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RESUMO

O sildenafil é um inibidor seletivo e potente da fosfodiesterase seletiva
de guanosina monofosfato ciclico (GMPc), que catalisa a hidrélise do
GMPc. Recentemente, o sildenafil demonstrou efeito antinociceptivo em
modelos animais apds administracdo local, periférica e sistémica, além
de potenciar a antinocicepc¢do do diclofenaco. O presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito anti-edematogénico do diclofenaco com
sildenafil no edema de pata induzido por carragenina em ratos. Foram
administradas doses crescentes de sildenafil (0,01; 0,1 e 1,0 mg/Kg) e
diclofenaco (0,25; 0,5; 2,5 e 5,0 mg/Kg) separadamente a grupos de seis
animais. Posteriormente, foi administrado sildenafil e diclofenaco asso-
ciados nas doses de 0,01 mg/Kg e 0,25 mg/Kg respectivamente. Cada
grupo com seis animais recebeu uma hora antes do estimulo inflamat6-
rio (carragenina) a dose referente a cada dose testada. No presente estu-
do, o diclofenaco teve acdo anti-edematogénica sozinho em todas as
doses testadas, porém, a resposta observada ndo foi sempre diretamente
proporcional a dose aplicada. J& o sildenafil mostrou-se pro-
edematogénico quando utilizado sozinho e, quando utilizado em dose
subefetiva associado ao diclofenaco, inibiu a a¢do anti-edematogénica
do diclofenaco. Os resultados sugerem que o sildenafil pode interferir
negativamente com terapias anti-inflamatorias.

Palavras-chave: Sildenafil, Diclofenaco, Carragenina.



ABSTRACT

Sildenafil is a selective and potent inhibitor of cyclic guanosine mono-
phosphate selective phosphodiesterase, which catalyzes the hidrolysis of
cGMP. Recently, it has been shown that sildenafil causes analgesia in
animal models after local, peripheral and systemic treatment, and also
enhanced the diclofenac antinociceptive effect. The aim of this study
was to investigate whether sildenafil can also modify the antiedemato-
genic effect induced by diclofenac in the carrageenan-induced paw
edema in rats. Increasing doses of sildenafil (0,01; 0,1 and 1,0 mg/Kg)
and diclofenac (0,25; 0,5; 2,5 and 5,0 mg/Kg) were applied in groups of
six animals. Subsequently, sildenafil was administered associated with
diclofenac at the doses of 0,01 mg/Kg and 0,25 mg/Kg respectively.
Groups of six animals received the doses tested one hour after the sub-
cutaneous injection of the inflammatory stimulus (carrageenan). The
results of this study showed that diclofenac has potent antiedematogenic
action when administered alone, however, the response observed was
not dose dependent. Sildenafil was shown to be pro-edematogenic when
used alone. When diclofenac was used in combination with a sub-
effective dose of sildenafil, the antiedematogenic effect of diclofenac
was abolished. These results suggest that sildenafil may interfere nega-
tively with anti-inflammatory therapies.

Key-words: Sildenafil, Diclofenac, Carrageenan.
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1. INTRODUCAO
1.1. INFLAMACAO

A inflamacéo pode ser definida como uma resposta vascular dos
tecidos e do sangue a uma lesdo (Cranshaw & Griffths, 2003). Esta le-
sdo é causada por um agente etiolégico, que pode ser quimico, fisico,
bioldgico e, também, degeneragdes ou necroses tissulares ou alteracdes
nas respostas imunoldgicas (Carbonari, 2005).

O processo de reparo se inicia imediatamente apés a lesdo através
da liberacdo de citocinas, numerosa familia de peptideos que incluem
interferons, interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF), fatores de
crescimento e compostos de baixo peso molecular liberados a partir de
soro e de vasos sanguineos lesados e da degranulacdo de plaquetas, co-
mo histamina e 5-hidroxitriptamina (5-HT) (Werner & Grose, 2003).

Cornelius Celsus, no século primeiro, descreveu os quatro sinais
cardinais da inflamacéo: rubor, tumor, calor e dor (Boleta-Ceranto et al,
2005); ou seja, em nivel macroscopico, a area inflamada apresenta-se
avermelhada, edemaciada, quente e dolorosa, havendo interferéncia ou
alteracdo na funcéo.

Os eventos que ocorrem durante a resposta inflamatoria inata sdo
vasodilatacdo e consequente aumento do fluxo sanguineo, aumento da
permeabilidade vascular e exsudacdo plasmatica, que levam a formacéo
de edema. Esses eventos levam a um aumento local da concentragdo de
mediadores de origem plasmatica, entre eles 0s componentes do sistema
complemento como anafilotoxinas C3a e C5a, componentes da coagula-
¢do, do sistema fibrinolitico e das cininas e resultam em extravasamento
de fluidos e acimulo de leucécitos no local da inflamag&o, que represen-
tam os eventos celulares. Os mediadores quimicos inicialmente libera-
dos por plaquetas e mastécitos, entre eles histamina, serotonina e pros-
taglandinas, causam aumento da permeabilidade vascular e provocam
vasodilatacdo (Posadas et al, 2004). Dessa forma, favorecem a quimio-
taxia dos leucécitos, principalmente neutréfilos e mondcitos/macréfagos
gue tém como funcdo, combater os agentes invasores e realizar a fagoci-
tose dos produtos resultantes da lise tecidual (Mollinedo et al, 1999).

Os leucécitos chegam ao local da inflamacdo devido as substan-
cias quimioatraentes, como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF). Ele ¢ liberado imediatamente apds a lesdo e apresenta proprie-
dades quimiotaticas sobre macrofagos, neutréfilos e fibroblastos. O pro-
cesso de migracdo se inicia com a captura, rolamento dos leucdcitos
pelo endotélio e, finalmente, adesdo firme e transmigracdo. A mobiliza-
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¢do adequada dos leucdcitos circulantes para o sitio inflamado é funda-
mental para a defesa do organismo, ja que estas células podem desen-
volver suas acBes fagociticas e destruicdo de agentes patogénicos levan-
do a resolugdo do processo (Werner & Grose, 2003).

Algumas horas ap06s a lesdo inflamatdria, células brancas sangui-
neas comegam a invadir o tecido. Os neutréfilos sdo os primeiros a che-
garem, seguidos pelos mondcitos e linfécitos. Eles produzem uma gran-
de variedade de proteinases e estdo envolvidos na fagocitose de restos
celulares (Werner & Grose, 2003). Os neutrofilos polimorfonucleares
(PMN) desempenham um papel crucial na defesa do hospedeiro ao fa-
gocitar e matar os microorganismos invasores. Ja 0s mondcitos em mai-
or quantidade no final da fase aguda da inflamac&o e em processos cro-
nicos. Também ocorre a migracdo de eosinéfilos, principalmente em
infeccOes parasitarias e processos alérgicos (Mollinedo et al, 1999).

O sistema imunoldgico inicia a produgdo de mediadores pro-
inflamatdrios, incluindo citocinas sintetizadas por macréfagos ativados,
gue induzem a sintese e expressdo de moléculas de adesdo especificas.
Estes agem como mensageiros secundarios induzindo a sintese e expres-
sdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais e células brancas
(Levy, 1996).

Apos 0 aumento da permeabilidade vascular, ha infiltracdo celu-
lar. Na fase aguda, principalmente, neutr6filos contribuem para a res-
posta inflamatéria produzindo mediadores, entre eles radicais livres de-
rivados de oxigénio, entre eles, o &nion superoxido. Os niveis de mielo-
peroxidase nos tecidos sdo considerados bons marcadores da infiltragdo
de neutréfilos nos tecidos e podem ser relacionados com a severidade da
doenca (Posadas et al, 2004).

Existem varios mediadores envolvidos na inflamagao. Histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas (PG) estdo envolvidas no au-
mento da permeabilidade vascular. Outro importante mediador na in-
flamacdo aguda € o 6xido nitrico (NO) que é produzido por trés isofor-
mas distintas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS): NOS endotelial
(eNOS), NOS neuronal (nNOS) e a NOS induzivel (iNOS). Esta é pro-
duzida somente em condigdes fisiopatoldgicas (Moncada e Higgs,
1991). No local da inflama¢&o o NO é produzido por um nimero dife-
rente de células, incluindo leucécitos, células endoteliais e células ner-
vosas sensoriais (Posadas et al, 2004).

1.2. HIPERALGESIA INFLAMATORIA
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Uma das caracteristicas fundamentais de estados inflamatérios é
gue estimulos normalmente in6cuos sdo capazes de produzir dor em
uma regido do corpo que se encontra inflamada (Kidd & Urban, 2001).

O mecanismo da hiperalgesia inflamatéria resulta de agdes exci-
tatérias de mediadores enddgenos, tais como prostaglandinas, que esti-
mulam nociceptores (Jorge et al., 2006). Estes mediadores podem exer-
cer dois tipos de efeitos sobre a nocicepcdo, de forma independente ou
concomitante, como a ativagdo direta dos nociceptores ou a sensibiliza-
¢do destes a outros estimulos ativadores (térmicos, mecanicos ou quimi-
cos) (Tonussi e Ferreira, 1997). A nocicepcao pode ser definida como a
deteccdo de estimulos nocivos e a subsequente transmissdo de
informacOes codificadas para o cérebro, ou seja, a dor é essencialmente
um processo perceptivo que surge em resposta a essa atividade (Kidd &
Urban, 2001).

Os sinais e sintomas resultantes de estimulos de alta intensidade
em tecidos normais refletem, geralmente, a intensidade, localizagdo e
tempo de inicio dos estimulos. Ja a dor decorrente de tecidos inflamados
ou feridos pode surgir expontaneamente, mesmo na auséncia de um
gatilho externo, devido ha hiperalgesia inflamatéria (Kidd & Urban,
2001), ou seja, o local inflamado pode estar dolorido mesmo que nédo
tenha um estimulo doloroso.

Alternativamente, as respostas aos estimulos nocivos podem ser
aumentadas (hiperalgesia) ou estimulos normalmente in6cuos podem
produzir dor (alodinia). Estas caracteristicas ndo sao especificas e, por si
s0, ndo permitem o reconhecimento de diferentes mecanismos fisiopato-
I6gicos (Kidd & Urban, 2001).

O sistema nervoso simpético pode modular as fun¢bes dos noci-
ceptores por um aumento neuronal de Ca2+/ adenosina 3°5°-
monofosfato (AMPc). A dor na inflamagéo depende da estimulacdo de
proteina quinase dependente do mecanismo da AMPc — proteina quinase
A. Os niveis no citosol de AMPc e GMPc séo controlados por fosfodies-
terases periféricas. As duas maiores familias de fosfodiesterases estdo
envolvidas na nocicepcdo, incluindo a fosfodiesterase-4AMPC seletiva e
a fosfodiesterase-5GMPc seletiva. (Bezerra, 2008).

Vaérias pesquisas sugerem o envolvimento do GMP (guanosina
monofosfato) ciclico (GMPc) na antinocicepcdo central e periférica
(Ferreira e Nakamura, 1997; Sousa e Prado, 2001). Um estudo baseado
na observacao de que administragdo local de L-arginina produz antino-
cicepcdo em ratos com hiperalgesia induzida por carragenina (Espinosa
et al, 2001) reforga demonstracdes de que o GMPc est4 envolvido na
antinocicepcéo. (Boleta-Ceranto et al, 2005).
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Observac@es indiretas também demonstraram que o éxido nitri-
co/GMPc esté envolvido na antinocicepgdo (Ferreira et al, 1999; Tao et
al, 2000). Evidéncias indicaram também que a antinocicepgao produzida
pela dipirona, diclofenaco, ketorolac, nimesulida e meloxican podem ser
diminuidas tanto por inibidores da dxido nitrico-sintase quanto inibido-
res da guanilato ciclase, tais como N®-nitroarginina metil éster (L-
NAME) e 1H [1,2,4]-oxidiazol[4,3-a] quinoxalin-1-one (ODQ), respec-
tivamente (Tonussi & Ferreira, 1994; Granados-Soto et al, 1995; Loren-
zetti & Ferreira, 1996; Islas-Cadena et al, 1999; Aguirre-Bafiuelos &
Granados-Soto, 2000). Portanto, esta evidéncia sugere a participagao do
mecanismo 6Oxido nitrico-GMPc na antinocicepcdo destas drogas anti-
inflamatorias ndo esteroidais.

AMPc e GMPc sdo sintetizados por adenilato e guanilato ciclases
e sdo degradados por fosfodiesterases seletivas. Bioquimicamente, a
guanilato ciclase catalisa a formacdo de GMPc a partir de GTP (guano-
sina trifosfato). Considerando que a fosfodiesterase metabolizadora de
GMPc catalisa a hidrélise de GMP ciclico em GMP, a concentracdo de
GMPc intracelular é regulada pela a¢do da guanilato ciclase e a taxa de
degradacéo da fosfodiesterase do GMPc. (Yoon et al, 2009).

A familia de proteinas das fosfodiesterases (PDE) é composta por
11 membros e uma grande quantidade de formas e variagcdes. Apds a
caracterizacdo da PDE-5, intensas pesquisas permitiram obter informa-
¢Oes detalhadas sobre esta enzima. Hoje, sabe-se que PDE-5 é expressa
em células musculares lisas, que expressam também a proteina quinase
(PKG) por GMPc (Dunkern e Hatzelmann, 2004).

Os nucleotideos ciclicos tém sido reconhecidos como segundos
mensageiros de vias de ativacdo intracelular que regulam quinases e
canais ionicos. Essa caracteristica levou ao desenvolvimento de farma-
cos que interferem com a regulacdo dos niveis de AMPc e GMPc em
varias doencas. (Dunkern e Hatzelmann, 2004).

1.3. SILDENAFIL

O sildenafil é um inibidor seletivo e potente da fosfodiesterase se-
letiva de guanosina monofosfato ciclico (GMPc), que catalisa a hidrélise
do GMPc e tem um efeito relaxante sobre as células musculares lisas,
inclusive das arteriolas do corpo cavernoso. E amplamente conhecido
devido & sua eficacia terapéutica no tratamento da disfuncéo erétil atra-
vés do aumento de GMPc intracelular. Enquanto apresenta um excelente
perfil de seguranca e tolerancia no tratamento da disfuncéo erétil, silde-
nafil fornece varios beneficios em outras doencas. Foi sugerido que o
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aumento dos niveis de GMP ciclico intracelular e maior disponibilidade
de 6xido nitrico em diversos tecidos estdo também associados a ativida-
de antinociceptiva do sildenafil (Bezerra et al, 2008).

Visto que plaquetas humanas contém PDEs 2 e 3 e altas concen-
tracOes de PDE 5, ndo é surpresa que o sildenafil suprima in vitro, até
certo ponto, a agregacdo plaquetaria induzida por agonista. Isso pode ser
verificado em casos de sangramento hemorroidario e aparecimento de
varizes agudas ap6s ingestdo de sildenafil. No entanto, seu ndmero é
limitado, levantando duvidas sobre a causa desses efeitos colaterais de
sildenafil em plagquetas (Dunkern e Hatzelmann, 2004).

Inibidores da PDE-5 sozinhos néo afetam a agregacao plaquetaria
in vitro, mas eles potencializam os efeitos inibitérios do 6xido nitrico,
gue pode estar presente em diferentes partes do corpo do paciente, por
exemplo, nos pulmdes. Assim, parece que o efeito inibitorio dos inibido-
res da PDE-5 sobre as plaquetas é limitado por outros mecanismos, além
da disponibilidade de o6xido nitrico in vivo (Dunkern e Hatzelmann,
2004).

No tratamento da hipertensdo pulmonar, o sildenafil age relaxan-
do a parede e diminuindo a resisténcia dos vasos das artérias. Devido a
presenca de PDE-5 nas paredes arteriais, misculo liso e pulmdes, o sil-
denafil age nessas areas, induzindo a vasodilatagdo (Uthayathas et al,
2007).

Recentemente, o sildenafil demonstrou efeito antinociceptivo em
modelos animais apds sua administracdo local, periférica e sistémica
(Ambriz-Tututi et al, 2005; Asomoza-Espinosa et al, 2001; Jaim, 2001).

1.4. DICLOFENACO

As drogas anti-inflamatdrias ndo esteroidais bloqueiam a sintese
de prostaglandinas, prevenindo a sensibilizacdo periférica de receptores
da dor (Jorge et al, 2006).

O diclofenaco de sédio, derivado do cido fenilacético, € um anti-
inflamatdrio ndo esteroidal (AINE) comprovado, comumente prescrito,
gue possui propriedades analgésica, anti-inflamatdria e antipirética. Este
medicamento tem demonstrado eficacia no tratamento de uma variedade
de dores agudas e cronicas e doencas inflamatorias. Assim como acon-
tece com todos os AINEs, o diclofenaco exerce sua agdo pela diminui-
cdo da sintese de prostaglandinas através da inibigdo da ciclooxigenase
(COX), que é importante na resposta inflamatdria (GAN, 2010). Essa
substancia mostra uma poténcia 20 vezes maior na inibigdo da COX-2
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sobre a COX-1 e exibe inibicdo tempo-dependente (Standing et al,
2011).

Apesar da inibicdo da COX proporcionar a atividade anti-
inflamatdria, analgésica e antipirética dos AINEs, a simultanea inibicao
da COX na mucosa do gastrintestinal muitas vezes resulta em Ulceras
gastricas e intestinais, que podem ter consequéncias graves. Existem
duas isoformas de COX, a COX 1 e a COX 2, que estdo expressas de
formas diferentes em diferentes tecidos. A COX-1 é expressa na maioria
dos tecidos do corpo, incluindo a mucosa do trato gastrintestinal. A
COX-2 é expressa em niveis baixos na maioria das células, incluindo o
estbmago e o intestino humanos, mas a expressao da COX-2 pode ser
aumentada em locais que apresentam-se inflamados (Cryer & Feldman,
1998). A ativacdo da COX 1 resulta na producdo de prostaciclina, que
guando liberada pelas células endoteliais possui atividade antitrombética
e quando liberada pela mucosa géstrica possui acéo protetora. A COX-2
¢ induzida por estimulos inflamatérios e citocinas em células
migratorias e outras. Portanto, as acdes anti-inflamatérias dos AINEs
sdo devido a inibicdlo da COX-2, enquanto os efeitos colaterais
indesejados, tais como irritagdo da mucosa gastrica, sdo devido a
inibicdo da COX-1 (Vane & Botting, 1998).

1.5. EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

A carragenina é um mucopolissacarideo derivado de algas mari-
nhas denominadas Chondrus, que causa uma inflamacéao do tipo adapta-
tiva, ndo produz efeitos sistémicos e proporciona alto grau de reproduti-
vidade (Boleta-Ceranto et al, 2005). Ela proporciona uma inflamacéo
aguda e altamente reprodutivel. Sinais cardinais da inflamacéo, tais co-
mo edema, hiperalgesia e eritema desenvolvem-se imediatamente apés
injecdo de carragenina no tecido subcutaneo (Jorge et al, 2006).

O edema de pata induzido por carragenina proporciona todos 0s
eventos bioquimicos e celulares, que ja foram claramente descritos no
passado e constantemente atualizados através de novas descobertas e
tem sido cada vez mais usado para testar drogas anti-inflamatorias assim
como para estudar 0os mecanismos envolvidos na inflamagéo (Posadas et
al, 2004). E um modelo (til para avaliar a contribuicio de mediadores
presentes nas alteragBes vasculares associadas a inflamagdo aguda (Sal-
vemini et al, 1996).

O desenvolvimento de edema na pata de ratos apés a injecdo de
carragenina é descrito como um evento bifasico em que varios mediado-
res operam em sequéncia para produzir esta resposta inflamatdria. A
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fase inicial do edema (0 — 1 h), que ndo ¢ inibida pela acdo de anti-
inflamato6rios ndo esterdides como indometacina ou aspirina tem sido
atribuida a liberacdo de histamina, 5-HT e bradicinina. Em contraparti-
da, a fase que corresponde ao periodo de 1 a 6 horas tem sido relaciona-
da com a producdo elevada producdo de prostaglandinas e atribuida a
inducéo de Ciclooxigenase-2 na pata (Salvemini et al, 1996).

A infiltracdo e a ativacdo local de neutréfilos também contribuem
para esta resposta inflamatéria. Outro importante mediador na inflama-
¢do aguda e cronica € o 6xido nitrico (NO), que é gerado através da oxi-
dacdo do atomo de nitrogénio terminal guanidino da L-arginina pela
enzima 6xido nitrico sintase. O NO é um potente vasodilatador. Seu
envolvimento durante a resposta inflamatoria pode estar relacionado a
sua capacidade de aumentar a permeabilidade vascular e edema através
de alteragdes no fluxo sanguineo local. Além disso, tem sido demons-
trado que o Oxido nitrico aumenta a producdo de prostaglandinas pro-
inflamatdrias in vitro (Salvemini et al, 1996).

Por muitos anos o rato tem sido o animal de escolha para o estudo
da resposta inflamatdria aguda. Ratos e outras espécies de cobaias tém
sido usados para estudos imunolégicos envolvendo reagfes inflamato-
rias (Levy, 1969).

A resposta inflamatdria aguda é caracterizada por um aumento na
permeabilidade vascular e infiltragdo celular que levam & formacg&o de
edema, como resultado do extravasamento de fluidos e proteinas e acu-
mulo de leucdcitos no local da inflamagdo. A inducdo de edema por car-
ragenina na pata de rato é um teste utilizado para determinar a atividade
anti-inflamatoria e ja foi amplamente caracterizada. Mais recentemente,
tem sido demonstrado que a COX-2 atinge expressao maxima 1 hora
apos injecao de carragenina. O modelo de edema em pata de rato tem
sido utilizado com frequéncia para testar novos medicamentos antiin-
flamatorios, bem como para estudar os mecanismos envolvidos na in-
flamacgdo. Em 1969, Levy verificou que uma injecdo de carragenina a
1% na pata de rato provoca um edema semelhante, com o passar do
tempo, para 0 camundongo, mas menos potente em propor¢do. Sugishita
e cols. (1983) caracterizaram a fase aguda do edema de pata de rato uti-
lizando carragenina a 3%. Em 1987, Henriques e cols. mostraram que a
injecdo de carragenina na pata de rato induz um edema bifasico. A pri-
meira fase é caracterizada por um edema de fraca intensidade e sem re-
lacdo com a dose de carragenina utilizada, enquanto a segunda fase se
desenvolve ap6s 24 horas, mostrando um edema mais acentuado, com
um efeito méximo entre 48 e 72 horas.
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2. JUSTIFICATIVA

Diclofenaco de sédio é um AINE que bloqueia a sintese de prosta-
glandinas e possui atividade analgésica, antipirética e anti-inflamatoria.
Sua acdo é exercida através da inibicdo da sintese de prostaglandinas,
gue é conseguida através da inibicdo ciclooxigenase (COX). Porém, a
simultanea inibicdo da COX na mucosa gastrintestinal muitas vezes re-
sulta em Ulceras gastricas e intestinais, que podem ter consequéncias
graves. Estudos anteriores demonstraram que doses subefetivas de sil-
denafil aumentaram a atividade antinociceptiva de doses subefetivas de
diclofenaco. Considerando que o diclofenaco e o sildenafil sdo drogas
com confirmacao de seguranca ja definidas através de ensaios clinicos e
possuem apresentacGes comerciais, a caracterizacdo de uma atividade
anti-inflamatoria potenciada com a associagdo das duas substancias,
contribuira para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica com
provavelmente menores efeitos colaterais associados ao uso de anti-
inflamatdrios ndo esterdides.

Asomoza-Espinosa e cols. (2001) demonstraram que doses de
sildenafil (25-100 ug) que se mostraram subefetivas quando utilizadas
isoladas aumentaram a atividade antinociceptiva de doses subefetivas de
diclofenaco (25 pg). Yoon e cols. (2009) verificaram que sildenafil in-
tratecal inibiu a nocicepc¢do induzida por formalina. Apesar de estar bem
demonstrado que ao menos parte do efeito hiponociceptivo do diclofe-
naco pode ser mediado pelo NO/GMPc e potenciado por inibidores da
fosfodiesterase, ndo se sabe se seu efeito anti-edematogénico pode ser
influenciado da mesma forma.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
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Avaliar o efeito da associacdo de diclofenaco com sildenafil no
edema de pata induzido por carragenina em ratos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma curva dose-resposta para o diclofenaco de sodio e
do sildenafil separadamente.

Verificar qual o efeito do sildenafil associado ao diclofenaco de
sodio.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram utilizadas ratas Wistar fémeas, com 3 meses de idade, com
peso entre 190 e 250g. Os animais foram criados no Biotério do Depar-
tamento de Farmacologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universida-
de Federal de Santa Catarina (CCB-UFSC), mantidos em gaiolas plésti-
cas, em nimero de 06 por gaiola, em ambiente controlado a uma tempe-
ratura de 22 + 1°C, umidade entre 60-80%, ciclo claro/escuro de 12h e
alimentados com racdo comercial ad libitum. Todas as manipulactes
foram feitas entre 8:00 e 17:00h. O presente estudo seguiu as recomen-
dacdes do Guia de Uso e Cuidado com Animais Laboratoriais do Natio-
nal Institutes of Health (NIH) dos Estados Unidos da América (NIH
Publication No. 85-23, revisado em 1996). Os procedimentos realizados
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC
(CEUA-UFSC/PP00499).

4.2. DROGAS E REAGENTES

Para o tratamento dos animais, utilizou-se diclofenaco de sédio
(Galena, Brasil) e sildenafil (Pfizer, UK) diluidos em solucdo salina
(NaCl 0,9%). O edema foi induzido com carragenina (BDH Chemical,
UK) diluida em solugéo salina (NaCl 0,9%).

4.3. MODELOS EXPERIMENTAIS
4.3.1. Verificacdo do efeito anti-edematogénico

A verificagdo do efeito anti-edematogénico foi realizada através
do modelo do edema em pata de rato. Este modelo de edema foi induzi-
do pela carragenina. A reacdo a carragenina é dependente do tempo no
gual o volume méximo de edema é conseguido entre trés e quatro horas
apos a aplicagéo.

Para verificar a influéncia do sildenafil sobre o diclofenaco, pri-
meiramente, foram administradas doses crescentes de sildenafil (0,01;
0,1 e 1,0 mg/Kg) e diclofenaco (0,5; 2,5 e 5,0 mg/Kg) separadamente a
grupos de seis animais. Posteriormente, foi administrado sildenafil e
diclofenaco nas doses de 0,01 mg/Kg e 0,25 mg/Kg respectivamente.
Cada grupo com seis animais recebeu uma hora antes da injegdo subcu-
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tanea (s.c.) intraplantar do estimulo inflamatério (carragenina) a dose
referente a cada dose testada, diluida com um volume de 0,5 ml intra-
peritoneal (i.p.), sendo que o grupo controle recebeu solucdo salina
0,9%. Uma hora apés a administracdo das drogas testadas, 0,1 ml de
carragenina a 1% foi injetada via subcutanea na pata direita de cada a-
nimal, como mostra a Figura 1. Para avaliacdo do edema de pata, foi
utilizada uma cubeta com agua colocada sobre uma balanca eletrdnica
de precisdo. A pata direita do animal recebeu uma marcagdo com caneta
azul na articulacdo tibio-tarsal para que o nivel de imersdo da pata no
aparelho de avaliacdo de volume seja uniforme, como mostram as Figu-
ras 2 e 3. Este volume foi aferido, a cada hora, durante quatro horas.
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0,1 ml de
carragenina
1% S.C.
Droga Verificacdo do volume da pata ‘
LP. e s
Sild (0,01: 0,1 e 1,0 ma/Kg) :ac‘;r'fnt:’;n':a;:
Diclo (0,25¢ 0,5; 2,5 e 5,0 ma/Kg) e
Sild + diclo (0,01 mg/Kg + 0,25 ma/Kg) hemorrigicoa
na mucosa
estomacal

Figura 1: Esquema dos procedimentos realizados durante o pro-
tocolo experimental.

Figura 2: Imerséo da pata do animal para verificd(; o do volume do e-
dema.
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Figura 3: Esquema da imersdo da pata do animal para verificagdo do
volume do edema.
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4.3.2. Avaliacdo da toxicidade

O potencial em causar erosao gastrica do diclofenaco e de sua as-
sociacdo com o sildenafil foi avaliado pela contagem de pontos hemor-
ragicos na mucosa estomacal.

4.4, ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados obtidos na verificagdo do e-
dema em pata de rato foi realizada por analise de variancia (ANOVA)
para medidas repetidas seguida do pos teste de Dunet. As analises esta-
tisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico GraphPadPrism
5.
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5. RESULTADQOS
5.1. CURVA DOSE-RESPOSTA DO DICLOFENACO

A Figura 4 mostra o efeito da administracdo das doses de 0,5 ; 2,5
e 5,0 mg/Kg de diclofenaco, além de solugdo salina como controle. Ne-
la, pode-se observar que no grupo controle (salina) o edema na pata cau-
sado pela administracdo de carragenina aumentou durante as 4 horas de
observacao.

A administracdo de doses crescentes de diclofenaco uma hora a-
pos a administragdo de carragenina apresentou perfis de diminuicdo do
edema diferentes nas doses de diclofenaco utilizadas. A maior dose, 5,0
mg/Kg, apresentou inicio da diminui¢do do edema ap6s a segunda hora
e manteve sua acao até a quarta hora de experimento. As doses de 2,5
mg/Kg e 0,5 mg/Kg de diclofenaco também apresentaram inicio da di-
minuicdo do edema ap6s a segunda hora, porém, a diminuicdo do edema
mostrou-se mais efetiva entre a quarta e quinta horas de experimento.
Na quarta hora de experimento o edema apresentava-se mais diminuido
na maior dose (5,0 mg/Kg) do que nas duas menores doses (0,5 mg/Kg e
2,5 mg/Kg).
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Curva Dose-Resposta do Diclofenaco
0.6

© Salina
4% Diclofenaco 0,5 *

- Diclofenaco 2,5 **
V Diclofenaco 5,0

Volume
da pata (ml)
o
+

o
ihd

0.0

Tempo (h)

Figura 4: Efeito da administracdo de doses crescentes de diclo-
fenaco (0,5; 2,5 e 5,0 mg/Kg i.p.) ou solugdo salina no edema em
pata induzido por carragenina durante 4 horas.

5.2. CURVA DOSE-RESPOSTA DO SILDENAFIL

A Figura 5 mostra o efeito da administracdo das doses de 0,01
mg/Kg e 1,0 mg/Kg de sildenafil, além de solugdo salina como controle.

O grupo controle apresentou durante as cinco horas de observa-
¢do um edema de volume constante, enquanto as doses crescentes de
sildenafil causaram aumento do edema durante as cinco horas de obser-
vacdo. A maior dose, 1,0 mg/Kg, apresentou aumento do volume da
pata, caracterizando aumento do edema, até a terceira hora de observa-
¢do. Entre a terceira e quarta hora, houve diminui¢do do edema. As do-
ses de 0,1 mg/Kg e 0,01 mg/Kg de sildenafil mostraram aumento do
volume da pata durante todo o tempo de observagéo.
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Curva Dose-Resposta do Sildenafil

0.89
-©- Salina
-# Sildenafil 0,01
-+ Sildenafil 0,1 *
0.64

Sildenafil 1,0 *

Volume
da pata (ml)

0.0 T T T
0 1 2 3 4 5

Tempo (h)

Figura 5: Efeito da administracdo de doses crescentes de sildena-
fil (0,01; 0,1 e 1,0 mg/Kg i.p.) ou solucdo salina no edema em pa-
ta induzido por carragenina durante 4 horas.
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5.3.EFEITO DA ADMINISTRACAO DO DICLOFENACO
ASSOCIADO AO SILDENAFIL

A administracdo das doses de 0,25 mg/Kg de diclofenaco e 0,01
mg/Kg de sildenafil associadas apresentou resultado semelhante ao con-
trole, ou seja, 0 edema induzido por carragenina aumentou durante as
cinco horas de observacdo, na mesma intensidade que o edema apresen-
tado pelo controle, como mostra a Figura 6. A administracdo de 0,01
mg/Kg de sildenafil sozinho apresentou resultado semelhante a associa-
¢do com diclofenaco, apresentando aumento do volume da pata durante
0 experimento, caracterizando aumento do edema.

As doses de 0,25 mg/Kg e 5,0 mg/Kg de diclofenaco sozinhas i-
nibiram o edema, quando comparados com o controle, porém, o sildena-
fil e associacdo com diclofenaco (0,25 mg/Kg de diclofenaco e 0,01
mg/Kg de sildenafil) preveniu seu efeito anti-edematogénico durante as
quatro horas de observacéo.
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081 @ salina

i sildenafil 0,01 mg/Kg
sild (0,01) + dicl (0,2 5)
0.64 -O-diclofenaco 5 mg/kg (**)
-@- diclofenaco (0,25 mg/Kg (%)

Volume
da pata (ml)

Tempo (h)

Figura 6: Efeito da administracdo de diclofenaco e sildenafil as-
sociados (0,25 mg/Kg de diclofenaco + 0,01 mg /Kg de sildenafil
i.p.), a dose de 0,01mg/Kg de sildenafil, 0,25 mg/Kg e 5,0 mg/Kg
de diclofenaco e solucdo salina no edema em pata induzido por
carragenina durante 4 horas.
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5.4. AVALIACAO DA TOXICIDADE

Apos a retirada dos estdbmagos dos animais utilizados, verificou-
se que ndo houve aparecimento de petéquias ap6s as quatro horas de
experimento em nenhuma das doses utilizadas. Na Figura 7, vemos que
a maior dose de diclofenaco, 5,0 mg/Kg ndo apresentou petéquias, assim
como o controle, na Figura 8.

Figura 7: Estdbmago apds administracdo de 5 mg/Kg de diclofenaco de
sodio.
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Figura 8: Estdmago de um animal do grupo controle, ap6s administra-
¢do de salina.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos o efeito do agente vasodilatador sil-
denafil, com mecanismo especifico reconhecido como inibidor da de-
gradacdo do GMPc, e sua associacdo com o agente anti-inflamatério
tradicional diclofenaco, sobre 0 modelo de edema inflamatério induzido
por carragenina em ratos. Os principais achados foram que o sildenafil
reverte o efeito anti-edematogénico produzido pelo diclofenaco.

Em nosso estudo, o diclofenaco sozinho teve acdo anti-
edematogénica, em todas as doses testadas, porém a resposta observada
ndo foi sempre diretamente proporcional a dose aplicada. O edema de
pata induzido por carragenina é um modelo Util para avaliar o potencial
anti-inflamatorio das drogas e a contribuicdo de mediadores envolvidos
nas alteragBes vasculares associadas a inflamacdo aguda (Salvemini et
al, 1996). Apesar de este modelo ser eficaz para detectar o efeito anti-
edematogénico de substancias que inibem a sintese de prostaglandinas,
nao quer dizer que este modelo seja capaz de expressar claramente uma
relacdo dose-resposta da substéncia avaliada. Principalmente porque a
administracdo sistémica de substancias envolve muitas variaveis farma-
cocinéticas. Por exemplo, estudos farmacocinéticos demonstraram que a
absorcao sistémica do diclofenaco é diretamente proporcional a dose, ou
seja, apresenta uma farmacocinética linear (Hinz et al, 2005). Porém,
estudos clinicos realizados em adultos que fazem tratamento de dor pés
cirirgica mostraram que comprimidos dispersiveis de 25 mg de diclofe-
naco possuem a metade da eficacia de comprimidos dispersiveis de 50
mg, enquanto comprimidos dispersiveis de 100 mg de diclofenaco s&o
igualmente eficazes aos de 50 mg (McQuay & Moore, 1998). Ou seja,
se 0 aumento da acéo relacionado ao aumento da dose é linear somente
até a dose de 50 mg em adultos para o tratamento da dor p6s-operatoria,
para a diminuicdo do edema em pata induzido por carragenina o diclo-
fenaco também pode possuir uma linearidade limitada.

A inflamacdo induzida por carragenina é aguda e auto-limitada, re-
solvendo-se sozinha. De fato, o edema causado pela carragenina apre-
senta volume méximo entre 3 e 4 horas ap06s aplicagdo subcuténea, di-
minuindo gradativamente nas horas seguintes. Essas reacfes sao resul-
tantes da acdo de mediadores que podem ser gerados no local da infla-
magcao ou trazidos por células que infiltram dos vasos, devido ao edema
e aumento da permeabilidade vascular (Jorge et al, 2006). Neste mode-
lo, 0 edema formado durante a primeira hora é devido a liberacdo de
histamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) e bradicinina, sendo que os efei-



35

tos vasodilatadores da histamina e da bradicinina, envolvem a sintese de
oxido nitrico (NO). A partir da primeira hora até a sexta hora apos a
aplicacdo de carragenina intraplantar, acontece a indugdo de COX-2
com liberacdo de prostaglandinas (Posadas et al, 2004), e esta potencia
os efeitos vasculares da histamina, 5-HT e bradicinina. Os AINES, co-
mo o diclofenaco, agem através da inibicdo da ciclooxigenase (COX),
levando a uma diminuicdo na sintese de prostaglandinas, e sempre ini-
bem o edema induzido pela carragenina.

Por outro lado, a administracdo de sildenafil mostrou um potente
efeito pré-edematogénico. O sildenafil, mesmo em pequenas doses foi
capaz de aumentar o edema gerado pela carragenina. De fato, este efeito
ndo surpreende. O sildenafil atua como vasodilatador da musculatura
lisa, pois diminui a degradacdo do GMPc celular, que é responsavel pelo
relaxamento das miofibrilas das células musculares lisas. O NO é um
potente vasodilatador, o seu envolvimento durante a resposta inflamato-
ria pode estar relacionado a sua capacidade de aumentar a permeabilida-
de vascular e edema através de alteracdes no fluxo sanguineo local
(Moncada & Higgs, 1991). A ativacdo da enzima guanilato ciclase, com
0 consequente aumento da producdo de GMPc medeia a maioria dos
efeitos fisioldgicos relacionados ao NO, e este como citado acima, é
induzido por varios mediadores do processo inflamatério, como a his-
tamina e a bradicinina. Dessa forma, o sildenafil, através do aumento de
GMPc estaria favorecendo a acdo vasodilatadora do NO, potenciando o
edema causado pela carragenina. Por vezes, o sildenafil sozinho apre-
sentou efeito antinociceptivo. Estudos prévios mostraram que o trata-
mento com sildenafil (5mg/Kg) injetado i.p. 5 minutos antes da injecdo
de uma solucéo de 4cido acético 0,6% (v/v) inibiu significativamente as
contor¢cBes em camundongos, sugerindo resposta antinociceptiva. Esta
resposta é atribuida ao aumento do nivel de GMPc causado pelo sildena-
fil (Bezerra et al, 2008).

A principal justificativa para este estudo baseou-se nas muitas e-
vidéncias de que a producdo de GMPc induzido por 6xido nitrico con-
tribui para o efeito antinociceptivo do diclofenaco, sugerindo assim que
associacdo deste antiinflamatdrio com sildenafil aumentaria seus efeitos
terapéuticos. Por vezes, a literatura mostra que o sildenafil sozinho apre-
sentou efeito antinociceptivo. Estudos prévios mostraram que o trata-
mento com sildenafil (5mg/Kg) injetado i.p. 5 minutos antes da inje¢&o
de uma solucéo de 4cido acético 0,6% (v/v) inibiu significativamente as
contor¢Bes em camundongos, sugerindo resposta antinociceptiva. Esta
resposta é atribuida ao aumento do nivel de GMPc causado pelo sildena-
fil (Bezerra et al, 2008).
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Também foi verificada a acdo de doses nao eficazes de sildenafil
com doses ndo eficazes de agentes adrenérgicos (propranolol, prazosina,
atenolol e clonidina) que resultou em significativa inibicdo da resposta
nociceptiva em teste de contor¢do induzido por &cido acético em ca-
mundongos. Este efeito ndo é devido & interagdo medicamentosa meta-
bolica, visto que o sildenafil é metabolizado principalmente pelas enzi-
mas do citocromo P 450 e agentes adrenérgicos ndo sdo considerados
inibidores desta enzima (Bezerra et al, 2008). Porém, o mais importante
foi que doses subefetivas de sildenafil (25-1 | [ [g) aumentaram a ati-
vidade antinociceptiva de doses subefetivas de diclofenaco (25 [g),
aplicado diretamente na pata do animal (Asomoza-Espinosa e cols.,
2001).

Dados da literatura sustentam que o mecanismo antinociceptivo
do diclofenaco mostrou-se potenciado pelo sildenafil. Diferentemente,
no presente estudo, pois mesmo a dose subefetiva do sildenafil foi capaz
de bloquear totalmente o efeito anti-edematogénico do diclofenaco. Isto
sugere que mesmo ndo potenciando os vasodilatadores normalmente
liberados no processo inflamatério, um possivel aumento no GMPc po-
deria estar estimulando a funcdo de ciclooxigenases, diminuindo a agédo
do diclofenaco sobre elas. Infelizmente, o efeito potenciador do NO so-
bre COX, ja reportado (Salvemini et al, 1996), ndo parece ser via
GC/GMPc (Masuda et al, 2010). De qualquer forma, estes resultados
sugerem que uma possivel combinacdo de diclofenaco com sildenafil,
para se obter melhor efeito analgésico na clinica poderia resultar tam-
bém na reducéo de seu efeito anti-edematogénico.

Outro ponto a ser destacado é que 0 aumento da atividade antino-
ciceptiva do diclofenaco pelo sildenafil (Asomoza-Espinosa e cols.,
2001) foi verificada com aplicacdo das drogas diretamente na pata do
animal, diferente do presente estudo, em que utilizamos a via i.p. para
aplicacdo do diclofenaco e do sildenafil, o que se assemelha mais a ma-
neira como 0s medicamentos sdo utilizados clinicamente.

Apesar de sildenafil piorar o quadro edematogénico induzido pela
carragenina na pata, o exame visual das mucosas estomacais ndo apon-
tou nenhum efeito prd-erosivo na combinagdo com o diclofenaco. Como
0 proprio diclofenaco ndo produziu pontos hemorragicos na mucosa
estomacal, mesmo na maior dose, ndo é possivel saber se o sildenafil
estaria de fato protegendo a mucosa. Isto pode ter acontecido pelo fato
de o animal ter recebido somente uma dose de diclofenaco. Porém, San-
tos e cols. (2005) demonstraram que o sildenafil oferece protecdo na
mucosa gastrica de ratos tratados com indometacina. Nesse estudo mos-
trou-se que a protecdo causada pelo sildenafil é dose-dependente. Ele foi
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capaz de reduzir o dano gastrico causado pela indometacina. Interessan-
temente, o inibidor da 6xido-nitrico sintase (L-NAME) reverteu as pro-
priedades efetivas do sildenafil, de forma dose-dependente. O efeito da
L-NAME foi evitado quando foi co-administrado L-arginina, precursor
do NO. O aumento da adesdo de leucocitos nas vénulas foi também di-
minuido pelo sildenafil. Esta acdo foi inibida quando foi coadministrado
L-NAME (Santos et al, 2005).
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7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem uma diferenca no perfil
de acdo do sildenafil sobre 0 edema de pata induzido por carragenina e
em modelos de nocicepgdo. No presente estudo, o sildenafil mostrou-se
pré-edematogénico quando utilizado sozinho ou associado ao diclofena-
€0, enquanto outros experimentos utilizando outros modelos e associa-
¢bes mostraram um efeito antinociceptivo. Este trabalho acrescenta um
elemento importante de conhecimento no processo de se entender como
a via NO/GC/GMPc pode contribuir para o controle da dor, ao mostrar
uma possivel e importante limitacdo. Naturalmente, estudos semelhantes
em outros modelos inflamatdrios devem ser realizados para se confirmar
se esta associacdo de substancias vai se comportar sempre dessa manei-
ra. Nesse caso, 0s beneficios antinociceptivos de se potenciar a via
NO/GMPc seriam limitados pelo agravamento do edema inflamatdrio e
0 quanto isso seria problematico para a doenca subjacente. Paralelamen-
te, este estudo sugere que o uso do sildenafil pode comprometer uma
terapéutica anti-inflamatéria em curso. Contudo, para complementar
este trabalho, outros inibidores de fosfodiesterase especifica e anti-
inflamatdrios devem ser testados.
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