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THE APPLICATION OF NIMESULIDE PREVENTS GENITAL
LESIONS CAUSED BY HERPES SIMPLEX VIRUS-2
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RESUMO

A infeccdo por Herpes Simplex virus -2 (HSV-2) ¢ amplamente distribuida no
mundo inteiro. A lesdo produzida pelo virus ¢ dolorosa e também contribui para
infeccdo com outros microrganismos infecciosos, como bactérias e fungos. A
infeccdo com HSV-2 ¢ perigosa durante a gravidez, uma vez que ela pode atingir
o feto no momento do parto. A terapia antiviral é limitada, principalmente
porque a manifestacdo da infec¢do estd mais relacionada ao processo inflamatorio
local. A nimesulida, um anti-inflamatério inibidor preferencial da enzima ciclo-
oxigenase-2 (COX-2), pode ser um alvo para a terapia do HSV-2, pois ela pode
melhorar a lesdo. Assim, o objetivo nesse estudo foi investigar a acdo da nimesulida
na resolugdo ou prevengdo do desenvolvimento da lesdo genital, causada por
HSV-2 em modelo murino. Camundongos BALB/C foram infectados na mucosa
genital com HSV-2 e diferentes esquemas de tratamento com a nimesulida foram
aplicados. Grupos de camundongos receberam o farmaco no inicio da infeccdo,
em uma fase avangada da infeccdo ou antes da infecg@o. As lesdes herpéticas
foram classificadas através de um score de intensidade como lesdo ausente (zero),
lesdo leve (um), lesao moderada (dois) e lesdo intensa (3). Os resultados indicam
que o uso de nimesulida apés a infecgdo com HSV-2 ¢ ineficiente para reverter a
inflamacdo, entretanto quando o farmaco foi administrado antes da infec¢do por
HSV-2, ele é capaz de prevenir a manifestagdo da lesdo herpética.
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ABSTRACT

The Herpes Simplex virus-2 (HSV-2) widely occurs throughout the world. The
lesion produced by the virus is painful and it also contributes to infection with
other infectious organisms such as bacteria and fungi. Infection with HSV-2 is
dangerous during pregnancy, since it can reach the fetus during delivery. Antiviral
therapy is limited, mainly because the infection manifestation is more related to a
local inflammatory process. Nimesulide, a preferential anti-inflammatory inhibitor
of the cyclooxygenase-2 enzyme (COX-2), may be a target for the HSV-2 therapy
for it can improve the lesion. The objective of this study is to investigate the action
of nimesulide in solving or preventing the development of genital lesions caused
by HSV-2 in a murine model. Some BALB/C mice were infected in the genital
mucous with HSV-2 and different treatment schemes with nimesulide were applied.
Some groups of mice received the drug in the beginning of the infection, others in
an advanced stage, and still others before the infection. The herpetic lesions were
classified using a lesion score of intensity as absent (zero), light (one), moderate
(two) and severe (3). The results indicate that the use of nimesulide after infection
with HSV-2 is inefficient to revert inflammation, however when the drug is
administered prior to infection with HSV-2, it is able to prevent the manifestation

of herpetic lesions.

Keywords: virus, cyclooxygenase infection.
INTRODUCAO

O Herpes Simplex Virus (HSV) pertence a familia herpesviridae e
subfamilia alfaherpesvirinae e, dentro dessa subdivisdo, estio o HSV-1, que causa
lesdo labial e 0 HSV-2, que causa lesdo genital. A lesdo herpética ¢ caracterizada
por um processo inflamatério local, mediado principalmente por linfocitos e
neutréfilos, com a formagdo de microvesiculas preenchidas por um liquido
viscoso e cheias de virus (SILVA, 2009). Quando ocorrem na cavidade oral, as
lesoes sdao definidas como gengivoestomatite herpética, quando acontecem na
regido genital sdo definidas como vulvovaginite herpética. Essas lesdes destroem
a células epiteliais regionais, sdo dolorosas, tém um periodo de sete até dez dias
para cicatrizagdo e pode potencializar a transmissdao de outras doengas, como o
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Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (JAMESON et al., 2010).

Com relagdo ao processo infeccioso, o HSV-1 entra na célula-alvo
através de um mecanismo mediado por multiplos receptores que sdo expressos
em inumeros tipos de células e tecidos (TAYLOR et al., 2007). O virus se adsorve
a superficie da célula através das proteinas do envelope viral (gB, gC, gH-gL)
com receptores celulares (sulfato de heparano e nectinas), realizando uma fusdo
do envelope com a membrana citoplasmatica, que permite a penetragao na célula.
Ap6s a penetragdo, o virus sofre replicagao nas células da epiderme e derme, o que
resulta em necrose e ulceragdo. A dissemina¢do da doenca é limitada de acordo com
o estado imunoldgico do individuo. No inicio, ocorre a atuacdo dos neutrdfilos,
logo o infiltrado linfocitico, quando os macréfagos comegam a aparecer, indica que
esta iniciando o processo de debridamento, cura e reepitelizagio (HELDWEIN;
KRUMMENACHER, 2008). O HSV pode induzir a expressdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatoérias (PARRA; SLOTS, 1996).

Ainda ndo existe cura para a infec¢do causada pelo HSV, apenas poucos
tratamentos reduzem os sintomas da expressao clinica. Em razao disso, existe uma
grande demanda de pesquisas de farmacos para tratamento das espécies de HSV.
Atualmente, a terapéutica utilizada ¢ feita com analogos nucleosidicos do aciclovir,
que inibem a replicacdo viral (SIMMONS, 2002). O aciclovir ¢ um farmaco que
funciona bem em individuos imunocompetentes, sendo administrado topicamente ou
sistemicamente, dependendo do caso (SWEARINGEN; AILOR, 2007). Age como
inibidor seletivo da replicagdo do HSV, sendo administrado sob a forma de pro-
farmaco inativo. No organismo, ele ¢ fosforilado pela enzima viral, timidina quinase
e, posteriormente, transformando-se na forma ativada (trifosfato de aciclovir) por
enzimas celulares. O farmaco ativado concentra-se apenas nas células infectadas,
inibindo, especificamente, a replicagdo do DNA do HSV (LUPI, 2003).

Segundo Rodiles et al. (1999), juntamente ao processo infeccioso
viral, inicia-se também uma reacdo inflamatoria mediada pelas prostaglandinas
(PGs). As PGs sdo as principais mediadoras da inflamagdo, sendo a inibi¢do
da sua biossintese o principal mecanismo de agdo dos anti-inflamatorios néo-
esteroidais (CARNEIRO et al., 2004). A nimesulida pertence ao grupo dos
anti-inflamatorios ndo esteroidais, tendo como agdo principal a diminui¢ao do
infiltrado inflamatério e consequente diminuig¢do do estimulo doloroso. Esse
medicamento ¢ um inibidor preferencial da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-
2), e atua reduzindo sua atividade local (WANNMACHER; FERREIRA, 2006).
Para bloquear a enzima, a nimesulida entra no canal hidrofébico da COX-2,
formando pontes de hidrogénio com um residuo de arginina na posi¢ao 120,
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impedindo que os acidos graxos do substrato entrem no dominio catalitico,
inibindo, assim, a oxidagdo do acido araquiddnico pela COX e consequente
formagao das PGs (CULLEM et al., 1998). Curiosamente, foi observado que,
durante o seu ciclo replicativo, o HSV-1 induz a expressao da enzima COX-2
local (STEER; CORBETT, 2003).

A partir dessas propriedades, sugere-se que a nimesulida pode
servir como adjuvante no tratamento ou preven¢do da inflamagdo herpética
local. Soma-se a isso que o aciclovir reduz a replicagdo viral, mas ndo ¢
eficaz na resposta inflamatéria, principalmente na infec¢do primaria. Assim,
a investigacdo da aplicacdo da nimesulida na resposta inflamatdria herpética
local ¢ bastante relevante devido a suas propriedades. Portanto, o objetivo
neste trabalho foi verificar a influéncia da nimesulida no desenvolvimento da
lesao herpética genital causada por HSV-2.

MATERIAIS E METODOS

ANIMALIS

No presente trabalho, foram utilizados camundongos BALB/c fémeas,
com idade entre 10-12 semanas e peso entre 20-25g, cada grupo de estudo teve
n=4. Os camundongos foram obtidos do biotério da Universidade Federal de
Santa Maria ¢ mantidos no biotério do Centro Universitario Franciscano. Os
animais foram divididos em 4 grupos. Cada grupo de animais ficou isolado
em caixas separadas e foram alojados em uma sala com temperatura de 25°C,
umidade relativa do ar de 60 a 66% e ciclos de claro/escuro controlados. A
agua e a comida aos animais foram fornecidas “ad libitum” durante todo o
procedimento experimental.

O projeto foi submetido para anédlise pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFSM ¢ o procedimento experimental seguiu as normas éticas para
experimentacdo animal elaborada pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA, 2003).

CELULAS E VIRUS

Foi utilizado no estudo o virus HSV-2, linhagem H33. Os virus foram
expandidos em células VERO (células de rim do macaco verde — ATCC CRL
1586), cultivadas em meio DMEM 1X suplementado com 10% Soro Fetal
Bovino (SFB). Para a infeccdo foi utilizada a propor¢ao de 0,01 PFU (Plate
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Forming Units) de virus para cada 100 células, em um periodo de 3h. Os
efeitos citopaticos foram acompanhados até 72 horas. Apos a destruicao da
monocamada, as células foram centrifugadas e os virus extraidos através de
ciclos imediatos de congelamento e descongelamento. O extrato celular viral foi
aliquotado e armazenado em freezer -80 °C e titulo determinado em placas de 24
pogos, através da técnica de TCIDS0.

PREPARACAO DA SOLUCAO DE NIMESULIDA

Devido as caracteristicas lipofilicas da nimesulida, foi necessaria a
utilizag@o de tensoativos para obter o farmaco na sua forma livre, em meio
aquoso, ¢ evitar sua precipitacdo. A nimesulida foi preparada a partir da
solubilizagdo do p6 em monoleato de sorbitano (spam 80®) e polissorbato
80 (tween 80®) na proporgdo de 0,766g/100 mL, utilizando copo graduado.
A solucdo foi agitada até apresentar-se em aspecto homogénio (ALVES,
2006). Foi utilizada nimesulida na concentragdo de Smg/Kg de camundongo
(RODRIGUES et al., 2007).

TRATAMENTOS

Os camundongos foram anestesiados, no periténio, com cloridrato
de quetamina 10% (Cetamin®), na quantidade de 0,028 mL/camundongo
de peso médio 20g e cloridrato de xilazina 2% (Xilasin®), na quantidade de
0,004 mL/camundongo de peso médio 20g. Durante o periodo de anestesia,
a mucosa genital foi raspada levemente com uma agulha de insulina
estéril. Esse procedimento garante a remocdo do estrato corneo superior e
a exposicdo das células com receptores especificos para a entrada do virus.
Para a infecgdo foi utilizada a dose de 1x10* PFU/mL de HSV-2 diluido 10
pL PBS 1X autoclavado, previamente padronizado (HUNDERTMARCH et
al., 2009, p. 31). A nimesulida preparada foi injetada no peritonio (5mg/Kg)
dos animais. Os seguintes grupos foram preparados: Grupo 1: Somente PBS,
grupo controle; Grupo 2: infecgdo com HSV-2 e administracdo de nimesulida
apos o aparecimento da primeira lesao herpética (periodol); Grupo 3: infecg¢ao
com HSV-2 e administracdo de nimesulida durante a fase mais adiantada de
lesdao herpética (periodo 2); Grupo 4: infec¢do com HSV-2 em camundongos
previamente tratados com nimesulida (periodo 3).
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ANALISE DOS RESULTADOS

Para a analise dos resultados foi estabelecida uma numeragao crescente,

relacionada com o grau de desenvolvimento da lesdo genital. Grau O - sem lesdo;
Grau 1 (leve) - somente eritema; Grau 2 (moderada) - eritema com vesiculas;
Grau 3 (intensa) - eritema, vesiculas e exsudato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

LESAO HERPETICA GENITAL

Inicialmente, para estudar o efeito da nimesulida na resolugdo da lesdo
herpética genital, foi padronizado um modelo de indugao de lesdo em camundongos.
A infec¢do por HSV ¢ caracterizada por um padrdo inflamatério do tipo Thl,
esse padrao ¢ regulado por citocinas especificas (IL-12, TNF-0, e IFN-y) que se
diferenciam das do padrdo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) (MUCIDA; CHEROUTRE,
2010). Assim, foram utilizados camundongos isogénios do tipo BALB/C, pois
esses animais apresentam um padrdo de resposta imunologica do tipo Th2, o que
possibilita um balango mais equilibrado de citocinas durante a evolucdo da infec¢ao
por HSV-2 e, consequentemente, a maior sobrevida dos animais.

Foi realizado, inicialmente, um estudo para classificagdo da lesdo
herpética genital. Conforme descritono item material e métodos, os camundongos
foram infectados com HSV-2 na mucosa genital, foram anestesiados e o extrato
corneo raspado com uma agulha de insulina, foi pingado 10uL da suspensdo
viral contendo 1x10*PFU/mL. Os animais foram transferidos novamente para
a caixa ¢ administrado analgésico ibuprofeno na agua de beber. A classificagdo
da lesdo foi feita por meio de analise visual diaria, sendo considerada como
de grau zero quando ndo havia lesdo, grau 1 quando apresentava um aspecto
avermelhado e um discreto tumor; grau 2 quando apresentava maior inchago
bolhoso, eritema e leve exutato; a lesdo de grau 3 foi caracterizada com um
aspecto descamativo da mucosa, com vesiculas e eritema intenso, além do
exutado abundante (Figura 1).

Os resultados observados sdo caracteristicos da patogénese da infeccao
herpética genital, com lesdes do tipo vesiculo bolhoso, preenchidas com um
liquido viscoso, bordas eritematosas e com padrdes de um processo inflamatorio
como dor, rubor e calor (SANTOS, 2008). O HSV-2 infecta as células epiteliais
e vai infectando célula a célula no sentido longitudinal e transversal, até atingir
o nervo mais proximo (MARTINHO et al., 2003).
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Sem lesdo Grau 1 Grau 2 Grau 3

Figura 1 - Aspectos clinicos da lesdo herpética genital por HSV-2: Camundongos

fémeas da linhagem BALB/C foram infectados ou ndo com 1x10* PFU/mL de HSV-2 ¢ o

desenvolvimento da lesdo analisado diariamente e classificado em sem lesdo, graul, grau 2
e grau 3, conforme intensidade.

TRATAMENTO COM NIMESULIDA

Conforme descrito no item material e métodos foram constituidos quatro
grupos de camundongos com n=4 cada um grupo; o primeiro grupo foi o controle, o
segundo grupo foi infectado com HSV-2 e tratado com nimesulida ap6s o surgimento
da primeira lesdo, o terceiro grupo infectado e tratado com nimesulida na fase mais
avangada da lesdo e o quarto grupo tratado com nimesulida um dia antes da infecgéo.

Para tratamento do virus ¢ utilizado o aciclovir, um farmaco que se liga a
GDT e compete com GTP no momento da replicagdo do DNA (SANTOS, 2008).
Essa terapia atinge diretamente o virus, impedindo sua replicagdo e contaminagao
de outras células. Entretanto, o processo inflamatdrio acontece, contribuindo para
a patogénese e propagacdo do HSV-2. Atualmente, ndo existem estudos sobre a
aplicagdo de anti-inflamatdrios no tratamento da lesdo herpética.

Nesse estudo, foi testada a atividade da nimesulida na resolugdo do
infiltrado inflamatorio gerado durante a infecg¢@o herpética com HSV-2, em genital
de camundongos BALB/c. Os virus HSV-2 foram produzidos por propagagdo em
células VERO, purificados e quantificados, conforme descrito na metodologia.
Ap0s a infec¢do com uma dose de 1x10*PFU/mL, foram classificados os padroes
de les@o (grau zero; grau 1; grau 2 e grau 3) de acordo com a tabela 1.

O primeiro grupo (grupo 1) foi constituido somente dos animais
controle, que foram injetados somente com PBS e ndo receberam infec¢do viral,
e, conforme o esperado, esse grupo apresentou lesdo de grau zero. O segundo
grupo (grupo 2) foi infectado com HSV-2 e logo ao primeiro sinal de lesdo foi
administrada a nimesulida, sendo que foi observado um aumento gradativo do
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grau da lesdo. A nimesulida ndo foi efetiva na redugdo da expressao de COX-2,
devido ao aumento da patogenia, conforme apresenta-se na tabela 1. No grupo 3,
a nimesulida foi administrada na fase mais adiantada da infeccdo, verificando-se
aumento da lesdo e consequente aumento da patogenia. O virus, por apresentar
capacidade de aumentar a expressio de COX-2, pode levar ao aumento da
severidade da inflamagdo. No grupo 4, foi administrada nimesulida antes de ser
realizada a infeccdo, este grupo ndo apresentou sinal de inflamacao. Considerando
que o 0 tempo de meia vida da nimesulida ¢ de 3,2 a 6 horas, que a segunda dose
da nimesulida foi administrada trés dias ap6s a aplicacdo da primeira dose e que
também a infec¢do causada pelo virus manifesta-se em torno de dois a quatro dias
apos a infeccdo, fica evidente que o uso do farmaco foi relevante na auséncia do
infiltrado inflamatdrio.

Tabela 1 - Ac¢do da nimesulida na resolugao da lesdo herpética genital.

Regime de . Lesao Lesao Lesao .
Sem lesdo Obito
tratamento grau 1 grau 2 grau 3

Nimesulida periodo 1

2° dia XX XX

3° dia X X X X

4° dia XXX X
Nimesulida periodo 2

2° dia XXX X

3° dia XX X X

4° dia X X XX
Nimesulida periodo 3

2° dia XXXX

3° dia XXXX

4° dia XXXX
Controle/PBS

2° dia XXXX

3° dia XXXX

4° dia XXXX

Tabela 1: camundongos BALB/C foram infectados ou ndo com 1x10* PFU/mL com HSV-2 e receberam
diferentes esquemas de tratamentos com nimesulida. Nimesulida no inicio da infecc¢@o (periodo 1);
nimesulida em fase mais adiantada da lesao (periodo 2); nimesulida na fase mais adiantada de lesao
(periodo 3) e controle.
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Os efeitos observados na lesdo herpética genital por HSV-2, apds o
tratamento com nimesulida, indicaram que esse farmaco tem uma potencial acao
anti-herpética. A perda do efeito anti-herpético quando a nimesulida é administrada,
apos a instalagdo do processo infeccioso/inflamatorio, indica que esse farmaco pode
influenciar etapas iniciais da replicacdo desse virus. Existem intimeras justificativas
para utilizagdo de anti-inflamatorios na infeccdo herpética. A terapia antiviral
para a manifestacdo herpética ¢ limitada, isso porque a patogénese e recorréncia
sdo principalmente mediadas por mecanismos imunologicos, ao invés de efeitos
citopaticos (STREILEIN et al., 1997). Citocinas, que participam da resposta
inflamatoria, sdo induzidas a partir da atividade do fator de transcri¢do nuclear NFx[3
e estudos anteriores demonstraram que a translocagao desse fator para o nticleo ¢é
induzida por HSV-1 e essencial para a replicagdo viral (HARGETT et al., 2006).

Os resultados da nimesulida observados nesse estudo estdo relacionados
com outros ja publicados com anti-inflamatérios que atuam na inibigdo da COX-2.
O lornoxicam, um farmaco dessa classe, quando utilizado em animais infectados
com HSV-1 e, posteriormente, expostos a luz UV, demonstrou ser eficiente na
reducdo dos efeitos lesivos ocasionados pelo herpes, isso ¢ relacionado com a
menor quantidade de NF«p e citocinas inflamatodrias (YIN, et al., 2009).

CONCLUSAO

No presente trabalho, foi investigada a atividade do farmaco nimesulida
em diferentes fases da infecgdo genital com HSV-2. Os resultados indicam que a
administragdo prévia da nimesulida diminui e anula a inflamagdo decorrente da
infecgdo por HSV-2
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