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Resumo

Silva JR. Interacdes neuro-imunes envolvidas na génese da hipersensibilidade nociceptiva
herpética e pds-herpética. Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto, 2014.

Herpes Zoster ¢ uma doenca causada pela reativacdo do virus Varicela Zoster nos ganglios
sensoriais, caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes na pele e dor. Nao hd modelos
animais disponiveis para estudo da patofisiologia da doenga. No entanto, um modelo murino
que utiliza o HSV-1 tem sido usado para tal fim, visto que os animais desenvolvem lesdes
zosteriformes e desenvolvem hipersensibilidade na pata infectada. Nao ha dados na literatura
acerca da resposta imune que se desenvolve nos ganglios da raiz dorsal destes animais. Logo,
o objetivo deste trabalho foi o de avaliar células e mediadores inflamatorios presentes nos
ganglios da raiz dorsal e sua relagdo com a hiperalgesia durante a infec¢do cutanea por HSV-
1. Durante a fase aguda da infecc¢do, os camundongos desenvolveram hiperalgesia nas patas
ipsilaterais a partir do 3 dia pds-infec¢do, que perdurou até o 7 dia pos-infecgdo. A maior
carga viral foi detectada nos ganglios L4, L5 e L6, os quais compdem o nervo ciatico, que
inerva a area infectada. O tratamento dos animais infectados com dexametasona ou fucoidina
resultou na reducdo do comportamento de hiperalgesia, a partir do 5 dia pds-infecgdo, que
corresponde ao periodo em que a migracdo de leucocitos passa a aumentar nos ganglios da
raiz dorsal. Macrofagos, neutrofilos e linfocitos T CD4 foram detectados nos ganglios durante
a infec¢do aguda. No entanto, linfocitos T CD8 estavam ausentes. A expressdo do mRNA de
TNF-a e COX-2 estava aumentada nos ganglios, e o tratamento de animais infectados com
drogas inibidoras de ambos resultou na redugdo da hiperalgesia. Os receptores do tipo Toll-
like e da IL-1 ndo participam da gera¢do da hipersensibilidade herpética. Apds 50 dias da
infeccdo, constatou-se que alguns animais apresentavam comportamento de hiperalgesia
irreversivel, semelhante a neuralgia pds-herpética humana (NPH). Nao houve diferenga
significativa na incidéncia da NPH em animais de linhagens ou sexos diferentes. Ainda, o
tratamento com drogas anticonvulsivantes e antidepressivas, mas ndo com morfina e anti-
inflamatorios, resultou na reducdo transiente da hiperalgesia. Neste periodo, ndo ha
participag@o da inflamagdo na manuten¢do da hiperalgesia. A expressdo de TNF-a e COX-2
retorna aos niveis basais, € ndo sdo mais detectados neutréfilos e macréfagos. No entanto, a
migracdo de linfocitos T CD4+ e CD8+ aos ganglios aumenta de maneira tempo-dependente.
Durante a NPH, detectou-se uma intensa ativagdo das células satélites gliais, que contribuem
para a manutencdo da hiperalgesia pds-herpética. Nossos resultados demonstram que a
manutencao hiperalgesia herpética ¢ resultado da intensa resposta inflamatdria que ocorre nos
ganglios da raiz dorsal infectados, com aumento da produgcdo de TNF-a e COX-2,
importantes mediadores para a hipersensibilidade. No entanto, durante a neuralgia pos-
herpética, nao ha participagdo de células ou mediadores inflamatorios, mas de células da glia,
as quais sdo importantes na manuten¢ao da hiperalgesia.

PALAVRAS-CHAVE: HSV-1, dor, leucécitos, TNF-a, COX-2






Abstract

Silva JR. Neuro-immune interactions involved in the genesis of herpetic and postherpetic
nociceptive hypersensitivity. Ribeirao Preto: University of Sao Paulo, Ribeirao Preto Medical
School, 2014.

Herpes Zoster is a disease caused by reactivation of varicella zoster virus in sensory ganglia,
characterized by dermal rash and pain. There are no animal models available to study the
pathophysiology of the disease. A murine model of HSV-1 infection on the hind paw skin has
been used to study HZ, since mice develop HZ-like skin lesions and pain-related responses.
There are no data available about the immune response in dorsal root ganglion (DRG) of
these mice. Thus, the aim of this study was to evaluate cells and inflammatory mediators
present in DRGs and its relationship with hiperalgesia during HSV-1 cutaneous infection.
During the acute phase of infection, mice developed hyperalgesia in ipsilateral paws from 3
days post-infection, which persisted until 7 days post-infection. The highest viral load was
detected in ganglia L4, L5 and L6. Treatment of infected mice with fucoidin or
dexamethasone resulted in the reduction of hyperalgesic behavior, from the 5th post-infection
day, which corresponds to the period in which leukocyte migration increase in the dorsal root
ganglia. Macrophages, neutrophils and CD4 + T lymphocytes were detected in the ganglia
during acute infection. However, CD8 + T lymphocytes were absent. The mRNA expression
of TNF-a and COX-2 was increased in dorsal root ganglia, and the treatment of infected mice
with drugs that inhibits both mediators resulted in reduced hyperalgesia. The Toll-like
receptors and IL-1 does not participate in the generation of herpetic hypersensitivity. After 50
days of infection, it was found that some animals presented irreversible hyperalgesic
behavior, like human post-herpetic neuralgia (PHN). There was no significant difference in
the incidence of PHN in animals of different genders or strains. Furthermore, treatment with
anticonvulsant and antidepressant drugs, but not morphine and anti-inflammatory, resulted in
transient reduction of hyperalgesia. In this period, there is no participation of inflammation in
the hyperalgesia maintenance of. The expression of TNF-a and COX-2 returns to baseline
levels, and neutrophils and macrophages are no longer detected. However, the migration of
CD4 + and CD8 + to ganglia increases in a time-dependent manner. During NPH, an intense
activation of glial cells satellites was detected, that contributes to the maintenance of post-
herpetic hyperalgesia. Our results demonstrate that herpetic hyperalgesia maintenance is a
result of an intense inflammatory response that occurs in the infected dorsal root ganglia, with
increased production of TNF-o and COX-2. However, during post-herpetic neuralgia, there is
involvement of glial cells, which are important in hyperalgesia maintenance.

KEYWORDS: HSV-1, pain, leukocytes, TNF-a, COX-2
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1.1 Dor

Atualmente, a dor ¢ definida pela Associacdo Internacional para Estudo da Dor (IASP)
como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesdo tecidual
real ou potencial”, e pode ser caracterizada clinicamente em quatro categorias, relacionadas a
substratos anatdmicos, fisiolodgicos e psicoldgicos: nocicepcao, percepgdo da dor, sofrimento
e comportamento da dor (Loeser, 1980). Além de envolver a percep¢ao dos estimulos nocivos
pelo sistema nervoso central quando receptores sensoriais especializados (nociceptores) sao
ativados, a dor apresenta um componente afetivo-motivacional, incluindo atengdo e
aprendizagem ((Loeser e Melzack, 1999). A nocicep¢do (do latim nocere, “ferir”), ou
sensacdo nociceptiva, resulta da detec¢do seletiva de estimulos capazes de comprometer a
integridade fisica de um organismo. A percep¢do ¢ uma fun¢do integrativa modulada por
condi¢des emocionais, motivacionais e psicologicas, bem como experiéncias de vida de cada
pessoa. A partir dessas consideracdes, dor ¢ o termo mais adequado para a experiéncia
humana, enquanto nocicepcao ¢ o termo indicado para animais experimentais, uma vez que
ndo ha meios de se conhecer a percep¢do nos mesmos (Noback, Strominger e Dmarest, 1996).

Os estimulos nociceptivos, sejam eles fisicos (mecanicos ou térmicos) ou quimicos
(bradicinina, capsaicina, serotonina, prétons etc.), sdo detectados por nociceptores presentes
nos diferentes tecidos. Os nociceptores sdo terminagdes nervosas livres, ramificadas e ndo-
mielinizadas, de uma familia especifica de neurdnios sensoriais primarios e estdo distribuidos
na pele, mucosas, musculos, articulagdes e visceras; aqueles que inervam a cabega € pescogo
compdem 0s nervos cranianos € possuem seus corpos celulares no ganglio trigeminal. J& os
corpos celulares das fibras de nociceptores que inervam tronco € membros estdo nos ganglios
da raiz dorsal (GRDs) dos nervos espinais (Besson e Chaouch, 1987). Os nociceptores sdao
neurdnios pseudo-unipolares, possuindo um ramo axonal distal, que se dirige a periferia, e
outro ramo axonal proximal, que se dirige ao corno dorsal da medula espinal ou ao tronco

cerebral.
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Baseado em critérios morfoldgicos, as fibras nociceptivas podem ser classificadas em
fibras de pequeno e médio didmetro. As fibras de médio didmetro, também denominadas
fibras Ad, sdo finamente mielinizadas, possuem velocidades de conducdo entre 2 e 30 m/s.
Elas correspondem a 20% das fibras que conduzem a informag¢do nociceptiva e sao
responsaveis pela dor de curta duracdo, aguda e lancinante, sentida apds uma estimulagao
nociva. As fibras de pequeno diametro, denominadas fibras C, ndo sdo mielinizadas e por isso
possuem velocidade de condugdo baixa (0,5 - 2 m/s), sendo responséaveis pela dor de longa
duracdo e difusa (Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001). Elas correspondem a 80% das fibras
condutoras da informacdo nociceptiva. Quanto ao estimulo nociceptivo capaz de ativar estas
fibras, as fibras Ad respondem, principalmente, a estimulos mecanicos e térmicos, enquanto
as fibras C respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos (Julius e Basbaum, 2001).
A informagao nociceptiva (ou seja, um estimulo nociceptivo) ¢ reconhecida por moléculas
sinalizadoras especificas (eg. TRPV1, TRPAI, TRPMS etc.) presentes nos nociceptores
(fibras Ad e C), convertida em impulsos elétricos e transmitida pelos nervos espinais e
cranianos aos neurdnios de segunda e terceira ordem no sistema nervoso central. Os
nociceptores que transmitem a informagao nociceptiva de estruturas cranianas fazem sinapses
diretamente com neuronios secundarios, em nucleos no tronco cerebral. J& os presentes nos
membros e tronco conduzem a informagdo nociceptiva para o sistema nervoso central através
da raiz dorsal da medula espinal, onde realizam sinapses com neuronios de segunda ordem
(Noback, Strominger e Dmarest, 1996).
1.1 Dor inflamatoria
A dor inflamatéria ¢ resultado de uma resposta inflamatéria aguda em um tecido
lesionado, no qual observa-se o rubor e o calor, decorrentes, principalmente, da arteriolo-
dilata¢do local, bem como forma¢do de edema inflamatoério (tumor). Em acréscimo a esses
eventos, ha o desenvolvimento concomitante de um denominador comum aos processos

inflamatorios: o aumento da sensagdo dolorosa e/ou a diminui¢do do limiar de dor a estimulos



17
que normalmente ndo produzem ou produzem pouca dor. A dor de origem inflamatdria
resulta, basicamente, da interagdo entre o tecido danificado e os neurdnios sensoriais
nociceptivos periféricos por meio da participacdo de mediadores inflamatdrios, os quais
realizam modifica¢des funcionais nos neurdnios aferentes primarios nociceptivos (Petho e
Reeh, 2012). Estes mediadores podem ser liberados diretamente pelas células danificadas pelo
trauma tecidual, ou por células da imunidade inata e adaptativa, que migram ao tecido
lesionado e sdo fundamentais para o desenvolvimento das respostas inflamatorias e das
hiperalgesias (Cunha et al., 2005). Os mediadores inflamatorios liberados durante a resposta
inflamatoria, no que se refere & dor, podem ser divididos em dois grupos: os mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos intermediarios e 0s mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos finais. Os primeiros sdo liberados no inicio e durante a
inflamagao, sendo responsaveis pela liberagcdo de outros mediadores. Ja os mediadores finais
interagem diretamente com seus receptores especificos, presentes nos neurdnios aferentes
primérios, provocando sua sensibilizacdo (Cunha et al, 2007). Entre os mediadores
intermediarios, destacam-se as citocinas, como sendo os que possuem papel mais bem
caracterizado na dor inflamatoria, tais como o TNF-a, a IL-1§ e a IL-8 (Verri et al., 2006).
Foi demonstrado, tanto em ratos, quanto em camundongos, que estas citocinas sdo liberadas
seqiiencialmente durante o processo inflamatorio e constituem uma ligagao entre o estimulo
inflamatorio e a liberagdo dos mediadores finais da hipernocicep¢do. Os mediadores
hiperalgésicos/hipernociceptivos finais sdo aqueles responsaveis pela sensibiliza¢do direta do
nociceptor, tais como endotelina, substancia P, prostaglandinas e aminas simpaticas (Petho e
Reeh, 2012). A capacidade das prostaglandinas e aminas simpaticas em sensibilizar os
nociceptores ja foi demonstrada em humanos e outros animais através de técnicas
comportamentais e eletrofisiologicas (Nakamura e Ferreira, 1987; Ferreira, 1993). Estes
mediadores agem, preferencialmente, em receptores neuronais metabotropicos de fibras C,

desencadeando a ativacdo de mensageiros secunddrios, tais como AMP ciclico (cAMP),
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proteina kinase A (PKA) e proteina kinase C (PKC) . A subsequente fosforilacdo do canal de
sodio voltagem-dependente Navl.8 e a inibicdo de canais de potassio voltagem-dependentes
sdo responsaveis pela queda dos limiares de ativagdo neuronais, aumentando a excitabilidade
de membrana (Ferreira e Nakamura, 1979a; b; Ferreira, 1980). Na inducdo da
hipernocicepgao/hiperalgesia inflamatoria, a liberagdo dos mediadores respeita uma hierarquia
temporal de liberagdo e de acdo. Quando se realiza uma andlise do exsudato inflamatdrio,
colhido em uma fase tardia de um processo inflamatério agudo, € possivel detectar varios
mediadores presentes. Porém, a andlise temporal cuidadosa desse exsudato revelavque a
liberagdo dos mesmos segue uma seqiiéncia definida. E por esta razdo que, ao se bloquear um
passo desta seqiiéncia, pode-se inibir o desenvolvimento de determinados eventos, sinais e
sintomas do processo inflamatério, inclusive a dor (Verri et al., 2006).

1.3 Dor neuropatica

A dor neuropatica ¢ definida pela IASP como “dor iniciada ou causada por lesdo
primaria ou doenga do sistema nervoso”. Este trauma ao tecido nervoso resulta em
anormalidades da funcdo neural percebidas pelo individuo como sintomas e sinais da dor
neuropatica. Em teoria, a maioria dos processos patologicos capazes de gerar dano ou
disfuncdo do tecido nervoso podem ser considerados causas potenciais de dor neuropatica.
Inflamacao asséptica, infecgdes virais ou bacterianas, pressao devido a neoplasmas ou outras
lesdes  estruturais, isquemia, mecanismos autoimunes, téxicos, traumaticos e
endocrinos/metabolicos ja foram relacionados na geragdo da dor (Jay e Barkin, 2014). As
evidéncias da literatura sugerem que a atividade anormal neuronal ¢ um importante
mecanismo relacionado a dor neuropatica. Os focos ectopicos podem ocorrer em nervos
lesionados ou em processo de regeneracdo, em neuromas, nos ganglios da raiz dorsal e nas
laminas do corno dorsal da medula espinal. Evidéncias farmacoldgicas sugerem que a
atividade ectopica neuronal ¢ resultado do nimero aumentado de canais de sodio ou

instabilidade na sua atividade, visto que alguns anestésicos locais e anticonvulsivantes, que
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bloqueiam a atividade destes canais, sdo efetivos no tratamento da dor neuropatica. Além dos
canais de sodio, sugere-se que a atividade de canais de calcio voltagem-dependentes também
seja importante na modulagdo da transmissao sindptica (Fornasari, 2012).

Nos ultimos anos, varios trabalhos tém demonstrado que as modificagdes funcionais
ndo sdo apenas um processo intrinseco dos neurdénios, mas que neste fendmeno as células da
glia, presentes tanto no Sistema Nervoso Central (células da glia na medula espinal) quanto
no periférico (células satélites do ganglio da raiz dorsal- GRD), desempenham um importante
papel (Milligan e Watkins, 2009). As células da glia (microglia, astrécitos e células satélites)
sdo células de origem mieldide (microglia) ou ectodermal (astrocitos e células satélites), cuja
funcdo ¢ fornecer suporte, nutricdo e protegdo aos neurdnios. A idéia principal ¢ que
durante o processo de instalagdo da nocicepcdo, as células da glia seriam responsaveis pela
criacdo de um ambiente inflamatorio na medula espinal, bem como nos GRDs, induzindo e
mantendo estados dolorosos cronicos.

Varios mecanismos t€ém sido propostos para explicar a ativagao das células gliais da
medula espinal e das células satélite nos GRDs e sua contribuicdo para a génese da dor
cronica. As evidéncias sugerem que durante os processos de lesdo tecidual (inflamagdo), a
constante estimulagdo das vias nociceptivas leva a liberagdo intensa de neurotransmissores
excitatorios (glutamato, substancia P, ATP) na medula espinal e nos GRDs, os quais
seriam responsaveis pela ativagdo das células da glia (Milligan e Watkins, 2009). Além destes
neurotransmissores, os receptores de reconhecimento padrdo como os receptores do tipo Toll-
like (TLRs) desempenhariam também um papel crucial na ativagdo das células da glia
(Raghavendra, Tanga e Deleo, 2004). Estes receptores sdo expressos por estas células e
demonstrou-se que animais geneticamente deficientes para TLR2 e TLR4 apresentam redugao
da dor inflamatéria e neuropdtica, fato associado a uma reducdo na ativacao das células da
glia da medula espinal e consequente diminuicdo da producdo de mediadores inflamatorios

(Tanga, Nutile-Mcmenemy e Deleo, 2005; Kim et al., 2007). Entre os principais mediadores
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inflamatorios descritos como participantes do processo de desenvolvimento e manutengdo da
dor neuropatica cronica, destacam-se as citocinas pro-inflamatérias TNFa, IL-1B e IFN-y.
Ainda, existem evidéncias que a ativagdo de células da glia por quimiocinas do tipo CC -
MCP-1 (via receptor CCR2) e MIP-1f3 (via receptor CCRS) - pode estar também
relacionada com o desenvolvimento da dor neuropdtica cronica. Por fim, todos estes
mediadores culminariam na expressdo da enzima ciclooxigenase-2 ¢ produ¢do do mediador
nociceptivo, a PGE, (Abbadie et al., 2003; Milligan e Watkins, 2009; Kiguchi et al., 2010).
Muitos autores ainda atribuem a liberagdo destes mediadores com a manutencdo da
sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos periféricos na dor neuropatica cronica. Ademais,
alguns autores sugerem que a producdo de mediadores inflamatérios e, consequentemente, a
hipersensibilidade nociceptiva, sdo amplificadas por células do sistema imune inato que
infiltram nos GRDs (Perkins e Tracey, 2000; Morin et al., 2007). Entre estas células,
destacam-se os monocitos e os neutrofilos, os quais, apos ativagdo, também podem produzir
TNFa, IL-1B, IFN-y e PGE-2. No entanto, os mecanismos envolvidos com as alteracdes
nas vias nociceptivas, a nivel medular e nos GRDs, ndo estdo bem descritos para estados
dolorosos cronicos causados por infec¢des. Este ponto torna-se importante, visto que nos
estados infeciosos, a produgdo de mediadores inflamatorios ¢ constantemente induzida pelo
agente infeccioso, o qual, por sua vez, tem a sua eliminagao efetivada pelos mesmos.

1.4 Varicella zoster Virus (VZV), Herpes Zoster e Neuralgia Pos-Herpética (NPH)

O Varicella Zoster (VZV) ¢ um alpha-herpesvirus de DNA dupla fita, que apresenta
tropismo por neurdnios e infecta exclusivamente humanos. A infec¢do primaria resulta em
zoster (comumente conhecido como catapora), que acomete principalmente criangas,
caracterizada por febre e o aparecimento generalizado de vesiculas pruriticas (Dworkin e
Portenoy, 1996). No decorrer da infeccdo, o VZV ¢ transportado das células epiteliais aos
neurdnios localizados nos ganglios trigeminais ou da raiz dorsal, onde estabelece laténcia e,

consequentemente, ndo se replica. No entanto, o virus pode ser reativado em situagdes de
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imunocomprometimento (idade avangada, individuos soropositivos ou sob tratamento com
drogas imunossupressoras) (Opstelten et al., 2010). A reativacdo do VZV da origem ao
Herpes Zoster (HZ), doenga caracterizada por dor aguda e aparecimento de vesiculas
confinadas a um dermatomo sensorial. A incidéncia de HZ nos Estados Unidos ¢ de 3,2 casos
a cada 100 individuos, resultando em, aproximadamente, 1 milhdo de episdédios anualmente
(Nagel e Gilden, 2014; O’Connor e Paauw, 2013). O aparecimento da dor aguda coincide
com o surgimento das lesdes na pele, e pode durar de 2 a 4 semanas. A dor do herpes zoster ¢
descrita como uma sensag¢do de queimacdo e dor lancinante quando o membro afetado ¢
tocado ou movido. Cerca de 50% dos pacientes sofrem dor espontanea e respondem a
estimulos tateis ndo nocivos, o que caracteriza a alodinia (Nurmikko, Rasanen e Hakkinen,
1990). O tratamento com drogas antivirais, tais como acyclovir, famciclovir e valacyclovir,
reduz as lesdes da pele e sua duragdo, bem como a dor associada ao herpes zoster (Tyring,
2007). Ainda, o tratamento complementar para alivio da dor envolve o uso de
corticosterdideis, anti-inflamatdérios ndo-esteroidais, e, nos casos severos, opidides,
anticonvulsivantes (gabapentina ou pregabalina) ou antidepressivos triciclicos (amitriptilina).
O desaparecimento das lesdes no decorrer da resolugdo do herpes zoster geralmente estd
associado a cura da dor. No entanto, parte dos individuos acometidos pela doenga apresenta
dor persistente, mesmo apds a cura das lesdes cutineas, o que caracteriza a Neuralgia Pos-

Herpética (NPH) (Gilden et al., 2011)..

A NPH ¢ a consequéncia mais comum do herpes zoster, e sua apresentacdo ¢
heterogénea, visto que os pacientes podem apresentar dor continua ou intermitente, a qual
pode ser espontanea, evocada, ou evocada em resposta a estimulos tateis ndo dolorosos
(alodinia). Individuos com mais de 50 anos apresentam 14.7 vezes maior probabilidade de
desenvolver a NPH, quando comparados a individuos com menos de 50 anos (Choo et al,
2013). Ainda, pacientes que apresentam prodromo do herpes zoster, possuem maior gravidade

das lesdes e dor, bem como individuos do sexo feminino, sdo mais propensos a desenvolver a
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doenca (Jung et al., 2004). Os prodromos do HZ em humanos consistem em hiperestesia,
parestesia, disestesia e prurido no dermdtomo afetado, que dura de um a dois dias e pode
preceder o aparecimento de lesdes na pele até trés semanas antes (Stankus, Dlugopolski e
Packer, 2000). Os sintomas associados a NPH incluem fadiga cronica, anorexia, perda de
peso e insonia. Os antidepressivos triciclicos e anticonvulsivantes sdo os farmacos de escolha
no tratamento da NPH e, na maioria das vezes, ndo oferecem alivio satisfatorio ao individuo.
Assim sendo, a NPH ¢ associada ao sofrimento psicologico em longo prazo, limitagdes fisicas
que levam a perda de dias de trabalho, a interferéncia com o sono e atividades didrias, que
resultam em grandes complicagdes na qualidade de vida dos individuos afetados, além de
consumir uma parte significativa de recursos destinados a satde publica por ser uma doenca

de longa duragdo.

O entendimento da patofisiologia do Herpes Zoster ¢ NPH pode indicar possiveis
dire¢des no desenvolvimento de drogas e cura da doenca (Johnson, 1997). Para tanto, a
necessidade do desenvolvimento de um modelo experimental para avaliagdo da dor herpética
¢ imprescindivel, mas o VZV ndo ¢ capaz de infectar outros mamiferos além de humanos. A
infeccdo de pequenos mamiferos, como camundongos, cobaias e ratos, resultou na
soroconversao destes animais sem o aparecimento de infeccdo produtiva. Portanto, a
necessidade de um modelo que reflita a génese e manutencdo da dor durante a infecg¢do
neuronal por herpesvirus tornou-se urgente, ¢ uma alternativa ao uso do VZV foi criada: a
utilizagdo do HSV-1 para infeccdo de pequenos roedores, visto que ambos virus sio
estruturalmente semelhantes, pertencem a mesma familia, t€ém ciclos de replicacdo quase
idénticos e sdo capazes de infectar neuronios e causar dor aguda e duradoura (Takasaki,
Andoh, Shiraki, et al., 2000; Takasaki et al., 2002)(Takasaki et al, 2000; Takasaki et al,

2002).
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1.5 Herpes Simplex Virus tipo 1 (HSV-1) e 0 modelo de Herpes Zoster e NPH murino

O HSV-1 ¢ um virus pertencente a familia Herpesviridae, género a-herpesvirus, e
possui DNA fita-dupla de aproximadamente 150 kb, arranjado de maneira linear dentro do
capsideo, o qual, por sua vez, ¢ envolto por um envelope contendo 9 glicoproteinas (gB, gC,
gD, gE, gG, gH, gl, gL, gM), além de lipideos adquiridos da célula do hospedeiro (Knipe et

al., 1981).

No ciclo litico, que ocorre em células da mucosa e/ou epitélio (infecgdo primaria),
ocorre a infec¢do da célula do hospedeiro, translocagdo do capsideo ao nucleo e deposi¢ao do
DNA através dos poros nucleares; instantaneamente comeca o processo de transcri¢ao viral,
replicagdo do DNA e encapsidacdo de virions. Na infec¢do neuronal, inicia-se o processo de
laténcia do HSV-1. O virus ¢ capaz de entrar no neurdnio através de fusdo no terminal axonal,
e o capsideo ¢ transportado por mecanismos de transporte axonal retrogrado ao nucleo do
corpo do neurénio. O DNA viral persiste no niicleo em uma forma circular epissomal,
associada a nucleossomos. A replicagdo litica ¢ reprimida, e os Unicos transcritos detectados
nesta fase sdo os transcritos associados a laténcia (LAT), expressos abundantemente (Bloom,
Giordani e Kwiatkowski, 2010; Placek e Berger, 2010). Apesar de nem todos os neurdnios
serem permissivos a laténcia do HSV-1, sabe-se que a mesma sé ocorre neste subtipo celular;
este processo nao ocorre em células epiteliais (Miller, Danaher e Jacob, 1998). Os
mecanismos que dirigem a conversdo do ciclo litico a laténcia ainda ndo sdo totalmente
compreendidos, e consistem em um amplo campo de estudo. Como tal modulagido s6 ocorre
em neurdnios, acredita-se que esta célula possa, de alguma maneira, controlar a replicagao
viral. Em uma pequena fracdo dos neurdnios infectados, ocorre reativacdo periodica do virus,
com uma pequena produgdo de virions, que ndo chega a lesar as células. Estes virus sdo
transportados via transporte axonal anterogrado até o sitio da infec¢do primaria, e 14 infectam
novas células epiteliais, reiniciando o ciclo litico (Placek e Berger, 2010). Dependendo de

fatores intrinsecos ao hospedeiro, a reativacao pode ser assintomatica ou ocasionar lesdes
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visiveis a olho nu, e ocorre, geralmente, apds traumas de dreas inervadas por neurdnios
infectados, ou por estimulos sistémicos (estresse fisico ou emocional, exposicdo a luz

ultravioleta, menstruacdo ou desregulacdo hormonal) (Miller, Danaher e Jacob, 1998).

O modelo murino ¢ o mais utilizado para avaliacao dos efeitos da infec¢gdo por HSV-1
in vivo, sendo utilizado em experimentos de infec¢@o pelas vias intra-nasal, ocular e sistémica.
De maneira semelhante a humanos, apos as infec¢des intra-nasal e ocular, o virus infecta os
neurdnios do ganglio trigeminal. Em ambos, o virus replica produtivamente em alguns
neurdnios enquanto estabelece a laténcia em outros até o 21 dia pos-infecc¢ao (dpi); no 28 dpi,
virus infectivos ndo sdo detectados no ganglio trigeminal e a laténcia ¢ atingida por completo
(Divito, Cherpes e Hendricks, 2006). Em 1923, Teague e Goodpasture infectaram a coxa de
coelhos com HSV-1 e constataram que desenvolveu-se uma lesdo zosteriforme, semelhante a
ocorrida em humanos, o que indica o transporte do virus através dos neurdnios sensitivos € o
retorno a pele do neurodermatomo, com aparecimento de vesiculas (Teague e Goodpasture,
1923). O modelo foi reproduzido em camundongos e durante anos foi utilizado para avaliagao
da resposta imune contra 0 HSV-1 e eventos da replicagdo viral, além de estudos de eficacia
de terapias antivirais. Foi somente no ano 2000 que Takasaki e colaboradores avaliaram a
hiperalgesia herpética no modelo de infec¢do pericutanea. No trabalho, apds escarificagdo da
coxa de camundongos BALB/c e infeccdo do sitio, houve o aparecimento de lesdes
zosteriformes no 5 dpi , desenvolvimento de hiperalgesia do 5 ao 8 dpi, e detec¢ao do virus no
ganglio da raiz dorsal (GRD) do 2 ao 8 dpi (Takasaki, Andoh, Shiraki, et al., 2000). Desde
entdo, o modelo € aceito para avaliacdo da neuralgia herpética e pos herpética, devido a
patologia desenvolvida no camundongo ser extremamente semelhante a ocorrida em humanos
e a dificuldade do estabelecimento de um modelo confidvel e reprodutivel do Herpes Zoster e
NPH em animais de experimenta¢do (Colleoni e Sacerdote, 2010). No entanto, ainda ndo se
sabe qual o papel do virus e/ou Sistema Imune na génese e manutengdo da dor herpética,

resultando em um extenso campo de estudo da patofisiologia da dor causada por herpesvirus.
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1.6 A hiperalgesia como consequéncia da resposta imune contra o HSV-1

Os mecanismos da Imunidade Inata e Adaptativa tém participacdo fundamental no
controle da infeccdo pelo HSV-1, desde o reconhecimento do virus até sua manutencdo em
laténcia. Porém, os proprios mecanismos de controle da infeccdo poderiam estar relacionados
com a génese da hiperealgesia herpética e da NPH, visto que diversos trabalhos os relacionam
com a cronifica¢cdo da dor neuropatica. Abaixo apresentamos os dados mais relevantes sobre a
resposta imune contra o HSV-1, enfatizando os principais mecanismos que poderiam estar

relacionados com o desenvolvimento da hiperalgesia herpética.

1.6.1 Reconhecimento viral — Papel dos TLRs

O reconhecimento molecular dos virus ¢ feito pelos receptores de reconhecimento
padrdo, dentre os quais os receptores do tipo toll (Toll-like receptors — TLR). Os TLRs de
maior importancia no reconhecimento do HSV-1 sdo os TLR2 e TLRY, além dos TLR3,

TLR4, TLR7 e TLRS.

O TLR2 ¢ expresso em células da linhagem monocitica, além da micréglia e
astrocitos, e sua ativacdo estimula a producdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias
apos a infeccdo por HSV-1 (Aravalli ef al., 2005). O TLR9 ¢ expresso principalmente por
células dendriticas plasmocitdides, além de células de linhagem monocitica, células da glia
(microglia e astrocitos) e linfocitos T CDS8. O papel do TLR2 na infeccdo por HSV-1 ¢
controverso. Sua ativacgdo induz a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas, tais
como TNF-a, IL-18, MIP-2 e CXCL4. O reconhecimento do virus pelo TLR2 tem efeito
deletério em modelos de encefalite herpética, visto que animais deficientes para o receptor
tém menor mortalidade e menos danos ao Sistema Nervoso Central em comparagdo a
camundongos selvagens (Kurt-Jones et al.,, 2004; Wang et al., 2012). Outros trabalhos,
entretanto, demonstram que a expressdo de TLR2 e TLR9 pode ser um fator de resisténcia e

controle da infec¢do por HSV-1, principalmente pela importdncia no reconhecimento do
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material genético do HSV-1 (DNA nao-metilado) exercido pelo TLR9 e indu¢do da produgao
de citocinas antivirais (Bereczky-Veress et al., 2010; Lima et al., 2010). Além disso, os
TLR2/9 sdo expressos em linfocitos T CDS, e sua ativacgdo resulta em uma maior atividade e

proliferacdo destas células.

O TLR3 reconhece RNA fita dupla e é expresso por astrocitos, oligodendrocitos,
microglia e neurdnios, e a proteina adaptadora envolvida na sinalizagao deste receptor ¢ TRIF,
em contraste com os outros TLRs restantes, nos quais o MyD88 est4 envolvido . A ativagdo
de TRIF ¢ fundamental para a protecdo contra 0 HSV-1 em modelos de encefalite herpética,
visto que camundongos deficientes para esta proteina apresentam maior mortalidade, como
consequéncia de maior presenca de virus no cérebro e menor produgdo de IFN-f3 (Menasria et
al., 2013). Ademais, a deficiéncia de TRIF em humanos predispde o desenvolvimento de
encefalite herpética (Sancho-Shimizu et al., 2011; Herman et al., 2012). Mutagdes neste
receptor podem estar relacionadas a susceptibilidade a encefalite herpética, bem como a
resisténcia a infecgdo por HSV-1 (Herman et al., 2012; Svensson et al., 2012; Yang et al.,
2012). A inducdo de NF«k-B em astrocitos infectados por HSV-1, e consequente producao de

TNF-a e IL-6, parece ocorrer via ativagdo deste receptor nestas células (Liu, Z. et al., 2013).

O TLR4 parece desempenhar um importante papel no controle viral da infec¢ao ocular
por HSV-1 (Zheng et al., 2005). Ainda, foi identificado que o HSV-2 ativa a producdo de
citocinas como IL-6 e IFN-B em células epiteliais humanas por uma via dependente de
TLR4/MyD88/NF-kB (Liu, H. et al., 2013). Astrdcitos apresentam aumento da expressao dos
TLRs 2 e 4 apo6s infecgdo por HSV-1, com consequente aumento dos niveis de expressao de
IRF3 e IRF7, INF-B e IL-6 (Villalba ef al., 2012). Os TLR 7 e 8, por reconhecerem RNA fita
simples, parecem desempenhar importante ac¢do antiviral, e suas ativa¢des por drogas
agonistas (ex. resiquimod) ¢ uma estratégia terapéutica na infeccdo por HSV-2, ja que as

lesdes da mucosa vaginal sdo reduzidas e ha aumento na produgdo de IFNs tipol (Mark et al.,



17
2007). A expressao de TLR7 ¢ induzida apds a infeccdo ocular de camundongos (Li ef al.,
2006). A ativagdao dos TLRs 3 e 8 em neurdnios por RNA dupla fita (poly:IC) ou RNA fita
simples induz a expressdo de IFN-a e reduz a suceptibilidade destas células a infec¢do por

HSV-1 (Zhou et al., 2009).

Apesar de existirem dados da literatura sobre a importancia dos TLRs na resposta
inflamatoria contra o HSV-1, nenhum trabalho relata o papel do reconhecimento viral na
génese e manuten¢do da hipernocicepgao herpética e da NPH. Se, por um lado, a ativagdo dos
TLRs poderia ser importante para conter e eliminar a infeccdo nos GRDs, a producgdo de
mediadores inflamatdrios em consequéncia da ativacao destes receptores poderia desencadear

o quadro nociceptivo.

1.6.2 Papel das citocinas TNF-a e IL-1B na resposta contra o HSV-1

O TNF-a e a IL-1p sdo citocinas pré-inflamatorias importantes no controle do HSV-1.
Ambas citocinas sdo produzidas por células da microglia, ndo permissivas a infeccdo, mas
ndo por astrocitos e neurdnios, totalmente permissivos a replicagdo do HSV-1 (Lokensgard et

al., 2001; Marques, Cheeran, Palmquist, Hu, Urban, et al., 2008) .

O TNF-a, além de ser uma das citocinas prontamente detectadas apds a infec¢ao, pode
ser expresso até 120 dpi em GRDs de camundongos infectados, independentemente de
reativagdo, replicacdo ou transcricdo do LAT, mas dependente da baixa expressdo de genes do
HSV-1 nos neurénios (Chen, Oakes e Lausch, 1993). O uso do acyclovir no periodo de
laténcia € capaz de reduzir a expressdo do TNF-a, pois inibe qualquer replicagdo, mesmo em
baixas taxas, como também inibe a reativagdo viral (Halford, Gebhardt e Carr, 1997). Na
infeccdo por HSV-1, esta citocina pode ter um papel dual na resposta contra o HSV-1. No
modelo de encefalite herpética, animais deficientes para a produ¢do do TNF-a exibem menor
producdo de outras citocinas e quimiocinas no cérebro e, portanto, ndo conseguem

desenvolver uma resposta apropriada contra o virus. No entanto, estes animais exibem
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redug¢do das lesdes no Sistema Nervoso Central, induzidas pela resposta inflamatoria. O
tratamento de animais infectados por HSV-1 com etanercept, uma droga inibidora de TNF-a,
resulta em aumento da sobrevida dos mesmos quando comparados a animais veiculo (Boivin
et al., 2013). O pré-tratamento de astrocitos com o TNF-a, antes da infecgdo por HSV-1,
inibe significativamente a replicacdo viral in vitro. O TNF-a também ¢ produzido por
linfocitos T CDS, que parecem ser mais eficientes no controle da infec¢do em relagdo a

aqueles que ndo o produzem.

A IL-1pB, assim como o TNF-a, ¢ uma citocina pro-inflamatdria expressa nos estagios
iniciais da infec¢do e parece desempenhar papel fundamental na protecdo contra a encefalite
herpética, visto que animais deficientes em sua producdo ndo sdo capazes de estimular a
expressdo de quimiocinas e citocinas no cérebro e tém menor sobrevivéncia quando
comparados aos animais selvagens infectados (Sergerie, Rivest e Boivin, 2007). J4 no modelo
de infeccdo intra-ocular, animais que possuem super-expressdo do antagonista do receptor de
IL-1 (IL-1RA) exibem menor lesdo ocular, além de ndo serem capazes de induzir a produgao
de outras citocinas inflamatorias e quimiocinas, o que sugere o papel da IL-1f na lesdo

inflamatoria durante a infeccdo por HSV-1.

1.6.3 Papel de neutrofilos e macrofagos na resposta contra o HSV-1

Os macrofagos e os neutrdfilos estdo presentes no sitio da infecgdo por HSV-1 em
estagios iniciais. No modelo de encefalite herpética, ¢ possivel observar um infiltrado massivo
de macréfagos e neutrofilos ja no 2° dpi, os quais produzem TNF-q, tendo uma importante
atividade antiviral (Marques, Cheeran, Palmquist, Hu e Lokensgard, 2008). Entretanto, estes
tipos celulares tem também um papel deletério neste modelo. Isto € observado em linhagens
de camundongos suscetiveis ao desenvolvimento de encefalite herpética letal, as quais
apresentam um maior infiltrado de neutrdfilos e macréfagos, em relacdo a linhagens

resistentes. Estas células seriam as responsaveis pela geragdo da resposta inflamatoria
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destrutiva, que culminaria em dano do Sistema Nervoso Central (Lundberg et al., 2008). Em
modelos de infec¢cao ocular por HSV-1, macréfagos sdo encontrados nos ganglios trigeminais
(Kodukula et al., 1999; Marques, Cheeran, Palmquist, Hu e Lokensgard, 2008). Atribui-se aos
mesmos a fun¢do de produzir citocinas inflamatorias nos ganglios infectados. No entanto,
existem demonstracdes que a deplecdo de macrofagos, neste modelo, ndo altera a producgdo de
citocinas, bem como a replicagdo viral (Cathcart et al., 2011). Nesta situacdo, apesar de haver
um aumento da replicagdo viral do 1° ao 5° dpi, ndo hd mudanca significativa no
estabelecimento de laténcia, bem como no desenvolvimento da doenga ocular (Mott et al.,
2007). Possivelmente, a auséncia dos macrofagos possa ser compensada pela atividade de
outro tipo celular fagocitario, como os neutréfilos.

Os neutréfilos sdo detectados nos estagios iniciais da infeccdo e desempenham
funcdes semelhantes aquelas dos macrofagos, promovendo a inflamagdo dos ganglios
infectados. A deplecdo destes dois tipos celulares no modelo de encefalite herpética é capaz
de aumentar significativamente a sobrevida dos camundongos infectados, sugerindo que a
letalidade neste modelo possa estar realmente associada com a resposta inflamatoria
destrutiva mediada por estes tipos celulares (Lundberg et al, 2008). O recrutamento de
neutrdfilos para o sitio infectado depende da produgdo de MIP-2 via CXCR2. Estas células
sdo proeminentes no infiltrado inflamatério da pele apos infecgdo, podendo mediar reacdes de
hipersensibilidade local (Watanabe et al,, 1999; Marques, Cheeran, Palmquist, Hu e

Lokensgard, 2008).

1.6.4 Papel dos linfocitos T CD4 e CD8 na resposta contra o HSV-1

Os linfécitos T CD4 sdo importantes na elaboracdo da resposta contra o HSV-1 por
ativarem linfocitos T CDS8 efetores, por isso sdo encontrados no infiltrado de ganglios
infectados. Estas células coordenam a expansdo de linfocitos T CD8 produtores de IFN-y e
TNF-a nos primeiros dias pds infecgdo (5 a 7 dpi), além de serem fundamentais na geragdo de

células CD8 de memoria, que se acumulam nos sitios infectados por HSV-1 e agem na
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conten¢do da infeccdo (Bullido et al., 2008; Rajasagi et al., 2009). Além disso, participam
ativamente da resposta contra o HSV-1, por meio da expressio de IL-2 e IFN-y,
caracteristicas do padrdo Thl de resposta (Heiligenhaus et al., 1999). Além disso, linfocitos T
CD4 nao especificos para o HSV-1 sdo capazes de elicitar uma resposta inflamatdria na
cornea de animais Tg-RAG (contendo somente linfécitos T CD4 especificos para OVA),
sugerindo que os mesmos podem se tornar ativados somente com estimulos de citocinas pro-
inflamatorias presentes na cornea (Gangappa, Deshpande e Rouse, 2000). Ainda, em modelos
de infeccdo vaginal por HSV-1, os linfocitos T CD4 exercem papel fundamental na
eliminagdo de virus em ganglios e medula infectados, através da secrecao de IFN-y, IL-2 e
TNF-a (Johnson, Chu e Milligan, 2008). Alguns trabalhos também sugerem a regulacido da
resposta inflamatéria em estdgios tardios da infec¢do, nos quais os linfocitos T CD4
produzem IL-4 e IL-5, além de IFN-y (Heiligenhaus et al., 1999). As células mais estudadas
na infeccdo por HSV-1 sdo os linfécitos T CDS, os quais sdo detectados em ganglios
trigeminais infectados aproximadamente no 6 dpi, e se acumulam até o 8 dpi, culminando na
completa eliminagdo de virus ativos e o estabelecimento de laténcia (Liu et al., 1996; Divito,
Cherpes e Hendricks, 2006). No modelo de infec¢do pericutanea, precursores naives que dao
origem a linfécitos CDS8 especificos para HSV-1, sdo recrutados da circulagdo ja nos 4
primeiros dias apds a inoculagdo (Stock et al., 2011). Entretanto, seu recrutamento na pele ¢
tardio e o linfocito ndo consegue combater a passagem de virus das células epiteliais para
neurdnios (Wakimk et al, 2008). Na cornea de camundongos C57BL/6 infectados por HSV-1,
somente 19 epitopos sdo reconhecidos por linfocitos T CD8, e cerca de metade destas células
¢ especifica para o epitopo gBuaos-sos (Sheridan et al., 2009; St Leger e Hendricks, 2011). O
mecanismo de agdo destes linfocitos compreendem duas atividades principais: a atividade
citolitica, mediada por CTLs, e a de produgdo de IFN-y e TNF-a, que controlam a replicagdo
viral sem levar os neurdnios a apoptose (Divito, Cherpes e Hendricks, 2006)( Jiang et al,

2010). Na laténcia, o infiltrado de CD8 permanece, ¢ ¢ capaz de impedir a reativagdo de
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neurdnios do ganglio trigeminal de camundongos infectados por HSV-1, por meio da
producdo acentuada de IFN-y (Liu, Van Rooijen e Tracey, 2000; Liu et al., 2001; Khanna et
al., 2003). Em ganglios geniculados, vestibulares e trigeminais de humanos também ¢
possivel detectar a presenca do infiltrado de células CD8 (Verjans et al., 2007; Arbusow et
al., 2010). Tais fatos, além de outras evidéncias mostrando a importancia da inflamag¢do na
infeccdo por HSV-1, levantam a hipdtese que a hipernocicep¢ao observada no modelo de dor
pos-herpética se deve a inflamagdo e acdo persistente de células e mediadores do Sistema
Imune, que agem de maneira ainda desconhecida nos neurdnios, culminando em sua hiper-

excitabilidade.



2 Objetivos
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2.1 Objetivo geral
Avaliar o papel da resposta imune inflamatéria em ganglios da raiz dorsal e medula na

génese e manutengdo da hiperalgesia herpética e neuralgia pds-herpética induzida pelo HSV-1

2.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar o modelo de hipernocicepg¢ao herpética e pos-herpética (NPH).

2) Caracterizar o efeito de drogas analgésicas nas duas fases do modelo, diferenciando o

efeito na hiperalgesia herpética e na neuralgia pos-herpética (NPH).

3) Avaliar o papel da inflamacao na hiperalgesia herpética e na neuralgia pos-herpética.

4) Avaliar a ativacdo temporal de células satélites do GRD na hiperalgesia herpética e na

neuralgia pos-herpética.

5) Avaliar o papel do reconhecimento viral pelos TLRs (TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9) no
desenvolvimento da hiperalgesia herpética.
6) Avaliar a participagdo dos mediador inflamatério TNF-a produzido apds o reconhecimento

viral, na génese e desenvolvimento da hiperalgesia herpética.

8) Avaliar a participacdo dos neutrofilos e macréfagos no desenvolvimento da hiperalgesia

herpética e na neuralgia pos-herpética.

9) Avaliar a participacdo temporal dos linfocitos T CD4+ e CD8+ nos GRDs.

10) Avaliar a producdo e participacdo da COX2/PGE,; no desenvolvimento da hiperalgesia

herpética e na neuralgia pos-herpética.



3 Material e Métodos
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3.1 Drogas
Foram utilizadas as seguintes drogas: morfina (agonista de receptores opidides),
dexametasona (corticoesteroide — anti-inflamatorio), indometacina (inibidor da ciclooxigenase
— COX); Infliximab (anticorpo monoclonal inibidor do TNF-a); fluorocitrato (inibidor da
enzima aconitase, utilizado como ferramenta farmacoldgica de inibicdo da ativagdo glial),
gabapentina (anticonvulsivante, analogo sintético do GABA), amitriptilina (antidepressivo
triciclico), xilocaina (anestésico local) e fucoidina (inibidor da L-selectina, bloqueia o
processo de rolamento no endotélio vascular). Dexametasona, indometacina, RS504393 e
amitriptilina foram adminitrados pela via intraperitonial; a gabapentina foi administrada pela
via oral; a xilocaina foi administrada pela via subcutanea. A fucoidina foi administrada pela
via intravenosa. As drogas infliximab, flurocitrato e, em alguns casos, dexametasona e
indometacina foram administradas pela via intra-tecal. A administracdo intra-tecal foi
realizada no espago intravertebral L4-L5, proxima aos GRDs infectados, por um técnico
experiente na realizagdo do procedimento. Os animais foram previamente tricotomizados na
regido dorsal para melhor observacao das projecdes pélvicas, as quais foram utilizadas como
marco anatdmico para localizacdo do espaco intravertebral L4-L5. Durante todo o
procedimento, os animais estavam sob efeito da anestesia com isoflurano (2%/0;,). Logo apods
a flexdo da espinal lombar dos animais, em posi¢do prona, foi realizada a administragdo do
farmaco em um volume de 5ul com uma seringa de 50ul e agulha 30G (Hamilton, Reno, NV,
USA) (Araujo et al, 2006; Chen et al, 2004; Cheng et al, 2012). Como forma de avaliar o
sucesso da administragdo, utiliza-se a observacdo do movimento reflexo dos membros
inferiores (flinch ou dragging) ou da cauda (Figura 1). Através deste tratamento, ¢ possivel
realizar uma intervengdo farmacoldgica local, diretamente na medula espinal e nos GRDs,

com pequenas quantidades de fAirmaco e reduzidos efeitos sistémicos.
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Figura 1. Diagrama esquematico da coluna vertebral (L=lombar, S=Sacral) e do procedimento de
administragdo de drogas pela via intratecal. Seta vermelha indica o local da injecdo. Adaptado de
Mogill projetct protocol 18/12/13  (http://phenome.jax.org/db/q?rtn=projects/docstatic&doc=
Mogill/Mogill Protocol#Figurel).

3.2 Animais

Nos experimentos, foram utilizados camundongos das linhagens C57BL/6 ¢ BALB/c,
machos e fémeas, provenientes do biotério central da Universidade de Sao Paulo (USP),
Campus de Ribeirdo Preto. Além destes, foram utilizados camundongos geneticamente

deficientes para o receptor 1 do TNF-o (TNFR17), para MyD88 (MyD88"), para TLR2
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(TLR2'/'), para TLR3 (TLR3'/'), para TLR4 (TLR4'/'), para TLR9 (TLR9'/'), para o receptor de
IL-1 (IL-1R™), os quais foram comparados a sua linhagem controle (C57BL/6), provenientes
do biotério do Departamento de Genética e do Departamento de Imunologia da USP, Campus
de Ribeirdo Preto. Foram utilizados, no minimo, cinco (5) animais por grupo experimental.
Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité de
Etica para Animais de Experimentacio da Faculdade de Medicina de Ribeirio Preto.
3.3 Amostras virais
3.3.1 Virus

Nos procedimentos de inoculagdo, o virus HSV-1, isolado de um paciente com herpes
orolabial atendido no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HC-
FMRP), foi utilizado. Este virus é parte do banco de virus do Centro de Pesquisa em
Virologia (CPV) — FMRP — USP.
3.3.2 Preparo das sementes virais

Os virus foram propagados em células humanas epiteliais alveolares basais de
adenocarcindma (A549) e células Vero, as quais foram cultivadas em meio DMEM completo.
No momento em que as células atingiram monoconfluéncia de 80%, o meio foi retirado,
foram realizadas 2 lavagens com PBS, e o virus foi inoculado diretamente sobre a
monocamada celular. Apo6s observacdo de 80% de efeito citopatico nas células, o
sobrenadante foi retirado, aliquotado e congelado a -70°C, para uso em passagens
subsequentes ou para a realizagdo de titulacdo viral.
3.3.3 Titulacgao viral

Os virus obtidos nas passagens foram titulados para determinagdo da concentracio
viral utilizada nos experimentos com camundongos. Suspensodes do virus foram preparadas a
partir da dilui¢do 10-1 até 10-10, em PBS estéril, e foram adicionadas aos pogos de placas
contendo células Vero. Apos 1:30 h, o in6culo foi retirado e o meio overlay adicionado. As

placas foram incubadas a 370C, por 1 a 2 dias, para observa¢do dos efeitos citopaticos e
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formagdo de placas de lise nas culturas. Apds esse periodo, os pogos foram revelados com
solucdo de preto de naftaleno a 10% (5% de acido acético), e as placas foram contadas para
calculo das PFUs (Plaque Forming Unities) dos virus.

3.4 Modelo de hiperalgesia herpética

Os camundongos foram anestesiados com isoflurano (2%/0;) e depilados com auxilio
de depilador quimico (Veet) na regido dorsal e patas traseiras. Trés dias apds a depilagdo, os
animais foram anestesiados com a associa¢do cetamina/xilazina (100 e 20 mg/kg,
respectivamente) e foi feita escarificacio em uma area de 25 mm?2 na coxa direita dos
animais, com auxilio de lixa. A coxa esquerda ndo foi escarificada e constituiu o controle
contralateral. Apos este procedimento, 20 pl de solugio contendo 2x10° PFU do HSV-1 foram
inoculados diretamente sobre a escara do animal. Para caracterizar o modelo de hiperalgesia
herpética e pos-herpética, a nocicep¢do mecanica de animais infectados foi avaliada. Os
animais foram observados foram observados diariamente para avaliagdo da hipernocicepgao,
sendo acompanhados até o 40° dpi. Em alguns experimentos, o virus HSV-1 inativado (a
60°C, por 60 minutos) foi utilizado como controle, sendo inoculado da mesma forma que o
virus ativo. Também foram utilizados camundongos ndo infectados (naive) como controles
negativos. Estes pardmetros foram avaliados em animais wild-type (WT) e, posteriormente,
apos caracterizacdo do modelo, em animais tratados com as drogas citadas no item 3.1 e nos
animais geneticamente modificados citados no item 3.2.
3.5 Avaliacao da nocicepcao mecianica - Teste com Von Frey de filamento

A avaliagdo da hipernocicepcdo mecanica em camundongos foi realizada como
previamente descrito (Cunha et al., 2004). Uma série de filamentos de Von Frey (Stoelting,
Chicago, IL, USA) com aumento da rigidez (0,008 a 2 g de forga) foi aplicada no centro da
pata posterior direita. O estimulo foi interrompido apds a observagdo da resposta nociceptiva,
caracterizada por flexdo seguida de retirada da pata, o “flinch”. Cada um dos filamentos de

von Frey foi aplicado uma vez por aproximadamente 3 seg. O primeiro filamento testado foi o
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de 3,22 que corresponde a 0,16 da forca (g) o qual estd no meio da série de filamentos. O
filamento de menor for¢a capaz de induzir resposta foi determinado como sendo o limiar
mecanico (g). Os resultados foram expressos como limiar de retirada da pata (g).
3.6 Quantificacido da carga viral em GRDs
A quantificagdo absoluta da carga viral foi feita por meio de PCR em tempo real.
Brevemente, os camundongos infectados ou ndo foram anestesiados e submetidos a eutanasia
por exsanguina¢do seguida de perfusdo com solucdo PBS. Os ganglios da raiz dorsal L2, L3,
L4, L5 e L6 ipsilaterais a infec¢do, bem como medula espinhal e ganglios da raiz dorsal
contralaterais a infeccdo foram removidos e homogeneizados em agua estéril, livre de DNA e
RNA exdgeno e de DNAses (Sigma). A extragdo do DNA viral foi feita mediante uso de kit
comercial (Qiagen), e a carga viral foi determinada por quantificacdo absoluta, utilizando
como padrao de referéncia uma curva de plasmideo contendo o gene da polimerase do HSV-
1. Para tal, foi realizada uma diluicdo seriada (ordem de 10) dos plasmideos recombinantes, e
uma curva padrdo foi montada, com 1 copia viral por pl até 1 x 10° copias virais por pl. O
calculo para expressdo dos resultados como numero de copias do gene da polimerase do
HSV-1 por GRD foi, entdo, realizado. O material gendémico extraido dos GRDs foi
amplificado utilizando os iniciadores Sense: 5'-GCTCGAGTGCGAAAAAACGTTC-3' e
antisense: 5'- TGCGGTTGATAAACGCGCAGT-3', especificos para o gene da polimerase do
HSV-1, e o sistema Applied Byosistem 7500 utilizando Syber Green como indicador de
amplificagdo por fluorescéncia. Os plasmideos recombinantes que foram utilizados na curva
padrdo foram construidos e padronizados previamente pelo grupo do Prof. Benedito Antonio

Lopes da Fonseca a partir de ensaios ja descritos na literatura (Ramaswamy M, 2005).
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3.7 Analise da presenca de células T CD8+ (CD45+high CD8+CD4- ), T CD4+
(CD45+high CD4+ CDS8), Neutréfilos (CD45+high GR-1/Ly-6G+ F4/80-),
macrofagos/mondcitos (CD45+high F4/80+ GR-1/Ly-6G-) por citometria de fluxo
(FACS)

Para a caracterizagdo fenotipica das células infiltradas nos GRDs, foi realizado um
ensaio de citometria de fluxo com células isoladas de um pool de 3 GRDs da regido lombar
(L4, L5 e Lo6) e fragmento da medula espinal correspondente, segundo método ja padronizado
em nosso laboratorio. Para tal, em um tubo, 5 x 10° células isoladas foram suspensas com 0
anticorpo anti-Fc, para evitar ligacao inespecifica dos anticorpos monoclonais. Em seguida, as
suspensdes celulares foram incubadas com os respectivos anticorpos monoclonais conjugados
a fluorocromos (anti-CD45, anti-Grl/Ly/6G, anti-F4/80, anti-CDS8 e anti-CD4) ou controles
isotipicos especificos. Apds lavagem das células, estas foram fixadas em uma solucdo de
formaldeido a 1%. As amostras foram adquiridas em um citdmetro de fluxo FACS CANTO
TM (BD Immunocytometry System, Franklin Lakes, NJ). A andlise da aquisi¢@o foi realizada
utilizando o software FlowJow. Para controle positivo de detec¢do dos tipos celulares do
sistema imune, foram utilizadas células obtidas dos linfonodos inguinais de camundongos
infectados.

3.8 Analise de expressao relativa de mRNA

A expressao relativa de mRNA dos genes que codificam GFAP, TNF-a, e COX-2 nos
GRDs dos grupos experimentais foi realizada seguindo protocolos ja estabelecidos em nosso
laboratério. Brevemente, o RNA total das células dos GRDs isolados foi extraido e purificado
utilizando o método de fenol-cloroformio TRIZOL (Invitrogen). O RNA extraido foi
quantificado e a qualidade da extracdo aferida utilizando-se o espectofotometro NanoDrop
observando-se as razdes dos comprimentos de onda 260/230 e 260/280. A fita de DNA
complementar (cDNA) foi sintetizada a partir do mRNA extraido, através de transcricao

reversa (RT-PCR) com oligo d(T)16 (SIGMA). O cDNA sintetizado foi utilizado para a
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quantificagdo da expressdo dos genes de interesse utilizando iniciadores especificos
estabelecidos previamente no laboratdrio e o sistema Applied Byosistem 7500 pelo método de
Syber Green. Amostras de RNA sem a transcricdo reversa tratadas com RNAse foram
utilizadas para verificar a auséncia de DNAg nas amostras. Para normaliza¢ao dos resultados,
o gene GAPDH de expressdo constitutiva foi utilizado. Os resultados foram expressos como
alteracdo da expressao, relativa ao controle ndo infectado, segundo método de Lyvak, 2-ACT
(LIVAK, KJ, 2001). Os pares de primers utilizados foram:

Tnf sense: 5'- TGTGCTCAGAGCTTTCAACAA -3'
Tnf antisense: 5'- CTTGATGGTGGTGCATGAGA -3'
Ptgs2 sense: 5'- GTGGAAAAACCTCGTCCAGA - 3'
Ptgs antisense: 5'- GCTCGGCTTCCAGTATTGAG - 3'
Gapdh sense: 5'- CATCTTCTTGTGCAGTGCCA-3’
Gapdh antisense:5"- CGGCCAAATCCGTTCAC-3’

3.9 Quantificacio da expressao proteica da COX-2 e GFAP por Western blot

O homogenato em tampao de lise especifico de amostras de GRDs foi utilizado para a
quantifica¢do da expressdo de COX-2 e GFAP por eletroforese e Imuno Blot. Para a detec¢ao
da expressdo de COX-2 e GFAP ,os anticorpos primdrios especificos para ambos foram
utilizados e um anticorpo secundério anti-anticorpo primario, segundo protocolo ja
padronizado no laboratdrio.
3.10 Analise Estatistica

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas pelos métodos de variancia
multivariada (MANOVA), varidncia a um critério (ANOVA ONE-WAY), e teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni (teste t), de acordo com as varidveis e grupos

comparados, sendo que as diferencas consideradas significativas para valores de P< 0,05.



4 Resultados
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4.1 Caracterizacio do modelo de hiperalgesia herpética e pos-herpética

4.1.1 Determinacio da hiperalgesia herpética em camundongos infectados

Os estudos de determinagdo da hiperalgesia herpética foram conduzidos utilizando-se
o modelo previamente descrito no projeto. Camundongos BALB/c e C57BL/6 (n=5) foram
utilizados nos experimentos. Animais da linhagem BALB/c desenvolveram hiperalgesia
herpética (reducdo significativa no limiar nociceptivo mecanico) a partir do 3° dia pos-
infeccdo (dpi) nas patas ipsilaterais. A reducdo do limiar nociceptivo mecanico progrediu até
o 7° dpi (Figura 2A). Nas patas contralaterais a infec¢do, nao foi observada redu¢do do limiar
nociceptivo mecanico, ou seja, a hipernocicepcdo ¢ dependente da infec¢do do
neurodermdtomo correspondente. Em 100% dos animais da linhagem BALB/c, o quadro
hiperalgésico agudo ¢ acompanhado pelo surgimento de lesdes zoosteriformes no 5° dpi, que

acentuam-se até o 8° dpi (Figura 2B).
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Figura 2. A infecgdo pericutanea por HSV-1 resulta no desenvolvimento de lesdo e hiperalgesia em
camundongos. Camundongos da linhagem BALB/c foram infectados com HSV-1 na coxa direita, e
foram observados por até 7 dpi. (A) Avaliagdo da hipernocicep¢do mecédnica em camundongos da
linhagem BALB/c no decurso temporal de 7 dias. Valores dos limiares nociceptivos mecanicos (Log
mg) das patas ipsilaterais e contralaterais de animais infectados. (B) Foto representativa da lesdo
zosteriforme no 7° dpi. * = p<0,05; ***= p<0,001. B =foto representativa da lesdo zosteriforme no 8°
dpi.



41

De maneira semelhante, animais da linhagem C57BL/6 desenvolveram hiperalgesia
herpética a partir do 3° dia pos-infec¢do (dpi) nas patas ipsilaterais, que progrediu até o 7° dpi.
Nao foi observada redugdo dos limiares nociceptivos nas patas contralaterais destes
camundongos (Figura 3A). Animais “mock” ndo apresentaram reducdo dos limiares
nociceptivos mecanicos, sendo a hiperalgesia herpética diretamente relacionada a infecg¢ao
ativa pelo HSV-1 (Figura 3B). Em 40% dos animais da linhagem C57BL/6, o quadro
hiperalgésico agudo ¢ acompanhado pelo surgimento de lesdes zoosteriformes no 5° dpi que

acentuam-se até o 8° dpi (Figura 3C).
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Figura 3. A infecgdo pericutanea por HSV-1 resulta no desenvolvimento de lesdo e hiperalgesia em
camundongos. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados com HSV-1 na coxa direita, e
foram observados por até 7 dpi. (A) Avaliagdo da hipernocicep¢do mecdnica em camundongos da
linhagem C57BL/6 no decurso temporal de 7 dias. Valores dos limiares nociceptivos mecanicos (Log
mg) das patas ipsilaterais e contralaterais de animais infectados. (B) limiares mecanicos nociceptivos
das patas ipsilaterais de animais infectados e animais mock. (C) Foto representativa da lesdo
zosteriforme no 7° dpi. * = p<0,05; ***= p<0,001.
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Para avaliacdo do efeito de drogas analgésicas ou anestésicas na hiperalgesia
herpética, camundongos C57BL/6 infectados (7 dpi) foram tratados com as drogas morfina e
xilocaina. A morfina ¢ um opiodide analgésico, que age ativando receptores opiodides, os quais
sdo importantes na regulagdo da transmissdo da nocicepcao. O modo de ag¢do proposto para a
xilocaina ¢ via inibicdo ndo-seletiva de canais de Na+ voltagem-dependentes em neurdnios
aferentes, resultando em descarga ectopica reduzida e, consequentemente, propagacdo do
sinal reduzida. O tratamento dos animais infectados com morfina (1 e 5 mg/kg) e xilocaina
(20 ng/10 ul/pata) resultou na reducdo significativa do comportamento de hiperalgesia,
quando comparados a animais do grupo veiculo (Figuras 4A e B). A acdo analgésica da
morfina é dose-dependente, visto que a reducdo da hiperalgesia observada nos camundongos
que receberam a dose de 5 mg/kg foi mais duradoura, quando comparados aos animais que
receberam o tratamento com a dose de 1mg/kg. Tais reducdes, observadas para a morfina

(ambas doses) e xilocaina sdo transientes, ndo sendo mais observadas 24 h ap6s o tratamento.
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Figura 4. Drogas analgésicas/anestésicas sdo eficazes durante a hiperalgesia herpética. Camundongos
da linhagem C57BL/6 foram infectados com HSV-1 e, no 7 dpi, foram tratados com morfina ou
xilocaina (20 ng/pata). A avaliacdo dos limieares nociceptivos mecanicos foi realizada 0,5, 1 ou 24 h
apos os tratamentos. (A) Limiares nociceptivos mecanicos (Log mg) das patas ipsilaterais de
camundongos tratados com morfina (1 e 5 mg/kg). (B) Limiares nociceptivos mecénicos (Log mg)
das patas ipsilaterais de camundongos tratados com xiolacaina (20 ng/pata).ca. Os valores de patas
contralaterais referem-se a média dos valores obtidos de todos os animais avaliados. * p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001.
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4.1.2 Determinacdo da carga viral nos ganglios da raiz dorsal (GRDs) de camundongos

infectados

Nos ganglios da raiz dorsal (GRDs) encontram-se os corpos neuronais dos
nociceptores responsdveis pela percepcdo de estimulos nocivos térmicos, mecanicos e
quimicos. Os neurénios do GRD fazem sinapses com neurdnios de segunda ordem
localizados no corno dorsal da medula, e sdo, portanto, responsaveis pela transmissdo da
informacgdo nociceptiva ao Sistema Nervoso Central. Em modelos de hiperalgesia estéril,
alteracdes nas células que compdem os GRDs t€m sido associadas com a manutengdo da
nocicep¢ao (neuralgia cronica) (Liu et al, 2012). Sendo o HSV-1 capaz de alcangar os corpos
neuronais localizados nos GRDs através de transporte retrogrado pelo nervo atingido,
invesntigou-se a possivel relacdo entre a infec¢do dos neurdnios presentes nos GRDs e o

desenvolvimento da hipersensibilidade herpética.

Para isto, determinou-se a carga viral nos GRDs de camundongos infectados. Animais
da linhagem C57BL/6 foram infectados (n=5), conforme anteriormente descrito. Em
camundongos C57BL/6, foi observada a presenca de copias virais em todos os ganglios
analisados (L2 a L6) e na medula. No entanto, a maior quantidade de copias virais foi

observada nos ganglios L4, L5 e L6 (Figura 5).



46

Carga viral (log 1¢)
&

21 i}
1
0

2 L3 L4 L5 L6 ME

Figura 5. O HSV-1 ¢ capaz de alcancar os GRDs de camundongos infectados. Camundongos da
linhagem BALB/c foram infectados e, no 7 dpi, os GRDs L2, L3, L4, L5 e L6 foram coletados para
quantificacdo viral absoluta por qPCR. Carga viral dos GRDs ipsilaterais e medula espinal de
camundongos infectados. A linha horizontal delimita o background da reagdo. ME= medula espinhal.
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4.2 Mecanismos celulares e moleculares envolvidos com o desenvolvimento da

hiperalgesia herpética

4.2.1. Papel da inflamac¢do nos GRDs e medula na manutencio da hiperalgesia herpética

Inicialmente, a investigacdo do papel da inflamacdo na génese e manutencdo da
hiperalgesia herpética foi realizada através de abordagem farmacolégica, utilizando, para tal,
o tratamento de animais infectados com o anti-inflamatério esteroidal dexametasona.
Brevemente, animais infectados com o HSV-1 foram tratados diariamente, a partir do 2° dpi
(primeiro dia antes do desenvolvimento da hiperalgesia herpética), com dexametasona
(Sug/5ul/animal — via intratecal). Cabe ressaltar que nenhum dos animais tratados por via
intratecal com dexametasona, ou com solucao fisiologica 0.9%, apresentou comprometimento

locomotor, demonstrando que a técnica ndo promove alteragdo funcional no animal.

Para avaliar se os efeitos observados ndo seriam resultado de passagem do fairmaco da
regido de administragdo para a circulagdo sistémica, outro grupo de animais infectados foi
tratado diariamente com a mesma quantidade do farmaco (5ug/animal; correspondente a dose
de 0.25mg/Kg) por via intraperitoneal. Este tratamento ndo reduziu a hiperalgesia herpética,
tal qual observado para o tratamento intratecal (Figura 6). Cabe ressaltar que esta ¢ uma dose
baixa de dexametasona, a qual ndo possui efeitos anti-inflamatorios quando administrada

sistemicamente.

Observou-se que o tratamento por via intratecal ndo foi capaz de impedir o surgimento
do quadro de hipersensibilidade nociceptiva. No entanto, a partir do 5° dpi, os animais
tratados com dexametasona pela via intratecal comegaram a apresentar aumento dos valores
de limiares mecanicos nociceptivos, o qual progrediu até o 7 dpi. Animais submetidos ao
tratamento com a mesma quantidade da droga, porém pela via intraperitoneal, nao
apresentaram aumento dos valores de limiares mecanicos nociceptivos significativos. Isto

sugere que: 1- a génese da hiperalgesia herpética ndo ¢ dependente de um processo
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inflamatorio nos GRDs/medula; 2- a resposta inflamatéria nestes tecidos passa a ser

importante para a manutengdo da hiperalgesia herpética apds o 5dpi (Figura 6).
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Figura 6. A inflamagdo do sistema nervoso contribui para a manutencdo da hiperalgesia herpética.
Camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados e tratados com a droga dexametasona (5ug,
pelas vias intratecal ou intrapertitonial) do 2 ao 7 dpi. Valores dos limiares nociceptivos mecanicos
(Log mg) das patas ipsilaterias de camundongos tratados ou veiculo. i. t. =intratecal; i. p. =
intraperitonial. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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4.2.2 Caracterizacio do perfil temporal de infiltracdo de células do sistema imune nos

GRDs e na medula durante a infec¢io por HSV-1

Para caracterizar o perfil temporal do infiltrado celular inflamatorio presente nos
GRDs e na medula espinal de animais infectados, experimentos de citometria de fluxo foram

realizados utilizando estes tecidos, coletados nos dias 3, 5 e 7 pds infec¢ao.

A presenca de leucocitos (células CD45+) ndo foi observada nos GRDs de animais
infectados na fase inicial da hiperalgesia herpética (3dpi). Porém, observou-se o surgimento
de um infiltrado de células CD45+ (leucdcitos) neste local a partir do 5 dpi, o qual tornou-se
intenso no 7° dpi (Figura 7 A e B), corroborando os dados de que a resposta inflamatoria
passa a ser importante nestes tecidos a partir do 5°dpi. A migragdo de células do sistema
imune para os GRDs acontece, portanto, em uma fase mais tardia a infec¢@o, confirmando os
resultados do papel tardio da inflamacdo nestes tecidos para a manuten¢do da hiperalgesia

herpética.

Interessantemente, ndo foi observado um infiltrado significativo de leucocitos na
medula espinal até o 7°dpi, o que sugere que, neste periodo, os GRDs, ¢ ndao a medula, sdo o
principal sitio inflamatdrio da infec¢do, e consequentemente, da manuten¢ao da hiperalgesia

herpética (Figuras 8 A e B).
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Figura 7. Leucocitos migram aos GRDs infectados a partir do 5 dpi. Camundongos C57BL/6 foram
infectados os GRDs L4, L5 e L6 foram coletados no 3, 5 e 7 dpi. Avaliacdo da migragdo de leucocitos
(células CD45+) aos GRDs de animais infectados com HSV-1 apds 0, 3, 5 e 7 dpi. A = representagdo
gréafica da frequéncia de células CD45+ nos GRDs dos animais infectados. B = dofplot representativo
da migracao de leucocitos aos GRDs. * = p<0,001
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Figura 8. Leucoécitos ndo migram a medula espinal de animais infectados por HSV-1. Camundongos
C57BL/6 foram infectados e fragmentos da medula espinal foram coletados no 3, 5 e 7 dpi. Avaliagdo
da migragdo de leucdcitos (células CD45+) a medula espinal de animais infectados com HSV-1 apos
0, 3, 5 e 7 dpi. A = representacdo grafica da frequéncia de células CD45+ na medula espinal dos
animais infectados. B = Dot plot representativo da migracdo de leucécitos a medula espinal.
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4.2.3 Caracterizaciao do perfil de leucocitos que infiltram os GRDs durante a infeccio

herpética

Através da marcacdo especifica dos subtipos de leucdcitos que migram aos GRDs,
observou-se um intenso infiltrado de neutrdfilos (células Gr-1/Ly6-G+ F4/80-), macrofagos
(células F4/80+ Gr-1/Ly6-G-) e linfocitos T CD4+ nos GRDs de animais infectados no 7° dpi,
mas ndo de linfécitos T CD8+ (Figura 9). Ademais, a presenca de fagdcitos e linfocitos nao

foi detectada na medula espinal de animais infectados.
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Figura 9. Analise do tipo de leucdcitos que infiltraram os GRDs de animais infectados. (A) Percentual
de Neutréfilos que infiltraram os GRDs de animais infectados com HSV-1 7dpi. (B) Percentual de
Mondcitos/Macrofagos que infiltraram nos GRDs de animais infectados com HSV-1 7dpi. (C) Dot
Plot representativo do Infiltrado de Neutréfilos (células GR1/Ly6G+ F4/80-) e Monocitos/Macréfagos
(células GR1/Ly6G- F4/80+) em GRDs. (D) Percentual de Linfocitos T CD4 que infiltraram nos
GRDs de animais infectados com HSV-1 7dpi. (E) Percentual de Linfocitos T CD8 que infiltraram nos
GRDs de animais infectados com HSV-1 7dpi. (F) Dot Plot Representativo do Infiltrado de Linfocitos
T CD4+ e T CD8+ nos GRDs. * = p<0,001.
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4.2.4 Leucdcitos que infiltram nos GRDs tem um papel importante na amplificacio, mas

nio na génese da hiperalgesia herpética

Para a avaliacdo do papel das células do sistema imune no processo de hiperalgesia
herpética, camundongos foram infectados, conforme previamente descrito, e divididos em
dois grupos: animais tratados com Fucoidina (n=5/grupo; 20mg/Kg, via intravenosa) a partir
do 2° até¢ o 9° dpi, ou animais tratados com salina 0.9% (grupo Veiculo). Conforme

anteriormente mencionado, a Fucoidina ¢ um potente inibidor da migragdo de leucocitos.

Os animais tratados apresentaram o inicio do quadro hiperalgésico no 3° dpi, de forma
semelhante aos ndo tratados, o qual perdurou até o 5° dpi. No entanto, a partir deste ponto, foi
possivel observar reducdo significativa da hiperalgesia até o 9 dpi (Figura 10). A eficéicia da
Fucoidina em inibir o recrutamento de células do sistema imune para os GRDs foi
comprovada por citometria de fluxo no 7dpi (Figura 11 A e B). Logo, a infiltracdo de células
do sistema imune nos GRDs revelou-se importante na manuten¢do da hiperalgesia herpética,

mas nao na sua génese.
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Figura 10. Leucécitos que infiltram os GRDs sdo importantes para a manuten¢do da hiperalgesia
herpética. Camundongos C57BL/6 foram infectados com HSV-1 e tratados com fucoidina (20 mg/kg,
intravenoso) a do 2 ao 9 dpi. Avaliacdo da hipernocicep¢do mecanica em camundongos no decurso
temporal de 9 dias. Limiares nociceptivos mecanicos (Log ms) das patas ipsilaterais de animais
infectados ndo tratados ou tratados com fucoidina. ** = p<0,01; ***= p<0,001.
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Figura 11. A fucoidina inibe a migra¢do de leucdcitos aos GRDs. Camundongos C57BL/6 foram
infectados com HSV-1 e tratados com fucoidina (20 mg/kg, intravenoso) a do 2 ao 7 dpi. Os GRDs
L4, L5 e L6 foram coletados no 7 dpi Avaliagdo da migragao de leucocitos (células CD45+) aos GRDs
de animais infectados tratados com Fucoidina ou veiculo. A = representacdo grafica da frequéncia de
células CD45+ nos GRDs dos animais infectados tratados com Fucoidina ou veiculo. B = Dot plot
representativo da migracao de leucocitos aos GRDs destes animais. *= p<0,001.
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Ademais, a fim de corroborar os dados obtidos com a avaliagdo comportamental de
camundongos tratados com o anti-inflamatorio esteroidal dexametasona, animais infectados
com o HSV-1 foram tratados diariamente a partir do 2 dpi por via intratecal com
dexametasona (5ug/5ul/animal), e os GRDs foram analisados através de citometria de fluxo.
De maneira semelhante ao ocorrido para o tratamento com Fucoidina, a administragdo de
dexametasona intratecal foi capaz de reduzir a infiltracdo de leucocitos aos GRDs infectados,
demonstrando o papel de células do sistema imune que migram ao Sistema Nervoso na

manutencdo do quadro de hiperalgesia herpética (Figura 12).
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Figura 12. A dexametasona inibe a migracdo de leucdcitos aos GRDs. Camundongos C57BL/6 foram
infectados com HSV-1 e tratados com dexametasona (5 ug, intratecal) a do 2 ao 7 dpi. Os GRDs L4,
L5 e L6 foram coletados no 7 dpi. Avaliacdo da migragdo de leucocitos (células CD45+) aos GRDs de
animais infectados tratados com dexametasona ou veiculo. A = representacdo grafica da frequéncia de
células CD45+ nos GRDs dos animais infectados tratados com dexametasona ou veiculo. B = Dot plot
representativo da migracao de leucocitos aos GRDs destes animais. *= p<0,001.
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4.2.5 Determinacio da expressio de mediadores inflamatorios nos GRDs durante a

infeccdo por HSV-1 e o seu papel na hiperalgesia herpética — Papel da PGE, / COX-2

Para estudar o papel do mediador nociceptivo PGE; no modelo de hiperalgesia
herpética, inicialmente avaliou-se a expressdo de mRNA da cicloxigenase tipo 2 (COX-2, ou
prostaglandina-endoperoxidase sintase tipo 2, Ptgs2), que ¢ a enzima importante na sintese de
PGE,. A reacdo de PCR em tempo real foi realizada conforme anteriormente descrito,
utilizando primers especificos para a Ptgs2 murina. No decorrer da infeccdo por HSV-1, ¢é
possivel observar aumento dos niveis de expressdao de Prgs2 a partir do 5 dpi em GRDs
infectados, com o pico da expressdo ocorrendo no 7 dpi (Figura 13A). Este aumento da
expressdo somente ¢ observado nos GRDs ipsilaterais a infecgdo dérmica com HSV-1,
quando comparados com os GRDs de animais ndo infectados ou com os GRDs das patas
contralaterais a infec¢do (Figura 13B). Corroborando os achados de expressdo de mRNA,
observou-se, através de Western blot, que no 7° dpi hd uma intensa produ¢ao da COX-2 em
GRDs de animais infectados em comparacao aos GRDs de animais nao-infectados (Figura 13
C). Além disso, foi possivel observar a redu¢do da expressao de Ptgs2 em animais infectados
tratados com Fucoidina (20 mg/kg), quando comparados a animais ndo-tratados ou naive
(Figura 13 D). Os leucécitos que migram aos GRDs sdo, portanto, importantes para a

producdo de PGE; neste local.
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Figura 13. Durante a infeccdo por HSV-1, ha aumento da expressdo da enzima COX-2. Camundongos
C57BL/6 foram infectados e os GRDs L4, L5 e L6 foram coletados para analise. (A) Expressdo da
enzima nos GRDs ipsilaterais no decorrer da infecgdo cutdnea com HSV-1. (B) Expressdo da COX-2
nos GRDs ipsilaterais e contralaterais de animais infectados (7 dpi) ¢ nos GRDs de animais ndo-
infectados (naive). (C) Expressdo de COX-2 nos GRDs de animais infectados no 7° dpi. A figura
acima mostra 4 linhas de corridas paralelas de extrato dos GRDs marcados transferidos para uma
membrana e incubados com anticorpos especificos para COX-2 (69kD) e B-actina (41kD). (D)
Expressao da COX-2 nos GRDs de animais infectados tratados com Fucoidina e veiculo, ou animais
ndo-tratados (naive). Ips= ipsilateral; cl = contralateral. *p<0,001.
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A avaliagdo do papel da PGE; nos GRDs, no modelo de hiperalgesia herpética, foi
realizada através da andlise comportamental de camundongos infectados e tratados com
indometacina, inibidor ndo seletivo de COX e, consequentemente da sintese de PGE,.
Brevemente, a partir do 2° dpi, os animais foram tratados diariamente por via intratecal com
indometacina, (dose de 10ug/5ul/animal) até o 8° dpi. Os animais tratados com veiculo (ndo
tratados) desenvolveram o comportamento hiperalgésico a partir do 3° dpi, que perdurou
durante o periodo analisado. A comparagdo entre os grupos tratado e veiculo revelou que a
partir do 5 dpi, o bloqueio da produgdo da PGE; nos GRDs ¢ capaz de inibir a hiperalgesia
herpética (Figura 14A). De maneira semelhante, o tratamento no 7° dpi com uma unica dose
da droga pelas vias intratecal (10ug/5ul/animal) ou sistémica (5 mg/kg) resultou na redugdo
transitoria da hiperalgesia herpética (Figura 14B). Estes resultados demonstram que a via

PGE,/COX-2 tem um papel importante na génese e manutencdo da hiperalgesia herpética.
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Figura 14. A COX-2/Ptgs2 ¢ importante para a génese e manutengdo da hiperalgesia herpética. (A)
Camundongos C57BL/6 foram infectados e tratados com indometacina (10 pg, intratecal) do 2 ao 8
dpi. Valores dos limiares nociceptivos mecanicos (Log mg) de animais tratados e veiculo. (B)
Camundongos C57BL/6 foram infectados e tratados com indometacina (10 pg, intratecal ou Smg/kg,
intraperitonial) no 7 dpi. Valores dos limiares nociceptivos mecanicos (Log mg) de animais tratados e
veiculo. ** = p<0,01; ***= p<0,001.
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4.2.6 Determinacio da expressio de mediadores inflamatorios nos GRDs durante a

infeccio por HSV-1 e o seu papel na hiperalgesia herpética — Papel do TNF-a

Para estudar o papel do TNF-a no modelo de hiperalgesia herpética, inicialmente
avaliou-se a expressao temporal do mRNA de 7nfa nos GRDs ipsilaterais e medula espinal de
animais previamente infectados. Foi possivel observar um discreto aumento da expressao
relativa de 7nf nos GRDs infectados a partir do 5 dpi, com o pico de expressdo desta citocina
ocorrendo no 7 dpi (Figura 15A). O aumento da expressdo de 7nf foi detectado somente em
GRDs ipsilaterais a infec¢do dérmica, quando comparados com os GRDs de animais ndo
infectados ou com os GRDs das patas contralaterais a infec¢do (Figura 15B). Ademais, em
animais tratados com Fucoidina (20 mg/kg) observou-se a redug¢ao da expressao de 7nfo nos
GRDs infectados, quando comparados a animais ndo-tratados ou naive (Figura 15C), o que
sugere que, de maneira semelhante ao ocorrido para COX-2/PGE,, leucocitos que migram aos

GRDs sao importantes para a producao desta citocina no local.
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Figura 15. Durante a infeccdo por HSV-1, hd aumento da expressdo de TNF-o. Camundongos
C57BL/6 foram infectados e os GRDs L4, L5 e L6 foram coletados para analise. (A) Expressdo da
citocina nos GRDs ipsilaterais no decorrer da infec¢do cutanea com HSV-1. (B) Expressdo do TNF-a
nos GRDs ipsilaterais e contralaterais de animais infectados (7 dpi) e nos GRDs de animais ndo-
infectados (naive). (C) Expressdo do TNF-a nos GRDs de animais infectados tratados com Fucoidina
(20mg/kg) e veiculo, ou animais ndo-tratados (naive). Ips= ipsilateral; cl = contralateral. *p<0,001.
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Para avaliagdo do papel desta citocina no modelo de hiperalgesia herpética,
camundongos geneticamente deficientes para o receptor 1 do TNF-a (TNFR17") ou animais
C57BL/6 (Wild Type - WT) foram infectados (n=5; machos), conforme previamente descrito.
Observou-se que os animais TNFR1”" ndo desenvolveram a hiperalgesia herpética quando
comparados aos animais WT (Figura 16 A). Para melhor visualizacdo do comportamento
apresentado pelos animais TNFR17", a analise da hiperalgesia apresentada na Figura 16 A esta
também representada em valores transformados para a escala logaritmica na base 10 (logio)
(Figura 16 B). Adicionalmente, os camundongos infectados foram tratados por via intratecal
com anticorpo neutralizante anti-TNF-a (capaz de ligar-se ao TNF-a soltivel e de membrana e
neutralizar sua acdo) na dose de lug/5ul/animal. A comparagdo entre os grupos tratado e
veiculo revelou que o bloqueio do TNF-a ¢ capaz de reduzir de maneira significativa a
hiperalgesia herpética (Figura 16 C). Isto sugere que a ativacdo do receptor de TNF-a ¢

importante para a génese e manutengdo da hiperalgesia herpética.
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Figura 16. O TNF-a ¢ importante para a génese e manutencdo da hiperalgesia herpética. (A)
Camundongos C57BL/6 geneticamente deficientes para o TNFR1 ou selvagens (Wild Type) foram
infectados com HSV-1. Valores dos limiares nociceptivos mecéanicos (Log mg) de animais
geneticamente deficientes para o TNR1 e veiculo. (B) Camundongos C57BL/6 foram infectados e
tratados com infliximab (1 pg, intratecal) do 2 ao 7 dpi. Valores dos limiares nociceptivos mecéanicos
(Log mg) de animais tratados e veiculo. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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4.2.7 A molécula adaptadora de sinalizacio MyD88 tem um papel importante na fase

inicial da hiperalgesia herpética, mas niao nos eventos mais tardios

O reconhecimento inicial das particulas virais pelo sistema imune pode ser feito por
receptores de reconhecimento padrio, principalmente os receptores do tipo TLRs, dentre os
quais TLR2 e TLR9Y, além dos TLR3, TLR7 e TLRS. O MyD88 ¢ uma molécula adaptadora
comum a todas as vias sinalizadoras de receptores do tipo Toll, com exce¢cdo do TLR3, além
de também participar na via de sinalizacdo do receptor de IL-1 (IL-1R). Esta molécula
adaptadora poderia ser crucial para a sinalizacdo do reconhecimento do HSV-1 e consequente
desenvolvimento da hiperalgesia herpética. Para avaliar tal hipotese, animais geneticamente
deficientes para MyD88 (MyD88'/'; n=7) foram utilizados nos experimentos de infec¢ao
pericutanea, conforme anteriormente descrito. Animais da linhagem C57BL/6 (WT; n=7),

foram infectados de maneira idéntica e utilizados como controles.

Com relagdo a hiperalgesia herpética, ¢ possivel observar um atraso no
desenvolvimento do comportamento hiperalgésico nos MyD88™", em relacdo aos animais WT
(Figura 17), o que evidencia um papel importante desta via de sinalizagdo na génese da
hiperalgesia herpética. Apesar do valor maximo de reducdo do limiar nociceptivo mecanico
ser igual no 8° dpi para ambos grupos, em animais WT a hiperalgesia comeca a se
desenvolver no 3° dpi, enquanto em animais MyD88" a redugdo dos limiares nociceptivos
mecanicos passa a ocorrer a partir do 6° dpi (Figura 17). Isto sugere que a sinalizacdo via
MyDS88 ¢ importante na génese da hiperalgesia herpética. Porém, a sinaliza¢do por esta via
ndo ¢ importante para o desenvolvimento da fase tardia da hiperalgesia herpética, a saber, a

fase relacionada com a inflamacao nos GRDs.
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Figura 17. O MyD88 ¢ importante nas fases iniciais da hiperalgesia herpética. Avaliacdo da
hiperalgesia mecanica em camundongos geneticamente deficientes para o MyD88 ou selvagens (WT=
Wild Type) no decurso temporal de 8 dias. Limiares nociceptivos mecanicos (Log mg) das patas

ipsilaterais de ambos os grupos. *= p<0,001.
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4.2.8 Papel dos receptores do tipo Toll (TLRs) na fase inicial da hiperalgesia herpética

Para avaliagdo da possivel contribuicdo dos TLRs na hiperalgesia herpética, animais
geneticamente deficientes para os receptores TLR2 (TLR2'/', n=7), TLR3 (TLR3'/', n=7),
TLR4 (TLR4™", n=7) ¢ TLR9 (TLR9”", n=6) foram utilizados nos experimentos de infecgdo
pericutanea, conforme anteriormente descrito. Animais selvagens da linhagem C57BL/6 (WT,

n=7) foram infectados de maneira idéntica e utilizados como controles.

A deficiéncia do TLR2 assemelha-se ao fenotipo observado na deficiéncia do MyD8S,
sugerindo que a sinalizagdo via TLR2 pode ser responsavel pela ativagdo do MyD88 na fase
inicial da hiperalgesia herpética (Figura 18 A). Foi possivel observar que o desenvolvimento
do comportamento hiperalgésico em animais deficientes para os receptores TLR3 ocorre de
maneira semelhante aos animais WT (Figuras 18 B). Ainda, o TLR3 ndo participa da génese
ou manuten¢do da hiperalgesia herpética murina induzida por HSV-1. O desenvolvimento do
comportamento hiperalgésico em animais TLR4™ ocorre de maneira semelhante aos animais
WT até o 4° dpi (Figura 18 C). No entanto, a partir do 5° dpi, ocorre redugdo significativa
dos limiares nociceptivos mecanicos dos animais selvagens (WT), quando comparados aos
animais TLR4™", a qual permanece até o 7° dpi. Logo, o TLR4 parece desempenhar um papel
parcial na manutengdo da hiperalgesia herpética, em estdgios mais tardios da infeccdo (a partir
do 5° dpi). Em animais TLR9™", o desenvolvimento do comportamento hiperalgésico ocorre
de maneira semelhante aos animais WT (Figura 18 D). No entanto, a partir do 7° dpi, os
animais TLR9™ apresentaram redu¢do na hiperalgesia herpética quando comparados aos
animais WT, sugerindo que este receptor pode ter um papel na fase tardia da hiperalgesia
herpética, a saber, na inflama¢cdo nos GRDs. Cabe ressaltar que o fendtipo observado em
animais TLR4" ¢ TLR9” nio mimetiza aquele dos animais MyD88'/‘, sugerindo que a
sinalizacdo destes receptores ndo ¢ responsavel pela ativacio do MyD88 na fase inicial da

hiperalgesia herpética.
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Figura 18. A diferente participacdo dos TLRs na hiperalgesia herpética. Camundongos selvagens
(C57BL/6) e animais geneticamente deficientes para os receptores TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 foram
infectados com HSV-1. Avaliagdo da hiperalgesia mecénica em camundongos geneticamente
deficientes para os TLR2 (A), TLR3(B), TLR4(C) e TLR9(D) ou selvagens (WT=Wild Type) no
decurso temporal de 7 dias. Limiares nociceptivos mecanicos das patas ipsilaterais de ambos os
grupos. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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4.2.9 Papel dos receptores do tipo IL-1 (IL-1RI) na fase inicial da hiperalgesia herpética

Além de mediar a sinalizacdo de TLRs, o MyD88 ¢ uma molécula adaptadora da
sinalizacdo de outros receptores como o IL-1R e o IL-18R. O IL-1RI é um receptor que
transduz o sinal de duas citocinas relacionadas, a IL-lae a IL-1B. Logo, investigou-se se a
ativagdo do IL-1RI poderia estar relacionada com a fase inicial da hiperalgesia herpética, ou
seja, a mesma fase na qual o MyD88 demonstrou ser importante. Para tal, animais
geneticamente deficientes para o receptor tipo I da IL-1 (IL-1RI”, n=5) foram utilizados nos
experimentos de infec¢do pericutanea, conforme anteriormente descrito. Animais selvagens
da linhagem C57BL/6 (WT, n=5; 6 semanas) foram infectados de maneira idéntica e

utilizados como controles.

Pode-se observar um atraso no desenvolvimento do comportamento hiperalgésico nos
IL-1RI"" em relagdo aos animais WT (Figura 19), o que evidencia um papel desta via de
sinalizagdo na fase inicial da hiperalgesia herpética. Porém a reducdo na hiperalgesia s6 foi
observada nos 3° e 4° dpi. Possivelmente, o fendtipo observado no MyD88 KO esta
ocorrendo pela inibicdo de multiplas vias relacionadas com a infec¢ao herpética. Logo, a agao
sinérgica da ativacdo de multiplos TLRs (como o TLR2) e do IL-1RI seria um importante
mecanismo na hiperalgesia herpética. Ainda, possivelmente, a via de sinalizagdo da IL-18,
que também requer a ativacdo do MyD88, poderia estar relacionada com a fase inicial da

hiperalgesia herpética.

Vale ressaltar que o IL-1RI ndo tem nenhum papel na manutencdo da hiperalgesia
herpética, a saber, com a nocicep¢do relacionada a fase inflamatoria nos GRDs, visto que no
7° dpi os animais IL-1RI KO apresentaram valores de limiares nociceptivos mecanicos

similares aos observados em animais WT.
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Figura 19. A sinalizagdo via IL-1R ndo participa da hiperalgesia herpética. Camundongos selvagens
(C57BL/6) ou geneticamente deficientes para IL-1R foram infectados com HSV-1. Avaliagdo da
hiperalgesia mecanica em camundongos IL-1R™ ou selvagens (WT = Wild Type) no decurso temporal
de 7 dias. Limiares nociceptivos mecanicos (Log mg) das patas ipsilaterais de ambos os grupos.
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4.2.10 Ativacao de células satélites gliais dos GRDs durante a infec¢do por HSV-1

Inicialmente, decidiu-se avaliar se as cé€lulas satélites da glia (CSGs) estariam ativadas
na hiperalgesia herpética. Avaliou-se a expressdo temporal do mRNA de Gfap nos GRDs
ipsilaterais de animais previamente infectados. Ademais, amostras coletadas no 7° dpi foram

processadas para realizacdo da técnica de western-blot e quantificagdo relativa da expressao

de GFAP.

No decorrer da infeccdo por HSV-1, é possivel observar aumento dos niveis de
expressao de Gfap no 7° dpi em GRDs infectados (Figura 20A). Ademais, corroborando os
dados de expressdo génica, constatou-se, através de Western-blot, que ha uma intensa
ativagdo das CSGs em animais infectados 7° dpi, quando comparados aos animais nao-
infectados, demonstrando que a infeccdo pelo HSV-1 resulta na ativagdo de células satélite

dos GRDs (Figura 20B).
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Figura 20. As células sat;elites gliais s@o ativadas no decorrer da infec¢do por HSV-1. Camundongos
C57BL/6 foram infectados e os GRDs L4, L5 e L6 foram coletados para analise. (A) Expressdo do
mRNA do GFAP nos GRDs ipsilaterais no decorrer da infec¢do cutanea com HSV-1. (B) Ativacdo de
células satélites nos GRDs de animais infectados no 7° dpi. A figura acima mostra 4 linhas de corridas
paralelas de extrato dos GRDs marcados transferidos para uma membrana e incubados com anticorpos
especificos para GFAP (50kD) e B-actina (41kD).
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Para avaliacao do papel da ativagdo de células satélite nos GRDs durante a
hiperalgesia herpética, camundongos infectados (n=5), conforme previamente descrito, foram
tratados, por via intratecal, com fluorocitrato, (0,2 nmol/5ul/animal). Os animais tratados com
salina (veiculo) ndo apresentaram reducdo do comportamento de hiperalgesia. No entanto, em
animais do grupo tratado, pode-se observar reducdo significativa do comportamento de
hiperalgesia herpética (Figura 21), Tal reducdo ¢ transiente, ndo sendo mais observada 3,5 e

24 h apos o tratamento.
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Figura 21. A ativagdo de células satélites gliais é importante para a manutencdo da hiperalgesia
herpética. Camundongos C57BL/6 foram infectados com HSV-1 e foram tratados com fluorocitrato
(0,2 nmol/5 ul/animal) ou salina (veiculo) no 7 dpi. Limiares nociceptivos mecanicos (Log mg) das
patas ipsilaterais dos grupos tratado ou veiculo, pds-tratamento.
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4.3 Avaliaciao da Neuralgia Pos-Herpética (NPH) em camundongos infectados

4.3.1 Avaliacido temporal dos camundongos infectados

Com o intuito de avaliar a cinética do desenvolvimento do comportamento
hipernalgésico na infec¢cao por HSV-1, camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados e
observados pelo periodo de 21 dias apds a infec¢do. Em ambas as linhagens de animais
infectados, foi possivel observar o desenvolvimento do comportamento hiperalgésico a partir
do 3° dpi nas patas ipsilaterais a infeccdo. Animais “mock”, de ambas as linhagens, ndo
apresentaram reducdo do limiar nociceptivo mecanico (Figuras 22A e 23A). Novamente, o
desenvolvimento de lesdes zoosteriformes ocorreu em 100% dos animais da linhagem
BALB/c e em 40% dos animais da linhagem C57BL/6, as quais surgiram no 5° dpi e
persistiram até, aproximadamente, o 12° dpi (Figuras 22B e C e Figuras 23B e C). As patas
contralaterais de animais de ambas as linhagens ndo foram afetadas, mostrando que, neste

modelo, a hiperalgesia ¢ restrita ao neurodermatomo infectado (Figuras 22A e 23A).
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Figura 22. Avaliacdo da hiperalgesia mecanica em camuindongos da linhagem BALB/c no decurso
temporal de 21 dias. A= limiares mecanicos nociceptivos das patas ipsilaterais de animais infectados e
mock. *= p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001. B e C= fotos da lesdo zosteriforme no periodo da
hiperalgesia herpética (7 dpi; figura B) e pos-herpética (12 dpi; figura C).
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Figura 23. Avaliacdo da hiperalgesia mecanica em camundongos da linhagem C57BL/6 no decurso
temporal de 21 dias. A= limiares mecanicos nociceptivos das patas ipsilaterais de animais infectados e
mock. *= p<0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001. B e C= fotos da lesdo zosteriforme no periodo da
hiperalgesia herpética (7 dpi; figura B) e pos-herpética (12 dpi; figura C).
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A avaliacdo dos valores médios do limiares mecanicos dos animais infectados revelou

que ha persisténcia do comportamento hiperalgésico (hiperalgesia cronica), em animais de
ambas linhagens apos o desaparecimento das lesdes zosteriformes (Figura 22 e 23). Porém,
quando o comportamento de hipersensibilidade nociceptiva dos animais ¢ avaliado
individualmente, ¢ possivel observar que a persisténcia do quadro hiperalgésico ndo ¢
uniforme dentro dos grupos de animais infectados. Em camundongos BALB/c, 4 animais de
um total de 5 infectados apresentaram redug@o persistente dos limiares nociceptivos ao final
da avaliacdo comportamental (21 dpi). A saber, valores de limiar nociceptivo mecanico menor
ou igual a 0.4g. Em contrapartida, em camundongos C57BL/6, este comportamento

hiperalgésico persistente foi observado em 3 animais em um total de 5 infectados.

Tal hiperalgesia cronica ¢ semelhante a ocorrida em humanos acometidos pela
Neuralgia Pés-Herpética (NPH), a qual ¢ determinada pela persisténcia da dor apds o
desaparecimento das lesdes zosteriformes (Gilden et al, 2011). Na literatura, ndo hd um
critério estabelecido para determinacdo da NPH murina. Alguns autores sugerem que a NPH
ocorre quando ndo ¢ possivel detectar virus ativos nos GRDs, acompanhado da persisténcia
do comportamento hiperalgésico. Porém, estes trabalhos utilizam metodologias de baixa
sensibilidade de deteccdo de particulas virais, como o PCR convencional com andlise do
endpoint em gel de agarose, o que leva ao viés de ndo deteccdo de baixas carga virais
(Takasaki, 2000). Tendo em vista que este ¢ um modelo murino de uma doenca humana, o
mesmo critério utilizado na clinica para classificar a NPH foi adotado, ou seja, para
camundongos, a NPH seria o quadro hiperalgésico que persiste apds o desaparecimento das
lesdes zosteriformes (apds o 14 dpi). Para refinar a andlise, animais com hiperalgesia
persistente ou NPH foram classificados como aqueles que apresentaram limiares nociceptivos

mecanicos com valores iguais ou menores que 0.4g no 21dpi.
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4.3.2 Determinacio da Neuralgia Pos-Herpética (NPH) em camundongos infectados

Para o estudo do desenvolvimento e ocorréncia da NPH em camundongos, animais
BALB/c e C57BL/6 foram infectados conforme anteriormente descrito, utilizando-se um
nimero amostral de 25 animais (fémeas) de cada linhagem para avaliacdo da incidéncia e
perfil do comportamento de hiperalgesia que caracteriza a NPH. A avaliagdo de alteragdes dos
limiares nociceptivos mecanicos nas patas infectadas e contralaterais foi realizada durante 40

dias apds a infecgdo, com um intervalo de cinco dias entre as medidas.

Apo6s o periodo de avaliagdo, observou-se que os animais infectados, das linhagens
BALB/c e C57/BL6, desenvolveram a hiperalgesia herpética (valores do 5° dpi e 10° dpi)
conforme anteriormente observado. Apos o 20° dpi, observou-se que uma parcela dos animais
BALB/c infectados (14 em 25) apresentou redugdo significativa persistente dos limiares
nociceptivos mecanicos. Tal comportamento de hipersensibilidade nociceptiva persistente
caracteriza a hiperalgesia cronica que desenvolve-se na NPH (animais NPH+). De maneira
semelhante, parte dos animais C57BL/6 infectados (12 em 25) desenvolveu a NPH. Os
demais camundongos infectados, de ambas as linhagens, apresentaram reversdao do quadro de
hipersensibilidade nociceptiva herpética, com retorno dos limiares nociceptivos mecanicos
aos valores basais ao fim da avaliagdo comportamental, ou seja, ndo desenvolveram a NPH
(animais NPH-) (Figura 24 A). Dentro do grupo de animais infectados, 56% (14 em 25) dos
animais BALB/c e 48% (12 em 25) dos animais C57BL/6 apresentaram o quadro de
hiperalgesia cronica, ndo havendo diferenca significativa entre as duas linhagens para o
desenvolvimento da NPH (Figura 24 B). Portanto, as diferencas observadas inicialmente, no
perfil de desenvolvimento da resposta hiperalgésica entre as duas linhagens, ndo passava de
um artefato experimental que foi excluido quando o nimero amostral foi aumentado e quando

os animais foram agrupados pelo desenvolvimento da NPH.
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Figura 24. A linhagem dos camundongos ndo influencia no desenvolvimento da NPH. Camundongos
fémeas BALB/c e C57BL/6 foram infectados e a avaliagdo comportamental foi realizada para ambas
linhagens (A) Limiares nociceptivos mecanicos de animais que apresentam o quadro de neuralgia pos-
herpética (NPH+) ou que desenvolveram somente a hiperalgesia herpética (NPH-). (B) Porcentagem
de animais fémeas das linhagens BALB/c e C57BL/6 que desenvolveram o quadro de neuralgia pos-
herpética. NPH = neuralgia p6s-herpética. Teste de Fisher, p=0.777. NPH= neuralgia p6s-herpética.
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4.3.3 O género nao interfere no desenvolvimento da NPH

A fim de excluir a possibilidade de que o fendmeno observado fosse dependente do
género dos animais utilizados, repetiu-se o experimento descrito anteriormente comparando o
desenvolvimento da NPH em camundongos machos e fémeas da linhagem BALB/c
(n=25/género). Novamente, a avalia¢do de alteracdes dos limiares nociceptivos mecanicos das
patas infectadas e contralaterais foi realizada durante 40 dias apds a infeccdo, com um
intervalo de cinco dias entre as medidas. Apos este periodo, observou-se que os camundongos
machos desenvolveram a hiperalgesia herpética de maneira semelhante ao observado com
fémeas da mesma linhagem (Figura 25 A). Nao houve diferencas significativas entre a
frequéncia de animais machos e fémeas de uma mesma linhagem que desenvolvem a NPH,
sendo que 56% (14 em 25) dos machos e 60% (15 em 25) das fémeas desenvolveram a NPH
(Figura 25 B). Ademais, os grupos (macho e fémea) apresentaram cinética de reducdo dos
limiares nociceptivos semelhantes. Além de curvas semelhantes da manutencdo da
hiperalgesia cronica (no grupo de animais que desenvolveram a NPH) ou retorno a valores
basais (no grupo que desenvolveu somente a neuralgia herpética), ndo foram observadas
diferengas estatisticas significativas entre os dois grupos. Desta forma, ndo foram observadas
diferengas no desenvolvimento da neuralgia herpética e NPH entre camundongos de sexos

diferentes, de uma mesma linhagem.
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Figura 25. O género dos camundongos nao influencia no desenvolvimento da NPH. Camundongos
fémeas e machos BALB/c foram infectados e a avaliagdo comportamental foi realizada em ambos os
sexos (A) Limiares nociceptivos mecanicos de animais que apresentam o quadro de neuralgia pos-
herpética (NPH+) ou que desenvolveram somente a hiperalgesia herpética (NPH-). (B) Porcentagem
de animais fémeas e machos da linhagem BALB/c que desenvolveram o quadro de neuralgia pos-
herpética. NPH = neuralgia p6s-herpética. Teste de Fisher, p=0.777. NPH= neuralgia p6s-herpética.
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4.3.4 Cinética da carga viral dos GRDs no decurso da infecciao

Para a avaliagdo do decurso temporal da infec¢do dos GRDs em animais infectados,
realizou-se a deteccdo da carga viral em camundongos da linhagem BALB/c (n=5) infectados,

no 3° 7° e 21° dpi, utilizando "pool"de GRDs L4, L5 e L6.

Observou-se que a infeccdo dos GRDs pelo HSV-1 ja ocorria no 3° dpi (inicio do
quadro hiperalgésico), aumentando no 7° dpi. Porém, o virus ja ndo ¢ detectado no 21°dpi
(Figura 26), o que sugere que o quadro nociceptivo nesta fase da doenga ndo ¢ dependente da

presenca viral nos GRDs ou mesmo na medula.
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Figura 26. O HSV-1 ndo ¢ mais detectado em estagios tardios da infec¢do. Camundongos BALB/c
foram infectados e os GRDs L4, L5 e L6 ipsilaterais foram coletados em diferentes tempos pos-
infecg¢do. O fragmento da medula espinal correspondente foi igualmente coletado. Avaliagdo temporal
da carga viral, detectada por qPCR, nos GRDs ipsilaterais e medula de camundongos infectados.
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4.4 Mecanismos celulares e moleculares envolvidos com o desenvolvimento da

hiperalgesia pos-herpética

4.4.1 Isomorfismo Farmacologico da NPH murina com a hiperalgesia neuropatica

Para avaliar se a hipersensibilidade nociceptiva persistente em camundongos ¢
resultado de uma possivel neuropatia que desenvolve-se apds a infeccdo com HSV-1, bem
como observar se este modelo seria adequado para o estudo de novas terapias para a neuralgia
humana, decidiu-se avaliar o isomorfismo farmacologico da NPH murina com a humana. Para
isto, animais machos da linhagem C57BL/6 que apresentaram quadro de NPH (45° dpi) foram
tratados com diferentes drogas utilizadas na clinica para o tratamento de dores neuropaticas,

incluindo a pds-herpética.

A)Gabapentina

A gabapentina ¢ um anticonvulsivante, analogo sintético do GABA, utilizada no
tratamento de dores neuropdticas cronicas. Seu mecanismo de a¢ao ainda nao foi estabelecido,
visto que ela ndo ¢ capaz de ligar-se a receptores de neurotransmissores (incluindo o de
GABA). Em modelos de neuropatia por constricdo ou lesdo do nervo, ou mesmo na dor
neuropatica em humanos, incluindo a NPH, a gabapentina tem um importante efeito de

reducdo da dor (Kuraishi et al, 2004).

Dois grupos de animais que desenvolveram NPH foram tratados com gabapentina via
oral, nas doses de 10 mg/kg e 50 mg/kg, respectivamente, enquanto o terceiro grupo
constituiu o grupo veiculo (PBS). A avaliacdo de alteragdes no limiar nociceptivo mecanico
nas patas infectadas e contralaterais foi realizada 1, 2 e 24 horas apds o tratamento. Os
animais tratados com a gabapentina nas duas doses (10 e 50 mg/Kg; via oral) apresentaram
reducdo da hiperalgesia quando comparados a animais veiculo (Figura 27 A). A gabapentina
ndo alterou os limiares mecéanicos nociceptivos das patas ndo afetadas pela NPH

(contralaterais). O efeito da gabapentina ¢ transiente, ndo sendo mais observado 24 horas apds
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o tratamento. Logo, a NPH murina mimetiza neste aspecto a humana, podendo ser utilizada

com um importante modelo de desenvolvimento de farmacos para a terapia desta doenga.

B)Amitriptilina

A amitriptilina ¢ uma amina terciaria da classe dos antidepressivos triciclicos, que age
primariamente como inibidor da recaptagdo de serotonina-norepinefrina, com maior efeito no
transporte de serotonina e nenhum efeito no transporte de dopamina (Freysoldt et al, 2009).
Desta forma, a amitriptilina prolonga a atividade neural destas aminas biogénicas, visto que a
recaptagdo destas ¢ um processo fisiologico importante no encerramento da atividade de
transmissdo destes neurotransmissores. A amitriptilina tem sido utilizada como um importante
adjuvante farmacologico na terapia da dor neuropatica. Apesar de ainda ndo estar claro,
acredita-se que os principais efeitos da amitriptilina dependam de vias analgésicas

serotoninérgicas.

Para avaliar se a inibicdo da recaptagdo de aminas biogénicas poderia ter efeito
analgésico na NPH murina, dois grupos de animais que desenvolveram NPH foram tratados
com amitripilina nas doses de 0.01 ou 0.1 mg/kg; via i.p., ou com veiculo (PBS). A avalia¢ao
de alteracdes no limiar nociceptivo mecéanico nas patas infectadas e contralaterais foi
realizada 0.5, 1 e 24 horas apds o tratamento. Os animais tratados com a amitriptilina nas duas
doses (0.01 ou 0.1 mg/kg) apresentaram reducdo da NPH quando comparados a animais
tratados com Veiculo (Figura 27 B). A amitriptilina ndo alterou os limiares mecanicos
nociceptivos das patas ndo afetadas pela NPH (contralaterais). O efeito da amitriptilina ndo
foi mais observado 24 horas ap6s o tratamento. Logo, a inibi¢do da receptacdo de aminas
biogénicas tem um efeito analgésico na NPH murina, mimetizando o que ¢ observado em

humanos.
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C)Morfina

A morfina ¢ um opidide analgésico, que age ativando receptores opioides, os quais sao
importantes na regulacdo da transmissao da nocicepg¢do. Apesar de ser um potente analgésico,
a baixa eficiéncia terapéutica da morfina na dor neuropatica associada com os efeitos adversos
ligados a alta dosagem faz com que esta droga ndo seja a primeira escolha na terapia das
neuralgias (Mayer et al, 1999). Para avaliar se a ativacdo de receptores opidides poderia ser
importante na terapia da NPH, dois grupos de animais que desenvolveram NPH foram
tratados com morfina nas doses de 3 e 10 mg/kg; via i.p., ou com veiculo (PBS). Em nosso
laboratério, a dose de 10mg/Kg ¢ a maior dose que pode ser utilizada em camundongos sem
que sejam observados efeitos sedativos que trazem viés a andlise do comportamento
nociceptivo. A morfina tem um efeito analgésico observado em menos de 30 minutos. Logo, a
avaliagdo de alteracdes no limiar nociceptivo mecanico nas patas infectadas e contralaterais

foi realizada 20 e 45 minutos apds o tratamento.

Os animais tratados com morfina ndo apresentaram redu¢do significativa na NPH em
nenhuma das doses, sugerindo que a morfina, e possivelmente outros opidides, realmente nao

sdo eficazes na terapia da neuralgia pos-herpética (Figura 27 C).
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Figura 27. Efeito da gabapentina (A), amitriptilina (B) e morfina (C) na neuralgia pds-herpética.
Limiares nociceptivos mecanicos das patas ipsilaterais de animais que apresentaram a NPH, tratados
ou ndo tratados com as drogas. Os valores de patas contralaterais referem-se a média dos valores
obtidos de todos os animais avaliados. *= p<0,05; **= p<0,01; ***=p<0,001.
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4.4.2 Papel da inflamacido na manutencido da NPH

A fim de avaliar a participagdo do processo inflamatério na manutengdo da NPH,
animais machos da linhagem C57BL/6, que desenvolveram a NPH (45° dpi) foram tratados
com o anti-inflamatdrio esteroidal dexametasona (3mg/Kg, via i.p.) ou veiculo (PBS). Apoés 1,
4 e 24 horas, foi realizada a avaliagdo de alteragdes nos limiares nociceptivos mecanicos nas
patas infectadas e contralaterais. Nao foram observados efeitos da inibi¢do sistémica da
inflamacao na hiperalgesia da NPH (Figura 28). Vale ressaltar que a dose de 3mg/Kg tem um
efeito anti-inflamatorio sistémico. Este resultado sugere que a inflamacdo ndo tem um papel

importante na manutengdo da NPH.
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Figura 28. A inflamag¢@o ndo é importante durante a NPH. Camundongos C57BL/6 foram infectados
e, apos 40 dpi, foram separados entre NPH (+) e NPH (-). Animais NPH (+) foram tratados com a
droga dexametasona (3 mg/kg, intraperitoneal). Limiares nociceptivos mecanicos (Log mg) das patas
ipsilaterais de animais que apresentaram a NPH tratados ou ndo tratados com a droga. Os valores de
patas contralaterais referem-se a média dos valores obtidos de todos os animais avaliados. *= p<0,05;
**=p<0,01; ***= p<0,001.
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4.4.3 Determinacido da expressio de mediadores inflamatorios (COX-2 e TNF-0) nos

GRDs e o seu papel na NPH

Para a confirmacdo que a inflamacdo, de fato, ndo participa do processo de
manuten¢do da NPH, avaliou-se a expressdao da COX-2 (Ptgs2) e do TNF-a (7nf) nos GRDs
de animais com NPH. Observou-se que o pico de expressdao destes mediadores inflamatdrios
ocorre no 7dpi, ndo sendo mais observado no 21dpi em animais com NPH (Figuras 29 A, B e
C). Corroborando estes dados, a inibi¢ao sistémica da COX-2 (indometacina, 5 ou 10 mg/kg;
via intraperitonial) ndo ¢ capaz de levar a reducdo da hiperalgesia em animais que
desenvolveram a NPH (Figura 30 A). Cabe ressaltar que as doses sistémicas da indometacina
utilizadas neste experimento sdo eficazes para inibir a dor inflamatoria. Logo, a COX-2 ¢
importante para o neuralgia herpética, como conforme demonstrado anteriormente, mas nao

para a manutencao da NPH.

Ainda, animais que desenvolveram a NPH foram tratados com anti-TNF-a
(infliximab, lug/intratecal) para verificagdo da acdo desta citocina na manunte¢do da NPH. O
bloqueio do TNF-a ndo ¢ capaz de reduzir a hiperalgesia na NPH, sugerindo que o mesmo
ndo ¢ importante para a manutencdo da neuralgia pos-herpética (Figura 30 B). Desta forma,
conlcui-se que a NPH trata-se de uma neuropatia resultante da infec¢do, e ndo de um processo

inflamatorio persistente que poderia contribuir para o quadro de hiperalgesia.
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Figura 29. Mediadores inflamatdrios nao sdo mais detectados em fases tardias da infec¢do por HSV-1.
Camundongos C57BL/6 foram infectados e os GRDs L4, L5 e L6 foram coletados para andlise.
Expressao relativa da COX-2 (A) e do TNF-a (B) nos GRDs ipsilaterais e contralaterais de animais
infectados, mock e naive. *p<0,001.(C) A figura acima mostra 4 linhas de corridas paralelas de extrato

dos GRDs marcados transferidos para uma membrana e incubados com anticorpos especificos para
COX-2 (70kD) e B-actina (41kD).
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Figura 30. Mediadores inflamatdrios ndo estdo envolvidos na manutengdo da hiperalgesia durante a
NPH. Camundongos C57BL/6 foram infectados e, apds 40 dpi, foram separados entre NPH (+) e NPH
(-). Animais NPH (+) foram tratados com as droga indometacina (5 e 10 mg/kg, intraperitoneal) ou
infliximab (1 pg, intratecal). Limiares nociceptivos mecanicos das patas ipsilaterais de animais que
apresentaram a NPH, tratados ou ndo tratados com indometacina (A) ou Infliximab (B). Os valores de
patas contralaterais referem-se a média dos valores obtidos de todos os animais avaliados.
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4.4.4 Papel do TNF-o na génese da NPH

Conforme demonstrado anteriormente, animais TNFR1” ndo desenvolvem a
hiperalgesia herpética, o que sugere um papel importante da sinalizacdo do TNF-a na génese
e manutenc¢ao do comportamento de hiperalgesia. Para avaliacdo da participacdo do TNF-a no
desenvolvimento da NPH, camundongos geneticamente deficientes para o receptor 1 do TNF-
o (TNFR1"") ou animais C57BL/6 (WT) foram infectados (n=5), conforme previamente
descrito. Observou-se que animais TNFR1”" ndio desenvolveram a NPH (0 / 5 animais), como
observado em animais WT (3 / 5 animais), apresentando apenas um quadro discreto de
hiperalgesia que ndo esta mais presente no 27° dpi (Figura 31 A). Para melhor visualizagdo do
comportamento apresentado pelos animais TNFR17, a anélise da hiperalgesia apresentada na
Figura 31A estd também representada em valores transformados para a escala logaritmica na
base 10 (logjo) (Figura 31 B). Em conjunto com os resultados apresentados no topico anterior,
isto sugere que os eventos que seguem a ativagdo do receptor de TNF-a (TNFRI1) sdo

importantes para o processo de génese, mas ndo da manuten¢do da NPH.
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Figura 42. O TNFRI1 ¢ importante para a génese da hiperalgesia herpética. Camundongos
geneticamente deficientes para o TNFR1 e animais selvagens (Wild Type-C57BL/6) foram infectados
e observados até o 27 dpi. Limiares nociceptivos mecanicos (Log mg) das patas ipsilaterais de ambos
0S grupos.
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4.4.5 Caracterizaciao do perfil de leucocitos que infiltram os GRDs durante a infecciao

por HSV-1

4.4.5.1 Cinética do Infiltrado de Neutrofilos e Macrofagos nos GRDs de camundongos

infectados

Conforme anteriormente relatado, observou-se que no 7° dpi ha um intenso infiltrado
de neutréfilos e mondceitos/macréofagos nos GRDs (Figuras 9 A e B). Interessantemente, o
aumento de neutr6filos nos GRDs ¢ observado somente no periodo da hiperalgesia herpética
(7° dpi), havendo uma diminui¢do da frequéncia dos mesmos no periodo correspondente a
NPH (15° e 21° dpi) (Figura 32A). Em relacdo aos mondécitos/macréfagos, sua frequéncia nos
GRDs infectados permanece aumentada no 14° dpi, em relacdo a animais ndo-infectados
(naive), havendo uma queda significativa deste tipo celular no 21° dpi (Figura 32 A). Nao foi
observada a infiltragdo destes subtipos celulares na medula espinal de animais infectados

(Figura 32 B).
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Figura 32. Avaliacdo do infiltrado inflamatério nos GRDs e Medula de animais infectados durante 21
dias apos a infecgdo. Infiltrado de Neutroéfilos (Gr-1/Ly6G+) e Macrofagos (F4/80+) nos GRDs (A) e
ME (medula espinal) (B) de animais infectados. *p<0.01, comparado ao GRD nao infectado.
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4.4.5.2 Cinética do Infiltrado de linfocitos T CD4 e T CD8 nos GRDs de camundongos

infectados

Conforme observado anteriormente, hd aumento da frequéncia de linfocitos T CD4
nos GRDs ipsilaterais de camundongos infectados no 7° dpi (Figura 9C), corroborando os
dados da literatura, que afirmam que este subtipo celular ¢ capaz de infiltrar os locais
infectados nos primeiros dias pds-infec¢do herpética ocular. Este aumento persiste no 21° dpi,
demonstrando que este tipo celular pode estar envolvido com o desenvolvimento da NPH. As
células mais importantes na resposta antiviral na infecgdo pelo HSV-1 sdo os linfocitos T
CDS8. Observou-se que a frequéncia de células T CD8+ esta significativamente aumentada a
partir do 14° dpi, e se mantem alta no 21° dpi, nos GRDs de animais infectados, mas estas
células sdo praticamente ausentes nos GRDs de animais naive (Figura 33A). Nao foram

detectadas alteracdes nas frequéncias de linfocitos T CD8 na medula (Figura 33B).
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Figura 33. Avaliacdo do infiltrado inflamatério nos GRDs e Medula de animais infectados durante 21
dias apo6s a infecgdo. Infiltrado de Linfécitos T CD4+ (CD45+ CD4+) e Linfocitos T CDS8
(CD45+CD8+) nos GRDs (A) e ME (medula espinal) (B) de animais infectados. *p<0.01, comparado
ao GRD nado infectado.
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4.4.6 Papel da das células satélites dos GRDs (CSGs) na NPH

Visto que as CSGs sdo importantes em processos de manuten¢do da dor neuropatica
em modelos de constri¢do e lesdo do nervo, avaliou-se a possivel participagdo destas células
no processo de manutencdo da NPH. Inicialmente, avaliou-se a cinética temporal da ativagao
de células da glia (células satélites) nos GRDs de animais infectados, utilizando como
marcador a detecgdo da expressio de mRNA do Gfap. E possivel observar que as CSGs estio
ativadas nos GRDs ipsilaterais de animais no 21° dpi, ou seja, em estagios tardios a infecgao.
Nao foram observadas alteragdes na expressdo do Gfap nos GRDs de patas contralaterais de
animais infectados (Figura 34 A). Posteriormente, avaliou-se as diferencas na ativagdo das
CSGs entre animais que desenvolveram (NPH+) ou ndo (NPH-) a NPH. Pode-se observar
uma intensa ativagdo das CSGs nos GRDs de animais que desenvolveram a NPH (NPH+), em
compara¢do a animais que ndo a desenvolveram (NPH-), perceptivel ja no 21° dpi, com o

pico ocorrendo no 50° dpi (Figura 34 B).
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Figura 34. Células satélites gliais estdo ativadas em periodos tardios pds-infec¢do por HSV=-1.
Camundongos C57BL/6 fotam infectados e os GRDs L4, L5 e L6 foram coletados para andlise. (A)
Expressao relativa do GFAP nos GRDs ipsilaterais e contralaterais de animais infectados e naive no
21 dpi. *p<0,001. (B) A figura acima mostra 4 linhas de corridas paralelas de extrato dos GRDs
marcados transferidos para uma membrana e incubados com anticorpos especificos para GFAP (50kD)
e B-actina (41kD). Amostras de GRDs provenientes de animais NPH(+) e NPH (-) no 21 e 50 dpi.
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Para avaliacdo do papel destas células na manutencdo da hiperalgesia pos herpética,
animais que desenvolveram NPH (50 dpi) foram tratados com fluorocitrato (0,2 nmol) pela
via intratecal. O fluorocitrato ¢ um inibidor da enzima aconitase, €, nesta concentracdo, ¢
utilizado como ferramenta farmacoldgica de inibicdo da ativacdo glial (inibidor do
metabolismo celular de CSGs e astrocitos), nao exercendo efeito na atividade neuronal ou na
micrdglia. De forma inédita, observou-se que a inibi¢do das CSGs e astrdcitos foi capaz de
reduzir a hiperalgesia na NPH, sugerindo um papel importante destas células na manutengao

da neuralgia pds-herpética (Figura 35).
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Figura 35. A ativagdo de células satélites gliais é importante para a manutencdo da hiperalgesia
herpética. Camundongos C57BL/6 foram infectados e, ap6s 40 dpi, foram separados entre NPH (+) e
NPH (-). Animais NPH (+) foram tratados com fluorocitrato (0,3 nmol, intratecal) ou salina (veiculo).
Limiares nociceptivos mecanicos das patas ipsilaterais de animais que apresentaram a NPH, tratados
ou ndo tratados com fluorocitrato. Limiares nociceptivos mecanicos das patas ipsilaterais de ambos os
grupos.* = p<0,05.
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5 Discussao
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O trabalho de Takasaki e col (2000) demonstrou, de forma inédita, que a infeccao
cutdnea de camundongos por HSV-1 resulta no desenvolvimento de hiperalgesia do membro
infectado, semelhante ao ocorrido no Herpes Zoster (HZ) humano. O estudo demonstra que
camundongos BALB/c infectados apresentam comportamento de hiperalgesia do 5° ao 8° dpi,
dia final da avaliacdo comportamental. De maneira semelhante, no presente trabalho
observou-se o inicio do comportamento de hiperalgesia, em ambas linhagens de camundongos
utilizadas no estudo (BALB/c e C57BL/6), no 3° dpi. Com relagdo a carga viral, os ganglios
da raiz dorsal localizados na por¢do lombar da coluna vertebral foram avaliados, e constatou-
se haver um maior numero de cdpias virais nos GRDs L4, L5 e L6, ou seja, naqueles que
compde 0 nervo ciatico, e, portanto, inervam a area infectada. Este dado ¢ inédito na
literatura, visto que o trabalho de Takasaki avalia a carga viral somente nos GRDs L4 e LS5, e,

ainda, utiliza a técnica de PCR convencional, de baixa sensibilidade e semi-quantitativa.

Na infec¢do aguda, camundongos tratados com morfina, nas doses de 1 e 5 mg/kg,
apresentaram redu¢do do comportamento de hiperalgesia de maneira transiente, conforme
anteriormente demonstrado (Takasaki, Andoh, Shiraki, et al., 2000). De maneira inédita, o
presente estudo demonstrou que o uso local de xilocaina ¢ capaz de atenuar o comportamento
de hiperalgesia herpética. A xilocaina ¢ um anestésico que age via inibi¢do nao-seletiva de
canais de Na+ voltagem-dependentes em neurdnios aferentes, e o uso topico de adesivos
contendo 5% da droga ¢ aprovado para o tratamento da NPH nos Estados Unidos e Europa. O
uso da xilocaina promove alivio da dor e reduz a alodinia em pacientes que apresentam a
NPH (Sawynok, 2014). Os dados deste estudo sugerem que este anestésico também ¢ eficaz
durante a neuralgia herpética, ou seja, na fase aguda da infec¢do, a qual corresponderia ao HZ

humano.

Com relag@o a resposta inflamatoria decorrente da infec¢do cutanea por HSV-1, ndo
ha dados na literatura correspondentes a avaliagdo da participagdo de células inflamatérias na

resposta contra o virus no Sistema Nervoso. O inicio da resposta imune gera uma inflamagao
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na pele, com a conseqiiente migracdo de leucocitos, tais quais linfocitos, macrofagos e células
dendriticas a este local (Egan et al, 2013). Neste contexto, a producdo de mediadores
inflamatorios poderia contribuir para o desenvolvimento de hiperalgesia local, ou seja,
hipersensibilidade da pata infectada. No entanto, o HSV-1 ¢ capaz de alcangar os GRDs apds
a infec¢do cutanea, e, a hipotese inicial deste estudo foi a de que poderia haver também o
desenvolvimento de resposta inflamatdria no sistema nervoso, que contribuiria para o
fendmeno de hiperalgesia. Em outros modelos de infeccdo por HSV-1, a migracdo de
leucdcitos aos ganglios infectados ja ¢ conhecida. Em modelos de infec¢do ocular e vaginal
por HSV-1, a presenga de células inflamatdrias ¢ detectada nos ganglios trigeminais e sacrais,
respectivamente (Egan et al., 2013). O unico estudo que aborda a migragdo destas células para
GRDs, no modelo de infec¢do cutdnea por HSV-1, demonstra a presenca de células CD3+ em
ganglios L4 infectados, sem, contudo, avaliar a fungdo destas células e sua contribuicdo na
hiperalgesia herpética (Sasaki et al., 2008). Neste sentido, o presente estudo foi o primeiro a
elucidar a migragdo e a participagdo de leucdcitos no modelo de hiperalgesia herpética.
Através de abordagem farmacoldgica, demonstrou-se que a inflamacdo nos GRDs ¢
importante para a manutencdo da hiperalgesia herpética, mas ndo para sua génese, € que a
migracdo de leucocitos aos ganglios ¢ tardia, ocorrendo a partir do 5° dpi. Adicionalmente,
investigou-se quais tipos celulares migram aos GRDs na fase aguda da infec¢do (7 dpi), e
observou-se que o infiltrado leucocitdrio se compde, majoritariamente, de neutrdfilos e
macrofagos, além de uma pequena populagdo de linfocitos T CD4+. Interessantemente, em
fases tardias da infecg¢do (14 e 21 dpi), observou-se que neutréfilos e macrofagos ja ndo sao
mais encontrados nos GRDs, enquanto hd aumento tempo-dependente da frequéncia de
linfocitos T CD4+ e T CD8+ nestes locais. De maneira semelhante, na infec¢do ocular por
HSV-1, a migracdo de células CD11b+ (macrdéfagos e neutrédfilos), F4/80+ (macrofagos) e
Gr-1+ (neutrofilos) aos ganglios trigeminais ocorre na fase aguda da infec¢do (3-7 dpi),

enquanto a presenca de linfocitos ( T CD4+ e T CD8+) ¢ detectada somente em estagios
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tardios (a partir do 10° dpi), a qual mantém-se até, pelo menos, 40 dias pos-infec¢do (Shimeld
et al., 1995). A administracdo de fucoidina aos animais infectados, bem como o tratamento
local com dexametasona, resultaram na reducdo da hiperalgesia somente a partir do 5° dpi,
periodo correspondente ao inicio da migracdo de leucocitos aos GRDs, corroborando a
hipotese de que estas células sdo importantes para a manutengdo do estado de
hipersensibilidade observado no modelo. Neste sentido, trabalhos utilizando modelos de
neuropatia estéril ja4 demonstraram a possivel participacdo destas células inflamatérias que
infiltram os GRDs, para a manutencdo de estados dolorosos. Perkins e Tracey (2000)
demonstraram que 24 horas apds a ligadura do nervo cidtico, ¢ observada a presenga de
neutrdfilos no tecido lesionado, e que o tratamento dos animais operados com anticorpo anti-
neutrofilos resulta na diminui¢do do comportamento de hiperalgesia. Ademais, foi
demonstrado que estas células sdo capazes de infiltrar os GRDs ipsilaterais, no sétimo dia
apos a realizacdo da constricdo cronica do nervo ciatico (Shaw et al., 2008). Evidéncias da
possivel contribuicdo dos neutrofilos para a hiperalgesia foram obtidas em trabalhos in vitro,
nos quais se observou que estas células sdo capazes de realizar a ativagdo de células satélites,
bem como de causar hiper-excitabilidade e morte de neurénios dos GRDs (Shaw et al., 2008).
A participacdo de macrofagos na hiperalgesia ¢ um amplo campo de estudo, visto que os
mesmos sdo células residentes nos nervos e GRDs, e participam do processo de degeneragao
walleriana, no qual fagocitam restos celulares e debris da bainha de mielina degradada (Kiefer
et al., 2001). No modelo de ligacao parcial do nervo cidtico, a deplecdo destas células através
da administragdo de clodronato reduz a degenera¢do de fibras mielinizadas e nao-
mielinizadas, bem como o comportamento de hiperalgesia termal em ratos (Liu, Van Rooijen
e Tracey, 2000). Uma semana apoés a lesdo do nervo cidtico, é possivel observar o infiltrado
destas células nos GRDs correspondentes, de maneira semelhante ao observado no presente
trabalho (Hu e Mclachlan, 2002; 2003; Hu et al., 2007). Alguns trabalhos, que utilizam

modelos de neuropatia estéril, também sugerem a participagdo de linfocitos T CD4+ na
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hiperalgesia. Inicialmente, linfocitos T foram identificados no local da injliria do nervo em
trés modelos de dor neuropatica estéreis (Cui et al., 2000). De maneira semelhante aos
resultados obtidos no presente trabalho, o infiltrado de linfocitos ¢ detectado a partir do
sétimo dia apds a cirurgia, com o pico da migrag¢do destas células ocorrendo no 21° dia pos-
operacdo. Estes linfocitos parecem desempenhar um importante papel na hiperalgesia
resultante de constricdo do nervo cidtico, visto que ratos nude, que ndo possuem linfocitos T,
apresentam menor hipersensibilidade térmica e alodinia mecénica, quando comparados a
animais selvagens. Ainda, a transferéncia adotiva de linfocitos Thl a ratos nude resulta no
aumento da hipersensibilidade, compardvel a observada em animais selvagens (Moalem, Xu e
Yu, 2004). De maneira semelhante, a transferéncia adotiva de linfécitos Th1 a camundongos
deficientes para células CD4+ (CD4™") resultou no desenvolvimento de hiperalgesia mecanica
(Cao e Deleo, 2008). Em suma, os dados apresentados no presente trabalho sugerem que os
leucocitos que migram aos GRDs, durante a infeccdo por HSV-1, possuem um importante

papel, assim como demonstrado em diversos modelos de neuropatia.

A possivel participagdo destes leucocitos durante a infeccao herpética ¢ a de produgao
de mediadores inflamatdrios. De fato, trabalhos utilizando modelos de dor neuropética ja
demonstraram essa fun¢do de células inflamatorias durante a hiperalgesia. Neutrofilos e
macrofagos que infiltram os nervos e ganglios apos a injuria neural sdo capazes de produzir
TNF-a e PGE,, dois importantes mediadores da nocicep¢do (Sommer, Schmidt e George,
1998; Witko-Sarsat et al., 2000; Cunha et al., 2008). Nesse sentido, observou-se um aumento
tempo-dependente da expressio do mRNA do TNF-a e COX-2 nos GRDs infectados por
HSV-1. Na avaliagdo temporal, detectou-se um discreto aumento da expressdo de ambos
mediadores no 5° dpi, com o pico ocorrendo no 7° dpi. Interessantemente, este aumento
coincidiu com o padrdo observado para a migragdo de leucdcitos, no qual ha a presenga de um
pequeno infiltrado no 5° dpi, o qual aumenta de maneira significativa no 7° dpi, sugerindo

que, de fato, células inflamatdrias que infiltram os GRDs sdo importantes para a producao do
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TNF-a e COX-2. De fato, a administracdo de fucoidina aos animais infectados resultou na
diminui¢do da expressdo do mRNA destes mediadores nos GRDs infectados, em comparagao

a animais nao tratados.

O TNF-a ¢ a principal citocina pré-inflamatoria, capaz de induzir outras citocinas e
quimiocinas, e tem uma importante participagdo na hiperalgesia. A administracdo desta
citocina no nervo ciatico ou GRDs de animais naive resulta em mudangas fisioldgicas nos
neurdnios, como disparos ectopicos em fibras Ad, AP e C, agindo, portanto, diretamente na
sensibilizacdo de nociceptores (Sorkin et al., 1997). Comportamentalmente, estas mudancas
eletrofisiologicas estdo associadas com a inducdo de hiperalgesia térmica e alodinia mecanica
(Homma, Brull e Zhang, 2002; Murata et al., 2006). Ainda, apos a injlria neural, ha aumento
da expressdo do mRNA desta citocina nos GRDs correspondentes, bem como aumento da
sensibilidade dos neurdnios ao TNF-a exogeno (Sommer, 1999; Schafers et al., 2003). A
importancia da participacdo desta citocina durante a hiperalgesia herpética foi confirmada
com o uso de animais geneticamente deficientes para o receptor do tipo 1 (TNFR1) do TNF-
a, além da interferéncia farmacoldgica na acdo deste mediador através da administracdo de
anticorpo neutralizante para TNF aos animais infectados. Diversos trabalhos sugerem que a
ativagdo do TNFR1, mas ndo do TNFR2 (outro receptor no qual a citocina pode ligar-se) ¢
fundamental para o estabelecimento da hiperalgesia. Em ratos naive, a ativagdo do TNFRI,
mas ndo do TNFR2, induziu hipersensibilidade in vivo, além de disparos ectopicos de
neuronios dos GRDs in vitro (Schafers et al., 2008). Ainda, no modelo de constri¢do cronica
do nervo cidtico, o tratamento epineural de camundongos com anticorpos neutralizantes para
TNFR1 resultou na redug@o na hiperalgesia térmica e alodinia mecanica, comparavel a de
animais tratados com anticorpos neutralizantes para TNF. No entanto, o uso de anticorpos
neutralizantes para TNFR2 ndo teve efeito no comportamento de hipersensibilidade
nociceptiva (Sommer, Schmidt e George, 1998). A interferéncia farmacoldgica na sinalizagao

do TNF-a, através do uso de anticorpos neutralizantes ou antagonistas de receptores, resulta
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na reversdo da hipersensibilidade dolorosa em modelos de injtria neural, mesmo quando o
tratamento ¢ iniciado apos o estabelecimento da hiperalgesia (Bennett, 2000; Lindenlaub et
al., 2000; Watanabe et al., 2011). Portanto, o presente trabalho demonstrou que, apos a
infeccdo cutanea por HSV-1, ocorre a producdo desta citocina nos GRDs de animais

infectados, a qual tem importante participa¢do na geragdo e manutengao da hiperalgesia.

A enzima COX-2 ¢ uma das isoformas de ciclooxigenases, responsaveis pela
conversdo do &cido aracdonico em prostanodides. As prostaglandinas, principalmente as da
série E, sdo capazes de sensibilizar diretamente os nociceptores, desencadeando a
hipernocicepg¢do. A habilidade das prostaglandinas em sensibilizar diretamente os
nociceptores foi observada em humanos e animais, com a utilizacdo de técnicas
eletrofisiologicas e também comportamentais (Ferreira, 1972; Ferreira, Lorenzetti e Correa,
1978). Dentre as prostaglandinas mais importantes no desencadeamento da hipernocicepgao,
destaca-se a PGE,, a qual ¢é capaz de induzir hiperalgesia por agir diretamente nos
nociceptores, diminuindo limiar de excitabilidade necessdrio para ativa-los (Kumazawa,
Mizumura e Koda, 1993). De fato, a administragdo intraplantar de PGE, em ratos e
camundongos, ¢ capaz de induzir a hiperalgesia mecanica (Cunha et al., 2012). O bloqueio da
acdo da enzima, através da administragdo sist€émica de indometacina, ¢ capaz de aliviar a
hiperalgesia mecénica em ratos apos a injlria do nervo ciatico (Syriatowicz et al., 1999). De
maneira semelhante, os resultados deste estudo demonstraram que a administracdo sistémica
de indometacina no 7° dpi resultou em reducdo transiente da hiperalgesia herpética. Em
outros trabalhos, a administracdo sist€émica de diclofenaco, o qual age bloqueando a agdo de
ciclooxigenases, também resultou em reducdo transiente e dose-dependente da hiperalgesia
mecanica herpética (Takasaki, Andoh, Nitta, et al., 2000). Ademais, no presente estudo, a
administracdo intratecal diaria de indometacina resultou na reducdo do comportamento de
hiperalgesia herpética em animais infectados, durante todo o periodo analisado (8 dias pos-

infeccdo). De forma semelhante, Yamamoto e Nozaki-Taguchi (2000) demonstraram que a
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administracdo intratecal de indometacina inibe as respostas de fase 1 e 2 no teste de formalina
em ratos. Resultados idénticos foram obtidos com a administrag¢do intratecal de celecoxibe,
um inibidor seletivo da enzima COX-2 (Nishiyama, 2006). Ainda, a administragdo intratecal
de ketorolac, um inibidor ndo-seletivo de COX, resulta em inibi¢do da resposta ao teste de
formalina (ambas fases) e reduz a ativagdo neural no corno dorsal da medula, ipsilateral a
administracdo intraplantar (Lee e Seo, 2008). Estes resultados em conjunto sugerem, portanto,
que as prostaglandinas sdo capazes de elicitar o comportamento de hiperalgesia quando sao
produzidas no sistema nervoso, a saber GRDs, e sdo crucias para a génese e manutencdo da

hiperalgesia herpética.

Em um processo infeccioso, as respostas inflamatorias sdo iniciadas apds o
reconhecimento do patogeno através de receptores de reconhecimento padrdo, dentre os quais
os receptores do tipo Toll (TLRs). Diversos trabalhos ja demonstraram sua participagdo no
reconhecimento do HSV-1, sendo os mais importantes e estudados no processo os TLRs 2, 3,
4 ¢ 9. A ativagdo de todos estes TLRs, com exce¢do do TLR3, envolvem o recrutamento da
proteina adaptadora MyD88, o qual culmina na ativacdo de NF-«kB e consequente produgdo de
citocinas inflamatérias, como IL-6 e IL-1B, bem como TNF-a (Takeda e Akira, 2004). Neste
sentido, o presente estudo avaliou o papel desta molécula na infec¢do cutanea por HSV-1 e
sua participagdo na hiperalgesia herpética. Para tal, camundongos geneticamente deficientes
para esta proteina foram utilizados e observou-se o atraso no desenvolvimento da hiperalgesia
herpética, em relacdo a animais selvagens. O valor maximo de redu¢do do limiar nociceptivo
mecanico foi semelhante para ambos grupos no 8° dpi. No entanto, em animais selvagens, a
hiperalgesia comega a se desenvolver no 3° dpi, enquanto em animais MyD88"", a redugio
dos limiares nociceptivos mecanicos passa a ocorrer a partir do 6° dpi. Boivin e col (2007)
demonstraram que animais geneticamente deficientes para MyD88 apresentam menor
producdo de IL-1f3 e MCP-1, associada ao menor recrutamento de macréfagos para o local da

lesdo no nervo cidtico e menor comprotimento locomotor. Em relagcdo ao reconhecimento do
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HSV-1, o MyD88 também apresenta um importante papel, visto que animais deficientes para
esta proteina sdo mais suscetiveis a infec¢do intranasal, apresentando maior migragao de virus
ao cérebro, sinais severos de encefalite e maior mortalidade, em comparagdo a animais
selvagens (Mansur et al, 2005). Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem,
portanto, que o MyD88 ¢ importante para a génese da hiperalgesia herpética, mas ndo esta
relacionado a fases tardias da mesma, ou seja, naquelas em que o processo inflamatério €
importante. Visto que o MyD88 ¢ uma proteina adaptadora comum a todas vias de TLRs, com
exce¢cdo do TLR3, objetivou-se avaliar a participacdo destes receptores no desenovlvimento
da hiperalgesia induzida por HSV-1. Os TLRs 2 e 9 sdo os receptores mais estudados no
contexto de infec¢do por HSV-1 e diversos trabalhos verificaram sua participagdo no
reconhecimento viral. Cai e col (2013) demonstraram que a glicoproteina B do HSV-1 ¢
reconhecida pelo TLR2, culminando na ativagdo de NF-kB em uma via dependente de
MyD99/TRAF6 e consequente expressdo de citocinas proé-inflamatorias. Em modelos de
encefalite herpética, o papel do TLR2 ainda ¢ controverso. Alguns trabalhos demonstram que
a auséncia deste receptor ¢ benéfica, resultando em menor mortalidade e danos reduzidos ao
sistema nervoso, devido a menor inflamacao neste local (Kurt-Jones et al., 2004; Wang et al.,
2012). Entretanto, outros sugerem que a expressdo de TLR2, em conjunto com o TLR9, ¢ um
fator de resisténcia ao virus (Bereczky-Veress et al., 2010; Lima et al., 2010). No modelo de
infeccdo cutanea, contatou-se que o desenvolvimento do comportamento hiperalgésico em
animais TLR2” e TLR9”" ocorre de maneira semelhante aos animais selvagens, ou seja, a
deficiéncia destes receptores ndo mimetiza o fendtipo observado pela deficiéncia do MyD8S.
De maneira semelhante, Mansur e col (2005) demonstraram que a auséncia do TLR2 ndo
torna os animais mais suscetiveis a encefalite herpética, conforme observado para animais
deficientes para MyD88. No entanto, a auséncia de receptores TLRs 2 e 9 acarreta em maior
mortalidade dos animais devido a maior susceptibilidade ao virus, bem como menor menor

expressdao de IFN-y e IL-1f no cérebro. Estes trabalhos, assim como os resultados obtidos no
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presente trabalho, sugerem que a ativacdo de multiplos TLRs ocorre durante a infecgdo
herpética, os quais seriam responsaveis pelo recrutamento de MyD88. Além dos TLRs 2 e 9,
o TLR4 também ¢ capaz de recrutar a proteina MyDS88 e elicitar o inicio da resposta
inflamatoria. Em modelos de encefalite herpética, a auséncia deste receptor nao resultou em
mudangas fisiopatologicas dos camundongos infectados, quando comparados a animais
selvagens (Kurt-Jones et al., 2004). No entanto, a infeccdo por HSV-1 induz a expressdo deste
receptor em astrocitos (Villalba et al., 2012). Os resultados deste estudo demonstraram que o
desenvolvimento do comportamento de hiperalgesia em animais TLR4”" foi semelhante ao de
animais selvagens até o 4° dpi. No entanto, a partir deste periodo, a hiperalgesia de animais
deficientes para este receptor foi significativamente menor, em comparacdo a animais
selvagens. Provavelmente a atenuagdo do comportamento de hiperalgesia dos animais TLR4™"
se deva ao importante papel deste receptor durante os estdgios dolorosos. Em modelos de dor
neuropatica e inflamatéria, ¢ detectado o aumento da expressdo do TLR4 em diferentes
regides do sistema nervoso. Em modelos de dor neuropatica, demonstrou-se que animais
TLR4" apresentam hipersensibilidade nociceptiva diminuida, associada a menor ativago
glial, bem como menor produ¢do de citocinas inflamatorias (Tanga, Nutile-Mcmenemy e
Deleo, 2005). Ademais, o TLR4 esta expresso em aproximadamente 40% dos neurdnios em
GRDs, e sua ativagdo culmina no aumento da expressao de IL-1B, TNF-a ¢ COX-2 neste
local. Neste sentido, ¢ provavel que a participagdo do TLR4 na hiperalgesia herpética esteja
relacionada a sua importante funcdo na hipersensibilidade nociceptiva. Por fim, o unico TLR
que nao utiliza a proteina adaptadora MyD88 ¢ o TLR3, o qual age recrutando TRIF.
Experimentos utilizando animais TLR3”" demonstraram que o reconhecimento de RNA fita
dupla viral por este receptor ¢ fundamental para a protecdo contra a encefalite herpética
(Menasria et al., 2013). De maneira semelhante, muta¢des do receptor em humanos estdo

associadas ao maior risco do desenvolvimento de encefalite herpética (Herman et al., 2012).
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No entanto, os resultados obtidos neste estudo demonstraram que este receptor nio ¢

importante para o desenvolvimento da encefalite herpética.

A sinalizagdo da IL-1f, semelhantemente ao ocorrido com os TLRs, envolve a
participagdo do MyD88. Neste sentido, avaliou-se a participagdo desta citocina na
hiperalgesia herpética. Em animais deficientes para o receptor da IL-1, demonstrou-se que o
desenvolvimento do comportamento de hiperalgesia ocorre de maneira semelhante aos
animais selvagens. Diversos trabalhos na literatura sugerem que a IL-1p tem papel
fundamental na protecdo contra a encefalite herpética, pois sua producdo estimula a expressao
de citocinas e quimiocinas no cérebro infectado (Sergerie, Rivest ¢ Boivin, 2007). Em
processos dolorosos, observou-se o aumento da expressdo de IL-1a e IL-1p algumas horas
apos a injuria do nervo (Jander et al., 1998). Ademais, a inje¢do intraplantar ou intratecal de
IL-1p culmina no desenvolvimento de hipersensibilidade dolorosa (Follenfant ez al., 1989;
Sung et al., 2012). No entanto, neste modelo deinfeccdo cutdnea por HSV-1, esta citocina

parece nao desempenhar um papel importante na hiperalgesia.

Além do importante papel da inflamag¢do na hiperalgesia herpética, este estudou
mostrou que células da glia participam na manutencdo da hipersensibilidade dolorosa. Nos
GRDs, as células-satélite da glia (CSGs) permeiam os neurdnios € sustentam a transmissao
sensorial e nocicep¢do através da manutencdo da homeostase metabolica e ionica. Em
modelos de neuropatia e inflamagdo periférica, as CSGs sdo ativadas e proliferam (Lu e
Richardson, 1991). De forma semelhante, demonstrou-se que estas células sdo ativadas no 7°
dpi, e exercem importante papel na hiperalgesia herpética, visto que camundongos infectados
e tratados com fluoricitrato exibiram menor comportamento de hiperalgesia em relagdo a
camundongos ndo tratados. A provavel funcdo destas células no contexto da infeccdo por
HSV-1 ¢ o de produzir mediadores que sensibilizam os neur6énios, como TNF-a e IL-1f, e

neurotrofinas, como NGF e BDNF (Dubovy et al., 2006). Como as CSGs nao sdo permissivas
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a infecg¢@o pelo HSV-1, sdo provavelmente ativadas através da liberag@o de substancias, como

o ATP, por neuronios infectados (Ohara, Tauscher e Lavail, 2001).

Além da hiperalgesia herpética, este estudo caracterizou a neuralgia pos-herpética
(NPH) no modelo de infec¢do cutanea por HSV-1. Em humanos, a NPH ¢ descrita como
persisténcia da dor durante, pelo menos, trés meses apos o desaparecimento das lesdes
caracteristicas do Herpes Zoster. As trés principais caracteristicas da dor neuropatica sao
observadas na NPH, a saber: dor estimulo-independente, alodinia e dores lancinantes
intermitentes, provocadas por estimulo ou estimulo-independentes. Na literatura, ndo hd um
critério estabelecido para determinacdo da NPH murina. Dessa forma, adotou-se o mesmo
critério utilizado na clinica para classificar a NPH, ou seja, para camundongos, a NPH seria o
quadro hiperalgésico que persiste apds o desaparecimento das lesdes zosteriformes (apds o
15° dpi). Os resultados do presente trabalho demonstraram que a lesdo zosteriforme
desaparece em torno do 15° dpi em ambas as linhagens de camundongos (BALB/c e
C57/BL6), corroborando dados prévios da literatura, e que, desta maneira, a NPH seria a
hiperalgesia persistente detectada a partir deste periodo (Sato-Takeda et al., 2006). De fato,
observou-se que o comportamento de hiperalgesia permanente, que caracteriza a NPH,
tornou-se evidente a partir do 20° dpi em camundongos de ambas as linhagens. Alguns
trabalhos publicados consideraram a NPH evidente a partir do 20°, 30° e 35° dpi (Sato-
Takeda et al., 2006; Sasaki et al., 2007; Sasaki et al., 2008). A fim de excluir a possibilidade
de andlise incorreta dos resultados obtidos, nos experimentos de caracterizacdo da NPH

animais que apresentaram hiperalgesia persistente a partir do 40° dpi foram utilizados.

Os resultados deste estudo demonstraram que a hiperalgesia persistente acomete 56%
de camundongos fémeas BALB/c e 48% de fémeas C57BL/6, ndo havendo diferenca
significativa entre a incidéncia de NPH entre animais das duas linhagens. Sato-Takeda e col
(2006) demonstraram que a NPH acomete 35% dos animais fémeas da linhagem BALB/c e

75% de animais C57BL/6, havendo, portanto, uma diferenca significativa no
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desenvolvimento da NPH entre estas linhagens. No entanto, a metodologia para avaliacao
comportamental utilizada neste trabalho difere daquela utilizada neste estudo, e considera,
inclusive, a resposta ao filamento de 1,0g como comportamento de hiperalgesia. Outros
trabalhos posteriores do proprio grupo apresentaram resultados divergentes, visto que ja
foram demonstradas incidéncias de 57% em fémeas C57BL/6 e de 50% em fémeas BALB/c
(Takasaki et al., 2002; Sasaki et al., 2008). Ainda, diversos trabalhos demonstram que
camundongos BALB/c sdo mais suscetiveis a infeccdo por HSV-1, sendo mais propensos a
desenvolver encefalite herpética (Egan et al., 2013). Neste sentido, provavelmente ndo
apresentariam menor incidéncia da NPH, conforme relatado por Sato-Takeda e col (2006), em

comparagdo a camundongos da linhagem C57BL/6.

De maneira inédita, este estudo demonstrou ndo haver diferencas significativas no
desenvolvimento da NPH entre fémeas e machos da mesma linhagem, com 56% de incidéncia
(14 em 25) dos machos e 60% (15 em 25) das fémeas. Diversos estudos demonstraram que
limiares de dor s3o menores em mulheres, bem como em fémeas experimentais (Mensah-
Nyagan et al., 2009). Esterdides femininos e masculinos sdo, sabidamente, fatores essenciais
para a diferenga no comportamento de nocicep¢ao observada entre os géneros, e variagdes nos
niveis de hormonios sexuais, expressdo de receptores € sua a¢cdo no sistema nervoso, foram
correlacionados com o desenvolvimento de dor crdonica (Aloisi, Ceccarelli ¢ Fiorenzani,
2003). De fato, androgénios, particularmente a testosterona, encontrada em maiores
quantidades em machos, é capaz de exercer efeitos analgésicos em humanos e animais
experimentais, enquanto estrogenos podem exercer efeitos analgésicos ou hiperalgésicos,
dependendo das condi¢des (Aloisi, Ceccarelli e Fiorenzani, 2003). Interessantemente,
mulheres sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento da NPH (Jung et al., 2004). No entanto,
no modelo experimental de infeccdo cutdnea por HSV-1, o género ndo foi um fator

importante para o desenvolvimento da NPH.
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Para avaliagdo do isomorfismo farmacologico da NPH murina com a humana,
utilizou-se drogas comumente empregadas para o tratamento da dor neuropatica. Em casos
severos de dor causada pelo Herpes Zoster ou NPH, drogas anticonvulsivantes, como a
gabapentina, antidepressivos triciclicos, como a amtriptilina, e analgésicos opidides, como a
morfina, sdo indicados para o tratamento dos pacientes (Gan, Tian e Tey, 2013). Desta forma,
as trés drogas foram utilizadas para o tratamento de animais que apresentaram NPH. A
administracdo de gabapentina (doses 10 e 50 mg/kg) resultou em reducgdo transiente do
comportamento hiperalgésico em camundongos machos da linhagem C57BL/6 acometidos
pela NPH. Outros trabalhos na literatura demonstraram que, de fato, a administracdo de
gabapentina resulta em reducdo da hiperalgesia no modelo murino da NPH. O tratamento de
camundongos fémeas BALB/c no 35° dpi com a droga (doses 30 e 100 mg/kg) resultou em
reducdo transiente e dose-dependente da hiperalgesia observada na NPH (Takasaki, Andoh,
Shiraki, et al., 2000). Ainda, a gabapentina administrada na dose de 30 mg/kg ¢ capaz de
inibir a alodinia estética e dindmica em camundongos C57BL/6 acometidos pela NPH (Sasaki
et al., 2008). De maneira semelhante, o uso de gabapentina no tratamento da NPH humana
tem se mostrado eficaz para reduzir a dor (Moore et al., 2014). De forma inédita, este estudo
demonstrou que o tratamento com amitriptilina ¢ capaz de reduzir o comportamento de
hiperalgesia persistente, de uma maneira dose-dependente. Kuraishi e col (2004)
demonstraram que o tratamento de camundongos com a droga, do 5° ao 11° dpi, resultou em
reducdo da incidéncia de NPH dentre os camundongos infectados, mas ndo mostrou efeito
quando iniciado durante a NPH murina, ou seja, a partir do 30° dpi. Ainda, Takasaki e col
(2000) nao observaram o efeito analgésico da droga durante a fase aguda da hiperalgesia
herpética, ou seja, no 6° dpi. Entranto, estudos clinicos demonstram a eficécia no uso de
antidepressivos triciclicos, dentre os quais a amitriptilina e nortriptilina, no tratamento da
NPH em humanos (Higa, Shono e Nitahara, 2010). Finalmente, a administragdo de morfina,

nas doses de 3 e 10 mg/kg, ndo foi capaz de reduzir o comportamento de hiperalgesia em
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camundongos acometidos pela NPH. Takasaki e col (2002) demonstraram, de maneira oposta
a observada neste estudo, que a morfina ¢ capaz de reduzir a hiperalgesia e a alodinia durante
a NPH murina (Takasaki et al.,, 2002). No entanto, o tratamento foi efetuado mais
precocemente (25° dpi) e, conforme mencionado anteriormente, a metodologia utilizada para
avaliagdo comportamental difere da usada neste estudo. Outras evidéncias na literatura
sugerem que, de fato, a morfina ndo ¢ eficaz no tratamento da NPH murina. Takasaki e col
(2006) demonstraram que ha reducdo na expressdo de receptores u-opidides no corno dorsal
da medula e GRDs de animais que apresentaram a NPH, enquanto os niveis de expressao
deste receptor estdo inalterados nestes tecidos durante a hiperalgesia herpética, ou seja, na
fase aguda da infec¢do. Cabe ressaltar que os receptores u-opidides medeiam os efeitos da
morfina, sendo responsaveis por efeitos tais como analgesia supraespinal, depressdao
respiratoria, euforia, sedag¢do, diminuicdo da motilidade gastrointestinal, bem como
dependéncia fisica. De acordo com estes dados, a morfina ndo poderia agir em seus receptores
e produzir analgesia durante a NPH murina, em concordancia ao fendmeno observado nos

experimentos realizados neste estudo.

Conforme demonstrado, a inflamac¢ao tem um importante papel durante a hiperalgesia
herpética, entretanto sua participagdo na fase pos-herpética ainda ndo havia sido determinada.
Neste sentido, investigou-se a participacdo da inflamacdo e mediadores na fase tardia da
infeccdo cutanea por HSV-1. Inicialmente, a dexametasona foi utilizada no tratamento de
camundongos acometidos pela NPH, e ndo a redug¢do da hiperalgesia mecanica nao foi
observada. Os efeitos anti-inflamatorios da dexametasona provém da inibicao da expressao de
colagenase e citocinas pro-inflamatorias durante os processos inflamatorios (Firestein, Paine e
Littman, 1991; Barnes e Adcock, 1993; Sibilia, 2003). Desta maneira, o uso terapéutico deste
esteroide ¢ considerado a estratégia mais efetiva no controle da dor inflamatoria (Belvisi e
Hele, 2003). De fato, observou-se que a hiperalgesia herpética ¢ resultado da inflamagdo, e a

dexametasona foi eficaz em reduzir o comportamento de hipersensibilidade nociceptiva. No
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entanto, a auséncia de efeito durante a NPH sugere que células e mediadores inflamatorios
ndo tém participacdo na manutencdo do estado doloroso. A andlise da expressdo dos
mediadores inflamatérios TNF-a ¢ COX-2 nos GRDs revelou que ambos ndo estdo
envolvidos em fases tardias da hiperalgesia no modelo de infeccdo cutdnea por HSV-1.
Ainda, o tratamento de camundongos que apresentaram a NPH com a indometacina ou o
anticorpo neutralizante para TNF nao resultou em reducdo do comportamento de hiperalgesia.
De maneira semelhante, o tratamento de animais acometidos pela NPH com diclofenaco,
capaz de inibir de maneira ndo seletiva a enzima COX, ndo foi capaz de reduzir o
comportamento de hiperalgesia ou a alodinia estatica ou dindmica (Takasaki et al., 2002;
Sasaki et al., 2008). Apesar das evidéncias do envolvimento de COX-2 na geragdo da dor
neuropatica e a eficicia do uso de inibidores de ciclooxigenase no tratamento da dor
inflamatoria, diversos trabalhos demonstraram que, de fato, inibidores de COX sdo ineficazes
no tratamento de dores neuropaticas (Namaka et al., 2004). As prostaglandinas, neste
contexto, seriam importantes para o desenvolvimento, mas ndo manutengdo da dor
neuropatica. De maneira semelhante, o TNF-a seria importante para o desenvolvimento da
dor neuropética, mas a manuten¢do niao dependeria da a¢do deste mediador. Desta forma,
observou-se que camundongos TNFR1” ndo desenvolveram a NPH. Trabalhos na literatura
demonstraram que pacientes sob tratamento com drogas anti-TNF exibem maior risco de
desenvolver o Herpes Zoster (Strangfeld et al., 2009). Entretanto, a incidéncia de NPH entre
os mesmos ¢ significativamente menor, quando comparados a individuos que desenvolveram

o Herpes Zoster mas ndo estdo sob esta terapia (Javed et al., 2011).

O presente trabalho também demonstrou que neutrofilos e macréfagos ndo sdo
encontrados nos GRDs em fases tardias da infeccdo (21 dpi), enquanto a migracdo de
linfocitos T CD4+ e T CD8+ aos GRDs aumenta de maneira tempo-dependente durante a

infeccdo herpética. Diversos trabalhos na literatura demonstraram a importancia destes
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linfocitos na contengdo da infec¢do nos ganglios e inibigdo da reativagdo do HSV-1. No

entanto, a funcdo destas células durante a NPH murina permanece desconhecida.

Finalmente, investigou-se a participagdo das CSGs durante a NPH.
Surpreendentemente, observou-se a ativacdo tempo-dependente destas células em animais
NPH+, com o pico ocorrendo no 50° dpi. A ativacdo persistente destas células ja foi
demonstrada em modelos de dor neuropatica, onde as CSGs sintetizam NGF-f3 durante, pelo
menos, 2 meses apos a injuria neural, o qual promove a sobrevivéncia e diferenciagdo de
neurdnios e, portanto, aumenta as respostas dolorosas (Zhou et al., 1999). Ainda, a ativagao
destas células pode acarretar em anomalias no suporte i6nico de neurdnios. Vit e col (2008)
demonstraram que o silenciamento do canal retificador de potassio Kird.1 em CSGs do
ganglio trigeminal culminou no desenvolvimento de dor espontanea e evocada em ratos naive.
A supressdo deste canal ndo leva somente a disfungdo na homeostase de potassio, como
também reduz a recaptagcdo de glutamato por células gliais (Kucheryavykh et al., 2007). A
importancia destas células durante a NPH foi demonstrada através do tratamento de
camundongos NPH+ com fluorocitrato, onde observou-se a redu¢do do comportamento
hiperalgésico. A ativagdo das CSGs, portanto, contribui para o estabelecimento da

hiperalgesia cronica na NPH murina.



6 Conclusoes
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Com base nos dados apresentados, conclui-se que a manutengdo da hiperalgesia
herpética ¢ dependente da migracdo de leucocitos e consequente producdo de mediadores
inflamatorios nos GRDs infectados. Ainda, em fases tardias da infeccdo (neuralgia pos-
herpética), a ativacdo de células gliais € o processo mais importante para manutengdo da

hiperalgesia.
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ABSTRACT

Herpes Zoster (HZ) is a disease caused by reactivation of latent herpesvirus Varicella Zoster
in the sensory ganglion, characterized by dermal rash and pain. A murine model of HSV-1
infection on the hind paw skin has been used to study HZ, since mice develop HZ-like skin
lesions and pain-related responses. There are no data available about the immune response in
dorsal root ganglion (DRG) of these mice. Thus, the aim of this study was to evaluate cells
and inflammatory mediators present in DRGs and its relationship with hiperalgesia during
HSV-1 cutaneous infection. Mice developed hyperalgesia from 3 to 7 dpi in the ipsilateral
paws. A higher viral load was detected in DRGs L4, L5 and L6 of infected mice at 7 dpi. The
intrathecal treatment of infected mice with dexamethasone resulted in a reduction of
hyperalgesia from 5™ up to 7" dpi . Leukocytes (CD45+ cells) infiltrate infected DRGs only
from 5" dpi, reaching the maximal infiltration at 7" dpi. This infiltrate was composed by
neutrophils, macrophages and CD4+ lymphocytes. The treatment of infected mice with
fucoidin resulted in the reduction of hyperalgesia from 5™ dpi. The mRNA expression of the
inflammatory molecules COX-2 and TNF-o was found to be up regulated from 5™ to 7™ dpi.
Moreover, the pharmacological blockage of COX-2 and TNF-o by treatment with
Indomethacin or Infliximab resulted in the reduction of hyperalgesia. Corroborating these
data, the genetic deficiency of TNF-a receptor type I was associated with the absence of
hyperalgesia in infected mice. The present results show that, during HSV-1 peripheral
infection, there is an intense infiltration of leukocytes at the DRGs, composed by
inflammatory cells (macrophages and neutrophils). These cells seem to be important to
maintenance of late stages of HSV-1 induced hyperalgesia. Moreover, the increase of
inflammatory mediators in the infected DRGs, such as TNF-a and prostaglandins, also

contributes to development and maintenance of murine herpetic hyperalgesia.

Keywords: HSV-1; hyperalgesia; TNF-a; COX-2; leukocyte
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INTRODUCTION

Herpes zoster is caused by reactivation of dormant Varicella Zoster Virus in the sensory
ganglia and usually accompanied by acute herpetic pain (Weller, 1983; Straus et al., 1988).
The viruses replicate in the ganglion and move antidromically along primary afferents to the
skin (Watson et al., 1991), which results in a vesicopapular eruption in the corresponding
cutaneous dermatome (Loeser, 1986). The pain of herpes zoster is typically described as
continuous aching and burning and often superimposed by allodynia, such as severe
lancinating pain that is precipitated by touching or moving the involved area (Loeser, 1986;
Portenoy, Duma e Foley, 1986; Nurmikko, Rasanen e Hakkinen, 1990). Early treatment with
antiherpetic agents, such as acyclovir and vidarabine, shortens the duration of skin lesions and
complications related to herpes zoster (Gnann, 1994). In addition, although nonsteroidal anti-
inflammatory drugs such as diclofenac, antidepressants such as amitriptyline and sympathetic
nerve block are used for the management of herpetic pain, these treatments do not always
relieve severe pain (Loeser, 1986; Dworkin e Portenoy, 1996). The underlying
pathophysiological mechanisms of spontaneous and evoked pain in herpes zoster are not well
under understood. However, because of species specificity of Varicella Zoster Virus, there
are no animal models that correspond to human herpes zoster and herpetic pain (Straus et al.,
1988).

Herpes simplex virus type-1 (HSV-1) is a neurotropic virus and becomes latent in the sensory
ganglia after infection. Like Varicella Zoster Virus, HSV-1 invades the peripheral terminals
of sensory neurons, reaching sensory ganglia via axonal transport. Because of low species
specificity, HSV-1 can infect mice, rat, guinea pigs and rabbits as well as humans (Schaeffer
et al., 1978; Collins e Oliver, 1982; Simmons ¢ Nash, 1984; Andoh et al., 1995).When the
skin of the hind paw of mice was inoculated with HSV-1, the development of zosteriform skin
lesions was observed. Also, HSV-1 cutaneous infection induces tactile allodynia and
mechanical hyperalgesia since day 5 post-infection (Takasaki, Andoh, Shiraki, et al., 2000).
The treatment of infected mice with drugs commonly used in herpes zoster, such as
gabapentine, diclofenac, morphine and amytriptline, reduces the hyperalgesic behaviour
(Takasaki, Andoh, Nitta, et al., 2000). Several studies showed that, during HSV-1 cutaneous
infection, an inflammatory response is observed in the skin. Moreover, during HSV-1 ocular
or vaginal infection, the migration of leukocytes to sensory ganglion occurs, which are
responsible for production of inflammatory mediators at this site (Egan et al, 2013).
However, there are no data available about the immune response in dorsal root ganglion

(DRG) of mice infected with HSV-1 in this model. Thus, in the present study, we evaluated
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the inflammatory response in infected dorsal root ganglion and its relationship with herpetic

hyperalgesia development.

MATERIAL AND METHODS

Animals

The experiments were performed in C57BL/6 wild type (WT) male mice (20- 25 g) and
TNFRI1 deficient mice (TNFR1 KO). All animals were housed in the animal care facility of
the Ribeirao Preto Medical School - University of Sao Paulo. The animals were taken to the
testing room at least 1 h before the experiments and were used only once. Food and water
were available ad libitum. The animal care and handling procedures were in accordance with
the International Association for the Study of Pain guidelines for those animals used in pain
research, which were approved by the Committee for Ethics in Animal Research of the

Medical School of Ribeirao Preto-University of Sao Paulo.

HSV-1 infection

Mice were anaesthetized with ketamine/xylazine (100 mg/kg and 20 mg/kg, respectively,
i.p.), and then the midflank and right foot were clipped and depilated with a chemical
depilatory, Veet Hair Remover (Reckitt Benckiser, Co., Ltd., Sao Paulo, Brazil). Three days
later, HSV-1 (2 x 10° plaque-forming units in 20 ul) was inoculated on the shin of the right
hind paw (5 x 5 mm) after scarification with sandpaper. The virus was applied directly to the

scarified area. The contralateral hind paw was without inoculation.

Nociceptive Test

The mechanical nociceptive threshold was tested in mice as previously reported (Cunha et al.,
2004). Briefly, mice were placed in acrylic cages (12 x 10 x 17 cm) with wire grid floors 15-
30 min before the start of testing. In these experiments, a serie of von Frey filaments
(Stoelting, Chicago, IL, USA) with logarithmically increasing stiffness (-2.35 to 2.65 log of
force, g) were applied perpendicularly to one of the five distal footpads with a gradual
increase in pressure. The tests consisted of poking the hindpaw to provoke a flexion reflex
followed by a clear flinch response after paw withdrawal. Each von Frey filament was applied
for approximately 3-4 s to induce the endpoint reflex. The weakest filament able to elicit a

response was considered to be the mechanical threshold (g).
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Drugs

The following drugs were obtained from the sources indicated. Dexamethasone, Fucoidan and
Indomethacin were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Morphine
and lidocaine were purchased from Cristalia Pharmaceuticals Co. (Itapira, Sao Paulo, Brazil).

Infliximab was purchased from Schering-Plough Pharmaceuticals (Kenilworth, New Jersey,

USA).

Viral load quantification

The absolute quantification of viral load was performed by real-time PCR. Briefly, at 7 days
post infection, infected mice were anesthetized and euthanized by exsanguination, followed
by perfusion with PBS. The dorsal root ganglia L2, L3, L4, L5 and L6, ipsilateral to the
infection, as well as spinal cord and contralateral dorsal root ganglia, were removed and
homogenized in sterile water. The DNA extraction was performed with a commercial kit
(Qiagen, Hilden, Germany), and the viral load was determined by absolute quantification
using as reference a plasmid standard curve containing the polymerase gene of HSV-1. Real-
time PCR was performed using primers specific for the HSV-1 polymerase gene. Reactions
were conducted on the ABI Prism 7500 Sequence Detection System using the SYBR-green
fluorescence system (Applied Biosystems, Warrington, UK). Primer pair for HSV-1
polymerase gene was as follow:

Fwd: 5'-GCTCGAGTGCGAAAAAACGTTC-3'

Rev: 5'-TGCGGTTGATAAACGCGCAGT-3'

RNA extraction and Real-Time PCR

At 7 days post infection, infected mice were anesthetized and euthanized by exsanguination,
followed by perfusion with PBS. The dorsal root ganglia L4, LS and L6, ipsilateral to the
infection, were collected and analyzed as a pool. The samples were homogenised in 1 mL of
TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) and total RNA was extracted following the manufacturer's
instructions. The purity of total RNA was measured with a spectrophotometer and the
wavelength absorption ratio (260/280 nm) was between 1.8 and 2.0 for all preparations.
Reverse transcription of total RNA to cDNA was carried out with a reverse transcription
reaction (Superscript II, Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Real-time PCR
was performed using primers specific for the mouse genes 7nf and Ptgs2, and for the mouse
housekeeping gene Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Gapdh). Reactions were
conducted on the ABI Prism 7500 Sequence Detection System using the SYBR-green
fluorescence system (Applied Biosystems, Warrington, UK). The data were analysed with the
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27 method as described previously and expressed relative to samples collected in the naive

group of animals. Primer pairs for mouse Gapdh, Tnf and Ptgs2 were as follows:
Tnf fwd: 5'- TGTGCTCAGAGCTTTCAACAA -3'

Tnfrev: 5'- CTTGATGGTGGTGCATGAGA -3'

Ptgs2 fwd: 5'- GTGGAAAAACCTCGTCCAGA - 3'

Ptgs rev: 5'- GCTCGGCTTCCAGTATTGAG - 3'

Gapdh fwd: 5'- CATCTTCTTGTGCAGTGCCA-3’

Gapdh rev:5’- CGGCCAAATCCGTTCAC-3’

Flow cytometry analysis

DRGs L4, L5 and L6 were collected from infected mice and analyzed as a pool. DRGs were
prepared as single-cell suspensions according to standard protocols, Cells were suspended and
incubated for 30 min at 4 °C in PBS containing 2% BSA and FcgRI block mAb
(CD16/CD32) to avoid nonspecific background staining. The following monoclonal
antibodies (BD Biosciences, New Jersey, USA) were used for staining: CD45 APC, Ly6-
G/Gr-1 PE, F4/80 APC, CD4 APC, CDS8 PE. Flow cytometry was performed in a FACS
CANTO TM instrument (Becton Dickinson, New Jersey, USA) and analyzed with FlowJo
software (TreeStar, Ashland, USA).

Western blot analysis

DRGs were collected and homogenized in a lysis buffer containing a mixture of protease
inhibitors and phosphatase inhibitors (Sigma). The protein concentrations of the lysate were
determined using a BCA Protein Assay kit (Pierce, Rockford, IL), and 30 pg of protein was
loaded for each lane. Protein samples were separated on a SDS-PAGE gel (10% gradient gel;
Bio-Rad, Hercules, CA) and transferred to nitrocellulose membranes (Amersham Pharmacia
Biotech, Little Chalfont, UK). The filters were blocked with 5% dry Milk and incubated
overnight at 4°C with a primary antibody, COX-2 (1:500; Abcam, Cambridge, UK), for 1 h at
room temperature (RT) with an HRP-conjugated secondary antibody (1:20000; Jackson
ImmunoResearch, PA, USA). The blots were visualized in an ECL solution (Amersham
Pharmacia Biotech) for 2 min and exposed to film (Hyperfilm, Amersham Pharmacia

Biotech) for 1-30 min.

Data analyses and statistics
All results are presented as the means + S.E.M. The experiments were repeated at least twice.

A two-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare the groups and doses at all
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times curves when the hypernociceptive responses were measured at different times after
treatment. The factors analyzed were treatments, time and time by treatment interaction. P <

0.05 was considered as significant.

RESULTS

Characterization of herpetic hyperalgesia in mice

In the first set of experiments, we analyzed the pattern of hyperalgesia and lesions
development in infected mice. C57BL/6 mice developed herpetic hyperalgesia (significant
reduction in the nociceptive mechanical threshold) from day 3 post-infection (dpi) in the
ipsilateral paws. The reduction of the nociceptive mechanical threshold progressed until 7 dpi
(Figure 1A). In the contralateral paws to infection, no reduction of the nociceptive mechanical
threshold was observed, ie the hyperalgesia is dependent of infection in the corresponding
neurodermatome. In 40% of the animals, the development of acute hyperalgesia is
accompanied by the appearance of zosteriform lesions on the 5th dpi, which become
accentuated until 8 dpi (Figure 1B). To test the effect of analgesic or anesthetic drugs in
herpetic hyperalgesia, C57BL / 6 infected mice (7 dpi) were treated with drugs morphine and
lidocaine. Morphine is an opioid analgesic that acts by activating opioid receptors, which are
important in the regulation of nociceptive transmission. The proposed mechanism of action
for lidocaine is via non-selective block of Na+ channels on sensory afferents at the site of
aplicaton, resulting in reduced ectopic dischargeand reduced sinal propagation. Treatment of
infected animals with morphine (1 and 5 mg / kg) and lidocaine (20 ng/10 ul / paw) resulted
in a significant reduction of hyperalgesic behavior when compared to animals of the vehicle
group (Figures 1C and D). The analgesic action of morphine is dose dependent, as the
decrease of hyperalgesia observed in mice that received a dose of 5 mg / kg was more durable
when compared to animals that received treatment with the dose of 1mg/kg. Such reductions
observed for morphine (both doses) and lidocaine are transient and no longer observed 24 h
after treatment. Finally, we determined the viral load in infected DRGs. In C57BL / 6 mice,
the presence of virus copies was observed in all examined dorsal root ganglion (L2 to L6) and
spinal cord. However, the largest amount of virus copies was observed in the ganglia L4, L5

and L6 (Figure 1E).

Leukocyte infiltration during acute HSV-1 infection
Data in the literature suggest that phagocytes that infiltrate the DRGs plays an important role
in the genesis of hyperalgesia in models of neuropathic pain (Calvo, Dawes e Bennett, 2012).

Moreover, in murine models of ocular herpes, there is an intense infiltration of inflammatory
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cells during infection in the trigeminal ganglia (Egan et al., 2013). Therefore, these data
suggest that immune cells (neutrophils, macrophages and T lymphocytes) may play an
important role in the development of herpetic hyperalgesia by nociceptive mediators
production in DRGs.

To characterize the temporal profile of the inflammatory cell infiltrate present in DRGs and
spinal cord of infected animals, we performed flow cytometry experiments. The L4, L5 and
L6 DRGs were collected on days 3, 5 and 7 post-infection. The presence of leukocytes (CD45
+ cells) was not observed in DRGs from infected animals in the early phase of herpetic
hyperalgesia (3 dpi). However, we observed the presence of an infiltrate of CD45 + cells at
this site from 5 dpi, which becomes intense at 7 dpi (Figure 2A and B), suggesting that the
inflammatory response becomes important in these tissues from S5dpi. Therefore, the
migration of immune cells to the DRGs occurs at a later stage of infection. Interestingly, no
significant infiltration of immune cells (CD45 +) was observed in the spinal cord at 7dpi,
suggesting that at this time, the DRGs, and not the spinal cord, are the primary site of
infection and maintenance of herpetic hyperalgesia (Figures 2C and D). Moreover, we
observed that the leukocyte infiltrate in DRGS at 7 dpi was composed mainly by macrophage
and neutrophils (Figures 2E and F). At this time point, T CD4+ lymphocyte was also present
in DRGs, but T CD8+ lymphocytes were not detected (Figures 2G and H).

The inflammation in DRGs is important for herpetic hyperalgesia maintenance

Steroidal anti-inflammatory drugs are used in therapy of herpes zoster in order to reduce skin
lesions during the acute phase, since they are aggravated by the action of immune cells which
act close to the epithelial cells containing the virus (Whitley et al., 1996). However, it is not
certain whether this herpetic hyperalgesia is also related to the inflammatory response in
infected ganglia and spinal cord, or nociception is due to the direct action of the virus, which
leads to neuronal dysfunction. In order to evaluate whether the inflammation plays a major
role in the development of herpetic hyperalgesia, we used a pharmacological approach to
determine the role of inflammation in the spinal cord and DRGs in the genesis and
maintenance of herpetic hyperalgesia.

For this, animal infected with HSV-1 were treated daily from 2 dpi (the first day before the
development of herpetic hyperalgesia) intrathecally with dexamethasone (5ug/5ul/mice). It is
noteworthy that none of the animals treated with intrathecal dexamethasone, or saline 0.9%,
showed locomotor or nociceptive impairment, demonstrating that the technique does not

cause functional changes in the animal.
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To assess whether the observed effects were not a result of drug passage to the systemic
circulation, infected animals were treated with the same quantity of the drug (Sug/mice,
corresponding to the dose of 0.25mg/Kg) daily, intraperitoneally . However, this treatment did
not reduce herpetic hyperalgesia, just as observed for intrathecal treatment (Figure 3A). It
should be emphasized that this is a low dose of dexamethasone, which does not have anti-
inflammatory effects when administered systemically.

It was observed that the intrathecal treatment was unable to prevent the onset of the
hypersensitivity. However, from 5 dpi, the animals treated with intrathecal dexamethasone
showed an increase in nociceptive mechanical threshold values, which progressed to 7 dpi.
However, in animals undergoing intraperitoneal treatment with the same quantity of drug, no
increase in nociceptive mechanical threshold values was observed. This suggests that: 1 - the
genesis of herpetic hypernociception is not dependent of an inflammatory process in DRGs /
spinal cord; 2 - the inflammatory response in these tissues becomes important to herpetic
hyperalgesia maintenance after 5dpi. By flow cytometry, we also observed the reduction of
leukocyte (CD45+) migration to DRGs, at 7 dpi, in mice treated with dexamethasone
intrathecally (Figures 3B and C).

To further confirm the role of inflammation during acute herpetic hyperalgesia, infected mice
were treated with fucoidan (20 mg/kg, intravenous), a homopolymer of sulfated L-fucose,
which acts as an inhibitor of L-selectin. The drug acts by blocking the rolling process in the
vascular endothelium, which is crucial in the process of leukocyte extravasation to
inflammated sites (Shimaoka et al., 1996). Thus, fucoidin is a potent inhibitor of leukocyte
migration. Treated animals present the beginning of hyperalgesic behavior on the 3rd dpi,
similar to mice from vehicle group, which lasted until the 5th dpi. However, at this time point,
we observed a significant decrease of hyperalgesia until 9 dpi (Figure 3D). The effectiveness
of fucoidin in inhibiting the recruitment of immune cells to DRGs was further confirmed by
flow cytometry at 7dpi (Figure 3E and F). Therefore, infiltration of immune cells in the DRGs

is important in herpetic hyperalgesia maintenance, but not for its genesis.

Prostagladins are related to the genesis and maintenance of herpetic hyperalgesia

The viral infection results in the production of inflammatory mediators in sites where the
virus is present, many of which can have nociceptive properties by modulating neuronal
activation, such as prostaglandin E2 (PGE,). Also, after infection with HSV-1, synthesis of
PGE, is increased, contributing to the neuronal sensitization and decrease of nociceptors
thresholds activation (Kumazawa, Mizumura e Koda, 1994; Ben-Hur ef al., 1996; Syriatowicz

et al., 1999). In this context, the DRGs infection by HSV-1 could result in the production of
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these inflammatory mediators, which contribute to the development and / or maintenance of
hyperalgesia. To study the role of PGE; in herpetic hyperalgesia, we initially evaluated the
expression of cyclooxygenase type 2 (COX-2 or prostaglandin endoperoxidase synthase type
2, Ptgs2) mRNA, which is the key enzyme in the synthesis of PGE,. The reaction of real-time
PCR was performed as described above using primers specific to the murine Pzgs2. In the
course of HSV-1 infection, it is possible to observe an increase in the levels of Prgs?2
expression from 5 dpi in infected DRGs, with peak expression occurring at 7 dpi (Fig. 4A).
Confirming the findings of mRNA expression, we observed, by Western blot, an intense
production of COX-2 in infected DRGs at 7 dpi, when compared to DRGs of naive animals
(Figure 4B). Moreover, it was possible to observe a reduction in the expression of Pzgs2 in
DRGs of infected animals treated with fucoidan (20 mg / kg), when compared to non-treated
or naive animals (Figure 4C). Therefore, the leukocytes that migrate to the DRGs are
important for the production of PGE; in this site.

To evaluate the role of PGE; production in the DRGs during herpetic hyperalgesia, infected
mice were intrathecally treated, from 2nd dpi until 7 dpi, with indomethacin, a non-steroidal
anti-inflammatory that acts as an enzyme inhibitor of COX-2 and, therefore, the synthesis of
PGE; (10ug/5ul/mice). Mice treated with vehicle (untreated) developed the hyperalgesic
behavior from the 3rd dpi, which persisted during the analysis period. The comparison
between treated and vehicle groups revealed that from 5 dpi, the blockage of PGE, production
in DRGs resulted in inhibition of herpetic hyperalgesia (Figure 4D). Similarly, intrathecal
(10ug/5ul/mice) or intraperitoneal (5 mg/kg) treatment at 7 dpi, with a single dose of the drug,
resulted in a transient reduction in herpetic hyperalgesia (Figure 4E). These results
demonstrate that PGE,/COX-2 pathway plays an important role in the genesis and

maintenance of herpetic hyperalgesia.

TNF-a is essential to the development and maintenance of herpetic hyperalgesia

TNF-a is an important mediator involved in inflammatory pain. In models of neuropathic
pain, the treatment with selective inhibitors of this cytokine is able to reduce the hiperalgesic
behavior of animals, when compared to untreated mice (Uceyler, Tscharke e Sommer, 2007).
Moreover, this cytokine is also able to directly sensitize neurons, facilitating synaptic
transmission, and, therefore, the algesic response (Sorkin et al., 1997).

To study the role of TNF-a in the herpetic hyperalgesia model, we initially evaluated the
temporal expression of 7nf mRNA in ipsilateral DRGs and spinal cord from previously
infected animals. We observed a slight increase in the relative expression of 7nf in infected

DRGs from 5 dpi, with the peak of expression occurring at 7 dpi (Figure 5A). Moreover, it
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was possible to observe a reduction in the expression of 7nf in DRGs of infected animals
treated with fucoidan (20 mg / kg), when compared to non-treated or naive animals (Figure
4B), suggesting that, similarly to COX-2/PGE,, leukocytes that migrate to the DRGs are
important for the production of this cytokine in DRGs.

To assess the role of this cytokine in the herpetic hyperalgesia, genetically deficient TNF
receptor 1-a (TNFR1 KO) or C57BL / 6 (Wild Type - WT) mice were infected, as previously
described. It was observed that the TNFR1-/- mice did not developed herpetic hyperalgesia,
when compared to WT mice (Figure 5C). In addition, infected mice were treated intrathecally
with neutralizing anti-TNF-a, able to bind to soluble and membrane TNF-o and neutralize
their action, (1ug/5ul/mice). The comparison between treated and vehicle groups showed that
TNF-a blockage resulted in significant reduction of the herpetic hyperalgesia (Figure 4D).
This suggests that activation of TNF-a receptor is important in the generation and

maintenance of hyperalgesia herpetic.

Discussion

Takasaki et al (2000) demonstrated that HSV-1 cutaneous infection results in the development
of hyperalgesia, similar to what occurs in human Herpes Zoster (HZ) (Takasaki, Andoh,
Shiraki, et al., 2000). Using this methodology we characterized the model of murine herpetic
hyperalgesia evaluating the role of inflammation in periphery and central nervous system in
nociceptive behavior development. We found that inflammation in dorsal root ganglions,
namely leucocyte infiltration and cytokine production, are important to maintenance of acute
herpetic hyperalgesia.

We observed the onset of behavioral hyperalgesia in C57BL / 6 mice at 3 dpi. We also
detected a higher viral load at DRGs L4, L5 and L6, an unpublished data in literature, since
the work of Takasaki and col assesses the viral load only in L4 and L5 DRGs, and also uses
conventional low sensitivity and semi-quantitative PCR technique. In the acute phase of
infection, mice treated with morphine at doses of 1 and 5 mg / kg showed reduction of
hyperalgesic behavior in a transient manner, as previously demonstrated(Takasaki, Andoh,
Nitta, et al., 2000). However, we demonstrate that local use of lidocaine mitigates the
hyperalgesic behavior observed in HSV-1 cutaneous infection. Lidocaine is an anesthetic that
acts by blockage of non-selective Na+ channels on sensory afferents at the site of aplicaton,
and topical patches containing 5% of the drug is approved for postherpetic neuralgia (PHN)
treatment in United States and Europe. Lidocaine promotes pain relief and reduces allodynia
in patients with PHN (Sawynok, 2014). Our data suggests that this drug is also effective

during herpetic neuralgia, ie, the acute phase of infection, which correspond to human HZ.
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Regarding the inflammatory response resulting from infection by HSV-1, there is no data in
literature about the participation of inflammatory cells in the response against the virus in the
nervous system. In cutaneous HSV-1 infection, the early response against the virus causes a
local inflammation, with leukocytes migration, such as lymphocytes, macrophages and
dendritic cells in the skin (Egan et al., 2013). The production of inflammatory mediators by
these cells might contribute to the development of hyperalgesia of the infected footpad.
However, as we demonstrated, HSV-1 reaches the DRGs after skin infection, and, therefore,
initiates an inflammatory response also in this site. In other models of HSV-1 infection, the
migration of leukocytes to infected ganglia is already known. The only study that addresses
the migration of these cells to DRGs, in the cutaneous infection model, demonstrates the
presence of CD3 + cells in L4 infected DRG, however the function of these cells was not
evaluated (Sasaki et al., 2008).

The present study was the first to elucidate the involvement of leukocyte migration in
herpetic hyperalgesia. Through pharmacological approach, we demonstrated that the
inflammation in DRGs is important for the maintenance of herpetic hyperalgesia, but not its
origin, and that leukocyte migration to ganglia occurs ate late stages (from 5 dpi).
Additionally, we investigated which cell types migrate to DRGs in the acute phase of
infection (7 dpi), and observed that the leukocyte infiltrate is composed mainly by neutrophils
and macrophages, and a small population of CD4 + T lymphocytes. Similarly, in ocular HSV-
1 infection, the migration of CD11b + (neutrophils and macrophages), F4/80 + (macrophages)
and Gr-1 + (neutrophils) cells to trigeminal ganglia occurs during the acute phase of infection
(3 - 7 dpi), while the presence of lymphocytes (CD4 + and CD8 +) is only detected at late
stages (from 10 dpi) (Shimeld et al., 1995) . The administration of fucoidin to infected
animals, as well as local treatment with dexamethasone, resulted in the reduction of
hyperalgesia only from 5 dpi, corresponding to the beginning of the leukocyte migration to
DRGs, corroborating the hypothesis that these cells are important for maintenance of
hypersensitivity in this model.

Studies using models of neuropathic pain have demonstrated the possible participation of
these inflammatory cells that infiltrates DRGs in the maintenance of pain conditions. Perkins
and Tracey (2000) demonstrated that treatment of rats with anti-neutrophil antibody results in
decreased hyperalgesia in sciatice nerve ligation model (Perkins e Tracey, 2000).
Furthermore, it was demonstrated that these cells are able to infiltrate the ipsilateral DRGs on
the seventh day after CCI (Morin et al., 2007). The potential contribution of neutrophils in
hyperalgesia is related to its ability to activate satellite glial cells, as well to cause

hyperexcitability and death of neurons of DRGs (Shaw et al., 2008). Thers is also evidence of
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the participation of macrophages in hyperalgesia, due the fact that these cells are resident in
nerves and DRGs and participates in the Wallerian degeneration process (Kiefer et al., 2001).
The depletion of macrophages by clodronate administration reduces the degeneration of
myelinated and unmyelinated fibers, as well as the behavior of thermal hyperalgesia in rats
(Liu, Van Rooijen e Tracey, 2000). One week after sciatic nerve injury, it is possible to
observe an infiltration of these cells in the corresponding DRGs, similar to what we observed
in the present study (Hu e Mclachlan, 2002; 2003).

Some studies using models of neuropathy also suggest the involvement of CD4 + T
lymphocytes in hyperalgesia. Initially, T lymphocytes were identified on the site of nerve
injury in three models of neuropathic pain (Cui et al., 2000). Similar to results obtained in our
work, the lymphocytic infiltrate is detected from the seventh day post-operation, with the
peak of migration occurring in 21 days post-operation. These lymphocytes appear to play a
major role in the hyperalgesia, as nude animals, which lack T lymphocytes, present less
thermal hyperalgesia and mechanical allodynia, when compared to wild animals. Moreover,
adoptive transfer of Thl lymphocytes to nude mice results in increased hypersensitivity,
comparable to that observed in wild type animals (Moalem, Xu e Yu, 2004). Similarly,
adoptive transfer of lymphocytes in Thl CD4+ deficient mice, reversed the reduction of
mechanical hyperalgesia previously observed (Cao e Deleo, 2008). Therefore, leukocytes that
migrate to ganglia during HSV-1 infection would also have important role, as demonstrated in
various models of neuropathy. Our data demonstrate that, in fact, these leukocytes that
infiltrate the nervous system plays an important role in herpetic hyperlagesia.

The possible role of these leukocytes during herpetic infection is the production of
inflammatory mediators. In fact, studies using models of neuropathic pain have demonstrated
the function of inflammatory cells during hyperalgesia. Neutrophils and macrophages
infiltrating the nerves and ganglia following nerve injury are capable of producing TNF-a and
PGE,, two important mediators of nociception(Sommer, Schmidt e George, 1998; Witko-
Sarsat et al., 2000; Cunha et al., 2008). Accordingly, we see a time-dependent increase in the
expression of TNF-a and COX-2 mRNA in infected DRGs. We detected a slight increase in
expression of both mediators at 5 dpi, with the peak occurring at 7 dpi. Interestingly, this
coincided with the pattern observed for leukocyte migration, suggesting that, in fact,
inflammatory cells infiltrating the DRGs are important to TNF-a and COX-2 production.
Indeed, administration of fucoidin to infected animals resulted in decreased mRNA
expression of these mediators in infected DRGs, compared to untreated animals.

COX-2 is one of cyclooxygenase isoforms, responsible for conversion of arachidonic acid

into prostanoids. Prostaglandins, especially the E series, are able to directly sensitize



154

nociceptors triggering hypernociception. The ability of prostaglandins to directly sensitize
nociceptors has been observed in humans and animals, with the use of electrophysiological
and behavioral techniques (Ferreira, 1972; Ferreira, Lorenzetti e Correa, 1978). Among the
most important prostaglandins in triggering hypernociception, there is PGE,, which is able to
induce hyperalgesia by acting directly on nociceptors, decreasing threshold necessary for its
activation (Kumazawa, Mizumura e Koda, 1994). Indeed, intraplantar administration of PGE,
in rats and mice is able to induce mechanical hyperalgesia (Cunha et al., 2012). The blockage
of COX-2, by systemic administration of indomethacin, results in mechanical hyperalgesia
relief in rats after injury of the sciatic nerve (Syriatowicz et al., 1999). Similarly, we found
that systemic administration of indomethacin at 7 dpi resulted in transient reduction of
herpetic hyperalgesia. In the model of cutaneous infection with HSV-1, systemic
administration of diclofenac, which works by blocking the action of cyclooxygenases, also
resulted in transient reduction of mechanical hyperalgesia in a dose-dependent manner
(Takasaki, Andoh, Nitta, et al., 2000). In several studies, it was demonstrated that the vast
majority of cells that produce COX-2 is present in close proximity to the damaged nerve
regions, with a consequent increase in the levels of PGE, at this site (Ma e Eisenach, 2003;
Schafers et al., 2004). However, we demonstrated that intrathecal indomethacin
administration results in decreased hyperalgesia of infected animals throughout the study
period (8 days post infection). Similarly, Yamamoto and Nozaki-Taguchi demonstrated that
intrathecal administration of indomethacin inhibit phase 1 and 2 responses in the formalin test
(Yamamoto e Nozaki-Taguchi, 2002). Identical results were obtained with the intrathecal
administration of celecoxib, a selective inhibitor of COX-2 (Nishiyama, 2006). Furthermore,
the intrathecal administration of ketorolac, a non-selective COX inhibitor, results in inhibition
of response to formalin test (both stages), and also reduces the neural activation in the dorsal
horn of the spinal cord ipsilateral to the intraplantar formalin administration (Lee e Seo,
2008). Therefore, these results demonstrate that prostaglandins produced in the nervous sytem
are able to elicit hyperalgesia.

TNF-a is a major pro-inflammatory cytokine, capable of inducing other cytokines and
chemokines, and plays an important role in the hyperalgesia. The administration of this
cytokine in the sciatic nerve and DRGs of naive animals results in physiological changes in
neurons, such as ectopic firing in Ad fibers, AP and C, thus acting directly on the sensitization
of nociceptors (Sorkin et al., 1997). Behaviorally, these electrophysiological changes are
associated with the induction of thermal hyperalgesia and mechanical allodynia (Homma,
Brull e Zhang, 2002; Murata et al., 2006). After neural injury, an increase in TNF-a mRNA

expression is detected in the corresponding DRGs (Sommer, Schmidt e George, 1998;
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Schafers et al., 2003). The importance of this cytokine involvement in herpetic hyperalgesia
was confirmed by using animals genetically deficient for type 1 receptor of TNF (TNFR1
KO), and by the pharmacological intervention through the administration of infliximab to
infected animals. Several studies suggest that activation of TNFR1, but not TNFR2, is crucial
to the establishment of hyperalgesia. In naive rats, activation of TNFR1, but not TNFR2
induced hypersensitivity in vivo and ectopic firing of neurons of DRGs in vitro (Schafers et
al., 2008). Furthermore, in the CCI model, the epineural treatment of mice with neutralizing
antibodies to TNFRI1 resulted in the reduction of thermal hyperalgesia and mechanical
allodynia, when compared to animals treated with anti-TNF and anti-TNFR2 (Sommer,
Schmidt e George, 1998). The pharmacological interference with TNF-a signaling, through
the use of neutralizing antibodies and receptor antagonists, result in the reversal of pain
hypersensitivity in models of neuronal injury, even when treatment is started after the
establishment of hyperalgesia (Bennett, 2000; Lindenlaub et al., 2000). Therefore, as shown
in other HSV-1 models of infection, in cutaneous infection, this cytokine production is
detected in DRGs and spinal cord of mice, which plays an important role in genesis and
maintenance of hyperalgesia.

In conclusion, our data shows that, during cutaneous HSV-1 infection, the inflammatory
response in DRGs is essential to maintenance of herpetic hyperalgesia. Moreover, our results
indicates that leukocytes that infiltrates DRGs are responsible for TNF-a and prostaglandins

production, which are related to the development of hyperalgesia.
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Figure 1. Characterization of herpetic hyperalgesia in mice. Mice were inoculated with
HSV-1 (2 x 10° plaque-forming units) on the shin of the right hind paw. (a) Values of
mechanical nociceptive thresholds of infected C57BL/6 mice at 7 dpi. (b) Representative
picture of skin zosteriform lesion at 7 dpi. (c¢) Viral load of L2, L3, L4, L5 nad L6 dorsal root
ganglion of infected mice at 7 dpi. (d) Infected C57BL/6 mice were treated with lidocaine
(20 ng, subcutaneous) or morphine (5 mg/kg, intraperitoneal) at 7 dpi. Values of mechanical

nociceptive thresholds before and 30 minutes after treatment. * p<0,05; ***p<0,001.
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Figure 2. Leukocyte infiltration during acute HSV-1 infection. Mice were inoculated with
HSV-1 (2 x 10’ plaque-forming units) on the shin of the right hind paw. At 3,5 and 7 dpi,
DRGs L4, L5 and L6 and spinal cord were collected, and flow citometry was performed. (a)
Leukocyte (CD45+) infiltration in DRGs. (b) Representative dotplot of leukocyte infiltration
in DRGs. (c) Leukocyte (CD45+) infiltration in spinal cord. (d) Representative dotplot of
leukocyte infiltration in spinal cord. (e) Neutrophil (Grl/Ly6-G+/F4/80- cells) and
macrophage (Grl/Ly6-G-/F4/80+ cells) infiltration in DRGs. (f) Representative dotplot of
neutrophil and macrophage infiltration in DRGs. (g) T CD4+ lymphocyte (CD4+/CD8- cells)
and T CD8+ lymphocyte (CD4-/CD8+ cells) infiltration in DRGs. (h) Representative dotplot
of T CD4+ and T CD8+ lymphocyte infiltration in DRGs. DRG=dorsal root ganglion;
SC=spinal cord. *p<0,001.
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Figure 3. The inflammation in DRGs is important for herpetic hyperalgesia
maintenance. Mice were inoculated with HSV-1 (2 x 10° plaque-forming units) on the shin
of the right hind paw. (a) Mice were treated daily with dexamethasone (5pg), intratechally
(i.t.) or intraperitoneally (i.p.), or saline (vehicle) from 2th dpi to 7 dpi. Values of mechanical
nociceptive thresholds of vehicle and treated mice (intrathecal and intraperitonial) from 0 to 7
dpi. (b) At 7 dpi, DRGs L4, L5 and L6 were collected, and flow citometry was performed.
Leukocyte (CD45+) infiltration in DRGs of vehicle and mice treated with dexamethasone
(5ng, intrathecal). (¢) Representative dotplot of leukocyte infiltration in DRGs of vehicle and
dexamethasone treated mice. (d) Infected mice were treated daily with fucoidan (20 mg/kg,
intravenous) or saline (vehicle) from 2th dpi to 9 dpi. Values of mechanical nociceptive
thresholds of vehicle and treated mice (intrathecal and intraperitonial) from 0 to 9 dpi. (e) At
9 dpi, DRGs L4, L5 and L6 were collected, and flow citometry was performed. Leukocyte
(CD45+) infiltration in DRGs of vehicle and mice treated with fucoidan. (f) Representative

dotplot of leukocyte infiltration in DRGs of vehicle and fucoidan treated mice. *p<0,01.
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Figure 4. Prostagladins are related to the genesis and maintenance of herpetic
hyperalgesia. Mice were inoculated with HSV-1 (2 x 10’ plaque-forming units) on the shin
of the right hind paw. (a) At 0, 2, 3, 4,5 and 7 dpi, DRGs L4, L5 and L6 were collected and
RT-PCR was performed using primers for murine COX-2 gene (Ptgs2). Relative expression
to Gapdh gene. (b) COX-2 protein expression of infected mice at 7 dpi. (c) Infected mice
were treated daily with indomethacin (10 pg, intrathecal) or saline (vehicle) from 2th dpi to 8
dpi. Values of mechanical nociceptive thresholds of vehicle and treated mice from 0 to 8 dpi.
(d) At 7 dpi, infected mice were treated with indomethacin intratechally (i.t. - 10ug),
indomethacin intraperitoneally (i.p.- 5 mg/kg) or vehicle (saline). Values of mechanical
nociceptive thresholds of vehicle and treated mice (i.t. and i.p.) were obtained before and after
treatment (1, 3 and 24 h). (f) Infected mice were treated daily with fucoidan (20 mg/kg,
intravenous) or saline (vehicle) from 2th dpi to 7 dpi. At 7 dpi, DRGs L4, L5 and L6 of
treated, vehicle and naive mice were collected and RT-PCR was performed using primers for

murine COX-2 gene (Ptgs2). Relative expression to Gapdh gene. *p<0,01.
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Figure 5. TNF-o is essential to the development and maintenance of herpetic
hyperalgesia. Mice were inoculated with HSV-1 (2 x 10° plaque-forming units) on the shin
of the right hind paw. (a) At 0, 2, 3, 4,5 and 7 dpi, DRGs L4, L5 and L6 were collected and
RT-PCR was performed using primers for murine TNF-a gene (7nf). Relative expression to
Gapdh gene. (b) Infected mice were treated daily with fucoidan (20 mg/kg, intravenous) or
saline (vehicle) from 2th dpi to 7 dpi. At 7 dpi, DRGs L4, L5 and L6 of treated, vehicle and
naive mice were collected and RT-PCR was performed using primers for murine TNF-a gene
(Tnf). Relative expression to Gapdh gene. (c¢) Values of mechanical nociceptive thresholds of
wild type and TNFR1 KO mice. Values are expressed as logjo. (d) Infected mice were treated
daily with infliximab (1 pg, intrathecal) or saline (vehicle) from 2th dpi to 7 dpi. Values of

mechanical nociceptive thresholds of vehicle and treated mice from 0 to 7 dpi.



