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RESUMO 

MOTA, C. M. D. Atividade da proteína quinase dependente de RNA (PKR) no 

sistema nociceptivo em um modelo experimental de neuropatia periférica de 

origem viral. 2016. 93 p. Dissertação (Mestrado) Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 

A proteína quinase dependente de RNA (PKR) é uma molécula sentinela ativada em 

situações de estresse celular, incluindo infecções virais. A ativação de PKR por meio 

de sua fosforilação aciona cascatas de sinalização intracelular envolvidas em 

respostas inflamatórias e inibição da síntese protéica. Dados prévios do nosso 

laboratório sugerem que PKR está envolvida na hiperalgesia térmica de origem 

inflamatória. No presente estudo, foi investigado o papel da PKR na hiperalgesia 

térmica induzida pelo vírus da herpes simples tipo 1 (HSV1), durante as fases 

herpética e pós-herpética, combinando métodos comportamentais, genéticos, 

farmacológicos e moleculares. Camundongos C57bl/6, PKR+/+ e PKR-/- machos 

foram inoculados com HSV1. Os grupos controle foram inoculados com HSV1 

inativo. Alodínia mecânica e hiperalgesia térmica foram monitoradas antes da 

inoculação do vírus e 8, 14, 21 e 28 dias após a inoculação. A curva dose e tempo-

resposta e o teste da capsaicina foram realizados no 8º e 21º dias após a inoculação 

do vírus. Também nos períodos herpético e pós-herpético, foi investigado o perfil de 

expressão de proteínas envolvidas nas vias de sinalização de PKR (PKR, eIF2α, 

PACT, IKK e PP2Aα), assim como o efeito da inibição de PKR pelo monitoramento 

da fosforilação de PKR, IKKα/β, P38, JNK, ERK1,2 e STAT3, e expressão de Ca-

MKIIα e TRPV1 nos GRD (L3-L6) ipsilateralmente à pata inoculada. Alodínia 

mecânica e hiperalgesia térmica ficaram evidentes até 28 dias após a inoculação. 

Camundongos PKR-/- desenvolveram alodínia mecânica, mas não hiperalgesia 

térmica, quando comparados com animais PKR+/+. A inibição sistêmica de PKR 

reverteu a hiperalgesia térmica de modo tempo- e dose-dependente e preveniu o 

comportamento nocifensivo induzido por capsaicina, enquanto PKR-/- apresentaram 

resposta nocifensiva praticamente ausente em ambas as fases herpética e pós-

herpética. Houve aumento da expressão de PP2Aα e da fosforilação de PKR, IKKα/β 

e eIF2α, durante os períodos herpético e pós-herpético, e de PACT na fase pós-

herpética. A inibição de PKR promoveu o aumento da fosforilação de P38 em ambas 

as fases, e redução da fosforilação de PLCγ1 acompanhada do retorno da 

fosforilação de Akt e STAT3 ao nível do grupo controle e o aumento da expressão 

de Ca-MKIIα na fase herpética. Já na fase pós-herpética, reduziu a fosforilação de 

JNK e Akt e a expressão de Ca-MKIIα, retornou a fosforilação de ERK1,2, PLCγ1 e 

STAT3 ao nível do grupo controle e aumentou a expressão de TRPV1. Nossos 

resultados indicam que a atividade de PKR desempenha papel essencial na 

hiperalgesia térmica induzida por infecção pelo HSV1. 

Palavras-chave: PKR, Neuropatia periférica, Vírus herpes simples tipo 1, Neuralgia 

herpética, Neuralgia pós-herpética, Dor crônica.  



 
 

ABSTRACT 

MOTA, C. M. D. Double stranded RNA-activated protein kinase (PKR) activity in 

the nociceptive system in an experimental model of peripheral neuropathy of 

viral origin. 2016. 93 p. Dissertation (Master degree) School of Medicine of Ribeirão 

Preto, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 

Double stranded RNA-activated protein kinase (PKR) is a sentinel molecule activated 

by cellular stress conditions, including viral infections. PKR activation by 

phosphorylation triggers cascades involved in inflammatory response and protein 

synthesis suppression. Our previous data suggest that PKR is involved in the 

inflammatory thermal hyperalgesia. Here we investigated the role played by PKR on 

thermal hyperalgesia induced by herpes simplex virus type-1 (HSV-1), during 

herpetic and post-herpetic phases, by combining behavioral, genetic, 

pharmacological, and molecular methods. Adult male C57bl/6, PKR+/+ and PKR-/- 

mice were inoculated with HSV-1. Control groups were inoculated with inactive 

(mock) HSV1. Mechanical allodynia and thermal hyperalgesia were monitored before 

virus inoculation and 8, 14, 21, and 28 days post-inoculation. The dose- and time-

response curve and the capsaicin test were performed at 8th and 21st days post virus 

inoculation. Also in the herpetic and post-herpetic periods, was investigated the 

expression profile of proteins involved in the PKR signaling pathways (PKR, eIF2α, 

PACT, IKK and PP2Aα), and the effect of PKR inhibition by monitoring PKR, IKKα/β, 

P38, JNK, ERK1,2, and STAT3 phosphorylation, and Ca-MKIIα and TRPV1 

expression in the dorsal root ganglia (L3-L6) ipsilaterally to the inoculated paw. 

Mechanical allodynia and thermal hyperalgesia became evident until 28 days post-

innoculation. PKR-/- mice developed mechanical allodynia but not thermal 

hyperalgesia, when compared with PKR+/+ mice. Systemic PKR inhibition reversed 

thermal hyperalgesia in a dose and time-dependent manner, and prevented the 

capsaicin-induced nocifensive behavior, whereas PKR-/- showed no nocifensive 

behavior almost absent in both herpetic and post-herpetic phases. There was 

increased expression of PP2Aα and the phosphorylation of PKR, IKKα/β, and eIF2α, 

during herpetic and post-herpetic periods, and PACT in the post-herpetic phase. PKR 

inhibition increased P38 phosphorylation in both phases, and reduction of PLCγ1 

phosphorylation together with the return of the Akt and STAT3 phosphorylation to the 

control group level, and enhanced Ca-MKIIα expression in the herpetic phase. At the 

post-herpetic phase, suppressed JNK and Akt, and Ca-MKIIα expression returned 

ERK1,2, PLCγ1 and STAT3 phosphorylation to control group level and increased 

TRPV1 expression. The data indicate that PKR activity plays an essential role in the 

HSV-1 infection-induced thermal hyperalgesia.  

Keywords: PKR, Peripheral neuropathy, Herpes simplex virus type-1, Herpetic 

neuralgia, Post-herpetic neuralgia, Chronic pain. 
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1. Introdução 

1.1. Conceitos em dor 

 A dor é definida como uma experiência sensorial e emocional associada a um 

dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano, e de caráter 

subjetivo, segundo a Associação Internacional para o Estudo da Dor (MERSKEY et 

al., 1979). A dor apresenta dois componentes principais, o sensorial-discriminativo, 

que se refere às propriedades mecânicas, térmicas e espaciais, e o afetivo-

motivacional, relacionado às qualidades sensoriais e emocionais, sendo que estados 

de dor crônica podem levar a efeitos secundários, como ansiedade e depressão 

(PRICE, 2000). 

 O componente sensorial-discriminativo identifica e codifica o estímulo nocivo 

por meio dos terminais nervosos sensoriais aferentes, formados por fibras tipo Aδ e 

C, cujos corpos neuronais estão localizados nos gânglios das raízes dorsais (GRD) 

(HUNT, MANTYH, 2001). O processo neural de codificação do estímulo nocivo é 

denominado nocicepção, produzindo a transdução e transmissão do sinal 

nociceptivo por neurônios centrais ou periféricos do sistema nervoso 

somatossensorial (MERSKEY et al., 1979). 

 Os neurônios de primeira ordem são pseudounipolares, apresentando uma 

projeção periférica, para a pele ou para um órgão, e uma projeção central, que se 

projeta para o corno dorsal da medula espinal (CDME), onde se comunica 

sinapticamente com neurônios de segunda ordem. Estes cruzam para o lado 

contralateral e projetam suas fibras para estruturas supraespinais, emitindo ramos 

colaterais para núcleos relés no tronco encefálico, e terminam no tálamo, onde se 

comunicam com neurônios de terceira ordem que se projetam para córtex cerebral. 
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No córtex cerebral, a informação torna-se consciente e é interpretada como dor 

(FISCHER, WAXMAN, 2010; HUNT, MANTYH, 2001; WOOLF, 2004). 

 Em situações fisiológicas, nociceptores de alto limiar de despolarização são 

ativados somente sob estímulos nocivos (MARCHAND, PERRETTI, McMAHON, 

2005). Esse tipo de dor é denominada nociceptiva e é restrita ao local lesionado e é 

abolido após a cura da lesão. 

 A dor nociceptiva é necessária para a sobrevivência e manutenção da 

integridade do organismo (HUNT, MANTYH, 2001). Em situações fisiológicas, 

nociceptores de alto limiar de despolarização são ativados somente sob estímulos 

nocivos (MARCHAND, PERRETTI, MCMAHON, 2005). Este tipo de dor é restrito ao 

local lesionado e é abolido após a cura da lesão. Situações que provocam a 

estimulação persistente do sistema nociceptivo, quer por um processo patológico em 

desenvolvimento, quer por lesão dos circuitos neurais associados à transmissão da 

informação dolorosa, resultarão em modificações morfofuncionais do sistema 

nociceptivo, responsáveis pela cronificação da dor (MARCHAND, PERRETTI, 

MCMAHON, 2005). 

 Os substratos neurais que mantêm a dor crônica envolvem diferentes formas 

e níveis de plasticidade neural. A conversão de dor aguda em dor crônica ocorre ao 

longo do tempo devido a mudanças dinâmicas na modulação neural da dor em 

níveis molecular, sináptico e celular. O perfil fenotípico molecular dos neurônios 

modifica-se de uma forma dependente da atividade e altera o seu funcionamento. O 

resultado dessas alterações envolve o aumento da magnitude e da frequência de 

respostas a um estímulo sensorial ou à atividade espontânea (MARCHAND, 

PERRETTI, McMAHON, 2005; KUNER, 2010; WOOLF, SALTER, 2000). 
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 Anormalidades do sistema nociceptivo conduzem à hipersensibilidade 

sensorial e provoca os fenômenos de alodínia e hiperalgesia. A alodínia ocorre 

quando estímulos inócuos levam a uma resposta dolorosa. Já a hiperalgesia ou 

hipernocicepção ocorre quando um estímulo normalmente doloroso resulta em uma 

percepção dolorosa exacerbada (MERSKEY et al., 1979). 

1.2. Dor inflamatória 

 A dor crônica pode ser de diferentes origens, como a dor oncológica, a dor 

neuropática e a dor inflamatória (JI, XU, GAO, 2014; REICHLING, LEVINE, 2009). 

Os principais estímulos que desencadeiam a dor inflamatória são dano tecidual, 

exposição bacteriana ou viral, substâncias químicas e reações autoimunes que 

provocam indução da resposta inflamatória por ativação de células do sistema 

imune. Os sinais e sintomas da inflamação incluem edema, febre, eritema, 

hiperalgesia, dor e ativação de células da imunidade inata (MARCHAND, 

PERRETTI, McMAHON, 2005). 

 Células, como macrófagos e neutrófilos, produzem e secretam mediadores 

inflamatórios denominados citocinas. Entre as principais citocinas pró-inflamatórias, 

o fator de necrose tumoral α (TNFα), a interleucina-1β (IL-1β) e a interleucina-6 (IL-

6) podem ser destacados. Tais mediadores podem agir diretamente sobre os 

nociceptores, ativando os terminais nervosos e cascatas intracelulares, ou 

indiretamente, através da potencialização da resposta inflamatória e aumento da 

produção de mediadores pró-nociceptivos (BASBAUM et al., 2009). 

 Uma das maneiras que as células utilizam para responder a estímulos 

externos é por meio da atividade de cascatas de sinalização intracelular que levam à 

modulação da atividade de proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK). 
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Essas proteínas participam de diversos mecanismos nas células, como inflamação, 

oncogênese, apoptose, autofagia e regulação do ciclo celular. As MAPK mais 

estudadas são as proteínas quinases regulada por sinal extracelular (ERK 1 e 2 -

ERK1,2), a proteína quinase NH2-terminal c-Jun (JNK) e a proteína quinase ativada 

por mitógeno P38 (P38). As MAPK são proteínas com atividade modulada também 

por proteínas quinase quinase ativadas por mitógeno (MKK e MEK) (ROUX; 

BLENIS, 2004).  

 A inflamação periférica induzida pelo adjuvante completo de Freund (CFA) ou 

por carragenina promove a ativação persistente de P38 em neurônios nociceptivos 

do GRD, a qual regula o aumento persistente da expressão de receptores de 

potencial transiente vanilóide tipo 1 (TRPV1) nesses GRD, mantendo o 

comportamento de hiperalgesia térmica (CATERINA et al., 2000; DAVIS etal., 2000). 

O fenômeno de hiperalgesia térmica em condições inflamatórias é classicamente 

mediado por receptores TRPV1 (CATERINA et al., 2000). 

 Além disso, a inibição intratecal de P38 atenua a hiperalgesia térmica, mas 

não a alodínia mecânica. Nesses estudos não houve aumento da atividade de P38 

no CDME (KWON et al., 2014; JI et al., 2002a). A inibição intratecal de P38 também 

previne a resposta nociceptiva induzida pela inflamação por formalina (TAVES et al., 

2015). Além disso, demonstrou-se que a inflamação induzida por zymosan promove 

o aumento da atividade de P38 no CDME, cuja inibição intratecal atenuou tanto a 

hiperalgesia térmica como a alodínia mecânica (JEONG, SON, KWON, 2015). 

 De modo semelhante ao que ocorre com P38 no modelo de inflamação por 

CFA, outros estudos indicam a ativação persistente de ERK1,2 no CDME, cuja 

inibição intratecal é capaz de reverter a hiperalgesia térmica e a alodínia mecânica 
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(JI et al., 2002b). Perifericamente, a inibição de ERK1,2 também atenua a 

hiperalgesia térmica induzida por capsaicina de maneira dose-dependente, ou pelo 

fator de crescimento do nervo (NGF), sugerindo que vias envolvendo a ativação de 

ERK1,2 estão envolvidas na sensibilização de neurônios aferentes primários (DAI et 

al., 2002; ZHUANG et al., 2004). 

 Kwon e colaboradores (2014) demonstraram que também há aumento da 

fosforilação de ERK1,2 no GRD de animais com inflamação por carragenina na pata. 

Entretanto, esse perfil não foi observado quanto a JNK (KWON et al., 2014). Já na 

inflamação aguda induzida por CFA, ocorre aumento da ativação de JNK no GRD, 

cuja inibição intratecal reverte a hiperalgesia térmica (DOYA et al., 2005). Em suma, 

entende-se que as MAPK são proteínas pró-nociceptivas, pois sua inibição no 

sistema nervoso central promove efeito antinociceptivo em diferentes modelos 

experimentais de dor. 

 No sistema nervoso, identificou-se que a ativação de outra proteína de 

sinalização, Akt ou proteína quinase B, é importante para a plasticidade neuronal 

cerebral e para o crescimento axonal de neurônios sensoriais (KARPOVA, SANNA, 

BEHNISCH, 2006; MARKUS, ZHONG, SNIDER, 2002; SANNA et al., 2002). O 

aumento da fosforilação de Akt também acontece em GRD após a injeção 

intradérmica de capsaicina in vivo (SUN et al., 2006) e quando a capsaicina também 

é aplicada in vitro em GRD (ZHUANG et al., 2004), como também há aumento da 

fosforilação de Akt em GRD de animais após a injeção intraplantar de carragenina 

(SHI et al., 2009). 

 Além destes estudos, outros identificaram o aumento da fosforilação de Akt 

no GRD em um modelo de dor inflamatória induzida por CFA (LIANG et al., 2013). 
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Quando Akt foi inibido intratecalmente, houve inibição da hiperalgesia térmica 

(LIANG et al., 2013). Cascatas de sinalização de Akt medeiam a hipersensibilidade 

mecânica induzida pela capsaicina (SUN et al., 2006) e a hiperalgesia térmica 

induzida por capsaicina ou pelo NGF (ZHUANG et al., 2004). 

 As respostas inflamatórias aguda e crônica também são mediadas por 

mecanismos dependentes de fosfolipases C (PLC). O tratamento sistêmico com um 

inibidor não seletivo de PLC reduz a hiperalgesia mecânica induzida por carragenina 

(JOSEPH et al., 2007). Ademais, a inibição sistêmica de PLC previne o edema de 

pata induzido por carragenina e o infiltrado de células do sistema imune em um 

modelo murino de peritonite (HOU et al., 2004). 

 Com a instalação da inflamação, ocorre dor espontânea e hiperalgesia no 

tecido inflamado. Normalmente, a dor inflamatória é solucionada ao se abolir os 

estímulos que afetam o tecido ou quando o processo doloroso é controlado, 

diferentemente da dor neuropática (MARCHAND, PERRETTI, McMAHON, 2005). 

1.3. Dor neuropática 

 A dor neuropática é de difícil tratamento devido os mecanismos subjacentes à 

dor persistente serem de difícil identificação. Essa condição dolorosa é causada por 

lesão, anormalidade ou doença no sistem nervoso somatossensorial periférico ou 

central, causando dor persistente (MERSKEY et al., 1979). A dor neuropática é 

causada por diversos mecanismos que aumentam a excitabilidade neuronal, 

provocam lesões nervosas e modificam fenotipicamente as fibras nociceptivas 

aferentes ao longo do tempo, causando modificações neuroquímicas nos GRD, na 

medula espinal e em estruturas supraespinais (GOLD, GEBHART, 2010; HUNT, 

MANTYH, 2001). 
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 Diversos estudos em condições dolorosas neuropáticas demonstraram que há 

participação de MAPK no processo patológico. Em animais com lesão de nervo 

isquiático, ocorre aumento da fosforilação de P38 no GRD e alodínia mecânica, a 

qual é revertida momentaneamente pela administração intratecal de um inibidor de 

P38 (JIN et al., 2003). A inibição intratecal de P38 também atenua a alodínia 

mecânica em período recente da neuropatia induzida por constrição crônica de 

nervo (TAVES et al., 2015). Em suma, a literatura demonstra a ativação tanto de 

P38 quanto de Akt no GRD e no CDME são necessárias para o desenvolvimento e 

manutenção da dor neuropática (HAO et al., 2006; JI et al., 2002; JIN et al., 2003; 

MIZUKOSHI  et al., 2013; ORTMANN, CHATTOPADHYAY, 2014; WILKERSON et 

al., 2012; XU et al., 2007). Similarmente, foi demonstrado que a ativação de ERK1,2 

no CDME é necessária para o desenvolvimento e manutenção da dor neuropática 

(HAO et al., 2006). 

 A alodínia mecânica em um modelo de dor neuropática induzida por lesão de 

nervo periférico também pode ser atenuada pelo tratamento sistêmico com um 

inibidor não seletivo de PLC (SHI et al., 2008). Dados anteriores do nosso 

laboratório identificaram o aumento persistente da fosforilação de PLCγ1 no CDME 

ipsilateral, em um modelo de dor neuropática induzido por lesão parcial de nervo 

isquiático (ALMEIDA et al., 2015; KUSUDA et al., 2013), mas não houve diferenças 

na fosforilação de P38, ERK1,2 e JNK no CDME (KUSUDA et al., 2013).  

1.4. Neuralgias herpética e pós-herpética 

 A sensibilização do sistema nociceptivo é o fator de desenvolvimento e 

manutenção das neuralgias herpética e pós-herpética. A infecção primária pelo vírus 

da varicela zoster (VVZ) provoca manifestações debilitantes como erupções 
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vesiculares cutâneas difusas e dor (DWORKIN et al., 2007; KATZ et al., 2004). As 

repercussões clínicas dessa infecção viral são lesões cutâneas, como vesículas e 

erupções dolorosas com distribuição no dermátomo inervado pelo nervo 

sensibilizado (BREUER; WHITLEY, 2007), alodínia e hiperalgesia (KINCHINGTON, 

GOINS, 2011). 

 Em humanos, o VVZ se estabelece em latência em GRD ou em gânglio de 

nervo craniano por meses ou anos após a infecção aguda (DWORKIN et al., 2007; 

KATZ et al., 2004). A reativação do VVZ no GRD provoca o herpes zoster, atingindo 

o nervo correspondente ao gânglio infectado (BREUER; WHITLEY, 2007; 

WEITZMAN et al., 2013). A principal consequência clínica do herpes zoster é a 

neuralgia pós-herpética, que pode permanecer por meses ou anos (RYAN-CEBULA; 

GRONINGER, 2013; DWORKIN; PORTENOY, 1996; KOST; STRAUS, 1996). 

 A neuralgia pós-herpética (NPH) é uma condição dolorosa que persiste por 

mais de três meses, caracterizando-se por dor crônica (BASBAUM et al., 2009; 

YAWN; GILDEN, 2013; MERSKEY; BOGDUK, 1994). A NPH compromete 

negativamente a qualidade de vida (OSTER et al, 2005), é incapacitante e gera alto 

custo econômico devido aos tratamentos (DAVIES et al., 1994).  

 Apesar de haver alternativas para o tratamento da dor devido a NPH, ela 

geralmente é de difícil resolução e tratamento (DWORKIN; PORTENOY, 1996; 

JOHNSON; MCELHANEY, 2009; ARGOFF; KATZ; BACKONJA, 2004). Dessa 

maneira, é necessário um tratamento multifarmacológico (CAPPUZZO, 2009; 

DUBINSKY, 2004; ATTAL et al., 2010; DWORKIN et al., 2010; AMERICAN 

ACADEMY OF NEUROLOGY, 2012; HEMPENSTALL et al., 2005) que acarreta em 

efeitos adversos dos medicamentos utilizados (OSTER et al., 2005; JOHNSON et 
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al., 2010).  Ademais, em torno de 40%-50% dos indivíduos são refratários a qualquer 

tratamento farmacológico ou apresentam melhora discreta (ROWBOTHAM; 

PETERSEN, 2001). 

 Um dos modelos experimentais de herpes zoster utiliza o vírus herpes 

simplex tipo 1 (HSV1), o qual é capaz de reproduzir as características clínicas da 

ação do VVZ (TAKASAKI et al., 2000). Neste modelo, a partir do 2º dia de 

inoculação do vírus na pele escarificada, o DNA viral é detectado no GRD do 

dermátomo correspondente. Ao 5º dia, surgem alodínia, hiperalgesia, lesões 

zosteriformes, vesículas e erupções na pele que persistem até o 8º dia. Esse quadro 

mimetiza a infecção primária pelo VVZ. O quadro doloroso durante o período que 

compreende as manifestações cutâneas durante essa infecção aguda é denominado 

neuralgia herpética. 

 Após a cura das lesões, os animais permanecem com quadro de hiperalgesia 

térmica e alodínia mecânica pelo menos até 24 dias após a inoculação do HSV1. O 

quadro doloroso durante o período sem lesões é denominado neuralgia pós-

herpética (TAKASAKI et al., 2000). Desse modo, entende-se que a neuralgia pós-

herpética é um tipo de dor neuropática e, particularmente, de origem inflamatória e 

infecciosa, sendo tratável ou prevenida pela ação de corticoides no sistema nervoso 

central (KOTANI et al., 2000; van WIJCK et al., 2006). 

 Infecções virais ou bacterianas, interferons e RNA fita dupla, citocinas e 

estresse celular ativam vias de sinalização de moléculas sentinelas, como o inibidor 

regulado por heme (HRI), o controle geral não-depressível-2 (GCN2), a proteína 

quinase dependente de RNA (PKR) e a proteína quinase residente no retículo 

endoplasmático (PERK) (KAZEMI et al., 2007). Os vírus reorganizam e utilizam 
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várias funçõs celulares, apoderando-se de vias de sinalização preexistentes para 

induzir a expressão de genes virais ou celulares para promover a replicação viral 

(McLEAN, BACHENHEIMER, 1999; WILLIAMS, 1999). 

 Estudos demonstraram que proteínas do HSV1 interagem com uma proteína 

que apresenta efeito antiviral denominada proteína quinase dependente de RNA 

(PKR), interferindo na sua atividade no ambiente intracelular (CASSADY; GROSS, 

2002; LUSSIGNOL et al., 2013). Originalmente descoberta quanto ao seu caráter 

antiviral durante infecções, a PKR também está envolvida em vias de autofagia, 

apoptose e alterações transcricionais (KIRKEGAARD, TAYLOR, JACKSON, 2004; 

WILLIAMS, 1999). 

1.5. Vias de sinalização relacionadas à proteína quinase dependente de RNA 

 A PKR é uma proteína serina/treonina quinase dependente de RNA de fita 

dupla, consistindo em uma molécula sentinela da infecção viral que atua inibindo a 

síntese proteica (TAYLOR et al., 1996; WU; KAUFMAN, 1997). Por exemplo, a 

infecção pelo vírus da doença de Newcastle provoca a ativação de PKR, a qual 

fosforila o fator de iniciação eucariótico 2α (eIF2α). A fosforilação de eIF2α inibe a 

síntese proteica e, consequentemente, a replicação viral. eIF2α é o principal 

substrato de PKR e o seu principal meio de inibição da síntese proteica. Este efeito 

antiviral está ausente em animais knockout para PKR (ZHANG et al., 2014). 

A ativação de PKR também pode ser mediada pela proteína ativadora de 

PKR, PACT (do inglês PKR Activator) (PATEL; SEM, 1998) tanto por situação de 

estresse celular (PATEL et al., 2000), como por estímulos pró-inflamatórios, fatores 

de crescimento, estresse oxidativo (GARCIA et al., 2006) e citocinas (GARCIA et al., 

2006; ZHENG et al., 2008). PKR é expressa constitutivamente nas células de 



21 
 

mamíferos, em baixos níveis, e no estado desfosforilado, inativo (WANG; 

CARMICHAEL, 2004). De modo semelhante à PKR, PACT é expressa 

constitutivamente nas células de mamíferos, também em baixa quantidade (PATEL; 

SEM, 1998). O estresse celular e oxidativo promove a fosforilação de PACT, 

liberando-a da ligação inibitória com a proteína TRBP, e conduzindo à sua interação 

com PKR (DAHER et al., 2009; SINGH et al., 2011). 

Um alvo da PKR é proteína fosfatase 2A (PP2A), uma serina/treonina 

fosfatase que está envolvida na regulação de diversas vias de sinalização 

intracelulares (GOEDERT et al., 1992; LABIB, NURSE, 1993; SONTAG, SONTAG, 

GARCIA, 1997), regulação do ciclo celular (LEE et al., 1991; SONTAG et al., 1995), 

transcrição gênica (ALBERTS et al., 1993), apoptose (DENG et al., 1998), 

plasticidade sináptica no sistema nervoso central e sensibilização central na dor 

(WANG et al., 2013). PKR é capaz de fosforilar a subunidade B56α da PP2A e, 

então, modula a atividade desta proteína, o que sugere outro mecanismo de inibição 

da síntese proteica (XU; WILLIAMS, 2000). 

PP2A, quando ativa, é capaz de defosforilar eIF2α, o que desinibe a síntese 

protéica (XU; WILLIAMS, 2000). PP2A também defosforila proteínas quinases 

ativadas por mitógeno (MAPK), o que reduz sua atividade quinase (ANDERSON et 

al., 1990; SONTAG et al., 1993; SONTAG, SONTAG, GARCIA, 1997). PP2A 

também pode inibir proteínas importantes da sinalização intracelular, como IκB 

(DiDONATO et al., 1997; SONTAG, SONTAG, GARCIA, 1997), JNK (MILLWARD, 

ZOLNIEROWICZ, HEMMINGS, 1999), P38 (DOZA et al.,1995) e a molécula cálcio-

calmodulina (Ca-MKII) (BARNES, SLEVIN, VANAMAN, 1995), sendo que PP2A 

também é um substrato de Ca-MKII (WANG et al., 2013). Os vírus redirecionam as 

atividades de PP2A, utilizando-a para desregular mecanismos de controle do 
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crescimento e sobrevivência celulares, o que contribui para a replicação viral 

(GARCIA, CAYLA, SONTAG, 2000). 

Por ser ativada em resposta a agentes virais e promover acionamento de 

cascatas inflamatórias, a PKR é alvo de investigação quanto à mediação da 

resposta inflamatória, atuando na expressão de citocinas pró-inflamatórias, como IL-

1β (TRONEL et al., 2014), e anti-inflamatórias, como IL-10 (CHAKRABARTI et al., 

2008). PKR também promove a ativação da quinase IκB (IKKB) (GIL; ALCAMÍ; 

ESTEBAN, 2000) que, por sua vez, ativa a síntese do fator de transcrição nuclear κB 

(NF-κB) (GIL et al., 2004). IKK fosforila e inativa moléculas inibidoras do NF-κB, que 

são da família dos IκBs (IκBα e IκBβ) (BONNET et al., 2000; ZAMANIAN-

DARYOUSH et al., 2000). O NF-κB ativo então desempenha suas funções, entre 

elas a regulação da transcrição de genes envolvidos nas respostas imune e 

inflamatória, na diferenciação celular, na apoptose (BAEUERLE, BALTIMORE, 1996; 

GHOSH; MAY; KOPP, 1998) e na produção de citocinas pró-inflamatórias, 

interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral α (TNFα), mediada pela interação 

PKR-PACT (YOSHIDA et al., 2012).  

 Adicionalmente ao NF-κB, a ativação de MAPK também está relacionada à 

transcrição de genes relacionados à mediação da resposta inflamatória (ARTHUR; 

LEY, 2013), resposta imune (ARTHUR; LEY, 2013; KIM et al., 2008) e estresse 

celular (KIM et al., 2008). Estudos in vitro indicaram que a infecção pelo HSV1 ativa 

P38 e JNK, MAPK transdutoras de sinal ativadas pelo estresse celular. A ativação 

dessas MAPK ocorreu no intervalo entre 3-4h a 14h após a infecção pelo HSV1, e 

parece não ativar ERK1,2 nesse período de tempo (McLEAN, BACHENHEIMER, 

1999). A atividade de PKR parece ser necessária para a ativação de P38 e de JNK 
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decorrente de estímulos como dsRNA, lipopolissacarídeo (LPS) e citocinas pró-

inflamatórias (GOH, deVEER, WILLIAMS, 2000).  

 Em vias de sinalização de proliferação celular, PKR promove a ativação de 

JNK que, por sua vez, atua em vias relacionadas à Akt (CHEN, 2014). O inibidor da 

autofosforilação de PKR, a 2-aminopurina (2-AP), é capaz de inibir a fosforilação de 

Akt de modo dose-dependente em macrófagos in vitro (HU, CONWAY, 1993). 

PKR também interage com a proteína transdutora de sinal e ativadora de 

transcrição 3 (STAT3), promovendo sua fosforilação e ativando-a, tanto em 

fibroblastos estimulados com fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF, do 

inglês platelet-derived growth factor) como em células hepáticas infectadas com o 

vírus da hepatite C. STAT3 se transloca para o núcleo celular, no qual exerce sua 

função de ativação da transcrição gênica (DEB et al., 2001; YAN, CHEN, BRECHOT, 

2010). STAT3 também é importante em mecanismos de ativação do sistema 

nociceptivo. Evidências indicam que há ativação de STAT3 em GRD e que a inibição 

intratecal de STAT3 apresenta efeito analgésico nos testes de alodínia mecânica e 

hiperalgesia térmica ao frio e ao calor em modelos de dor neuropática (DUBOVÝ et 

al., 2010; XUE et al., 2014) 

 A proteína PKR provavelmente atua na resposta à infecção viral regulando o 

sistema imune inato para equilibrar a relação entre citocinas pró e anti-inflamatórias 

(CHAKRABARTI et al., 2008), mas seus efeitos em mecanismos de nocicepção são 

desconhecidos.  

1.6. PKR e a hiperalgesia térmica 
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Dados do nosso laboratório sugerem PKR deve estar envolvida na mediação 

da hiperalgesia térmica de origem inflamatória. A injeção intratecal do inibidor de 

PKR (PKRi) reverte a hiperalgesia térmica provocada por CFA (KUSUDA, 2013). Em 

condições dolorosas, a expressão de TRPV1 é regulada no GRD e no CDME pela 

sinalização via MAPK (BRON et al., 2003; CUI et al., 2008; JI et al., 2009; ZHUANG 

et al., 2004) e pelo complexo formado entre o Ca2+ e a Ca-MKII. A Ca-MKII fosforila 

o TRPV1 e o ativa, aumentando a permeabilidade da membrana plasmática ao Ca2+, 

e aumentando a concentração deste íon no citoplasma (JUNG et al., 2004). A 

inibição farmacológica de Ca-MKII previne ambos hiperalgesia térmica e alodínia 

mecânica em modelos experimentais de lesão neuropática (DAI et al., 2005; 

OGAWA et al., 2005) e 24 horas após injeção intraplantar com CFA (LUO et l., 

2008b). 

Estímulos térmicos nocivos promovem respostas comportamentais frente a 

ativação de receptores TRPV1, os quais são canais catiônicos que promovem 

despolarização acompanhada por sensação de queimação e estão presentes em 

fibras nervosas aferentes primárias nociceptivas (CATERINA et al., 1997; 2000; 

HOLZER, 2008; WANG, 2008). A hiperalgesia térmica que ocorre normalmente após 

estímulos pró-inflamatórios, como injeção plantar de carragenina, de óleo de 

mostarda ou de CFA, não acontecem em animais knockout para receptores TRPV1. 

Entretanto, esses mesmos animais desenvolvem alodínia mecânica nesses modelos 

(CATERINA et al., 1997, 2000; DAVIS et al., 2000). Esse perfil comportamental 

quanto à hiperalgesia térmica e alodínia mecânica é idêntico à linhagem de animais 

knockout para PKR utilizada em estudos do nosso laboratório (KUSUDA, 2013). 

 Devido a importância, a incidência e as repercussões clínicas das neuralgias 

herpética e pós-herpética, faz-se necessário compreender os mecanismos 
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fisiopatológicos destas doenças. Para tanto, o presente estudo irá possibilitar 

avanços no estudo das vias da PKR no sistema nociceptivo de animais em um 

modelo de neuropatia periférica de origem viral. 

 

Figura 1. Representação esquemática das proteínas que foram investigadas no 

presente estudo com base em dados da literatura citados ao longo da introdução. Os 

significados das siglas estão descritos ao longo do texto.  
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

 Investigar o perfil de sensibilidade mecânica e térmica e as vias de 

sinalização intracelulares relacionadas à proteína quinase dependente de RNA em 

um modelo experimental de neuropatia periférica de origem viral. 

2.2. Objetivos específicos 

 Investigar o desenvolvimento de alodínia mecânica e hiperalgesia térmica após 

inoculação do HSV1 na pata posterior esquerda de camundongos das linhagens 

C57bl/6, PKR+/+ e PKR-/- nos períodos herpético e pós-herpético. 

 Investigar o perfil de expressão e/ou fosforilação de PKR, eIF2α, IKK, PACT e 

PP2Aα em GRD de animais C57bl/6 nos períodos herpético e pós-herpético.  

 Investigar o efeito do PKRi sobre a hiperalgesia térmica, o desempenho motor e 

a fosforilação de PKR no GRD de camundongos C57bl/6 nos períodos herpético 

e pós-herpético. 

 Investigar o efeito do PKRi sobre a fosforilação de P38, ERK1,2, JNK, PLCγ1, 

Akt, IKKα/β, STAT3 em GRD de animais C57bl/6 nos períodos herpético e pós-

herpético. 

 Investigar o efeito da inibição farmacológica e da deleção genética da PKR 

sobre a resposta nocifensiva e a hiperalgesia térmica à ativação de receptores 

TRPV1 em camundongos C57bl/6, PKR+/+ e PKR-/- nos períodos herpético e 

pós-herpético.  

 Investigar o efeito do PKRi sobre a expressão de Ca-MKIIα e TRPV1 em GRD 

de animais C57bl/6 nos períodos herpético e pós-herpético.   
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3. Material e métodos 

3.1. Animais e aspectos éticos 

Foram utilizados camundongos machos, com peso de 20-25 g, das linhagens 

C57bl/6, PKR+/+ e PKR-/-. Camundongos C57bl/6 foram obtidos do Biotério da 

Universidade de São Paulo, do campus da cidade de Ribeirão Preto. Camundongos 

PKR+/+ e PKR-/- foram gerados no Instituto de Biologia Molecular da Universidade de 

Zurique, Suíça, pelo laboratório do Prof. Charles Weissmann (YANG et al., 1995). Os 

animais foram mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo em temperatura 

controlada (22 ± 1oC), livre acesso a ração e a água e ciclo claro:escuro de 12h:12h. 

Os protocolos experimentais descritos foram realizados de acordo com as 

normas de conduta ética com animais de experimentação propostas pelo Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Os procedimentos 

realizados foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (protocolo 196/2014). Os animais 

utilizados foram submetidos a eutanásia por deslocamento cervical. 

3.2. Propagação dos estoques virais 

O HSV1 foi fornecido pelo Prof. Eurico Arruda do Centro de Virologia da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. Células 

Vero foram propagadas com meio MEM (meio essencial mínimo) suplementando 

com 10% de soro fetal bovino. Quando as células alcançaram 80% de confluência, o 

estoque de vírus foi inoculado em presença de MEM suplementado com 3% de soro 

fetal bovino. Após o desenvolvimento do efeito citopático, as culturas foram 
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congeladas a -70°C e descongeladas em banho-maria a 37°C por três vezes, 

centrifugadas, e o sobrenadante foi inserido em uma nova cultura de células. Após 

algumas passagens, o título em TCID50 dos estoques foi determinado em células 

Vero crescidas em placas de 96 poços. 

3.3. Modelo experimental de neuropatia de origem viral 

Os camundongos foram inoculados com HSV1 ativo (aproximadamente 2 X 

106,5) ou com HSV1 inativado pela incubação em banho seco a 80°C por 1 hora. No 

dia anterior à inoculação, os animais foram submetidos a tricotomia das patas 

posteriores com creme depilatório. No dia da inoculação, foi realizada a 

escarificação da pele e, em seguida, a inoculação do vírus na região anterior da pata 

posterior esquerda, no dermátomo correspondente ao segmento espinal L3-L6 (5 x 5 

mm). Esses procedimentos foram realizados enquanto os animais estavam 

profundamente anestesiados pela administração via intraperitoneal (i.p.) de cetamina 

(60 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg). 

3.4. Testes comportamentais 

3.4.1. Teste de sensibilidade mecânica para monitoramento de alodínia 

mecânica 

O teste de alodínia mecânica foi realizado antes e 8, 14, 21 e 28 dias após a 

inoculação do vírus ativo ou inativo (Fig. 2). Animais C57bl/6, PKR+/+ e PKR-/- foram 

colocados, individualmente, em compartimentos de acrílico transparente com 15 cm2 

e sobre superfície de metal vazada, onde permaneceram em ambientação de uma 

hora. Posteriormente, foram aplicados filamentos de von Frey (de 1,62 mN a 35,59 

mN) na superfície plantar da pata posterior esquerda, sendo que o limiar de retirada 
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da pata foi determinado pelo aumento ou diminuição sequencial da força de cada 

estímulo (CHAPLAN et al., 1994). A resposta flexora ao estímulo mecânico também 

foi monitorada antes da eutanásia para extração de tecidos e somente os animais 

com alodínia mecânica, no caso da inoculação do vírus ativo, participaram dos 

experimentos. 

Figura 2. Delineamento experimental dos testes de sensibilidades mecânica e térmica. 

3.4.2. Teste de sensibilidade térmica para monitoramento de hiperalgesia 

térmica 

O teste de sensibilidade térmica foi realizado antes e 8, 14, 21 e 28 dias após 

a inoculação do vírus ativo ou inativo (Fig. 2). Animais C57bl/6, PKR+/+ e PKR-/- 

foram colocados, individualmente, em compartimentos de acrílico de 15 cm2 e sobre 

superfície de vidro transparentes, permitindo a passagem de um feixe de luz capaz 

de provocar estímulo térmico doloroso quando dirigido à superfície plantar da pata 

posterior esquerda do animal. A ambientação apresentou a duração de uma hora. 

Posteriormente, foram realizadas três medidas com intervalo de 5 minutos e a média 

entre elas foi considerada como latência térmica da pata. O tempo de corte foi de 20 

segundos, a fim de evitar lesão tecidual (HARGREAVES et al., 1988). 
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3.4.3. Injeção intraperitoneal do PKRi e teste de sensibilidade térmica 

Com o objetivo de investigar a repercussão comportamental da administração 

do PKRi - C16 (JAMMI et al., 2003), mensurou-se a sensibilidade térmica nos 

períodos herpético e pós-herpético (8 e 21 dias após a inoculação do HSV1, 

respectivamente) em animais C57bl/6, nos períodos anterior e 15, 30, 45, 60, 90 e 

120 minutos posteriormente a administração i.p. do inibidor ou do seu controle 

negativo (Fig. 3). O PKRi (PKRi) (Calbiochem WWR International, San Diego, EUA) 

é um derivado oxindole/imidazole que se liga ao sítio de ligação de ATP de PKR, o 

que inibe a sua autofosforilação induzida por RNA (JAMMI et al., 2003).  

Estudos demonstraram que a injeção sistêmica do PKRi inibe a fosforilação 

de PKR no córtex cerebral de ratos, em doses de 3.35, 33.5 e 167.5 µg/kg 

(INGRAND et al., 2007), e aumento da atividade neuronal hipocampal e aumento do 

armazenamento da memória a longo prazo em camundongos, em dose de 0.1 

mg/kg (ZHU et al., 2011), o que sugere que o fármaco ultrapassa a barreira 

hematoencefálica. Nesse estudo, animais C57bl/6 receberam injeção i.p. de PKRi 

nas doses de 0.005 mg/kg e 0.2 mg/kg em 200 µL de 0.5% DMSO, a fim de 

investigar o efeito dose-dependente do PKRi no comportamento dos animais. Os 

animais controle receberam injeção de 200 µL de controle negativo. 
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Figura 3. Delineamento experimental da curva dose- e tempo-resposta para o PKRi no teste de 

sensibilidade térmica. 

3.4.4. Teste de desempenho motor 

 Inicialmente, os animais foram ambientados na plataforma de rota-rod por três 

dias seguidos. Na ambientação e nos testes, os animais foram colocados na esteira 

do aparato em rotação de 20 rpm. No 2º min, a velocidade foi aumentada para 25 

rpm, no 3º min para 28 rpm e, no 4º para 37 rpm. O tempo máximo que o animal 

despendeu no rota-rod foi de 5 min. No teste basal, a média do tempo despendido 

no rota-rod em três tentativas, com o intervalo de 15 min, foi registrada como tempo 

de permanência no aparato. Para o teste experimental, foi administrado via i.p. o 

PKRi ou o controle negativo e, 15 min após, foram realizadas três tentativas com o 

intervalo de 15 min, para cada animal (Fig. 4).  
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Figura 4. Delineamento experimental do teste de desempenho motor utilizando PKRi e seu controle 

negativo.  

3.4.5. Teste de resposta nocifensiva à capsaicina 

A capsaicina é um agonista de receptores TRPV1, que quando administrada 

subcutaneamente na pata provoca hiperalgesia térmica e resposta nocifensiva de 

bater, morder e lamber a pata ipsilateral (JULIUS, 2013). 

O teste da capsaicina foi realizado nos períodos herpético e pós-herpético em 

grupos de animais independentes. Animais C57bl/6, PKR+/+ e PKR-/- foram 

colocados, individualmente, em compartimentos de acrílico de 15 cm2 e sobre 

superfície de vidro transparentes durante uma hora para ambientação e, então, foi 

injetado sistemicamente o PKRi ou o controle negativo. Após 15 min, foi mensurada 

a latência térmica e, então, foram injetados, subcutaneamente e com uma seringa 

de Hamilton e uma agulha de calibre 26, 10 µg de capsaicina (Sigma, St. Louis, MO, 

EUA) em 20 µL de veículo (10% de etanol, 0.5% de Tween-80 e 89.5% de solução 

salina) no dorso da pata posterior esquerda. O tempo que o animal despendeu 

realizando o comportamento nocifensivo (mordendo, lambendo ou batendo a pata 

posterior esquerda) foi cronometrado durante 10 minutos (BENEDETTI et al.,2012; 
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GILCHRIST; ALLARD; SIMONE, 1996). Após 30 min da administração do PKRi, a 

latência térmica foi mensurada novamente (Fig. 5). 

 

 
Figura 5. Delineamento experimental dos testes de sensibilidade térmica e resposta nociensiva à 

ativação de receptores TRPV1 pela capsaicina utilizando PKRi e seu controle negativo.  

3.5. Imunodetecção de proteínas e de seus resíduos fosforilados 

Para a imunodetecção de proteínas específicas e de seus resíduos 

fosforilados, foram obtidos extratos proteicos totais dos GRD e da CDME lombar (L3-

L6) de camundongos C57bl/6, os quais foram homogeneizados em tampão 

contendo 137 mM de NaCl, 20 mM de Tris, 1% de NP-40, 0,105% de SDS, 10% de 

glicerol e inibidores de proteases (PMSF, aprotinina e leupeptina) e de fosfatases 

(NaF e Na3VO4) e pH 8.0. Após homogeneização, os tecidos foram centrifugados a 

13.000 rpm por 15 min a 4oC. 

O sobrenadante e o precipitado foram separados e a quantidade de proteína 

total de cada amostra do sobrenadante foi determinada pelo método de Lowry. 

Amostras contendo 30 µg ou 50 µg de proteína total foram submetidas à eletroforese 
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em gel de poliacrilamida contendo 7,5%-12% SDS (SDS-PAGE) e transferidas, por 

eletroforese, para uma membrana de PVDF. A detecção das proteínas foi feita por 

incubações sequenciais do anticorpo primário e do secundário, seguidas pela 

revelação através do método de quimioluminescência. 

Anticorpos anti-PKR, anti-fosfo-PKR, anti-eIF2α, anti-fosfo-eIF2α, anti-PACT, 

anti-fosfo-PACT, anti-PP2Aα, anti-IKKβ, anti-fosfo-IKKα/β, anti-fosfo-p38, anti-fosfo-

ERK 1,2, anti-fosfo-JNK, anti-fosfo-PLCγ1, anti-fosfo-Akt, anti-fosfo-STAT3, anti-

Cálcio-calmodulina tipo IIα e anti-TRPV1 foram utilizados para a análise da 

expressão e fosforilação de proteínas. Os filtros foram quantificados por análise de 

imagem e a quantidade de proteína de interesse foi normalizada pela β-actina de 

cada amostra.  

3.6. Análise estatística 

As análises dos testes comportamentais foram realizadas utilizando ANOVA 

de uma via para análises intragrupo e ANOVA de duas vias para comparações entre 

os grupos. Para ambos os ensaios foram aplicados pós-testes de Bonferroni para 

comparações múltiplas. As análises da imunodetecção de proteínas foram 

realizadas pelo teste t de Student não pareado para comparação entre o grupo 

experimental e o controle. As diferenças foram consideradas significativas quando 

p<0.05. 
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4. Resultados 

4.1. HSV1 provoca alodínia mecânica em animais C57bl/6, PKR+/+ e PKR-/- e 

hiperalgesia térmica em animais C57bl/6 e PKR+/+, mas não em animais PKR-/- 

Os animais C57bl/6, PKR+/+ e PKR-/- inoculados com HSV1 ativo 

apresentaram redução do limiar da pata do 8º ao 28º dia após a inoculação tanto em 

relação ao momento basal (p<0.001) quanto em comparação ao grupo inoculado 

com HSV1 inativo (p<0.001) (Fig. 6A e 6B). 

Semelhantemente ao limiar de retirada, a latência térmica da pata 

apresentou-se reduzida em animais C57bl/6 inoculados com HSV1 ativo do 8º ao 

28º dia após a inoculação (p<0.001), quando esses momentos foram comparados 

tanto ao momento basal quanto ao grupo inoculado com o HSV1 inativo (p<0.001) 

(Fig. 6C). Também houve redução da latência em animais PKR+/+ inoculados com 

HSV1 ativo do 8º ao 28º dia após a inoculação quando esses momentos foram 

comparados com o momento basal (p<0.001), com os grupos inoculados com o 

HSV1 inativo e com o grupo de animais PKR-/- com HSV1 ativo (p<0.001) (Fig. 6D). 

Em animais PKR-/-, o HSV1 ativo não provocou alteração da latência em nenhum 

dos momentos avaliados, tanto em comparação ao momento basal quanto em 

relação aos demais grupos. 
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Figura 6. (A e B) Alodínia mecânica expressa como média do limiar de retirada da pata (g), utilizando 

o método up and down e (C e D) hiperalgesia térmica expressa como média da latência (s), utilizando 

o teste baseado no método de Hargreaves, no momento basal e após a inoculação do HSV1 ativo ou 

inativo (8º, 14º, 21º e 28º dias) em animais (A e C) C57bl/6, (B e D) PKR
-/-

 e PKR
+/+

. Resultados 

expressos em média ± E.P.M. (###p<0.001 em relação ao momento basal, utilizando ANOVA de uma 

via seguido de pós-testes de Bonferroni, ***p<0.001 em relação ao grupo inoculado com HSV1 

inativo, utilizando ANOVA de duas vias seguido de pós-testes de Bonferroni, n=8-12/grupo).  
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4.2. HSV1 promove aumento da expressão de PKR, fosfo-PKR, fosfo-eIF2α, 

PACT, IKKβ, fosfo-IKKα/β e PP2Aα em GRD nas fases herpética e pós-

herpética e aumento da expressão de fosfo-PACT em GRD na fase herpética  

O HSV1 provocou alteração dos perfis de expressão e de fosforilação da PKR 

e de proteínas relacionadas às suas cascatas de sinalização upstream ou 

downstream, em GRD (L3-L6) de animais C57bl/6. No período herpético, houve 

aumento da expressão de PKR (p<0.01), fosfo-PKR (p<0.05), fosfo-eIF2α (p<0.05), 

PACT (p<0.05), IKKβ (p<0.01), fosfo-IKKα/β (p<0.05) e PP2Aα (p<0.05), em 

comparação ao grupo inoculado com HSV1 inativo (Fig. 7). 

No período pós-herpético, houve aumento da expressão de PKR (p<0.05), 

fosfo-PKR (p<0.05), eIF2α (p<0.05), fosfo-eIF2α (p<0.01), PACT (p<0.01), fosfo-

PACT (p<0.001), IKKβ (p<0.05), fosfo-IKKα/β (p<0.05) e PP2Aα (p<0.01), em 

comparação ao grupo inoculado com HSV1 inativo (Fig. 7).  
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4.3. A inibição farmacológica sistêmica de PKR apresenta efeito analgésico 

dependente da dose e do tempo nos períodos herpético e pós-herpético, não 

modifica o desempenho motor e inibe a fosforilação de PKR no GRD de 

animais inoculados com HSV1 

A administração sistêmica do PKRi em animais C57bl/6 inoculados com HSV1 

promoveu efeito analgésico reduziu significantemente a hiperalgesia térmica de 

modo dose- e tempo-dependente nos períodos herpético e pós-herpético (Fig. 8A e 

8B). Foram utilizados o inibidor da PKR (PKRi) nas doses de 0.005 mg/kg e 0.2 

mg/kg e o controle negativo administrados sistemicamente, via i.p. A latência térmica 

foi monitorada antes da injeção e 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min após a administração 

do PKRi, nos períodos herpético e pós-herpético. 

Na fase herpética, o grupo que recebeu a dose de 0.005 mg/kg apresentou 

reversão da hiperalgesia aos 15 min, quando comparado ao grupo injetado com 

controle negativo (p<0.05). O grupo que recebeu a dose de 0.2 mg/kg apresentou 

reversão da hiperalgesia de 15 min a 90 min após a administração, quando 

comparado ao grupo injetado com controle negativo (15 min e 45 min, p<0.001; 30 

min, p<0.05; 60 min e 90 min, p<0.01). Os grupos que receberam as doses de 0.005 

mg/kg e 0.2 mg/kg apresentaram diferença significativa de latência aos 45 min 

(p<0.05) (Fig. 8A). 

Na fase pós-herpética, o grupo que recebeu a dose de 0.005 mg/kg 

apresentou reversão da hiperalgesia aos 15 min, quando comparado ao grupo 

injetado com controle negativo (p<0.05). O grupo que recebeu a dose de 0.2 mg/kg 

apresentou reversão da hiperalgesia de 15 a 45 min após a administração, quando 

comparado ao grupo injetado com controle negativo (p<0.01). Aos 15 minutos, 
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houve diferença significativa entre os grupos que receberam as doses de 0.005 

mg/kg e 0.2 mg/kg (p<0.01) (Fig. 8B). 

O teste de desempenho motor identificou que o tempo de permanência de 

animais C57bl/6 injetados com PKRi, controle negativo ou intactos no rota-rod não 

houve diferenças significativas desde o momento basal até 15 min, 30 min e 45 min 

após a injeção (Fig. 8D). 

Molecularmente, a administração sistêmica do PKRi (dose de 0.2 mg/kg) 

reverteu o aumento da fosforilação (p<0.001) da PKR no GRD de animais 21 dias 

após a inoculação do HSV1 (Fig. 8C).  

  



44 
 

 
Figura 8. (A e B) Latência térmica em animais C57bl/6 expressa como média da latência (s), 

utilizando o teste baseado no método de Hargreaves, no momento basal, após 8 ou 21 dias a 

inoculação do HSV1 ativo e 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min após a administração sistêmica do PKRi 

(PKRi) nas doses 0.005 e 0.2 mg/kg ou controle negativo. (C) Perfil de fosforilação de PKR expresso 

como porcentagem da fração entre a proteína e a β-actina em GRD (L3-L6) de animais C57bl/6 

inoculados com HSV1 inativo, HSV1 ativo no 21º dia após a inoculação e HSV1 ativo no 21º dia após 

15 min da administração i.p. de 0.2 mg/kg do PKRi. (D) Tempo de permanência no rota-rod no 

momento basal e 15, 30 e 45 min após a injeção do PKRi. Resultados expressos em média ± E.P.M. 

(***p<0.001, **p<0.01 e *p<0.05 em relação ao grupo controle, #p<0.05 e ###p<0.001 em relação ao 

grupo injetado com PKRi 0.005 mg/kg, utilizando ANOVA de duas vias seguido de pós-testes de 

Bonferroni para análises dos testes de comportamento ou teste t de Student não pareado para 

análise do perfil de expressão de fosfo-PKR, n=7-10/grupo). 
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4.4. A inibição farmacológica sistêmica de PKR intensifica a redução 

fosforilação de P38 em GRD nos períodos herpético e pós-herpético e inibe o 

aumento da fosforilação de JNK e ERK1,2 no período pós-herpético em 

animais inoculados com HSV1 

O HSV1 provoca redução da fosforilação de P38 no período herpético 

(p<0.001) e o PKRi  provoca o aumento da fosforilação tanto em relação ao grupo 

HSV1 8 dias (p<0.05) quanto em relação ao grupo inativo (p<0.05) (Fig. 9A). 

No período pós-herpético, o PKRi provoca aumento da fosforilação de P38 

em relação aos grupos HSV1 21 dias (p<0,05) e em comparação ao grupo inativo 

(p<0.01) (Fig. 9B). 

No período herpético, os grupos estudados não apresentam diferenças entre 

si da fosforilação de ambas as MAPK JNK e ERK1,2 (Fig. 9C e 9E). 

No período pós-herpético, o HSV1 provoca aumento da fosforilação de JNK 

(p<0.01) e o PKRi provoca a redução da fosforilação tanto em relação ao grupo 

HSV1 21 dias (p<0.01) quanto em relação ao grupo inativo (p<0.05) (Fig. 9D). Nesse 

mesmo período, houve aumento da fosforilação de ERK1,2 no grupo HSV1 21 dias 

em relação ao grupo inativo (p<0.01), o qual foi revertido pelo PKRi (Fig. 9F). 
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 Figura 9. Perfis de fosforilação de (A e B) P38, (C e D) JNK e (E e F) ERK1,2 expressos como 

porcentagem da fração entre a proteína e a β-actina em GRD (L3-L6) de animais C57bl/6 inoculados 

com HSV1 inativo, HSV1 ativo no 8º ou 21º dias após a inoculação e HSV1 ativo no 8º ou 21º dias 

após 15 min da administração i.p. de 0.2 mg/kg do PKRi. Resultados expressos em média ± E.P.M. 

(***p<0.001, **p<0.01 e *p<0.05 em relação ao grupo inativo; ###p<0.001, ##p<0.01 e #p<0.05 em 

relação ao HSV1 ativo, utilizando teste t de Student não pareado, n=5-8/grupo). 
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4.5. A inibição farmacológica sistêmica de PKR inibe o aumento da fosforilação 

de PLCγ1 e Akt induzida por infecção pelo HSV1 em GRD nos períodos 

herpético e pós-herpético 

No período herpético, o HSV1 provocou o aumento da fosforilação de PLCγ1 

(p<0.001). O PKRi inibiu esse aumento em relação ao grupo HSV1 8 dias (p<0.05) e 

reduziu a fosforilação de PLCγ1 em relação ao grupo inativo (p<0.05) (Fig. 10A). 

No período pós-herpético, houve aumento da fosforilação de PLCγ1 no grupo 

HSV1 21 dias (p<0.05), o qual foi inibido pelo PKRi (Fig. 10B). 

De modo semelhante, houve aumento da expressão de fosfo-Akt no grupo 

HSV1 8 dias em relação ao grupo inativo (p<0.05), o qual foi inibido pelo PKRi (Fig. 

10C). 

No período pós-herpético, o HSV1 provocou o aumento da fosforilação de Akt 

(p<0.01). O PKRi inibiu esse aumento em relação ao grupo HSV1 21 dias (p<0.05) e 

reduziu a fosforilação de Akt em relação ao grupo inativo (p<0.05) (Fig. 10D).  
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 Figura 10. Perfis de fosforilação de (A e B) PLCγ1 e (C e D) Akt expressos como porcentagem da 

fração entre a proteína e a β-actina em GRD (L3-L6) de animais C57bl/6 inoculados com HSV1 

inativo, HSV1 ativo no 8º ou 21º dias após a inoculação e HSV1 ativo no 8º ou 21º dias após 15 min 

da administração i.p. de 0.2 mg/kg do PKRi. Resultados expressos em média ± E.P.M. (**p<0.01 e 

*p<0.05 em relação ao grupo inativo; ##p<0.01 e #p<0.05 em relação ao HSV1 ativo, utilizando teste t 

de Student não pareado, n=5-9/grupo). 
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4.6. A inibição farmacológica sistêmica de PKR inibe o aumento da fosforilação 

de IKKα/β e de STAT3 induzido por infecção pelo HSV1 em GRD nos períodos 

herpético e pós-herpético 

No período herpético, houve aumento da fosforilação de IKKα/β no grupo 

HSV1 8 dias em relação ao grupo inativo (p<0.001), sendo que o PKRi inibiu esse 

aumento (p<0.05) e reduziu a fosforilação em relação ao grupo inativo (p<0.05) (Fig. 

11A). 

No período pós-herpético, também houve aumento da fosforilação de IKKα/β 

no grupo HSV1 21 dias em relação ao grupo inativo (p<0.05), o qual foi revertido 

pelo PKRi (Fig. 11B). 

Além disso, houve aumento da fosforilação de STAT3 no período herpético 

(p<0.01), o qual foi revertido pelo PKRi (p<0.05) (Fig. 11C), e no período pós-

herpético (p<0.05), o qual também foi inibido pelo PKRi (Fig. 11D).  
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Figura 11. Perfis de fosforilação de (A e B) IKKα/β e (C e D) STAT3 expressos como porcentagem da 

fração entre a proteína e a β-actina em GRD (L3-L6) de animais C57bl/6 inoculados com HSV1 

inativo, HSV1 ativo no 8º ou 21º dias após a inoculação e HSV1 ativo no 8º ou 21º dias após 15 min 

da administração i.p. de 0.2 mg/kg do PKRi. Resultados expressos em média ± E.P.M. (**p<0.01 e 

*p<0.05 em relação ao grupo inativo; ##p<0.01 em relação ao HSV1 ativo, utilizando teste t de 

Student não pareado, n=5-10/grupo). 
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4.7. A inibição farmacológica e a deleção genética de PKR previnem a 

hiperalgesia térmica induzida por infecção pelo HSV1 frente à ativação de 

receptores TRPV1 

Como observado anteriormente, a dose de 0.2 mg/kg do PKRi apresentou 

efeito mais duradouro frente à dose de 0.005 mg/kg. Assim, foi realizado o pré-

tratamento com 0.2 mg/kg de PKRi a fim de investigar as respostas 

comportamentais à ativação de receptores TRPV1 induzida pela capsaicina. 

Nossos resultados demonstram que a reversão da hiperalgesia térmica pelo 

PKRi permanece mesmo após a administração de capsaicina em animais C57bl/6 e 

PKR+/+ nas fases herpética (p<0.01 e p<0.001, respectivamente) e pós-herpética 

(p<0.001, para ambos), quando comparados aos grupos injetados com controle 

negativo e capsaicina (Fig. 12A, 12B, 12C e 12D). Animais PKR-/- não apresentaram 

hiperalgesia térmica em nenhum dos momentos testados, mesmo após a injeção de 

capsaicina, em ambos os períodos herpético e pós-herpético (Fig. 12E e 12F). 
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Figura 12. Latência térmica em animais (A e B) C57bl/6, (C e D) PKR
+/+

 e (E e F) PKR
-/-

 após 8 ou 21 

dias a inoculação do HSV1 ativo, após 20 e 30 min à administração sistêmica de controle negativo ou 

0.2 mg/kg do PKRi (PKRi), sendo que aos 30 min, passaram-se 10 min da injeção subcutânea no 

dorso da pata esquerda com capsaicina (10 µg) ou veículo. Resultados expressos em média ± E.P.M. 

(***p<0.001 e **p<0.01 em relação ao grupo controle + capsaicina; ##p<0.01 quanto ao grupo PKRi + 

capsaicina em relação ao grupo controle + capsaicina utilizando ANOVA de duas vias e pós-testes de 

Bonferroni, n=6-13/grupo).  
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4.8. A inibição farmacológica reduz e a deleção genética de PKR inibe a 

resposta nocifensiva à ativação de receptores TRPV1 em animais inoculados 

com HSV1 

Identificamos que o PKRi reduz, mas não significativamente, o 

comportamento nocifensivo à ativação de receptores TRPV1 pela capsaicina em 

animais C57bl/6, nos períodos herpético e pós-herpético. 

Em contrapartida, o PKRi inibe tal comportamento nocifensivo em animais 

PKR+/+ nos períodos herpético (p<0.001) e pós-herpético (p<0.001), quando 

comparados ao grupo de animais PKR+/+ injetado com controle negativo e 

capsaicina (Fig. 13C e 13D). 

Os grupos de animais PKR-/- injetados com controle negativo e capsaicina 

apresentaram redução significativa do comportamento nocifensivo nos períodos 

herpético (p<0.001) e pós-herpético (p<0.01), quando comparados aos grupos de 

animais PKR+/+ injetados com controle negativo e capsaicina (Fig. 13C e 13D). 
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Figura 13. Resposta nocifensiva à capsaicina em animais (A e B) C57bl/6, (C e D) PKR

+/+
 e PKR

-/-
 

após 8 ou 21 dias a inoculação do HSV1 ativo, submetidos à administração sistêmica de controle 

negativo ou 0.2 mg/kg do PKRi (PKRi) e, após 20 min, injetados via s.c. no dorso da pata esquerda 

com capsaicina (10 µg) ou veículo. Resultados expressos em média ± E.P.M. (***p<0.001 e **p<0.01; 

##p<0.01 e #p<0.05 em relação ao grupo controle + capsaicina utilizando teste t de Student não 

pareado para A e B e ANOVA de uma via e pós-testes de Bonferroni para C e D; (n=6-13/grupo).  
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4.9. A inibição farmacológica sistêmica de PKR provoca o aumento da 

expressão de Ca-MKIIα em GRD no período herpético, redução de Ca-MKIIα e 

aumento de TRPV1 em GRD no período pós-herpético 

O HSV1 per se não provocou alterações dos perfis de expressão de Ca-MKIIα 

ou TRPV1. Entretanto, após a administração do PKRi, houve aumento da expressão 

de Ca-MKII no grupo HSV1 8 dias em relação ao grupo inativo no período herpético 

(p<0.05) (Fig. 14A). 

No período pós-herpético, observou-se que o PKRi provocou a redução da 

expressão de Ca-MKIIα no grupo HSV1 21 dias em relação ao grupo inativo (p<0.05) 

(Fig. 14B). 

Na fase herpética, o PKRi não influenciou a expressão de TRPV1 (Fig. 14C). 

Por outro lado, os receptores TRPV1 apresentaram aumento de expressão após o 

PKRi no período pós-herpético tanto em relação ao grupo HSV1 21 dias (p<0.05) 

quanto em comparação ao grupo inativo (p<0.001) (Fig. 14D). 
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Figura 14. Perfis de expressão de (A e B) Ca-MKIIα e (C e D) TRPV1 expressos como porcentagem 
da fração entre a proteína e a β-actina em GRD (L3-L6) de animais C57bl/6 inoculados com HSV1 
inativo, HSV1 ativo no 8º ou 21º dias após a inoculação e HSV1 ativo no 8º ou 21º dias após 15 min 
da administração i.p. de 0.2 mg/kg do PKRi. Resultados expressos em média ± E.P.M. (***p<0.001 e 
*p<0.05 em relação ao grupo inativo; #p<0.05 em relação ao HSV1 ativo, utilizando teste t de Student 
não pareado, n=6-9/grupo). 
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5. Discussão 

No presente estudo, utilizamos abordagens comportamentais, genéticas, 

farmacológicas e moleculares que indicaram a importância da PKR como molécula 

sinalizadora, que modula diversas vias de sinalização intracelulares em GRD, e 

apresenta repercussão crítica na nocicepção térmica. Diante dos nossos resultados, 

sugerimos que a atividade de PKR é necessária para o desenvolvimento da 

hiperalgesia térmica em um modelo de dor crônica, de origem inflamatória e de 

causa viral. 

De acordo com estudos anteriores, o modelo experimental utilizado permite a 

reprodução de fenômenos que ocorrem durante os períodos herpético e pós-

herpético (LOESER, 1986; TAKASAKI et al., 2000; SASAKI et al., 2008a; 2008b; 

INOMATA et al., 2013). Entende-se que, até o 8º dia, ocorrem sintomas que se 

assemelhariam ao período herpético (alodínia, hiperalgesia, lesões cutâneas) e que, 

neste momento, teriam transcorrido sete dias referentes à inoculação do vírus HSV1, 

entende-se que os efeitos observados no 8º dia de experimentação refletem os 

efeitos da infecção viral, e não de um processo inflamatório referente ao 

procedimento de inoculação. Já o período que melhor representaria as modificações 

funcionais das lesões neuropáticas provocadas pela infecção viral seria aquele 

período distante do momento de inoculação no qual ainda permanecessem os 

fenômenos de alodínia e hiperalgesia. Diante disso, os experimentos referentes ao 

período pós-herpético foram realizados no 21º dia após a inoculação do vírus HSV1. 

  A alodínia mecânica induzida por infecção pelo HSV1 em animais C57bl/6, 

PKR+/+ e PKR-/- permaneceu desde o 8º até o 28º dia após a inoculação. O HSV1 

também causou hiperalgesia térmica em animais C57bl/6 e PKR+/+, a qual 
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permaneceu desde o 8º até o 28º dia após a inoculação. Entretanto, animais PKR-/- 

não desenvolveram hiperalgesia térmica em nenhum momento investigado. O perfil 

comportamental distinto da linhagem de animais PKR-/- é de extrema significância, 

pois demonstra, pela primeira vez, que a PKR exerce efeito funcional crítico no 

fenômeno de hiperalgesia térmica de origem inflamatória e infecciosa. Nossos 

resultados confirmam estudos anteriores, nos quais foram identificados alodínia e 

hiperalgesia mecânicas a partir do 5º dia após a inoculação (TAKASAKI et al., 2000), 

se estendendo até o 24º dia (INOMATA et al., 2013). Outro estudo identificou que a 

alodínia mecânica pode permanecer por 35 a 42 dias após a inoculação (SASAKI et 

al., 2008a).  

O decurso temporal de ação do HSV1 é refletido no período herpético, o qual 

compreende o período iniciado no 5º dia após a inoculação e apresenta alodínia, 

hiperalgesia, lesões zosteriformes, vesículas e erupções na pele no dermátomo cujo 

GRD e nervo foram afetados pelo vírus (TAKASAKI et al., 2000). Já o período pós-

herpético é caracterizado pela cicatrização das lesões (SASAKI et al., 2008a; 2008b) 

e pela permanência da alodínia e da hiperalgesia (INOMATA et al., 2013; LOESER, 

1986). Deste modo, nossos experimentos foram capazes de reproduzir tanto o 

período herpético como o pós-herpético. 

O desenvolvimento de hiperalgesia térmica no modelo experimental que 

utiliza o HSV1 parece ser controverso. Enquanto nós identificamos claramente o 

desenvolvimento crônico de hiperalgesia térmica em duas linhagens distintas de 

animais, C57bl/6 e PKR+/+, um estudo de Sasaki e colaboradores (2003) demonstrou 

que camundongos fêmeas BALB/C inoculados com HSV1 ativo desenvolveram 

alodínia mecânica na pata, mas não hiperalgesia térmica na cauda, no período 

herpético (SASAKI et al., 2003). Tal divergência pode estar relacionada a diferenças 
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de sexo, linhagens e teste experimental. Estudos demonstram que os hormônios 

estrogênicos podem apresentar efeito antinociceptivo e modular a resposta de 

hiperalgesia térmica induzida por inflamação, de maneira estímulo-dependente 

(LAWSON et al., 2010; OKUDA et al., 2011). 

Considerando os períodos herpético e pós-herpético, utilizamos como 

parâmetros para análises moleculares o 8º e o 21º dias após a inoculação. Os 

animais utilizados para este fim passaram por triagem para confirmar a alodínia e, 

então, passaram pela eutanásia e extração de GRD de L3-L6, pois o HSV1 

permanece latente no GRD do nervo que faz parte do dermátomo infectado 

(TAKASAKI et al., 2000). 

Segundo nossa hipótese, a atividade do HSV1 no GRD pode provocar a 

fosforilação de PKR que, por sua vez, participa da hiperalgesia térmica. PKR é 

conhecida por sua atividade antiviral, inibindo a síntese proteica e assim 

prejudicando a replicação viral (GRANTIER; WILLIAMS, 2007). Por outro lado, o 

HSV1 pode ser capaz de induzir a síntese de proteínas que se ligam ao dsRNA e 

interagem com PKR, inibindo a sua ativação (MULVEY et al., 2003; KHOO, PEREZ, 

MOHR, 2002). Além desta via, o HSV1 pode inibir a fosforilação de PACT, o que 

inibe a fosforilação da PKR pela sinalização de estresse celular (PETERS et al., 

2002). Todavia, esses estudos foram desenvolvidos in vitro, diferentemente do 

nosso estudo, o qual foi realizado através da indução de um modelo in vivo. Neste 

trabalho, observamos que o HSV1 provoca aumento tanto da expressão quanto da 

fosforilação de PKR em GRD em ambos os períodos herpético e pós-herpético. 

Deste modo, PKR parece participar de mecanismos crônicos da infecção viral. 
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Além de ser ativada pela atividade viral, a PKR pode ser fosforilada pela 

atividade de seu ativador endógeno, PACT (GOH, deVEER, WILLIAMS, 2000; 

WILLIAMS, 1999). A ativação de PACT ocorre diante de estresse celular, citocinas e 

metabólitos bacterianos (SINGH et al., 2011; WILLIAMS, 1999). Nossos resultados 

demonstram que houve aumento da expressão de PACT nos períodos herpético e 

pós-herpético. Enquanto isso, a fosforilação dessa proteína apresentou-se 

aumentada apenas no período pós-herpético. Isso indica que PACT pode ser uma 

das moléculas envolvidas na ativação de PKR nesse modelo experimental. 

O mecanismo mais conhecido pelo qual a PKR exerce suas funções é através 

da fosforilação de eIF2α, inibindo a síntese proteica e a replicação viral (SAMUEL, 

1993; WILLIAMS, 2001). Neste trabalho, pôde-se observar o aumento da 

fosforilação do fator de transcrição eIF2α em GRD tanto no período herpético como 

no período pós-herpético, indicando a atividade da via PKR/eIF2α nesse modelo 

experimental, e inibindo a replicação viral. Dessa maneira, nós confirmamos outros 

estudos sugestivos de que a via PKR/eIF2α está ativa em infecções virais 

(BALACHANDRAN et al., 2000; WILLIAMS, 1999; STARK et al., 1998; STOJDL et 

al., 2000). Por outro lado, um estudo do nosso laboratório demonstrou que o 

aumento da atividade de PKR no CDME não é acompanhado pelo aumento da 

atividade de eIF2α, em um modelo de dor inflamatória induzida por CFA (KUSUDA, 

2013). As diferenças de resultados devem estar pautadas nas diferenças entre os 

modelos experimentais. Diante disso, entende-se que PKR participa de diferentes 

vias de sinalização cujas atividades dependem dos estímulos aplicados. 

A PKR também pode associar-se ao complexo IKK e estimular a ativação do 

NFκB em situações de infecções virais ou bacterianas, citocinas e outras situações 

de estresse celular (GIL et al., 2001; GIL; ALCAMÍ; ESTEBAN, 2000; KANG; TANG, 



62 
 

2012; ZAMANIAN-DARYOUSH et al., 2000). Nossos resultados estão de acordo 

com a literatura, a ponto que demonstramos o aumento da expressão de IKKβ e da 

fosforilação de IKKα/β em GRD nos períodos herpético e pós-herpético. Outros 

dados do nosso laboratório demonstraram o aumento da fosforilação de IKKβ no 

CDME de animais C57bl/6 3 dias após a injeção de CFA na pata, o qual foi inibido 

pela injeção intratecal do PKRi (KUSUDA et al., 2013). Diferentemente do que 

demonstramos com a via PKR/eIF2α, a via PKR/IKK pode ser recrutada em 

condições inflamatórias viral e não viral. Além disso, demonstramos no presente 

estudo que a fosforilação de IKKα/β foi inibida pelo PKRi nos períodos herpético e 

pós-herpético, indicando que a atividade de NF-κB pode estar aumentada devido à 

atividade de PKR. 

A atividade de PKR sobre a modulação da síntese protéica e de outras 

atividades celulares também pode ocorrer através da ação de PKR sobre PP2A. 

PKR é capaz de fosforilar a subunidade B56α de PP2A (XU; WILLIAMS, 2000) que, 

por sua vez, não somente modula atividades celulares como apoptose, autofagia e 

ciclo celular, como também pode modular a ativação de MAPK, NF-κB e Ca-MK 

(CHENG et al., 2013; XU, WILLIAMS, 2000). Nossos resultados indicam o aumento 

da expressão de PP2Aα nas fases herpética e pós-herpética, que pode ter ocorrido 

devido a ação de PKR. 

Após as constatações do aumento da atividade de PKR e do perfil 

comportamental de animais PKR-/- em relação à hiperalgesia térmica, ambos 

induzidos por infecção pelo HSV1, utilizamos uma abordagem farmacológica que 

identificou o efeito analgésico do PKRi administrado sistemicamente. A hiperalgesia 

térmica foi atenuada pelo PKRi de modo dose- e tempo-dependente, sendo que 

dose de 0.2 mg/kg apresentou efeito de maior magnitude e mais duradouro que a 
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dose de 0.005 mg/kg. Evidências da literatura demonstram que o PKRi, quando 

administrado por via i.p., ultrapassa a barreira hematoencefálica e promove aumento 

da excitabilidade neuronal e do armazenamento da memória em longo prazo em 

camundongos (INGRAND et al., 2007; ZHU et al., 2011). Assim, é possível que a 

administração sistêmica do PKRi promova a antinocicepção através de atividade 

tanto no sistema nervoso periférico como central. 

Posteriormente, nossos resultados demonstraram claramente a influência do 

PKRi sobre os GRD infectados pelo HSV1 (L3-L6), estruturas sensoriais-chave no 

processo de transmissão da informação nociceptiva. O HSV1 provocou a redução da 

fosforilação de P38 e não alterou a fosforilação de JNK nem ERK1,2 no período 

herpético. Surpreendentemente, o PKRi provocou o aumento da fosforilação de P38 

nos períodos herpético e pós-herpético. Este efeito pode estar relacionado a 

mecanismos complexos de sinalização intracelular. Mogensen e colaboradores 

(2004) demonstraram que o HSV1 é capaz de inibir a estabilidade do RNA 

mensageiro das células infectadas e suprimir a expressão de citocinas pró-

inflamatórias capazes de promover o combate à infecção (MOGENSEN et al., 2004), 

e um resultado da atividade das MAPK é a produção de citocinas, moléculas 

importantes na sinalização e promoção da resolução do processo inflamatório 

(BASBAUM et al., 2009). Tal atividade inibitória do HSV1 é capaz de diminuir a 

resposta do hospedeiro e permitir o estabelecimento da infecção viral (MOGENSEN 

et al., 2004).  

O aumento da ativação de JNK e ERK1,2 no período pós-herpético, mas não 

no período herpético, reiteram que há fenômenos distintos mediando modelos de dor 

diferentes, neuropático e inflamatório, respectivamente. Ao ser estimulada, in vitro, 

por dsRNA, a PKR aumenta a atividade de ERK1,2 e JNK, mas não de P38 
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(IORDANOV et al., 2000). O LPS, antígeno bacteriano indutor de resposta 

inflamatória, induz a fosforilação de P38 e JNK dependente de PKR, in vitro (LI, 

XIONG, ZHANG, 2012). Além disso, JNK está envolvida na hiperalgesia térmica 

inflamatória induzida por NGF (DOYA et al., 2005). Outros estudos in vitro indicam 

que o papel de PKR na ativação de ERK1,2 ainda é obscuro. Por um lado, foi 

demonstrado que a fosforilação de ERK independente de PKR em macrófagos de 

camundongos PKR-/- e PKR+/+ (MAGGI et al., 2003). Por outro lado, foi identificado 

que a fosforilação de ERK1,2 e P38 depende da ativação de PKR em monócitos 

infectados com HIV (LI et al., 2005). Desse modo, a ativação de JNK e ERK1,2 pela 

PKR pode ser um mecanismo pró-nociceptivo desencadeado pelo vírus no GRD no 

período pós-herpético e a inibição de PKR inibe a ação pró-nociceptiva dessas 

MAPK, promovendo analgesia.  

 Também no período pós-herpético, houve aumento da atividade de PLCγ1, 

bem como demonstrado em estudos anteriores do nosso laboratório, que 

demonstraram essa expressão aumentada em CDME em um modelo de dor 

neuropática (ALMEIDA et al., 2015; KUSUDA et al., 2013). Nos modelos de 

neuralgia herpética e pós-herpética, identificamos o mesmo aumento de atividade, o 

qual foi inibido pelo PKRi. A literatura carece de estudos acerca da relação entre 

PKR e PLCγ1. Estudos in vitro demonstraram que a atividade de PLC está 

relacionada à regulação e ativação de alguns tipos de receptores TRP (HARDIE, 

2007; MINKE, 2001; ZYGMUNT et al., 2013). Nossos achados indicam, então, que 

PKR pode agir também via PLC para provocar hiperalgesia térmica, além de PLC 

estar envolvida no desenvolvimento da alodínia mecânica e com a modulação do 

sistema imune diante de processo inflamatório (HOU et al., 2004; JOSEPH et al., 

2007; SHI et al., 2008; MANJAVACHI et al., 2010). 
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 Assim como o HSV1 provocou aumento da atividade de PLCγ1, também 

houve aumento da atividade de Akt. Esse aumento pode ocorrer devido a atividade 

de interferons, os quais regulam múltiplas moléculas de sinalização, estando 

relacionado à ativação de processos apoptótico e neurotóxico (DEDONI, OLIANAS, 

ONALI, 2010). Além desses fatores, a atividade de Akt está relacionada com a 

hiperalgesia térmica inflamatória em neurônios sensoriais primários através da 

sensibilização de TRPV1 e contribui para o comportamento doloroso desencadeado 

pela capsaicina (ZHUANG et al., 2004; SUN, YAN, WILLIS, 2007). Nossos 

resultados demostram a inibição da atividade de Akt pelo PKRi, sugerindo que essa 

proteína é acionada pela PKR, e poderia ser uma via pela qual se desenvolve a 

hiperalgesia térmica no modelo experimental estudado, entretanto mais estudos são 

necessários para investigar essa hipótese.  

A ativação de STAT3 por PKR também pode ser um meio pelo qual a PKR 

promove a hiperalgesia térmica, pois estudos indicam que a inibição intratecal de 

STAT3 inibe a hiperalgesia térmica ao frio e ao calor em modelos de dor neuropática 

(DUBOVÝ et al., 2010; XUE et al., 2014). No presente estudo, o aumento da 

fosforilação de STAT3 foi revertido pelo PKRi nas fases herpética e pós-herpética. 

Nossos resultados confirmam estudos que inferem que a PKR interage fisicamente 

com STAT3, promovendo sua fosforilação e ativando-a, tanto em fibroblastos 

estimulados com fator de crescimento derivado de plaquetas como em células 

hepáticas infectadas com o vírus da hepatite C (DEB et al., 2001; YAN, CHEN, 

BRECHOT, 2010). Em um modelo de inflamação sistêmica por LPS, identificou-se 

que o aumento da ativação de STAT3 e a neuroinflamação no hipocampo dependem 

da ativação de PKR (CARRET-REBILLAT et al., 2015). Quando ativada, STAT3 se 
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transloca para o núcleo celular, no qual exerce sua função de ativação da 

transcrição gênica (DEB et al., 2001; YAN, CHEN, BRECHOT, 2010).  

O comportamento nocifensivo frente ao desafio com a injeção de capsaicina 

demonstrou que PKR participa da nocicepção térmica provavelmente downstream à 

ativação de TRPV1. Nossos resultados demonstram que, nos períodos herpético e 

pós-herpético, animais C57bl/6 e PKR+/+ que receberam o PKRi sistemicamente 

apresentaram aumento da latência térmica, o qual não foi alterado pela injeção de 

capsaicina na pata. Animais PKR-/- não apresentaram hiperalgesia térmica mesmo 

após a estimulação de receptores TRPV1 com capsaicina. 

A resposta nocifensiva evocada pela capsaicina apresentou-se 

tendenciosamente menor em animais C57bl/6 injetados com PKRi e capsaicina em 

relação a animais C57bl/6 injetados com controle negativo e capsaicina. Em animais 

PKR+/+ injetados com PKRi e capsaicina, a resposta nocifensiva foi substancialmente 

reduzida em relação a animais PKR+/+ injetados com controle negativo e capsaicina. 

Portanto, a inibição de PKR é capaz de inibir a resposta nocifensiva provocada pela 

ativação de TRPV1, indicando mais uma vez a possibilidade de PKR ser um efetor 

downstream à ativação de receptores TRPV1. 

 A deleção genética de PKR confirmou o envolvimento da PKR na nocicepção 

térmica induzida pela ativação dos receptores TRPV1. Animais PKR-/- injetados com 

controle negativo e capsaicina apresentaram fenótipo semelhante aos animais 

PKR+/+ que receberam PKRi e capsaicina. Desta maneira, supomos que a ativação 

de TRPV1 promove ativação de vias intracelulares que desencadeiam a fosforilação 

de PKR a qual promove ativação do sistema nociceptivo diante de estímulos 
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térmicos. A interação do ligante com o TRPV1 é mediada pela molécula de Ca-MKII 

(JUNG et al., 2004). 

 O HSV1 não provocou alterações basais na expressão de Ca-MKIIα em GRD. 

Entretanto, a inibição de PKR promoveu efeitos opostos. Na fase herpética houve 

aumento e, na fase pós-herpética, houve redução da expressão de Ca-MKIIα. Um 

estudo que utilizou a injeção intraplantar de capsaicina identificou o aumento da 

expressão e fosforilação de Ca-MKIIα no CDME ipsilateral (FANG et al., 2002). 

Possivelmente, os mecanismos intracelulares que medeiam a nocicepção são 

diferentes no CDME e em gânglios sensoriais. Nossos resultados divergem dos 

resultados de Fang e colaboradores (2002), mas convergem com os resultados de 

Price e colaboradores (2005), que demonstraram o aumento da fosforilação de Ca-

MKII, mas não de sua forma total, em neurônios de gânglios trigeminais após 

estímulo com capsaicina (PRICE et al., 2005). 

 A inibição intratecal de Ca-MKII previne ambos alodínia mecânica e 

hiperalgesia térmica em modelos experimentais de lesão neuropática, apresentando-

se como uma molécula pró-nociceptiva (DAI et al., 2005; OGAWA et al., 2005) e 24 

horas após injeção intraplantar com CFA (LUO et al., 2008a). A inibição 

farmacológica da atividade de Ca-MKIIα resultou em prevenção parcial da 

fosforilação de receptores glutamatérgicos no CDME, demonstrando que esta 

proteína é importante na modulação da sensibilização central (FANG et al., 2002).  

 O aumento persistente da atividade de Ca-MKII pode resultar no aumento da 

sensibilidade térmica através da ativação de receptores TRPV1 em fibras C 

polimodais de neurônios aferentes primários (SZALLASI et al., 1999; TOMINAGA et 

al., 1998). Estudos demonstraram a co-localização entre Ca-MKII e TRPV1 em 
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neurônios de gânglios trigeminais após estímulo com capsaicina (PRICE et al., 

2005), bem como em neurônios de GRD estimulados com calor, pH baixo e 

capsaicina (CARLTON, HARGETT, 2002). 

 Nós demonstramos que o perfil de expressão de receptores TRPV1 nos 

períodos herpético e pós-herpético não é alterado no contexto ecperimental 

utilizado. Interessantemente, o PKRi provocou o aumento da expressão desses 

receptores no período pós-herpético. A literatura não apresenta estudos acerca da 

relação entre a ativação de receptores TRPV1 e a PKR, mas indica que animais 

infectados com o vírus da varicela zoster apresentam aumento da expressão de 

RNA mensageiro de TRPV1 em GRD de ratos, no período pós-herpético (GUEDON 

et al., 2015). 

Outro estudo demonstrou a eficácia do uso de antagonistas de receptores 

TRPV1 no tratamento da dor crônica refratária ao tratamento com anti-inflamatórios 

não-esteroidais em modelos experimentais de artrite e neuralgia pós-herpética 

(KITAGAWA et al., 2013). Lembrando que a ativação de receptores TRPV1 está 

intimamente relacionada ao desenvolvimento da hiperalgesia térmica em condições 

de origem inflamatória, e que o perfil comportamental de animais TRPV1-/-

(CATERINA et al., 1997; 2000) apresenta-se idêntico ao perfil comportamental dos 

animais PKR-/- estudados no nosso laboratório, sugerimos a existência de uma nova 

e promissora relação entre TRPV1 e PKR no desenvolvimento da hiperalgesia 

térmica em modelos de dor com origem inflamatória. 
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6. Conclusões 

 A deleção genética de PKR previne o desenvolvimento de hiperalgesia 

térmica nos períodos herpético e pós-herpético. 

 A inibição de PKR apresenta efeito analgésico sobre a hiperalgesia térmica 

nos períodos herpético e pós-herpético em efeito dose- e tempo-dependente. 

 A infecção pelo vírus HSV1 altera a maquinaria intracelular modificando o 

perfil de expressão e atividade de diversas proteínas, entre elas PKR e eIF2α. 

 PKR utiliza mecanismos distintos de atuação no ambiente intracelular nos 

períodos herpético, no qual existe componente inflamatório, e pós-herpético, 

no qual há um quadro neuropático. 

 Tanto a inibição farmacológica como a deleção genética da PKR preveniram 

a resposta nocifensiva e a hiperalgesia térmica induzidas pela ativação de 

receptores TRPV1. 

 De acordo com os resultados obtidos, pode-se indicar que PKR apresenta 

papel crucial no desenvolvimento da hiperalgesia térmica no modelo 

experimental de neuralgia herpética e pós-herpética. 
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Dados complementares 

Com a finalidade de monitorar o controle das linhagens de animais PKR+/+ e 

PKR-/- de modo representativo, foram realizados experimentos para identificar os 

perfis de expressão de PKR e de receptores TRPV1 em amostras de GRD (L3-L6) 

de animais intactos. 

Os resultados demonstraram que animais PKR-/- apresentam déficit de PKR 

quando comparados aos animais PKR+/+ (p<0.001) (Fig. 15A). Enquanto isso, o perfil 

de expressão de receptores TRPV1 apresentou resultados semelhantes em ambas 

as linhagens (Fig. 15B). Esses resultados comprovam que os animais PKR-/- são 

deficientes em PKR e que não há diferenças na expressão de receptores TRPV1 no 

GRD de animais PKR+/+ e PKR-/- intactos. 

 Figura 15. Perfis de expressão de (A) PKR e (B) TRPV1 expressos como porcentagem da fração 

entre a proteína e a β-actina em GRD (L3-L6) de animais PKR
+/+

 e PKR
-/-

 intactos. Resultados 

expressos em média ± E.P.M. (***p<0.001 em relação aos animais PKR
+/+

, utilizando teste t de 

Student não pareado, n=2-4/grupo). 
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Aprovação do projeto pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 


