cauda) de 2 a 4 segundos. O 

tempo de corte usado para evitar danos aos tecidos foi de 10 segundos (s). As 
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respostas do movimento da cauda foram avaliadas 1, 2 e 3 horas após 

tratamentos com solução salina ou vardenafil. 

 

3.3.7 Teste da placa quente 

 

Para avaliar o potencial efeito antinociceptivo do vardenafil sobre um 

estímulo térmico agudo foi realizado o teste da placa quente seguindo os 

procedimentos previamente descritos por Ballou e colaboradores (2000), com 

modificações. Neste teste, os ratos (n= 7-8/grupo) foram colocados 

individualmente em contato com uma superfície metálica aquecida a uma 

temperatura de 50 ± 1ºC do aparelho de placa quente (Ugo Basile SRL, Itália). Foi 

avaliado o tempo de resposta (em segundos) necessário para que o animal 

apresentasse uma resposta comportamental típica como saltar da superfície ou 

sacudir e/ou lamber as patas traseiras frente ao estímulo térmico. A latência para 

os animais exibirem comportamentos foi mensurado antes (basal) e 1, 2 e 3 horas 

após os tratamentos com veículo (solução salina; volume equivalente; i.p.) ou 

vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 mg / kg; i.p.). Utilizou-se 30 segundos como tempo 

de corte, no intuito de prevenir possíveis danos teciduais. 

 

3.3.8 Teste do campo aberto 

 

Para excluir um potencial efeito sedativo do vardenafil, que poderia 

influenciar a análise e discussão de dados relacionados ao efeito antinociceptivo, 

a atividade locomotora espontânea foi avaliada pelo teste de campo aberto, 

conforme descrito anteriormente (MEOTTI et al., 2006). O aparato de campo 

aberto consiste em uma arena retangular de madeira (40 cm x 50 cm x 63 cm), 

dividida em 9 quadrantes idênticos. Com isso, os ratos (n= 9/grupo) foram 

colocados no centro do campo aberto uma hora após o tratamento com veículo 

(solução salina; volume equivalente; i.p.) ou vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg; 
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i.p.). Durante uma sessão de 5 minutos no aparelho de campo aberto o número 

de unidades cruzadas (todos os quatro membros) foi contabilizado como 

desempenho locomotor.  

 

3.3.9 Alodinia mecânica induzida por constrição crônica do nervo ciático 

 

O potencial efeito antinociceptivo do vardenafil também foi avaliado em 

relação à alodinia mecânica associada a um modelo de lesão nervosa periférica 

de dor neuropática. A neuropatia periférica foi induzida através da ligação do nervo 

ciático esquerdo, de acordo com método previamente descrito por Bennett e Xie 

(1988) com modificações na anestesia conforme descrito anteriormente por 

Nones e colaboradores (2017). Para isso, após a medição do limiar mecânico 

basal, usando o analgesímetro eletrônico os ratos foram anestesiados com uma 

injeção i.p. injeção de cetamina/xilazina (90/10 mg/kg, respectivamente). 

Posteriormente, foi feita uma incisão entre o nível do meio da coxa e o bíceps 

femoral, próximo à trifurcação do nervo ciático. Quatro ligaduras (crômico 4,0) 

foram amarradas frouxamente ao redor do nervo ciático com distância de 1 mm. 

As ligaduras foram amarradas de forma que não houvesse retração do nervo 

ciático nem impedimento aparente do fluxo sanguíneo epineural, podendo deslizar 

livremente ao longo do nervo ciático. No grupo controle falso-operado (Sham), o 

nervo ciático foi apenas exposto. Logo depois de concluída a realização da 

ligadura ou a simples exposição do nervo, o tecido epitelial foi suturado com fio 

de seda 2.0. Após a cirurgia, todos os ratos foram mantidos em uma sala aquecida 

para recuperação da anestesia. No sétimo e décimo quarto dia após a cirurgia, os 

ratos (n= 6-9/grupo) tiveram o limiar mecânico avaliado antes (basal) e novamente 

30, 60, 120, 180 e 240 minutos após a administração i.p. tratamento com veículo 

(solução salina; volume equivalente) ou vardenafil (0,01, 0,03, 0,1 ou 0,3 mg/kg). 
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3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram representados como média ± erro padrão da média 

(EPM) de 6 a 12 animais por grupo experimental. Os dados foram analisados por 

meio de ANOVA de uma ou duas vias, com ou sem medidas repetidas. Caso 

observado alguma diferença entre os grupos, o teste de post-hoc de Bonferroni 

foi realizado para comparações entre os grupos experimentais. Em todas as 

análises o nível de significância foi de p ≤ 0,05. Todos os testes os testes foram 

conduzidos utilizando o software GraphPad Prism (versão 7, San Diego, CA, 

EUA). 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE A 

ALODINIA MECÂNICA E EDEMA DE PATA INDUZIDOS POR CARRAGENINA 

EM RATOS 

 

A figura 5 mostra o efeito do vardenafil (nas doses de 0,01, 0,03 ou 0,1 

mg/kg; i.p.) ou veículo (solução salina; volume equivalente; i.p.) sobre os testes 

da alodinia mecânica e edema induzidos por Cg em ratos. Analisando o aumento 

no limiar mecânico durante o decurso temporal do teste sobre a alodinia mecânica 

(painel A), ANOVA de duas vias não demonstrou efeito significativo nos grupos 

experimentais [F(5, 54) = 8,035; p> 0,05], tempo [F(3, 162) = 79,17; p> 0,05] e 

também na interação entre esses dois fatores [F(15, 162) = 4,07; p> 0,05]. O teste 

de post-hoc de Bonferroni demonstrou uma diminuição significativa do limiar 

mecânico entre todos os grupos que receberam Cg quando comparado ao grupo 

tratado com veículo/salina (p < 0,05), indicando o desenvolvimento da alodinia 

mecânica induzida por Cg em ratos com pico de alodinia mecânica três h após a 

injeção de Cg. No entanto, nenhuma das doses de vardenafil foi efetiva em alterar 
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o limiar mecânico em comparação com o grupo tratado com veículo/Cg (p > 0,05). 

O painel B demonstra a AUC da alodinia mecânica durante o período de 3 h após 

o tratamento com Cg, ANOVA de uma via mostrou uma diferença significativa 

entre todos os grupos que receberam Cg quando comparados ao grupo tratado 

com veículo/salina (p < 0,05), também demonstrando a diminuição do limiar 

mecânico induzida por Cg. No entanto, o tratamento com vardenafil (0,01, 0,03 ou 

0,1 mg/kg; i.p.) não apresentou efeito sobre o limiar mecânico na alodinia 

mecânica induzida por Cg em ratos quando comparado ao grupo veículo/Cg (p > 

0,05). 

Com relação ao edema de pata induzido por CG, o painel C demonstra o 

aumento na espessura da pata durante o decurso temporal do teste (painel A), 

ANOVA de duas vias mostrou um efeito significativo nos grupos experimentais [F 

(5, 50) = 6,46; p< 0,05], no tempo  [F (3, 150) = 98,64; p< 0,05] e interação entre esses 

dois fatores [F(15, 150) = 5,313; p< 0,05]. O teste de post-hoc de Bonferroni 

demonstrou que houve uma diferença significativa entre todos os grupos que 

receberam a injeção de Cg, em relação ao grupo tratado com solução 

salina/veículo (p < 0,05), demonstrando que a injeção i.pl. de Cg (200 μg/pata) 

promove um significante aumento no edema de pata em relação a injeção de 

solução salina. Além disso, o teste de post-hoc de Bonferroni também demonstrou 

que o tratamento com a dose mais alta de vardenafil (0,1 mg/kg) atenuou 

significativamente a formação do edema da pata 2 e 3h após a injeção de Cg (p < 

0,05). O grupo controle positivo, tratado com dexametasona/Cg, reduziu 

significativamente o edema de pata, quando comparado com o grupo veículo/Cg, 

2 e 3h após a injeção de Cg (p < 0,05). 

Analisando o edema de pata total durante as 3 h do teste, por meio da 

área sob a curva (AUC; Painel C), a ANOVA de uma via demonstrou um efeito 

significativo nos grupos experimentais [F(5, 50) = 6,996; p< 0,05]. O teste de post-

hoc de Bonferroni mostrou que todos os grupos experimentais tratados com Cg 

foram significativamente diferentes quando comparados ao grupo tratado com 

solução salina (p <0,05). Além disso, essa análise mostrou que os grupos 

experimentais tratados com vardenafil (dose de 0,1 mg/kg) ou dexametasona 
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foram estatisticamente diferentes do grupo tratado com veículo/Cg (p <0,05), mas 

não foram diferentes entre si (p> 0,05).  

GRÁFICO  1 - EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE A ALODINIA 
MECÂNICA E EDEMA DE PATA INDUZIDOS POR CARRAGENINA EM RATOS 

GRÁFICO 1 – Efeito do tratamento sistêmico com vardenafil sobre a alodinia mecânica e edema 
de pata induzidos por carragenina em ratos. Painel A mostra a diminuição do limiar mecânico (g) 
mensurado antes B (basal) e 1, 2 e 3 horas após injeção de carragenina (Cg) ou de solução salina 
(Sal). Painel B mostra a área sob a curva (AUC, em unidades arbitrárias – AU) do limiar mecânico 
total durante as 3 horas, após os tratamentos. Painel C mostra o aumento no edema de pata (em 
mm) mensurado antes B (basal) e 1, 2 e 3 horas após injeção de carragenina (Cg) ou de solução 
salina (Sal). Painel D mostra a área sob a curva (AUC, em unidades arbitrárias – AU) do edema 
total durante as 3 horas, após os tratamentos. Dados são expressos como a média ± EPM de 8-
10 animais/grupo experimental. (*) indica p < 0,05 em comparação com o grupo tratado com 
solução salina/veículo. (#) indica p < 0,05 em comparação com o grupo tratado com 
carragenina/veículo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas (Painel A e C) ou ANOVA de 
uma via (Painel B e D) seguido pelo teste de post- hoc de Bonferroni. 
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4.2 EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE 

ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE EM RATOS 

 

Como pode ser observado na figura 6, a injeção i.pl de Cg induziu um 

aumento significativo da atividade da enzima MPO no tecido da pata traseira 

quando comparado ao grupo tratado com solução salina. O teste de post-hoc de 

Bonferroni mostrou uma diferença significativa entre todos os grupos que 

receberam injeção de Cg em comparação ao grupo tratado com veículo/salina 

(p<0,05). Além disso, o pré-tratamento com dexametasona foi capaz de reduzir 

significativamente a atividade da MPO quando comparado grupo veículo/Cg (p < 

0,05). No entanto, o tratamento com vardenafil (em todas as doses testadas) não 

foi capaz de alterar significativamente a atividade da MPO induzida pela injeção 

de Cg (p> 0,05). 

GRÁFICO  2 - EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE ATIVIDADE 
DA MIELOPEROXIDASE EM RATOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRÁFICO 2 – Efeito do tratamento sistêmico com vardenafil sobre atividade da mieloperoxidase 
em ratos. A atividade da mieloperoxidase foi avaliada 3 após o tratamento com Cg. Todos os 
tratamentos foram administrados uma hora antes da aplicação de carragenina ou solução salina 
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(Sal). Dados são expressos como a média ± EPM de 6-9 animais/grupo experimental. (*) indica p 
< 0,05 em comparação com o grupo tratado com solução salina/veículo. (#) indica p < 0,05 em 
comparação com o grupo tratado com carragenina/veículo. ANOVA de uma via seguido pelo teste 
de post- hoc de Bonferroni. Resultados expressos como densidade óptica (DO)/peso da amostra 
por dosagem de proteínas. 

 

4.3 EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE O 

TESTE DA FORMALINA EM RATOS 

 

Na figura 7 (painel A), podemos observar o decurso temporal do número 

de flinches realizados durante 60 minutos subsequentes a injeção i.pl. de 

formalina, tratados com vardenafil (nas doses de 0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg; i.p.) ou 

veículo (solução salina; volume equivalente; i.p.). ANOVA de duas vias 

demonstrou um efeito significativo nos grupos experimentais [F(3, 30) = 13,97; p< 

0,05], no tempo [F(11, 330) = 726,8; p< 0,05] e também na interação entre esses dois 

fatores [F(33, 330) = 15,42; p< 0,05]. O teste de post-hoc de Bonferroni demonstrou 

uma diferença significativa entre o grupo tratado com veículo e os grupos tratados 

com vardenafil (de 55 a 60 minutos nos grupos vardenafil tratados com doses de 

0,01 ou 0,03 mg/kg e de 25 a 60 minutos no grupo vardenafil tratado com a dose 

de 0,1 mg/kg; p < 0,05). 

Analisando o número de flinches total, durante a primeira e a segunda 

fase do teste (painel B), ANOVA de uma via demonstrou um efeito significativo 

nos grupos experimentais durante a fase II [F(3, 28) = 30,51; p< 0,05] mas não 

durante a fase I [F(3, 28) = 1,431; p> 0,05] e interfase quiescente [F(3, 28) = 1,027; p> 

0,05]. O teste de post-hoc de Bonferroni demonstrou que o tratamento com 

vardenafil (nas doses de 0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg; ip) apresentou uma diminuição 

significativa no número de flinches induzidos pela formalina durante a fase II do 

teste da formalina, mas não durante a fase I ou a interfase quiescente, quando 

comparados ao grupo tratado com veículo (solução salina; volume equivalente; ip) 

(p < 0,05). 
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GRÁFICO  3 - EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE O TESTE 
DA FORMALINA EM RATOS 

 

GRÁFICO 3 – Efeito do tratamento sistêmico com vardenafil sobre o teste da formalina em ratos. 
Painel A apresenta a evolução temporal do número de flinches induzidas por formalina durante 60 
minutos, divididos em períodos de 5 minutos. Painel B mostra o número total de flinches realizados 
durante os 60 minutos, divididos em fase I (0-5 min), interfase quiescente (6-15 min) e fase II (15-
60 min) fase. Dados são expressos como a média ± EPM de 7-10 animais/grupo experimental. (*) 
indica p < 0,05 em comparação com o grupo tratado com veículo. (#) indica p < 0,05 em 
comparação entre as doses dos grupos tratado com vardenafil. ANOVA de duas vias com medidas 
repetidas (Painel A) ou ANOVA de uma via (Painel B) seguido pelo post- hoc de Bonferroni. 

 

4.4 EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE O 

TESTE DA CONTORÇÃO ABDOMINAL INDUZIDA POR ÁCIDO ACÉTICO EM 

CAMUNDONGOS 

 

A Figura 8 demonstra o efeito do tratamento com veículo (solução salina; 

volume equivalente; i.p.) ou vardenafil (nas doses de 0,017, 0,05 e 0,17 mg/kg; 

i.p.) no número de contorções abdominais durante 30 minutos subsequentes a 

injeção de ácido acético em camundongos. Analisando a frequência de 

contorções abdominais no decurso temporal do teste (Painel A), ANOVA de duas 

vias demonstrou um efeito significativo nos grupos experimentais [F(3, 40) = 16,61; 

p< 0,05], no tempo [F(5, 200) = 227,8; p< 0,05] e interação entre esses dois fatores 

[F(15, 200) = 18,05; p< 0,05]. O teste de post-hoc de Bonferroni demonstrou uma 

diferença significativa entre o grupo tratado com veículo e o grupo tratado com 
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vardenafil (nas doses de 0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg) em 15, 20, 25 e 30 minutos após 

a injeção do ácido acético (p < 0,05). 

Analisando o número total de contorções abdominais realizadas durante 

o tempo total do teste (Painel B), ANOVA de uma via demonstrou um efeito 

significativo nos grupos experimentais [F(3, 40) = 25,42; p< 0,05]. O teste de post-

hoc de Bonferroni mostrou que todas as doses de vardenafil reduziram 

significativamente o número de contorções induzidas por ácido acético quando 

comparadas ao grupo tratado com veículo (p < 0,05). 

GRÁFICO  4 - EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE O TESTE 
DA CONTORÇÃO ABDOMINAL INDUZIDA POR ÁCIDO ACÉTICO EM 
CAMUNDONGOS 

GRÁFICO 4 – Efeito do tratamento sistêmico com vardenafil sobre o teste da contorção abdominal 
induzida por ácido acético em camundongos. Painel A apresenta a evolução temporal do número 
de contorções induzidas por ácido acético (AA) durante 30 minutos, divididos em períodos de 5 
minutos. Painel B mostra o número total de contorções durante os 30 minutos. Dados são 
expressos como a média ± EPM de 9-12 animais/grupo experimental. (*) indica p < 0,05 em 
comparação com o grupo tratado com veículo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas 
(Painel A) ou ANOVA de uma via (Painel B) seguido pelo post- hoc de Bonferroni. 
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4.5 EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE OS 

TESTES DO TAIL-FLICK, PLACA QUENTE E CAMPO ABERTO EM RATOS 

  

O próximo experimento foi realizado para avaliar o tempo de latência no 

aparato de tail-flick uma h após o tratamento com vardenafil ou veículo (Figura 9, 

painel A). ANOVA de uma via não mostrou efeito significativo nos grupos 

experimentais [F(3, 26) = 2,171; p> 0,05], assim demonstrando que o tratamento 

com vardenafil (nas doses de 0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg; i.p.) não alterou 

significativamente o tempo de latência no aparato de tail-flick quando comparado 

ao grupo controle tratado com veículo (solução salina; volume equivalente; i.p.). 

Os mesmos resultados (isto é, ausência de efeito vardenafil) foram obtidos 2 e 3 

h após o tratamento (dados não mostrados). 

O tratamento com vardenafil (nas doses de 0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg; i.p.) 

também não induziu um efeito estatisticamente significativo no tempo de latência 

no aparelho de placa quente (Figura 9, painel B). [F(3, 25) = 1,612; p> 0,05], ANOVA 

de uma via) 1h (Figura 9, painel B), 2 e 3h após o tratamento (dados não 

mostrados). Conforme mostrado na Figura 9 (painel C), o tratamento com 

vardenafil (nas doses de 0,01, 0,03 ou 0,1 mg/kg; i.p.) não alterou 

significativamente o número de cruzamentos no aparato do campo aberto quando 

comparado ao veículo (solução salina; equivalente volume; ip; [F(3, 32) = 0,7023; 

p> 0,05]; ANOVA de uma via). 
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GRÁFICO  5 - EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE OS TESTES 
DO TAIL-FLICK, PLACA QUENTE E CAMPO ABERTO EM RATOS 

 

GRÁFICO 5 – Efeito do tratamento sistêmico com vardenafil sobre os testes do tail-flick, placa 
quente e campo aberto em ratos. O tempo de latência total foi mensurado uma hora após o 
tratamento com vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 mg/Kg) ou veículo no aparelho de tail-flick (Painel A) 
e placa quente (Painel B). Painel C mostra o número total de cruzamentos realizados durante 5 
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minutos mensurado uma hora após o tratamento com vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 mg/Kg) ou 
veículo no aparato de campo aberto. Dados são expressos como a média ± EPM de 7-8 (Painel A 
e B) e 9 (Painel C) animais/grupo experimental. ANOVA de uma via seguido pelo post- hoc de 
Bonferroni. 

 

4.6 EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE A 

ALODINIA MECÂNICA INDUZIDA POR LESÃO POR CRONSTRIÇÃO CRÔNICA 

DO NERVO CIÁTICO EM RATOS 

 

A figura 10 demonstra que o tratamento com vardenafil (nas doses de 

0,01, 0,03, 0,1 ou 0,3 mg/kg; i.p.) não induziu efeito significativo na alodinia 

mecânica associada à dor neuropática induzida por lesão por constrição crônica 

do nervo ciático (CCI) no sétimo (painel A) ou no décimo quarto dia (painel B) após 

a cirurgia. Especificamente neste experimento, testamos uma dose adicional mais 

alta de 0,3 mg/kg de vardenafil (dados não mostrados). ANOVA de uma via 

mostrou efeito significativo nos grupos experimentais [F (5, 36) = 201,2; p< 0,05] 

e [F (5, 36) = 237,1; p< 0,05], respectivamente. O teste de post-hoc de Bonferroni 

demonstrou uma redução significativa do limiar mecânico nas patas ipsilaterais ao 

grupo CCI tratado com veículo em comparação com o grupo SHAM tratado com 

veículo 7 ou 14 dias após a cirurgia (Figura 7, painéis A e B; respectivamente; p < 

0,05), mas não nas patas contralaterais (dados não mostrados). 
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GRÁFICO  6 - EFEITO DO TRATAMENTO SISTÊMICO COM VARDENAFIL SOBRE A ALODINIA 
MECÂNICA INDUZIDA POR LESÃO POR CONSTRIÇÃO CRÔNICA DO NERVO 
CIÁTICO EM RATOS 

GRÁFICO 6 – Efeito do tratamento sistêmico com vardenafil sobre a alodinia mecânica induzida por 
lesão por constrição crônica do nervo ciático em ratos. O painel A mostra o limiar mecânico (g) 
mensurado antes (B) e 30, 60, 120, 180 e 240 minutos após a injeção de vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 
mg/Kg) no sétimo dia após a cirurgia. O painel B mostra o limiar mecânico (em g) medido antes (B) e 
30, 60, 120, 180 e 240 minutos após a injeção de vardenafil (0,01, 0,03 ou 0,1 mg/Kg) no décimo 
quarto dia após a cirurgia. Dados são expressos como a média ± EPM de 6-9 animais/grupo 
experimental. (*) indica p < 0,05 em comparação com o grupo tratado com solução salina/veículo. 
ANOVA de uma via com medidas repetidas seguido pelo teste de post- hoc de Bonferroni. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Embora estudos anteriores já tenham demonstrado o potencial anti-

inflamatório de iPDE5 como sildenafil e tadalafil utilizando modelos pré-clínicos de 

inflamação aguda, até o momento, somente um estudo explorou o possível efeito 

do vardenafil nesses modelos. O presente estudo caracterizou o potencial efeito 

anti-inflamatório e antinociceptivo do vardenafil. Nossos resultados, pela primeira 

vez na literatura, mostraram que o vardenafil possui um efeito anti-

edematogênico, capaz de reduzir o desenvolvimento de edema de pata induzido 

por carragenina em ratos o que não parece estar relacionado redução da 

infiltração de neutrófilos no tecido lesionado. Além disso, foi observado que o 

tratamento agudo com vardenafil possui propriedade antinociceptiva usando 

modelos químicos de dor evocada em ratos e camundongos. Este efeito não 

parece ser acompanhado por déficit locomotor, uma vez que o tratamento com 

vardenafil não alterou o desempenho locomotor no teste de campo aberto. No 

entanto, o vardenafil não foi capaz de alterar o limiar da dor em modelos de dor 

nociceptiva induzida por estímulos térmicos de calor na pata ou na cauda nem na 

alodinia mecânica associada a modelos de dor inflamatória ou neuropática. 

Como mencionado, estudos anteriores mostraram que o sildenafil atenua 

a resposta inflamatória induzida por diversos modelos inflamatórios (GARCIA et 

al., 2014; LUBAMBA et al., 2012; NOEL et al., 2017; RAPOSO et al., 2013; 

VENNERI et al., 2015; VIGNOZZI et al., 2013). Em nosso estudo, o tratamento i.p. 

com vardenafil (na dose de 0,1 mg/kg) promoveu uma redução significativa no 

edema da pata na segunda e terceira h após a administração de Cg. A Cg induz 

uma resposta inflamatória na qual há um aumento na produção de citocinas pró-

inflamatórias, como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1β (IL-1β) e 

interleucina-6 (IL-6) (CARDIA et al., 2018). Embora não tenha sido investigado em 

nosso estudo, trabalhos anteriores mostraram que o tratamento crônico com 

iPDE5 atenua a expressão de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β (LUBAMBA 

et al., 2012), IL-8 (VIGNOZZI et al., 2013) e TNF-α (NOEL et al., 2017) in vivo e in 

vitro. Além disso, foi demonstrado que o tratamento diário com sildenafil em ratos 
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com diabetes induzido por estreptozotocina promoveu uma alteração no padrão 

de expressão de macrófagos, predominando ao final do experimento, aqueles 

com atividade anti-inflamatória (VENNERI et al., 2015). Adicionalmente, um 

estudo já demonstrou que o sildenafil possui um efeito anti-inflamatório parcial 

devido a sua capacidade de inibição da isoforma induzível da óxido nítrico sintase 

(iNOS; RAPOSO et al., 2013). Observa-se também que a resposta inflamatória 

induzida por Cg é caracterizada por duas fases, sendo a primeira fase de 0 a 60 

minutos após a administração de Cg e depende da liberação de substâncias como 

histamina, serotonina e uma segunda fase (de 1 a 3h) que é caracterizada por um 

aumento de prostaglandinas, NO e espécies reativas de oxigênio de neutrófilos 

migratórios (CARDIA et al., 2018; DI ROSA et al., 1971). Considerando esse fato, 

nosso próximo experimento teve como objetivo investigar a atividade da 

mieloperoxidase, um marcador indireto da infiltração de neutrófilos, no modelo de 

inflamação induzida por Cg. Observou-se em nosso estudo, que a administração 

aguda de vardenafil não alterou significativamente a atividade da mieloperoxidase 

em amostras de pele inflamadas por Cg, sugerindo que seu efeito não parece 

estar relacionado à infiltração de neutrófilos no tecido lesado. Garcia e 

colaboradores (2014) observaram que o tratamento diário com sildenafil (20 

mg/kg/rato) por 7 dias parece interferir em várias etapas de recrutamento e 

migração de leucócitos, pois observaram uma redução na expressão de MPO 

após lesão bilateral do nervo cavernoso, o que vai contra aos nossos resultados. 

Esse fato pode ser explicado pela diferença na duração do tratamento, em que 

em nosso estudo o tratamento foi agudo, dosagem, já que nossos estudos 

utilizaram uma baixa dosagem a fim de evitar efeitos colaterais e nos modelos de 

indução da inflamação. 

Considerando esse possível efeito anti-inflamatório do vardenafil e que a 

dor é um dos 5 principais sinais de inflamação (CARDIA et al., 2018), nossos 

próximos experimentos foram realizados para caracterizar seu potencial 

antinociceptivo. Para isso, o primeiro teste foi realizado para avaliar o efeito 

antinociceptivo do vardenafil em respostas induzidas por formalina. A nocicepção 

induzida por formalina consiste em dois estados nociceptivos distintos de resposta 
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comportamental (TJØLSEN et al., 1992). A primeira fase do teste começa logo 

após a injeção de formalina (0-5 minutos) que ocorre devido à estimulação 

química dos nociceptores, também chamada de fase neurogênica (DUBUISSON 

e DENNIS, 1977). Depois, há um período quiescente (6 a 15 minutos) e, em 

seguida, inicia a segunda fase (15 a 60 minutos), que se refere à fase inflamatória 

do teste, caracterizada pelo envolvimento de mediadores inflamatórios periféricos 

(HUNSKAAR e HOLE, 1987). Em nosso estudo, o tratamento com vardenafil (em 

todas as doses testadas) promoveu uma diminuição significativa no número de 

flinches induzidos por formalina durante a fase II do teste de formalina, mas não 

durante a fase I e a fase quiescente. Nossos resultados estão de acordo com 

estudos anteriores que mostraram que a PDE5 é expressa em vários tecidos 

(BEAVO, 1995) e, portanto, o sildenafil é capaz de produzir antinocicepção 

periférica e também aumenta a antinocicepção de morfina (MIXCOATL-ZECUATL 

et al., 2000), diclofenaco (ASOMOZA-ESPINOSA et al., 2001) e ácido elágico 

(MANSOURI et al., 2014) no teste de formalina. Além disso, alguns estudos 

discutem que esse efeito antinociceptivo periférico do sildenafil parece estar 

associado ao aumento do GMPc intracelular (AMBRIZ-TUTUTI et al., 2005) e  

relacionam o envolvimento da via NO-GMPc na analgesia induzida por iPDE5 

(CUNHA et al., 2005). Embora nossos resultados sejam consistentes com estudos 

com sildenafil, Mehanna e colaboradores (2018) demonstraram que o tadalafil, 

outro iPDE5, na dose de 1,5 mg/kg, via i.p., promoveu uma diminuição significativa 

no comportamento nociceptivo induzido pela formalina nas duas fases do teste, 

porém se tratam de drogas com farmacocinéticas diferentes e além disso a 

dosagem utilizada neste estudo foi maior, além disso os autores não citam 

possíveis efeitos colaterais relacionados a dosagem. 

Também avaliamos o efeito anti-nociceptivo do vardenafil em outro 

modelo animal, utilizando o teste de contorção abdominal induzida por ácido 

acético em camundongos. Já está bem estabelecido na literatura que a 

administração i.p. de ácido acético promove uma inflamação periférica aguda 

manifestada por hiperalgesia, promovendo a liberação de substâncias endógenas, 

como prostaglandinas, citocinas, bradicininas e substância P, que ativam as 
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terminações nervosas dos nociceptores (BERKENKOPF e Weichman, 1988; 

RIBEIRO et al., 2000). Estudos demonstraram que o sildenafil possui atividade 

antinociceptiva (JAIN et al., 2001) e também aumenta a antinocicepção da morfina 

(MIXCOATL-ZECUATL et al., 2000), nimesulida (PATIL et al., 2003), diclofenaco 

(ASOMOZA-ESPINOSA et al., 2001; PATIL et al., 2003) e agentes adrenérgicos 

(PATEL et al., 2009) no teste de contorção abdominal induzida por ácido acético. 

Além disso, um estudo usando tadalafil também mostrou uma diminuição 

significativa no número de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

(MEHANNA et al., 2018). Esses estudos reforçam os resultados obtidos, nos quais 

o vardenafil (nas doses 0,01, 0,03 e 0,1 mg/kg) promoveu uma diminuição 

significativa no número de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético. 

Além disso, Jain e colaboradores (2001) concluíram que essa inibição da PDE5 

e, portanto, o aumento do GMPc pode estar relacionado a antinocicepção 

periférica. 

Tendo em vista os estudos anteriores realizados por Otari e Upasani 

(2015), que mostraram que o tadalafil produz efeito antinociceptivo sobre a 

hiperalgesia induzida por carragenina e diabetes em ratos utilizando o teste de 

placa quente, avaliamos o efeito antinociceptivo do vardenafil frente a respostas 

nociceptivas induzidas por estímulos térmicos usando os testes do tail-flick e placa 

quente. Segundo a literatura, respostas comportamentais induzidas pelo tail-flick 

envolvem predominantemente processamentos em nível da medula espinhal, 

enquanto as respostas comportamentais observadas no teste da placa quente 

refletem uma mediação supraespinhal (KURAISHI et al., 1983; LANGERMAN et 

al., 1995). Em nosso estudo, o vardenafil não foi capaz de aumentar 

significativamente o tempo de latência nos aparatos de tail-flick e placa quente. 

Esses dados corroboram com a literatura existente, que descreveu que a 

administração sistêmica aguda de sildenafil não alterou o limiar nociceptivo de 

ratos nos testes do tail-flick e placa quente (JAIN et al., 2001). Por outro lado, 

Mehanna e colaboradores (2018) demonstraram que o tadalafil, nas doses de 1,0, 

1,4, 1,8 e 2,0 mg/kg, via i.p., exerceu um efeito antinociceptivo nos testes do tail-

flick e placa quente, concluindo que o tadalafil atua à nível periférico e central. 
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Essa divergência de resultados pode ser explicada pelo fato de que as drogas 

possuem estrutura química e farmacocinética diferentes, apesar da mesma classe 

farmacológica. Além disso, o tadalafil tem uma especificidade maior para a PDE5 

em comparação com o vardenafil, embora o vardenafil seja o mais potente deles 

(Beavo, 1995). 

Com relação a nocicepção induzida por estímulos mecânicos, o vardenafil 

foi avaliado em um modelo de dor inflamatória induzida por Cg. Nesse modelo de 

inflamação aguda e local, as alterações bioquímicas e fisiológicas ocorrem em um 

curto período, limitado ao único membro afetado, resultando em edema, dor e 

hiperalgesia (İKIZ GEDIZ et al., 2015). Estudos anteriores mostraram que a 

administração local de sildenafil é capaz de produzir antinocicepção no teste de 

hiperalgesia induzida por Cg (JAIN et al., 2001; 2003; PATIL et al., 2003). Sobre 

o vardenafil, existe apenas um estudo na literatura que demonstrou que sua 

administração local (via i.pl.), nas doses de 50, 100 μg/kg produz um efeito 

antinociceptivo no modelo de hiperalgesia induzida por Cg (0,1 mL, via i.pl.) e esse 

efeito é mediado principalmente pela via de sinalização NO-GMPc e mecanismos 

adicionais relacionados ao Ca+2 (İKIZ GEDIZ et al., 2015). Quanto ao sildenafil, 

um estudo demonstrou que sua administração local (50–100 μg/pata, i.pl.) 

aumentou o limiar mecânico dos animais que receberam a injeção i.pl. de Cg (Patil 

et al. (2003), além disso, outros estudos com administração local nas doses de 

50, 100 and 200 μg/pata via i.pl., mostraram que esse aumento no limiar mecânico 

dos animais foi dose-dependente (JAIN et al., 2001;JAIN et al., 2003). Em nosso 

estudo, a administração sistêmica de vardenafil (via i.p.) não foi capaz de alterar 

o limiar mecânico dos animais nesse modelo. Esses dados aparentemente 

divergentes podem estar relacionados à via de administração da droga, uma vez 

que nesses estudos citados acima, apenas a administração local de sildenafil e 

vardenafil promoveram efeito antinociceptivo. 

Com relação ao modelo de dor neuropática, o potencial efeito 

antinociceptivo do vardenafil foi avaliado frente a dor neuropática induzida por 

CCI. Lesões induzidas pela constrição crônica do nervo ciático levam à 

desmielinização das fibras mielinizadas Aβ e Aδ e à degeneração das fibras C, 
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que resultaram em alterações nociceptivas, provavelmente relacionadas a 

neuropeptídeos e inflamação (PATIL et al., 2006). Além disso, Bennett e Xie 

(1988) caracterizaram esse modelo pela manifestação de alodinia mecânica e dor 

espontânea que foi detectada no segundo dia após a cirurgia e mantem-se por 

até 2 meses após a indução de neuropatia. Esses achados são consistentes com 

nossos resultados, nos quais os animais submetidos à cirurgia para indução de 

dor neuropática apresentaram alodinia mecânica evidenciada pelo teste de Von 

Frey eletrônico no sétimo e décimo quarto dia de pós-operatório. Adicionalmente, 

estudos utilizando o modelo CCI em ratos também encontraram uma redução no 

limiar mecânico desses animais, indicando o desenvolvimento de alodinia 

mecânica (AUSTIN et al., 2012; DI et al., 2014; FU et al., 2017; PATIL et al., 2006). 

O potencial antinociceptivo de iPDE5 já vem sendo estudado em dores de origem 

neuropática. Um estudo de 2017, já demonstrou que o uso crônico de sildenafil 

associado a curcumina parece diminuir a hiperalgesia mecânica na neuropatia 

induzida pelo álcool, um efeito antinociceptivo do sildenafil  (KAUR et al., 2017). 

Na dor neuropática diabética, alguns estudos não clínicos demonstraram que a 

administração crônica de sildenafil ou tadalafil foram capazes de diminuir a 

hiperalgesia mecânica (PATIL et al., 2004) e alodinia tátil (ARAIZA-SALDAÑA et 

al., 2010; Wang et al., 2011) de ratos com neuropatia diabética induzida por STZ. 

Araiza-Saldaña e colaboradores (2005, 2010), sugerem que o mecanismo através 

do qual os iPDE5 promovem antinocicepção se dá através do aumento de GMPc, 

refletindo, por sua vez, na ativação da proteína quinase G (PKG), que então 

fosforila canais de potássio, resultando na hiperpolarização do neurônio aferente 

primário, com efeito antinociceptivo. Adicionalmente, estudos clínicos também já 

demonstraram que a administração de doadores de NO, pode estar relacionada a 

esse efeito, uma vez que o NO age intracelularmente, aumentando os níveis de 

GMPc (YOSHIOKA et al., 2004; YUEN et al., 2002). Com relação a dor 

neuropática induzida por CCI, um estudo utilizando sildenafil nas doses de 100 e 

200 μg, via intratecal, com uma única injeção no décimo quarto dia após a 

constrição do nervo ciático, demonstrou induzir hiperalgesia no teste randall 

selitto, por diminuir ainda mais o limiar mecânico dos animais testados, sugerindo 

uma ativação da via NO-GMPc, em que altas doses induz hiperalgesia devido 
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ativação da PKG, enquanto que em doses baixas induz analgesia mediada por 

mecanismo independente de PKG. Entretanto, Korkmaz e colaboradores (2016), 

utilizaram o tratamento oral de sildenafil, em dose única diária, que demonstrou 

desempenhar um papel importante no tratamento de danos no nervo ciático e na 

cicatrização óssea, pode ser usado como tratamento clínico de suporte em danos 

de nervos. Em nosso estudo, observamos que a administração aguda de 

vardenafil não alterou o limiar mecânico de animais com CCI e essa discrepância 

pode ser explicada pelo fato de se tratarem de diferentes modelos de dor 

neuropática e pela diferença na duração do tratamento.  

Novos estudos estão sendo conduzidos em nosso laboratório a fim de 

avaliar o efeito agudo e crônico do vardenafil na dor neuropática diabética, tendo 

em vista os estudos já encontrados na literatura, identificando também o possível 

envolvimento da via PKG/canais de potássio ATP dependentes em seu efeito 

antinociceptivo, através da administração de inibidores de proteína quinase G e 

bloqueadores de canais de potássio ATP dependentes (glibenclamida) e o 

possível desenvolvimento de tolerância do uso desse fármaco a longo prazo.  

Além disso, iPDE5, como o sildenafil, vardenafil e tadalafil, já são utilizados na 

clínica por sua ação na disfunção erétil, outra complicação que acomete cerca de 

57,7% dos pacientes diabéticos (KOUIDRAT et al., 2017), assim podem ser 

considerados fortes candidatos ao reposicionamento de fármacos. 

O reposicionamento de fármacos refere-se à identificação de novas 

indicações para fármacos já existentes, que tem agregado valor ao portfólio de 

produtos da indústria farmacêutica, bem como o aumento da capacidade de 

entidades acadêmicas e governamentais em trazer novas e acessíveis opções de 

tratamento para doenças de difícil manejo clínico (O’CONNOR e ROTH, 2005). 

Esta estratégia oferece vantagens sobre o desenvolvimento de um novo 

medicamento para uma determinada indicação, já que os compostos candidatos 

ao estudo já apresentam estudos de farmacocinética, efeitos adversos e 

contraindicações bem descritos, além da otimização química, melhor forma de 

administração do fármaco, toxicologia e conhecimentos dos custos e forma de 

produção já analisados (ASHBURN e THOR, 2004). 
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Na literatura já existem alguns exemplos bem sucedidos de 

reposicionamento de fármaco, como é o próprio caso do iPDE5, sildenafil, que 

originalmente foi desenvolvido como um medicamento anti-hipertensivo, mas 

quando redirecionado pela Pfizer para o tratamento de disfunção erétil obteve 

bons resultados e totalizou US$ 2,05 bilhões em vendas no ano de 2012 

(PUSHPAKOM et al., 2018). Assim, podemos estar diante de um novo 

reposicionamento para o uso de iPDE5 como terapia adjuvante, no tratamento de 

dor de diversas origens. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Em resumo, nossos dados mostraram o potencial efeito do vardenafil em 

diferentes modelos de dor. O pré-tratamento sistêmico com vardenafil demonstrou 

ter um efeito anti-edematogênico na inflamação aguda induzida por Cg, que 

parece não ser dependente da inibição da migração de neutrófilos. O efeito anti-

inflamatório do vardenafil foi observado pelo teste de formalina e pelo teste de 

contorção abdominal induzido por ácido acético. Além disso, esse efeito não 

parece estar relacionado à sedação, pois o tratamento com vardenafil não alterou 

o número de cruzamentos no teste de campo aberto. No entanto, quanto ao limiar 

de dor frente ao estímulo térmico aplicado nas patas ou à cauda (teste da placa 

quente e tail-flick, respectivamente) ou a alodinia mecânica associada a modelos 

de dor inflamatória induzida por Cg ou a modelos de dor neuropática induzida por 

CCI, o vardenafil não mostrou propriedades antinociceptivas, demonstrando que 

o vardenafil apresentou efeitos antinociceptivos apenas em modelos de dor 

evocada por estímulos flogogênicos como a formalina ou ácido acético. Sendo 

assim, nossos dados permitem concluir que o vardenafil pode ser uma alternativa 

terapêutica adjunta, mas não substitutiva, no tratamento da dor, representando a 

abordagem do reposicionamento de fármacos, uma estratégia promissora no 

processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos. Contudo, novos 

experimentos estão sendo conduzidos a fim de caracterizar o possível mecanismo 

de ação do vardenafil, levando em consideração estudos anteriores que 

demonstraram a participação da via de sinalização do NO-GMPc e a supressão 

da liberação de citocinas pró-inflamatórias. 
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