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RESUMO

Este trabalho foi realizado no laboratério de Inpatologia do Centro de Pesquisa René
Rachou (CPQRR) e no Laboratorio de Virus (Labvids)Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Os herpesvirus possuem genoma DNA s@ envelopados.
Aproximadamente 70% dos adultos ja tiveram contata Herpes Simplex tipo 1 (HSV-1).
O HSV-1 causa ulceras ou até mesmo lesdes maisggcavno encefalite, e apds a infeccao,
o virus comumente fica latente e pode ser ou natvaelo. Células do sistema immune
inato, através dos “Receptores do Tipo Toll” (TLRsconhecem “padrdes moleculares
associados a patogenos” (PAMPSs) orquestrando @stsjimune contra o virus. Quando
ativados, TLRs iniciam uma cascata de sinalizaggwe culmina na ativagcdo de genes
relacionados a defesa imune inata (0xido nitricg-bl@cinas e quimiocinas). Outros estudos
do grupo mostraram que animais nocautes (KO) p&aR9Tou TLR2/9 apresentam alta
mortalidade na infeccdo por HSV-1, ao contrario @63BL/6 selvagens (WT) e TLR2KO,
que sdo capazes de controlar o virus. Objetivarasguisar a interrelacdo na expressao dos
TLRs 1, 2,3,6,7¢e9 emanimais TLR2 KO, TLRO K TLR2/9 KO infectados por HSV-1

e principais citocinas, células e mecanismos imugtglares contra infeccdo por HSV-1. No
presente trabalho camundongos WT, TLR2KO, TLROKOLBR2/9KO foram infectados via
intranasal com fu.f.p. de HSV-1, e seus controles receberam PB&itanasia dos animais
foi realizada no 5° dia ap0s infeccao (dpi), quevimente ja foi demonstrado ser o pico da
infeccdo neste modelo, e entdo ganglios trigemé& € cérebros foram coletados. A
expressdo de TLRs 1, 2, 3, 6, 7 e 9 foi avaliadaP@R em Tempo Real. Camundongos WT
infectados apresentaram diferenca significativeexyaressdo destes TLRs comparados com
seus respectivos controles no TG, mas nao no eefdbs KOs, houve aumento da expressao
dos TLRs tanto nos TGs (mas com niveis mais modsradmparado aos WT) quanto nos
cérebros. Também foi avaliada a expressao de’dfigi22"™ e iNOS. A expresséo de iINOS
em C57BL/6 WT infectados foi maior que nos outrogg@s, mas 0 mesmo nao ocorreu para
gp9P"™* p22"°*  Adicionalmente, foi mensurada a producdo de NO® macréfagos
intraperitoneais, através da reacdo de Griessgguenstrou maior produc¢do por macrofagos
WT, comparados aos grupos TLR KQsnsaios de histopatologia e imunofluorescéncia
demonstraram maior celularidade nos TGs infectaalés) de confirmar a presenca de CD8,
macrofagos, e aumento da producdo de iINOS nos G6ABI infectados, o que ndo ocorreu
com os camundongos TLRs KO. Em ensaio de sobresivé&om C57BL/6 WT, CCL3 KO,
CD8 KO, RAG KO e INOS KO a importancia das células do iNOS foi confirmada, uma
vez que CD8 KO, RAG KO e iINOS KO tiveram 0% de soita. Camundongos C57BL/6
WT, RAG KO, CCL3 KO e iNOS KO tiveram seus TGs #@wdos por PCR em tempo real
para verificar a expressao do gene viral VP-16 éMCINOS, IP-10, Rantes e TNFno 5°
dpi. Estes dados indicaram a relevancia de iINOS e daRsé& na resposta inata contra o
HSV-1, uma vez que os RAG KO foram irresponsives@ressao das citocinas, enquanto os
INOS KO apresentaram uma resposta exacerbada dasasieEnsaio de citometria indicou
que IFN produzido pelas células T CD8, nos TGs, e produgdlas células T CD4 e
Natural Killer (NK), nos linfonodos regionais, sdo um possivetanéesmo de controle contra
a infeccdo de HSV-1 dos animais WT infectados. tdifzamos que a expressao coordenada
de TLRs reflete na orquestracdo eficiente do sistémune inato, através da producao
equilibrada de quimiocinas e citocinas e da atoedenune celular adequada, com producéo
de NO por macrofagos e acdo de células T CD8, T EDK controlando a infecgéo por
HSV-1.
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ABSTRACT

This work was carried out in the Immunopatholodyolatory of the Centro de Pesquisa René
Rachou (CPgRR) and Virus laboratory (Labvirus) loé tUniversidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Herpes viruses have DNA genome aackaveloped. Approximately 70%
of adult people have had contact with the Herpesp&ix Virus type 1 (HSV-1). After
infection, HSV-1 cause cold sores, or more seriopgies such as encephalitis, and after
infection, the virus usually become latent and rbayreactivated or not. Cells of innate
immune system recognize the “pathogen associatddcalar patterns” (PAMPSs) through
“Toll Like Receptors” (TLRs), orchestrating the imanme response against the virus. When
activated, TLRs start a signalization cascadedhbminates in the activation of genes related
to the innate immune defense (NO, cytokines andnokenes). Previous research from our
group demonstrated that knockout (KO) mice to TlL&@ TLR2/9 showed high mortality
after HSV-1 infection, unlike C57BL/6 wild type (WTand TLR2KO, which were able to
control the virus. Research aimed in interrelatbthe expression of TLRs 1, 2, 3,6, 7 and 9
in TLR2 KO, TLR9 KO and TLR2 / 9 KO mice infectadth HSV-1 and the main cytokines,
cells and cellular immune mechanisms against imdedby HSV-1. In this work, TLR2KO,
TLR9KO, TLR2/9KO and C57BL/6 WT mice were intrantganfected with 16 p.f.u. of
HSV-1, and their respective controls received PBfe euthanasia was at th® Bay post
infection (dpi), previously showed to be the vinaliltiplication peak in our model, and then
trigeminal ganglia (TG) and brain were collecteleexpression of TLRs 1, 2, 3, 6, 7 and 9
were measured by Real Time PCR. Infected WT miaavel significant increase in the
expression of these TLRs compared to respectiveraenn TG, but not in brain.KOs mice
had increased expression of TLRs in TG (but in rmoelerated levels compared to WT) and
in the brains. The expression of gp¥l p22"°* and iINOS were also measured. iINOS
expression in infected C57BL/6 WT was higher thanother groups, that not occurs to
gp9P"* p22"°% |n addition, NO production by intraperitoneal m@zhages was measured
through Griess reaction, that demonstrated a ma@nopnced production by WT
macrophages, compared to TLR KOs groups. Histopagli@and immunofluorescence assays
demonstrated higher cellularity in infected TG, ahdsides confirmed the CD8 and
macrophages presence and increase of iINOS produatimfected C57BL/6 WT, what did
not occurred with TLR KO mice. In survival assaywC57BL/6 WT, CCL3 KO, CD8 KO,
RAG KO and iNOS KO, we showed the importance of Theells and iINOS, because CD8
KO, RAG KO and iNOS KO had 0% of survival57BL/6 WT, RAG KO, CCL3 KO and
INOS KO mice had their TG analyzed by Real Time P@Rverify the expression of viral
gene VP-16 and MCP-1, iNOS, IP-10, Rantes and &iNiF5" dpi. These data show us that
INOS and T cells are important in innate resporegainst HSV-1, once RAG KO were
irresponsive to cytokines expressiomhile INOS KO showed an excessive response to
cytokines expression. The cytometry assay indicttatl IFNy produced by T CD8 cells, in
the TG, and by T CD4 and Natural Killer cells (NK), region lymph nodes, are a possible
mechanism to control HSV-1 infection of WT infecteite. We hypothesize that coordinated
expression of TLRs leads to an efficient orchestmaof the innate immunity system, through
cytokines and chemokines stable production andegpropllular immune activity, with NO
production by macrophages and T CD8, T CD4 e NHKscattion controlling HSV-1
infection.
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1 INTRODUCAO

Os herpesvirus sao virus grandes (100-200 nm) eastogpde quatro elementos: cerne,
tegumento, capsideo e envelope. Os herpesviruggusaana fita dupla de DNA variando de
120 a 230 Kpb, que codifica 84 proteinas. Aproxiamente 70% das pessoas ja tiveram
contato com o Herpes simplex virus tipo 1 (HSVH3V-1 é o agente etioldgico de herpes
labial, herpes cutaneo, lesGes oftalmolbgicas, titera cerato-conjuntivite, e nos
imunossuprimidos podem ocorrer lesdes sérias @3jlartambém lesbes no sistema nervoso
central e até mesmo infeccdes sistémicas. Alémodied o fendmeno de laténcia e
recorréncia, com os virus ficando latentes em uerehgnado ganglio, por exemplo, no nervo

trigémio®.

A resposta imune a patégenos microbianos € basmadeomponentes do sistema
imune inato e adaptativo. A resposta imediata iBdtagamente mediada por leucdcitos, tais
como neutrofilos, macrofagos e células dendritieasguais sdo células que fagocitam e
matam o0s patdgenos e que, concomitantemente, c@ondeespostas adicionais com a
consequente sintese de uma ampla variedade de doegiainflamatorios e citocinas.
Receptores “Toll-like” (TLRs) tém sido identificaglocomo receptores que conferem
especificidade ao sistema imune inato, permitindeconhecimento de ‘Padrbes Moleculares
Associados a Patégenos’ (PAMPSs), incluindo moléculig microrganismos (bactérias,
protozoarios, fungos e virus). Apés a ativagdo RAMPSs, a maioria dos TLRs recruta a
proteina MyD88, ativando varios genes relacionadoefesa imune inata (NO, citocinas e
quimiocinasy’ ®. Pesquisadores demostraram que o DNA de HSV-2afihecido por TLR9
@ Outro grupo demonstrou que TLR2 faz a mediacéindizcdo de citocinas em resposta a
inoculagéo intravenosa de HSV-1 em camundongos) eaenundongos TLR2 nocaute (KO)
foi detectada uma reducdo nos sintomas de eneefafiés este tipo de inoculac&d
Entretanto, nosso grupo demonstrou que o HSV-h aivesposta imune atravées de TLR2,
que funciona como heterodimero junto a TLR1 ou TLRfs ndo € capaz de ativar

imunidade através do TLRY.

Como o HSV-1 € um virus complexo, codificando 8dtginas, € esperado que 0s
TLRs reconhecam diferentes componentes do virusococorre com as bactérias, com
diferentes moléculas ativando mais do que um tpddR. Consequentemente, o inicio da

resposta imune € mediada possivelmente tambémfpogrdes tipos de células de defesa.
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O aumento no numero de individuos portadores degdg@eimunossupressoras, Como
a AIDS, ou mesmo de pessoas submetidas a tratasngu® sejam imunossupressores
propiciam o aparecimento de infecgOes graves caaspdlo HSV-1, sendo a pior delas a
encefalite, que pode levar a morte. Por isso teenaelevante as informacdes obtidas sobre a

imunidade do organismo em um modelo de encefaditpética.

Neste projeto, mais especificamente, buscamosdaluaigumas questbes abordando
o comportamento da imunidade inata e celular negtacao viral em modelo experimental
murino. Tais estudos sdo fundamentais para o delsémento de novas estratégias de
combate ao virus, e elaboracdo de tratamento c@anais adequado das pessoas afetadas

por doencas causadas por este agente etioldgico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a resposta imune inata contra o Hmlmodelo murino, avaliando sua
ativacdo mediada por Receptores do Tipo Toll (TuRsinfeccdo com Virus Herpes Simplex
tipo 1 (HSV-1), verificando expresséao de diferefiteRs e pesquisando principais citocinas e

tipos celulares no controle da infecgao.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar a interrelacéo na expresséao de TLRs (B, B, 7 e 9) no cérebro e ganglio trigémeo
de camundongos selvagens (WT) ou nocautes (KOg) PaRs (TLR2, TLR9, TLR2/9)
infectados por HSV-1, no 5° dia apés infeccdo (dy@)na auséncia de um determinado TLR,
outro(s) TLR(s) varia(m) sua expressao.

Pesquisar curva de sobrevivéncia para camundonggsQ@L3 (MIP-lx) KO, iNOS KO,
CD8 KO e RAG KO para indicacao de tipos celularesob/idos na defesa contra HSV-1.

Pesquisar a expressado em nivel da transcricdo de6VMCP-1, INOS, IP-10, Rantes e TNF-
o, No ganglio trigémeo de camundongos WT, CCL3 (KO, INOS KO e RAG KO, no

5° dpi, para indicacéo de tipos celulares envolvita defesa contra HSV-1.

Analisar a relacdo da expressao de VP-16, MCP-OSINIP-10, Rantes e TNk-nos
camundongos WT, CCL3 (MIPe} KO, INOS KO e RAG KO com a curva de sobrevivéncia

Realizar histopatologia e imunofluorescéncia degly@rtrigemeo dos camundongos WT e
KOs, no 5° dpi, e caracterizar lesdo causadaipigecdo por HSV-1, além de identificar e

relacionar as principais células a enzima alvo pisaga.

27



Verificar por citometria de fluxo os tipos celularmais importantes no ganglio trigémeo e
linfonodo cervical superficial para a resposta imapoés infecgdo por HSV-1 e relacionar as

principais células a citocina alvo pesquisada.

Pesquisar no linfonodo cervical superficial a egpé® transcrissional de IRNIL1-beta, IL-
12, IP-10 e MCP-1 de camundongos WT e KOs para TRRS e 2/9) durante infec¢ao por
HSV-1.

Verificar pela expresséo de iINOS, gg8iioxe p22phoxem ganglio trigémeo, no 5° dpi, se a
producao de ROS (Espécies Reativas de Oxigénidy® [Espécies Reativas de Nitrogénio)
séo importantes mecanismos de defesa inata catran@delo de infecgao.

Avaliar producéo de oxido nitrico pelos macréfagestoneais de camundongos WT e KOs

para TLRs (2, 9 e 2/9), através do ensaiaitro de Reacéo de Griess.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Virus Herpes Simplex XHuman herpesvirus 1 a familiaHerpesviridae

A nomenclatura oficial estabelecida pelo Comit&rnacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) denomina o virus herpes simplex 1 (HSV-1jncoHuman herpesvirus {HHV-1).
No entanto, a comunidade cientifica internaciortdiza o nome Herpes simplex virus 1
(HSV-1), razédo pela qual usaremos este nhome eno rnadsalho. O HSV-1 é integrante da

familia Herpesviridae dentro da subfamilidlphaherpesvirina@ do géner&implexvirus”.

Recentemente, a antiga famiti@rpesviridaefoi revisada pelo ICTV, e dividida em
trés novas familias, que foram incorporadas nanorderpesvirales®. As novas familias
incluem Herpesviridae(que contém virus de mamiferos, aves, e réptiBherpesviridae
(que contém virus de peixes e anfibiosMMalacoherpesviridae(que contém virus de
bivalves). Os herpesvirus sao bastante disseminaaosatureza, sendo que a maioria das
espécies animais alberga ao menos uma espécigpmisvieus, e alguns podem infectar mais
de uma espécie, e provavelmente o nimero de esplirigrupo excede as 200 identificadas
até o momenté.

Oito herpesvirus ja foram isolados de humafb<les incluem os virus do herpes
labial e genital (HHV 1 e 2, respectivamente), géreimplexvirus;e do varicela-zoster
(HHV 3), géneroVaricellovirus, na subfamiliaAlphaherpesvirinaeo virus Epstein-Barr
(HHV 4), géneroLymphocryptovirus,e virus do sarcoma de Kaposi (HHV 8), género
Rhadnovirus,na subfamiliaGammaherpesvirinaeg o citomegalovirus (HHV 5), género
Cytomegaloviruse os virus do exantema subito infantil (HHV 6 eg@nerdRoseolovirusna
subfamiliaBetaherpesvirinae Os membros da subfamilfdphaherpesvirinaginclusive o
HSV-1, apresentam ciclo de multiplicacdo relativateecurto, rapida disseminacdo em
cultura de tecidos, destruicdo eficiente das celinéectadas e capacidade de estabelecer

laténcia, especialmente em ganglios nervdsds
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3.2 Estrutura

O HSV-1 consiste de quatro componentes (Figuraul): cerne elétron-denso
contendo o DNA viral, um capsideo icosadeltaédrioma camada amorfa de proteinas
denominada tegumento que separa o0 capsideo da a&amnsl externa composto ao menos
por 20 proteinas virais, e um envelope constitupds uma bicamada lipidica com
aproximadamente 11 diferentes glicoproteinas vieaidutido neld® % ) O diametro do
virus varia entre 120 e 200 rifh

Envelope

Tegumento

Capsideo

Figura 1 - Estrutura do HSV-1. Microscopia eletrénica mostrando virus HSV-1 e sestsuturas (A),
imagem superficial do HSV-1 com tomografia criodatca (B) imagem em corte do HSV-1 com
tomografia crioeletrdnica evidenciando as estrgtff2) e desenho esquematico mostrando a estrutura d
virus (D). As setas indicam o envelope, 0 tegumenttapsideo e o cerne onde encontra-se o DNA viral
Fonte: ROIZMAN, B.et al 2007; e www.tulane.edgmodificados).

O genoma viral € composto de DNA linear, de fitpldue contém aproximadamente
152 Kpb, com proporcdo G+C de 68%. Consiste de skgsnentos covalentemente ligados
(Figura 2), designados como L (longo) e S (cui@@da segmento € composto de sequéncias
anicas (UL, US) flanqueadas por repetices invastictlativamente grandes. Pelo menos 84

glicoproteinas séo codificadas pelo genoma {ital
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Figura 2 — Estrutura do genoma de HSV-1Cada molécula de DNA é formada por dois segmentos
covalentemente ligados, um longo (L) e um curto C3)Jda um destes segmentos é composto de seqiiéncias
Unicas (UL e US) flanqueadas por repeticGes indasti(caixas). As repeticdes do segmento longo sao
designadas comb ea’b’; e as do segmento curto coaio’ e ca. O numero de repeticdes pode ser variado.
Fonte: ROIZMANet al, 2007 (modificado).

O capsideo possui entre 100 e 110 nm de dianetdprmado por 162 capsdmeros,
em simetria icosaédrid®. E composto por quatro proteinas virais estrusuidP5 (U19),
VP26 (U.35), VP23 (Y18) e VP19C (W38) %12

O tegumento € uma estrutura amorfa, presente entapsideo e o envelope. As
vezes, ocupa posicdo excéntrftad O envelope é a camada externa do virus, sendmétor
por lipideos, proteinas e glicoproteinas, com upaaéncia tipicamente trilaminar. E derivado

de regides alteradas das membranas das céfufds

3.3 Ciclo de multiplicacéo

A infeccéo se inicia com a adsorcédo do virus al@dlospedeira (Figura 3), através da
interacdo das glicoproteinas gB e gC virais comdesgricas em glicosaminoglicanas do
heparam sulfato celul&t ** '® Outros receptores, ainda néo-descritos, podematitigados
na interacdo de gB com a superficie celular. Aoglioteina D viral, também interage com
receptores celulares para mediar a entrada do: \HiMEM (Herpesvirus entry mediator
membro da familia de receptores de TNF), nectingnembro da superfamilia das
imunoglobulinas) ou heparam sulfato 3-O-sulfataddgm ser utilizados, sendo provavel que
0 receptor alvo varie conforme o tipo celular aisé&Fctado. Em seguida, ocorre a fusdo do
envelope viral com a membrana plasmatica da célospedeira, passo mediado pelas

glicoproteinas gB, gH e gL em interacéo com$E5 1©)
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Figura 3 — Interagbes moleculares para fusdo do HSY. Fixagdo inicial as células é mediada pelas
glicoproteinas gC e /ou gB. Interacdo entre gD,GJHe um receptor de gD parece ser suficiente para
produzir mudancas conformacionais no gD e provhcsio das membranas viral e celular. No entanta, um
quarta glicoproteina, a gB, também é necessaria pafusdo completa, que resulta na liberacdo do
tegumento e nucleocapsideo no citoplasma. Fontéi AR & SHUKLA, 2009 (modificado)

Outros trabalhos descrevem vias alternativas papgnetracdo do virus na célula,

realizados por endocitose mediada por um mecanitrdependenté’: 18

Apoés a peptideofusdo (Figura 4), algumas protefltasegumento permanecem no
citoplasma coma virus host shutoff proteir ou VHS, que inibe a tradugcdo de mRNAs da
célula hospedeira, enquanto outras séo transperfata o nucleo (como VP16/alfaTIF, que
regula a transcricdo dos gengs e outras, ainda, permanecem associadas ao eap§idr
meio do sistema de microtubulos, o capsideo entéeméportado até o nucleo, onde o DNA

viral é liberado no nicleo através de seus potos: )

No nucleo, o DNA viral rapidamente se circularig@&smo na auséncia de sintese
proteica viral®t ?®, A partir de entéo, inicia-se a transcricio d&st#\, mediada pela RNA

polimerase 1l do hospedeiro, e a sintese das pesteorrespondentes no citoplashia

Os primeiros genes expressos sao conhecidos coetbatamente precoces, ou genes
o. Estes genes codificam proteinas relacionadag@lacdo génica da proxima etapa da
transcricdo, e tém sua propria transcricdo estiauteor uma proteina que o virus carrega em
seu tegumento, a VP16/ alfa T(&lfa gene trans-inducing factprconjuntamente com a
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proteina Oct-1dellular octamer DNA-binding proteji*™ ¥ 223 0 maximo da sintese das

a-proteinas ocorre entre 2 e 4 horas ap6s a infetzaéluld>.
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Figura 4 — Ciclo de multiplicacdo do HSV-1. 1}usao do envelope viral com a membrana plasmatica,
liberando o capsideo no citoplas@aEntrada do capsideo pelos poros nucleares e ¢éerde VP-163)
Liberacéo da proteina VH8) Transcricdo dos genes5) Transcricdo dos gen@s6) Replicacdo do DNA

e expressdo dos gened) Encapsidacdo do DNA) Liberacao das novas particulas por brotamentaeFon
ROIZMAN et al, 2007. (modificado).

Comeca entdo uma nova etapa de transcricéo, reésmbpela sintese das proteifias
(ou precoces) que estdo ligadas ao metabolismaidesanucleicos e ao inicio da replicacao
do DNA viral. O pico da sintese dessas proteinag@entre 5 a 7 horas ap6s a infedéHo

Apos a sintese dos genfesnicia-se a transcricdo e traducdo dos gen@es tardios),
gue codificam componentes estruturais do HSV-1c&psideos entdo sdo montados nesta
fase, primeiramente um pré capsideo contendo uguédsto” interno, que quando o DNA
viral € inserido ao capsideo, este esqueleto éduerdpds esta etapa da montagem viral ser
concluida, a liberacdo do virus é a proxima etapa @corre apos o envelopamento do
capsideo que acontece durante este processo. @sosiedpostos de como isto ocorre sao:
modelo de duplo envelopamento; modelo nuclear dgles envelopamento e modelo
citoplasmatico de simples envelopamento. Todosioalndo na liberacdo do virus ja maduro

na superficie da célufd’. O processo completo de multiplicacéo dura er8re 20 hora&®.
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3.4 Expressao génica

Pelo menos duas séries de eventos ocorrem nosinasnmeinutos apos a entrada do
HSV em uma célula. A primeira série, composta leacdo da sinalizacdo de calcio
(menos bem entendido), a ativacdo dod{fator nuclear-kappa B), e a inducdo da via do
IFN. A ativacdo do NFReB no inicio da infeccdo € um evento transitorio-tB-€ ativado
novamente, mais tarde na infeccdo. A inducdo dalRM\ pela ativacdo dos genes que
codificam IFN, foi detectada ap0s a exposi¢cdo ddglas ao virus irradiado por UV e foi
rapidamente desativada e pode mesmo nédo resultenfetgdo mas sim da exposi¢do ao
virus, mesmo inativado. Um evento adicional, tamiiésependente da sintede novodos

produtos do gene viral é a degradacdo do mRNAelaina VHS.

A segunda série de eventos ocorre apo6s a entradaNdo viral no nucleo e é
resultado da infec¢do. Por um lado, algumas pragedelulares com afinidade pelo DNA
tentam silencia-lo. Por outro lado, ativadoresdcaicionais tentam ativar a expressao desses

genes. Este resultado é criado por algumas preteires?.

Em geral, os promotores dos geresontém numerosas regides de ligacdo para
fatores de transcricdo celulares, nas sequéncesmfecedem o TATAox. Os promotores
dos gene$ contém sitios de ligagdo para dois ou trés fatdeesanscri¢cdo celulares, antes
do local de inicio da transcricdo, enquanto 0s ptores dos gengspossuem apenas um ou

dois sitios, ap6s o TATAox ?°.

3.5 Patogénese e clinica

A patogénese em humanos depende do contato pdssoad de um individuo
susceptivel com alguém que esteja eliminando os\ffi Apés a infeccdo primaria,
geralmente na mucosa oral, ocorre a primeira nligkigho do virus nesse local e posterior
infeccdo das terminacdes nervosas deste tecido,vigus entdo é transportado para 0s
ganglios nervosos, através de fluxo axonal retrodi&dyura 5). O ganglio trigémeo torna-se
colonizado e passa a abrigar o DNA do virus latéAté®) A infeccdo sistémica € rara. Este
evento, apesar de incomum, pode ocorrer principginem infeccbes neonatais e em
pacientes imunodeprimiddé®. Recorréncias ocorrem quando o virus latente tvae®,
sendo transportado, mais comumente, por fluxo dxameardgrado até a regido da infeccao

primaria " ?® Mas em alguns casos, principalmente em pacidémasossuprimidos, o
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HSV-1 pode ser reativado e direcionar-se ao sisteemaoso central causando assim um
quadro de encefalité®. A reativacdo estd normalmente associada a fabmme® estresse,
variacdes hormonais, exposicdo & luz ultravioletamanossupressa&® V) Entretanto,
pesquisa utilizando modelos matematicos demonstjoeet 0 HSV-2 é constantemente
liberado dos neurdnios em pequenas quantidadeandt desta forma o sistema imune para
que a multiplicacdo viral seja interrompida, e deeido esse equilibrio ndo ocorre reativacédo
da doenca, refutando assim a teoria de latéiftia
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Figura 5 — Patogénese de HSV-D sitio primario de infecgao ocorre nas célulasedipis, com infeccéo
produtiva. As particulas sdo levadas por transpettégado através de axdnios até os ganglios sesso
sitios secundarios da infecgdo e local de lat§sei@s azuis)Eventualmente, pode ocorrer a reativagao, e o
virus é conduzido por transporte anterogrado atééhsas epiteliaigsetas verdes)onde novamente ha
infec¢do produtiva. Pode também ocorrer reativag@ondugdo do virus ao sistema nervoso central, que
ocorre mais raramengsetas vermelhas)

Infeccdo priméaria de HSV-1 em criancas sdo assiiioas ou apdés um periodo de
incubacdo de cerca de uma semana dao origem adesupesiculares mucocutaneas. A
gengivoestomatite herpética tipicamente afeta gudinlabios, gengivas, mucosa oral e do
palato duro e mole. A infeccdo por HSV-1 recorratgetro da boca € incomum em pacientes
saudaveis, mas em pacientes imunocomprometidosfeacéo recorrente pode ser mais
extensa e/ ou agressiva. As modificaces patolsgicavocadas pela multiplicacdo do HSV-
1 representam uma combinacdo da morte celular oeed@elo virus e da resposta
inflamatoria associada. A histopatologia da lesagele inclui o aumento de tamanho das
células infectadas e o aparecimento de cromatimmersada nos nucleos, seguidas da

degeneracdo do nicleo celufdr *2. A patologia é similar, tanto para a infeccéo [@riia
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quanto para as recorréncias, variando a extens@dogeatologia. A intensidade da resposta
inflamatdria é significativamente menor na doemgmmrenté!?,

O periodo de incubacédo varia de 1 a 26 dias pdeeaca primaria. O inicio da fase
aguda é abrupto, e a sintomatologia clinica dacqdfe primaria por HSV-1 é
variavel, podendo incluir febre, calafrios, nauseasorexia, irritabilidade, mal-estar,
linfadenite submandibular e dor de cabeca. Estédagies patolégicas variam do inGcuo
herpes labial a meningoencefalite fatil. A infeccdo assintomatica é a regra, e ndo a

excecad® 3®

A recorréncia das lesfes orolabigisrpes labialisFigura 6), forma mais comum da
doenca, é precedida por um periodo prodromico degdeimacéo, coceira ou formigamento,
gue geralmente dura menos de 6 horas, seguiddgpelacéo de vesiculas em 24 a 48 horas.
As vesiculas evoluem para pustulas ou Ulcerasfajoerao uma crosta entre 72 e 96 horas.
A dor € mais intensa no inicio das manifestacdascalk. A cura geralmente se completa
espontaneamente entre 8 e 10 {fills Existe, além desta, um grande espectro de doencas
causadas por HSV-1 (Figura 6): infeccdo neonatargénita, eczema herpeticum, HSV-1
visceral em imunocomprometidos, encefalites, eatamultiforme, infeccdo das pélpebras,
conjuntiva, cérnea e de retina, e extensivas lesmte a quimioterapf® *®). Até mesmo
infeccdes genitais por HSV-1 tém aumentado nomaktianos$®”, e isso também é refletido

em um aumento na incidéncia de herpes neofiatsl

O HSV-1 ocular € a maior causa de lesdes da cé@peada da visdo nos EUA, como
resultado da lesdo causada pela sinergia do ef@tpatico provocado pelo virus e a

atividade da resposta imune contra o agente nbdacafeccad* ** 3¢

7

A encefalite causada por HSV-1 € uma manifestadédca da infeccdo que
representa uma grande ameaca a vida do individuoetitlo. Em neonatos, ela ocorre em
35% dos bebés com herpes, e a lesdo neurolégicpepsiva € reconhecida como uma
sequela a encefalite por herpes simplex. Postulguge isso ocorra como resultado da
acumulacdo de danos causados por reativacdes fitequéo HSV-1 no cérebr&®. A
encefalite pelo HSV-1 tem uma predilecdo pelos dodoontal e temporal, mas

ocasionalmente afeta o tronco cerebfal
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Figura 6 — Manifestag8es Clinicas de HSV-JAs manifestagfes clinicas da infec¢do por HSV-lepod
ser bastante diversdSm A, cérebro acometido por encefalite. Bmolho com ceratite herpética. Eg
crianga com gengivostomatite. EB, recorréncia labialE demonstra acometimento sistémico em
neonatoF e G, herpes genital acometendo o pénis e a vulvaectispmente. Fonte: WHITLEY, 2001
(modificado)

Alguns grupos tem postulado a importancia da irffeago HSV-1 no cérebro para a
evolucdo da doenca de Alzheimer. Seja atuando enbinacdo com um fator genético - o
alelo 4 do gene da apolipoproteina, um fator deegptibilidade ja conhecidd® ou mesmo,
devido a infeccOes periféricas causando aceledga®urodegeneracéo do cérebro por meio
de células da microglia ja primada®.

3.6 Epidemiologia

O HSV-1 esté entre as infec¢bes virais humanas eoaisins. Em todo o mundo ele é
frequentemente transmitido horizontalmente duramte infancia, apesar de dados
demonstrarem aumento significativo da soroprev@édo HSV-1 em ambos 0s sexos na
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adolescéncia, quando comparado aos indices daiafanclusive no Brasif". Analise dos
norte-americanos peldNational Health and Nutrition Examination Survegvelou a
soroprevaléncia de HSV-1 de 65% na faixa etarid@anos*? 4 O HSV-1 é a causa mais
comum de infeccdes virais esporadicas do sistemas® central, sendo que ocorrem 2-4
casos/milh&do de individuos por ano. Todas as ids@lesfetadas e mais de 80% dos casos de

encefalite ocorre em individuos com menos de 28 anacom mais de 50 anos de idgfe

As infec¢cbes por HSV sdo mundialmente distribuigagsentes tanto em paises
desenvolvidos como nos subdesenvolvidos. O virtrarésmitido de individuos infectados
para pessoas susceptiveis durante contato pessp@mnp. Ndo ha variagdo sazonal na
incidéncia das infeccdes. A raridade das infecéiess e a capacidade de laténcia do virus
contribuem para que mais da metade da populacadiatuenha infeccbes recorrentes de

herpes, e assim, seja capaz de transmitir o #ffus

Localizacdo geogréfica, situacdo sécio-econdmidade sdo os principais fatores que
influenciam a infecgdo por HSV-1. Em paises em riedeimento e classes sociais menos
abastadas o desenvolvimento de anticorpos contrius ocorre em idades precoces em
relacdo aos paises desenvolvidos e as classesialepoder aquisitivo. A infeccdo primaria
por HSV-1 normalmente ocorre na infancia, antes 8osnos de idade, de forma
assintomatica, sendo que menos que 10% dessagasrignfiectadas apresentam sintomas. A
boca e os labios sédo os sitios mais comuns decadegorém, qualquer 6rgado pode ser

acometido pelo virust ®

Estudo soroepidemiolégico verificou que, no Rio dneiro, 50% da populacao
apresenta soropositividade para HSV-1 aos 7 anatade, e aos 15 anos esse indice alcanca
0s 75%. Na faixa etéria dos 30 anos a prevalénda¥%*". Apesar de tais indices serem
dados coletados somente na cidade do Rio de Jamstt@lo mais recente e abrangente no
pais, contemplando além desta cidade, também Rlagoe, Fortaleza e Manaus, demonstrou
indice similar na sua totalidade, com 56,6% de Eusitividade na faixa etaria entre 6 a 10
anos, 70,1% entre 11 e 15 anos e 83,8% entre 3arot™”.

Estudos concluiram que realmente existe uma depeiadéntre a soroprevaléncia
para HSV-1 e a idade, com o aumento de soropakitie em pessoas a medida que

aumentam as faixas etarias, até alcancar o apiosmfia dos 30 anos de idade.
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3.7 Interacdes virus-hospedeiro

Proteinas do HSV-1 interagem com proteinas celsiyaseja para estabiliza-las, seja
para bloquear a funcdo delas. Por exemplo, ICRi@a&& ciclina D3, prolongando sua meia-
vida. E provavel que isso aumente a sintese de DiNAe das proteinas tardi4s). ICPO
estd, ainda, relacionada ao bloqueio da respostaeimmediada por IFNs do tipo 1, evitando o
actimulo do fator 3 de regulacédo de IFN (IRF3) ndeui*®. Mas provavelmente ha outras
proteinas virais envolvidas neste proce$éb O HSV-1 também é capaz de bloquear a
apresentacdo de antigenos, através de ICP47, qligase TAP1/TAP2, proteinas que
translocam os peptideos antigénicos até o retendoplasmatic§®.

Um interessante mecanismo de intera¢do do virusecoéiula hospedeira é baseado
na ativacdo da proteina quinase dependente de Rigla-ita (PKR). A PKR fosforila a
subunidadeo. do fator de iniciacdo da traducdo (elic}2paralisando a sintese proteica.
Alguns autores citam o RNA dupla-fita (dsRNA) cooma molécula comum durante o ciclo
de multiplicacdo viral, que ativa PKR. Muitos virusomo o HSV-1, desenvolveram
mecanismos para evitar essa paralisacdo na prodigc@ooteinas. O HSV-1 codifica uma
proteina{l 34.5 ou ICP34.5) que se liga a fosfatase 1,eeidnando-a a desfosforilar elF-

2q. 4% %) Desta forma, é mantida a sintese proteica, ess@aca a multiplicacao viral.

O HSV-1 possui diversos mecanismos envolvidos nalipacdo da sintese de
produtos celulares, os quais vao desde a interouggatranscricdo e da traducdo, até o
blogueio do processamento e a degradacdo dos mRIsAsélula. Uma das principais
proteinas virais com esta funcao @irais host shutoff proteifVHS), presente no tegumento
do virus. A VHS acelera a degradacdo de mRNAsp taalulares quanto virais, e inibe a
traducdo do mRNA celuld? “®). Esta proteina tem uma atividade de ribonucleasgerage
com um fator de traducéo celular (elF-4H), provanezite com objetivo de degradar mRNAs
@D |CP47, além de inibir a apresentacdo de antigeimysede o processamento poés-
transcricional, favorecendo a traducdo do mRNAIlviraa vez que somente quatro dos mais
de oitenta transcritos virais sofresplicing > %' °% O ICP27, uma proteina imediatamente
precoce do virus herpes simplex tipo 1, estd emmlwa replicacdo viral, ativacdo da
transcricdo, a estabilidade do RNA, apoptose aevegdto de laténcia viral. A reativacdo da
laténcia viral esta intimamente relacionada a ajsmpte ao estresse oxidativo, ocorrendo
aumento da sensibilizacdo das células a apoptodevando os niveis intracelulares de

espécies reativas de oxigénio (R&8)
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A multiplicacdo viral é altamente deletéria a imiggde da célula. Cromossomos
celulares sdo degradados, o nucléolo desapare@Ge|gn € fragmentado, microtubulos sao
rearranjados. Além disso, HSV-1 torna as célulasdandadas, e as faz formarem grumos,
através da alteracdo da estrutura e antigenicidademembranas celulares, principalmente
pela presenca das glicoproteinas. Estes eventgsciarmm 0 ambiente necessario para a
sintese do DNA viral, para aumentar a glicosilagéo exocitose dos virus, e para prevenir
uma resposta do hospedeiro contra a infe€¢ko

As diversas fungdes virais tendem a induzir a ayseptMas o HSV-1 produz varias
proteinas associadas a funcdo anti-apoptoética. i@ §&53, por exemplo, codifica uma
quinase, capaz de bloquear a morte celular progtaf#fa’®. A glicoproteina gD, e as ICP4,
ICP27, ICP6 e ICP34.5 também ja foram associadasogpeio da apoptost”. Além das
proteinas citadas, microRNAs codificados pelosstetos associados a laténcia (LATS)
demonstraram possuir funcdo anti-apoptética, dimdw a expressdo de moléculas

envolvidas na sinalizacdo do fator de crescimentarsformaca@ (TGF-B) ©2.

3.8 Aspectos gerais da imunidade do hospedeiro

HSV-1 tem evoluido ao decorrer de um longo perigltempo com o seu hospedeiro
humano; provavelmente por isso tenha havido mwetapb para a resposta imune do
hospedeiro ter evoluido e conjuntamente o HSV-Idésenvolvido mecanismos de evaséo
imune, e por sua vez também o hospedeiro humaborela mecanismos que tentam anular
0S mecanismos de evasdo do HSV-1. Presumivelmeste,jogo de xadrez entre HSV e
evolucdo do sistema imune humano continua, masaigiduo imunocompetente, alguma
forma de equilibrio foi alcangcado, porque o HSVellg persistir como uma infeccao latente,
com sua infeccédo litica controlada pela respostmatbgica. Além da laténcia do HSV-1,
varios produtos de genes virais desempenham unl pipe na reducdo ou bloqueio da
resposta imune do hospedeiro ou dos seus efeitotsspsta imune contra 0 HSV-1 envolve
tanto a imunidade inata quanto a adquirida. A dgio genética do hospedeiro,
macréfagos, células NK, subpopulacdes de célulaasficorpos e citocinas tém sido
apontados como importantes mecanismos de defesmspedeiro contra as infec¢des por
HSV-1 ™. Nos Gltimos anos, aponta-se cada vez mais o taigterpapel da imunidade inata

no combate a infeccdo pelo HSV-1, especialmenéxédrdos receptores do tipo toll (TLRS)
(5; 6; 53; 54, 55; 56)
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Os mecanismos da resposta adquirida demoram afijaspara se desenvolverem, o
gue indica que mecanismos da resposta imune imaaf¢érons, macréfagos e talvez células
NK) formam a primeira linha de defesa, enquantacargos neutralizantes e linfocitos-T
CD4+ e CD8+ citotoxicos estdo sendo produzidom &®specialmente evidente durante a
infeccdo primaria, uma vez que nas recorrénciasposta adquirida é ativada com rapidez
muito maior®”. Estudos recentes demonstram que tanto a resipuste inata quanto a
adquirida sdo necessarias para o controle da &depelo HSV-1, mesmo em uma primo-
infeccdo®® °%) Antes mesmo da descoberta dos Toll-like recef§idrRs), Janeway postulou
a existéncia de uma interligacdo entre os sistémases inato e adquirido. Esta ligacdo entre

os sistemas é fundamental para o controle da i@fepgr HSV-1°?,

O sistema nervoso, pelo qual o0 HSV-1 tem tropispossui hdo apenas macrofagos
residentes, mas ceélulas de funcdo semelhante andusofagos, que também sé&o
mononucleares fagocitarias, conhecidas como mier6§l Micréglias sdo pequenas células
da glia encontradas no cérebro e na medula espipiealao contrario da neuroglia classica
(astrécitos e oligodendrécitos) sdo de origem m&soita. Hoje € aceito que as células da
microglia possam ser originarias da medula 6sseaduito, em determinadas condi¢tes
patologicas. Microglias tém o potencial de se catap@omo macréfagos mas o seu espectro
morfologico e funcional € altamente regulamo vivo, resultando em varios estados de
ativacdo intermediarios. Adaptadas ao sistema Bervoentral, elas exercem funcéo
semelhante aos macréfag68. As micrdglias séo relacionadas a geracdo de respaoist
imunidade inata no sistema nervoso central. Quamdorepouso, as microglias estendem
processos ramificados que expressam imunorreceptogalizando assim uma vigilancia

imune constant&®,

A micrdglia e os macrofagos residentes, aléem delaidendriticas imaturas, sdo as
células responsaveis pelo reconhecimento inicigdalégenos invasores do sistema nervoso,
como é o caso de HSV ¢% €8 Estas células reconhecem padrdes molecularesiadss a
patégenos (PAMPs) de HSV-1, através de TLRs e yalasente através de outros receptores

para reconhecimento de padrdes (PRRs) ainda néotdspara os viru§ ¢’ ¢®)

3.9 PRRs e TLRs

Os TLRs sdo proteinas transmembranas tipo 1 cordaminio extracelular rico em

repeticbes de leucina e um dominio intracelular ¢dlogp a porcdo citoplasmatica de
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receptores de IL-1 (interleucina 1), denominado ia@mToll/ IL-1 receptor (TIR). Apos
reconhecimento dos PAMPs, os TLRs iniciam cascdtasinalizacdo através de quatro
proteinas adaptadoras, MyD8&yeloid differentiation factor §8 MAL/ TIRAP (MyD88-
adaptor-like/ TIR-associated prot@jiTRIF (Toll-receptor-associated activator of interfejon

e TRAM (Toll-receptor-associated moleciifé ¢ )

TLR2/TLR6 -W
s cD3s @

TRIF/TRAM TRAM/TRAM

Figura 7 — TLRs - vias de sinalizacdoOs TLRs formam dimeros para o reconhecimento ddeiFPA
Ap6s o reconhecimento dos ligantes, ativam asdgasinalizacdo que dependem de moléculas adapsadora
como MyD88 e/ou TRIF, e que podem variar de acardm o tipo de TLR ativado. As cascatas de
fosforilacdo culminam com a liberacdo de fatorasgcricionais (NF-kB, IRFs, entre outros), que lésaa
expressdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF, )PIterferons do tipo 1 (IFN beta) e moléculas co-
estimulatérias ou efetoras (iINOS). Fonte: Begteal, 2006
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Estas cascatas de fosforilacdo culminam na traaxiocde fatores de transcricéo para

o nlcleo, e finalmente na producéo de citocinasimiqcinas'’® * 72

Os TLRs séo ativados por diferentes PAMPs. Os TLR3 6 e 10 em humano séo
pertencentes a uma mesma subfamilia, sendo que Tafna heterodimeros com os TLRs 1
e 6 e sdo capazes de identificar componentes macimd Para o TLR 10 ainda nao foi
identificado nenhum PAMP. Segundo alguns pesquisadm TLR2 também pode ser
internalizado, mas neste caso, a sinalizacdo Myid¥fendente continua a partir de uma
localizacéo intracelular longe da membrana plas@a&ié capaz de estimular a producao de
IFN do tipo | através de um mecanismo ainda desmzdb ©% ™ ™) Os demais TLRs
formam homodimeros, e o TLR 3 é endossomal e cdpadentificar dupla fita de RNA
(dsRNA). O TLR 4 é ativado por LPS e é localizadm superficie da célula, mas,
recentemente, segundo alguns pesquisadores, poagespalizado para endossomos finais,
onde encontra TAG, uma variante de TRAM que intage a interacéo entre TRIF e TRAM,
bloqueando sinalizacdo TRIF-dependente e promoveaddegradacdo desta rota de
sinalizacad® ™ O TLR 5 é de superficie e seu PAMP é a flagefimateina componente
de flagelos. Os TLRs 7, 8 e 9 pertencem a uma mesgbfamilia e os TLR 7 e 8 tem como
PAMPs, fita simples de RNA (ssRNA), em murinos enhnos, respectivamente e o TLR 9
tem CpG como PAMP™). Pesquisadores tem constantemente publicado esvisdrtigos

trazendo informacé&o sobre principais TLRs e seudP#’®:

Quadro 1 — Principais Toll Like Receptors (TLRs) eseus PAMPs.Fonte: Vandevenneat al, 2010

(modificado)

TLR Localizacao PAMPs
TLR1e?2 Superficie celular Polipeptideos Trig8acteria e Mycobacteria)
TLR2e6 Superficie celular Lipopeptideos  Diacyl My¢oplasma), LTA
(Streptococcus Zymosan $accharomyces
cerevisiag
TLR 2 Superficie celular Peptideoglicanos (Bactérigram  positivas),

lipoarabinomannan (Mycobacteria), Hemaglutinina
(sarampo), phospholipomannan (Candida), GPI

(Trypanosoma)
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TLR 3 Endossomo dsRNA

TLR 4 Superficie celular LPS (Bactérias Gram negadi
TLR 5 Superficie celular Flagelina (Bactérias flagas)

TLR 7 Endossomo Virus ssRNA

TLR 8 Endossomo SSRNA de virus RNA

TLR 9 Endossomo Virus DNA, CpG, ha (plasmadio)

TLR 11 (somenteSuperficie celular Bactérias uropatogenicas, mddecprofilin-like

camundogos) (Toxoplasma gondii)

O reconhecimento dos virus pelo sistema imune iteato se tornado uma area de
muito interesse e crescente foco de pesquisasoia agidente que ha varias familias com
multiplos receptores de reconhecimento padrdo (PRBluindo Toll-like receptors (TLRS),
os receptores RIG-I-like (RLRs), NOD-like recep®(BILRs),MDA e DAI, que contribuem
significativamente para a deteccéo viral por déteate proteinas virais e acidos nucleicos,
levando & inducéo de citocinas como interferonsim | (IFNs) " " Além destes, outras
moléculas capazes de identificar DNA no citoplagnraduzir a producédo de IFN tipo | foram
recentemente descritas como LRRFIP1, Ku70, DHX9,XB&] IFI16/p204, sendo que
DHX9, DHX36 e IFI16/p204 demonstraram capacidadesetem ativados pelo HSV-1, e o

Ku70 pelo HSV-279,
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Figura 8 — Diversidade de PRRsAlém dos TLRs, existem muitos outros PRRs. Ha gesspara
componentes de paredes microbianas (LPS, lipopobsi&ieos e glicoproteinas), como TLR2, TLR4,
NOD e dectina 11); para reconhecimento de acidos nucléicos em eonhoss como os TLR3 e TLR7-8-

9 (2) e no citoplasma, como RIG, MDA e DAB); para moléculas enddégenas associadas ao estiesse o
perigo, como NALP3/inflamossom{), e para a flagelina bacteriana, como TLERH. Todos os
receptores, ao reconhecerem seus ligantes, deséamadas de sinalizacdo que culminam com a ativaca
de genes relacionados a resposta inf@hd-onte: Ishiiet al, 2008 (modificado).

3.10 Imunidade na infeccao por HSV-1

As respostas imunes sdo mediadas por leucécit@s,dguivam de precursores na
medula 0ssea. As células-tronco hematopoiética®dgem aos linfécitos, responsaveis pela
imunidade adaptativa, e também a linhagem miel@jde, participa tanto da resposta imune
inata quanto da adaptatia

O controle da infecgéo por HSV-1 parece depend&nbte da resposta imune celular,
seja através de células locais, as microglias edfaps residentes, ou por meio de células
infiltradas, mondcitos, células T CD8+, e outfs®® 8% 8182 yma pesquisa demonstrou a
importancia dos macréfagos na encefalite causaldaH®V-1, ja que apos a deplecédo dos
macréfagos de animais C57BL/6 (naturalmente regiesea infeccdo pelo HSV-1), a taxa de
mortalidade destes camundongos aumentou sensielm& Além destes, células

dendriticas (DCs) exercem papel importante posarido-se na interface da imunidade inata
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e adaptativa, efetuando o reconhecimento dos patégmediados pelos TLRs que nelas se
encontramf®®. Além disso, DCs parecem ser capazes de aumeptadacido de IFNpelas
células NKin vitro e promover sua ativacao vivo ®. Entretanto, estudo comparativo da
acao de NK em diferentes 6rgaos, durante infeco@éigV-1, demonstrou que o 6rgéo alvo
da infeccdo é importante questdo para acdo efdBgta célula. As NK contribuem para
controle da infeccdo no pulmao mas nao no céférinformacdes que corroboram com os
dados obtidos pelo nosso grupo, apontam como faatipal para orquestracdo da defesa
imune frente o HSV-1 o ganglio trigémio, e néo cebé®® 8 >% 8" Em estudo com modelo
de ulcera de cérnea herpética, que assim como ebroértambém é um 6rgdo imuno
privilegiado, foi demonstrado que os linfécitos GD8&o importantes na manutencdo da
laténcia do HSV-1 no ganglio trigémio. O aumentaord®NA da proteina PD-1, um indicador
de exaustdo das células CD8+, correspondeu ao &umes casos de Ulcera de cérnea em
ambos os olhos, apds diminuicdo da laténcia dc vinuganglio trigéme&®. Além disso,
pesquisa em modelo de infeccdo subcutanea por H&rmbnstrarou que células T CD8 séo

rapidamente drenadas dos linfonodos regionais eeqati a infecca8®.

Diante deste perfil, as quimiocinas (citocinas daatraentes) produzidas nos tecidos
infectados sdo essenciais, pois sdo responsaveisnigracdo de leucdcitos para o local da
infeccdo® ° ) A presenca de TNF alfa e IFN gama no ganglicétrigo também foi
relatada por outros autoré®’ °% %) e juntamente com essas citocinas foi verificada a
producdo de diversas quimiocinas no ganglio trigeéiaeos a infeccdo pelo HSV-1, como
CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1 alfa, CCL5/RANTES, e CXCL1®-10 % 9% 92:93)

Os interferons (IFN) tipo | e tipo Il também saopiwntantes no controle da infeccéo
por HSV-1. O IFN gama ( também chamado IFN tipelma citocina muito importante por
ativar macrofagos infectados por patdogenos intndgexes e auxiliar na manutengcdo de uma
resposta imune celular do tipo TKL Os interferons do tipo | parecem ser elementos
importantes no combate a infec¢cdo pelo HSV-1, pamundongos com IFN n&o funcional,
bloqueados por anticorpo neutralizante, morrem taimas doses do HSV-1; porém nos
estagios iniciais da infeccdo os IFN do tipo | pundger compensados por ILYY. Estudos
demonstraram que IFN beta e IFN gama atuam sirmengiote no controle da infeccéo por
HSV-1, e sugerem que o IFN gama funcionaria comsegundo sinal na ativacdo do estado
anti-viral celular e um inibidor mais potente daltiplicacdo de HSV-1n vivodo que o IFN
beta® %) Outra classe, os IFN tipo Il (IFN lambda), dersivaram sua importancia no

controle da replicacéo viral de HSV-2 em modeloinare também capacidade de induzir o
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aumento seérico de IFN gama apos infeccdo de camgondqoré-tratados com IFN lambda
®” Em outro estudo, mesmo grupo de pesquisadorécaem que o IFN lambda é

essencial para uma resposta antiviral eficienteliada por TLRs, em modelo de infecgéo de
mucosa por HSV-2*®. O IFN lambda contribui principalmente na protegi® pele e

mucosas contra os virus, e compde a primeira lilghdefesa contra virus respiratérios em
células da mucosa epitelial na$il 1°? Adicionalmente, pesquisa recente com astrécitos,
demonstrou que o IFN lambda foi capaz de aumernitadugdo de uma resposta imune inata

mediada por TLR3, elevando a protecéo contra o H$d-sistema nervoso centfaP.

O TNF alfa é constitutivamente produzido em gangfigémeo e cérebro, mas na
infeccdo pelo HSV-1, a producéo desta citocina agthentada no ganglio trigémeo ja no
terceiro dia de infeccdo por escarificacdo de @rAgoartir do quinto dia apos a infeccéo,
quando a presenca do HSV-1 no ganglio trigémegetinseu apice, podem ser encontradas
também células produzindo IL-6 e IFN gama, sendinfitrado celular no trigémeo
basicamente formado por macrofagos e células dmadri No décimo quarto dia apds a
infeccdo os antigenos do HSV-1 ja ndo sdo maistaeies e a producao de IL-6, TNF alfa e
IFN gama diminui, dando lugar a citocinas como JLirtlicando um controle da infeccao
(192)' O papel de TNF alfa, um dos principais mediaddeesesposta inflamatéria, na infeccdo
pelo HSV-1 foi ressaltado em um modelo de encefalipartir de infeccao por escarificagao
cornea, em que animais deficientes para TNF alfanowle seus dois receptores (p55 e p75)
tém um aumento da susceptibilidade a infec€8b A interleucina 1-beta (IL-1 beta)
provavelmente desempenha um papel importante ntrotmnde HSV-1. Camundongos
nocautes para esta citocina apresentaram altalidada (75%) apos infeccao intranasal, e IL

1beta parece atuar conjuntamente com TNF&ifa

O IFN gama tem como uma das suas principais furep@@entar a producao de iNOS
e também das espécies reativas de oxigénio (R@8Josque o iINOS é mais comumente
produzido nos macréfagos e as ROS nos neutrdffits®) Apesar da atuacéo sinérgica de
IFN beta e gama para conter a infecgdo por HS\-Ietatada por alguns pesquisaddrés
192) outro grupo mais recentemente relatou que agéfepor HSV-1 pode ser capaz de inibir
a producdo de IFN alfa mas ndo do IFN gama, prcipnte pela acdo de ICPS7® .
Outros relatos também indicam a importancia de &@lf; IFN gama e iNOS para controlar a
infeccdo por HSV-1 no ganglio trigémio pela acas dmcrofago€?, entretanto, quando a
infeccdo atinge o cérebro, a célula mais importaatgoroducédo de iINOS, segundo alguns

pesquisadores, é a microgha’.
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Os mRNAs de TLRs, exceto os do TLR3, sé&o expressosnondcitos/ macrofagos
9 mas no sistema nervoso central (SNC) micréghasessam mRNAs de TLRs de 1 a 9,
enquanto neurdnios e oligodendrdcitos expressanersenmRNAs de TLRE". As células
dendriticas mieldides (mDC), expressam TLRs 1,,2, 3, 7/8 e 9 e as células dendriticas
plasmocitéides (pDC) expressam TLRs 7 €%’ Além de evidenciar a importancia dos
TLRs na infeccdo por HSV, como o TLR 9 que demauostser importante no
reconhecimento da infeccdo por HS\W2 o TLR 2 demonstrou também desempenhar papel
significante em modelo de encefalite herpétiéaesta relevancia também é verificada por
experimentos em que o uso de agonistas de TLRS) coRoli I:C, agonista de TLR 3, séo
capazes de produzir efeito protetor contra a irffequelo virus'®® 9 A importancia dos
TLRs no controle da infec¢do por HSV-1 é evideptacipalmente se observarmos modelos

experimentais de encefalite herpética utilizandionais com genes de TLRs nocauteaos
56; 58; 59; 87)

3.11 Modelos animais no estudo do HSV-1

Camundongos, cobaias e coelhos tém sido os animass utilizados no estudo do
HSV-1. Em todos eles a inoculacdo do virus selvagesnlta em multiplicagdo viral na
regido periférica, transporte retrogrado do virté&s @ nucleo de neurbnios dos ganglios,
seguidos pelo estabelecimento da laténcia. Nosisémmas, a multiplicacdo do virus ocorre

numa frac&o de neurénios sensoérios antes que acotfaccdo dos ganglids.

Ha algumas diferencas nos modelos animais cit&toscoelhos, tanto HSV-1 quanto
HSV-2 reativam espontaneamente. A infec¢cdo ocuacaelho é bastante Util no estudo da
reativacao, pois o virus é facilmente detectadsetwaecao lacrimal. Cobaias se apresentam
como um bom modelo para infeccbes genitais de HS®@-2irus € capaz de reativar
espontaneamente, contendo pequenas quantidadeartiieulps nas lesbdes. As diversas
linhagens de camundongos diferem quanto a susiligiaiiie, e 0 uso de animais nocautes
tem sido particularmente Gtil no estudo da respiostme a infecca8Y. Em camundongos, a
reativacdo esponténea do virus é bastante rar@ngodocorrer a producdo de antigenos
virais sem a producéo de particulas infecciosasniera laténcia em neuronid¥,

Apesar de varios modelos animais utilizarem viasnflieccdo comuns a doenca em
humanos (inoculacdo em pele e mucosas), pouccs skelEproximam da patogénese humana.

Uma série de problemas surge ao se lidar com medahimais: a susceptibilidade da
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espécie/linhagem de animal utilizada, a via decigdie, a competéncia do sistema imune e a
linhagem viral influenciam a patogénese da doeflth Pesquisadores fizeram um
levantamento dos diversos modelos ja utilizadogstado da encefalite desencadeada por
HSV-1, demonstrando que apesar das divergénciaedokados, a maioria deles indica que

a susceptibilidade a doenca pode ter origem geftétic

Um bom exemplo de variavel que pode influenciastu@ em modelo animal é o
fato de camundongos C57BL/6 serem mais resistent@sias doencas, em relacdo a outras
linhagens. Em muitos dos estudos realizados, osroarganismos foram injetados
diretamente na cavidade intraperitoneal (via potmmmum para a maioria das infecgdes), e
pouca ou nenhuma informacédo a respeito da cindacenultiplicacdo do agente e de sua
disseminacdo pelo hospedeiro era disponf¥8l. Em 1975, uma publicacdo intitulada
“Genetics of natural resistance to herpesvirus inenf**® chamou a atencéo para o fato de
que animais C57BL/6 sobreviviam a inoculagéo irerdpneal de 1D u.f.p. de HSV-1,
enquanto animais BALB/c morriam apds inoculacdcagenas 10u.f.p.. As linhagens de
camundongos susceptiveis normalmente morrem ap@sesparem sinais semelhantes a
encefalite, sugerindo que a disseminacgéo do viels gistema nervoso central seria a causa
da morte Em mesmo estudo, verificaram que a infeccao, diphiaacdo, a disseminacgéo e o
estabelecimento da laténcia de HSV-1 ndo difegmifstativamente entre camundongos
BALB/c e C57BL/6, apesar dos Ultimos mostrarem-sésmesistentes a patogénese causada
pelo virus. Comparando animais selvagens com asiatiamnicos, de ambas as linhagens, os

autores ndo conseguiram estabelecer diferencaspesta imune inata entre efa$.

A diferenca de susceptibilidade entre os sexos éamba foi relatada. Foi
demonstrado que camundongos BALB/c machos sdo suaceptiveis a encefalite causada
por HSV-1 do que fémeas de mesma linhagem e idadgye esta diferenca diminuia
drasticamente quando determinadas sequéncias daws gwdificadores de LATs eram
deletadas do virud'®. Além disso, animais jovens s&o mais susceptéueisos adultos**:

e inoculacdes nasal, na pata ou intracerebral des viesultam em maiores lesdes e
mortalidade do que as infeccées oral ou do 1830 A cinética da infeccdo por HSV-1
pode variar de acordo com os parametros descritesi@mente. Foi comparado a infeccéo
em camundongos BALB/c e em ratos da esp®8igeodon hispidysapoés infeccao labial com
10" u.f.p./mL do virus*®. Em ambos houve formac&o de lesdo no local daiioé partir
do 2 dia apés a infeccdo, mas nos camundongos a les&nagor, e persistiu por mais tempo

(aproximadamente 10 dias nos ratos, e 17 diasamsarmdongos). O virus foi recuperado para
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titulacdo nos labios, ganglios trigémeos e cérellms animais, durante 14 dias apds a
infecgcdo. Com excecdo dos cérebros, que apresentianios semelhantes (aproximadamente
600 u.f.p entre 0%e o 6 dias), a quantidade de virus presente nos labms érigémeos foi
muito maior para os camundongos do que para os. rateariacdo da quantidade de virus ao
longo dos dias também foi diferente entre as espedlos trigémeos, por exemplo, a
replicacdo teve inicio no°2lia apos a infeccdo para ambos, mas em ratoscalzcau o pico
no 4 dia (70 u.f.p.) e declinou drasticamente rfod&, enquanto em camundongos ela
alcancou o pico no°%e @ dias (6000 u.f.p. e 4000 u.f.p., respectivamerfahto em ratos

quanto em camundongos n&o foi detectado virus hdid4pos a infeccao.

Estudos de nosso grupo demonstraram que camund@Ga3@d_ /6, infectados por via
intranasal com dose de“0.f.p. de HSV-1, ndo apresentaram sinais evidetaeisfeccso,
sendo possivel encontrar virus nos ganglios trigénavs animais, mas nao nos cerebros.
Entretanto, em outro estudo com camundongos C57Bld6se infectante de ®.0.f.p. de
HSV-1, foi observado uma mortalidade de 10% na a&uw® sobrevida deste grupo, com
evidentes sinais de encefalite nos animais queemson® % % &) A cinética da infeccéo
viral nos camundongos infectados, nas condi¢cdadastacima, aponta que o virus alcanca os
ganglios trigémeos dos animais por volta doda apds a infeccdo (quando foi possivel
detectar o virus somente por técnicas de PCR)e aauultiplicacdo viral teria seu pico neste
6rgdo no Bdia apos a infeccdo. No 6° dia apos infeccdodesivel detectar o virus tanto por
técnicas de PCR quanto por titulacdo, e maior ndndE camundongos apresentou
positividade para o viru&”. Estes estudos apontam ainda que a expressadndiecoas e
IFN gama nos ganglios trigémeos dos camundongosc@aacompanhar a cinética de
multiplicacao viral, apresentando pico de expressicedor do 5dia apés a infeccéo, o que
parece auxiliar no controle do virus. Os resultaatueriores do nosso gruff) entretanto,
indicam que possivelmente este controle ndo odéwebem em animais deficientes para
moléculas relacionadas a resposta imune, uma ezauundongos MyD88 -/- e IFN gama
-/- tem alta mortalidade (100% e 50%, respectivde)ere sucumbem a infecgcdo com sinais
de encefalite, sendo que nestes, é possivel eacqattticulas virais nos cérebros.

50



sorial primario

Eoluna
e=pinhal

Nervo trigémea

Figura 9 — Modelo intranasal de infeccdo por HSV-1.Estudos realizados por LIMA(2007),
MANSUR(2007) e MANSURet al2005) indicam o que pode ocorrer no modelo mudeoinfeccéo
intranasal com HSV-1. Apés a instilacdo de HSV-lapea intranasal (1), o virus possivelmente se
multiplica no epitélio e nas mucosas dos camund®ri@p A partir dai o virus alcanca as terminacdes
nervosas, e é transportado por via intra-axonebgedada (3) ate os ganglios sensoérios do hospe(Biro
sendo comum a infeccdo dos ganglios trigémeos Nd$. ganglios, o virus realiza novos ciclos de
multiplicacéo, e entdo provavelmente e contido gidtema imune, entrando em laténcia. Em linhagens
de camundongos imunodeficientes, particulas vpaidem alcancar o cérebro (5), onde continuam a se
multiplicar, desencadeando encefalite letal. Folmegem de Scientific American (adaptado); dados de
MANSUR et a2005), LIMA(2007) e MANSUR(2007).

A alta prevaléncia de pessoas infectadas por HSYWelm como o aumento
significativo de pessoas portadoras de doencgasassupressoras ou mesmo que estejam em
tratamento imunossupressor, torna de grande immmdaté compreensdo dos mecanismos de
defesa imune contra o virus em modelo de encefalite
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho Experimental

Grupo Experimental 1

Infeccdo dos
Camundongos
WT e KOs
(10° ufp)

Sacrificio e Coleta de Ganglio
Trigémeos, Cérebros e Linfonodos

(5° dpi)

Grupo Experimental 2

Infeccdo dos
Camundongos

WT e KOs
(106 ufp)

A

Extracdo de
RNA

Transcricao

Sacrificio e Coleta de Ganglio
Trigémeos, Cérebros e Linfonodos

(5° dpi)

Montagem de
l[aminas na
parafina ou

criostato

[ Histopatologia }[ Imunofluorescéncia]

Reversa

PCR em Tempo PCR em Tempo
Real paraaTIF Real para TLRs e

(VP-16) algumas citocinas
Infeccdo dos

Camundongos X o
WT e KOs mortalidade de animais
(10'ufp e durante 30 dias

Acompanhamento de

10° ufp)

Grupo Experimental 3

Curva de sobrevivéncia }
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Grupo Experimental 4 Grupo Experimental 5

Aplicacéo de
Infeccéo dos tioglicolato via
Camundongos intraperitoneal em
Selvagens KOs camundongos
(10° ufp) selvagens e KOs
] v
Sacrificio e Coleta de Sacrificio dos animais e
Ganglio Trigémeos e Coleta de macréfagos
Linfonodos intraperitoniais apés
(5° dpi)

estimulo inflamatério

| l

Reacdo de Griess

Citometria de fluxo
Avaliacao “in vitro” da producéo de Oxido

Nitrico pelas células intraperitoniais apos
estimulo viral
(MOI 1)

Para identificac@o de tipos celulares e
citocinas e quimiocinas produzidas por eles.

4.2 Células Vero

Foram utilizadas células Vero (rim de macaco vexftieano) provenientes da ATCC
para a multiplicacéo e titulacdo do HSV-1. Estdslaé foram cultivadas em meio minimo de
Eagle (MEM) (Cultilab, Sado Paulo) suplementadas % de soro fetal bovino (SFB,
Cultilab, Sado Paulo), com adicdo de antibioticotgencina e antifungico fungizona, numa
atmosfera de 5% de G@ 37°C.

4.3 Virus

Foi utilizada a amostra HSV-1 EK, isolada no Ladrio de Virus da UFMG™?,
denominada neste trabalho como HSV-1. Esta ama@stran isolado clinico do virus,
proveniente de herpes labial em adulto saudavelfajusolada em células de rim de macaco

verde africano (células Vero - ATCC).

4.4 Multiplicacao Viral
Células Vero foram infectadas com a M.O.l. de hal@stra semente, e vinte e quatro
horas depois, quando o efeito citopatico atingirsl@ 100% das células, o sobrenadante foi

coletado sob refrigeracao.
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4.5 Purificacao

O protocolo utilizado para purificagdo foi feitogsendo protocolo estabelecido no
Laboratério de Virus, UFME'®).

O sobrenadante foi precipitado com uma solucaaa#dude sulfato de aménio em
banho de gelo, com o auxilio de um gotejador, tgia60% do volume final A solucéo foi
centrifugada a 10415 g (8000 rpm - rotor GS-3, rékeiga RC-5B-Sorvall) por 30 minutos a
4°C. O precipitadfoi homogeneizado em 10 mL de Tris 10mM, pH 8,0.

Foi entdo preparado um colchdo de sacarose a 36%bende ultra-centrifuga, com
10 mL da solucdo de sacarose 36% e acrescido dd.afa suspensao final. A amostra foi
centrifugada a 35248 g (14000 rpm) por 2 horasCaréf ultra-centrifuga Sorvall, rotor AH-
629. O sedimento foi homogeneizado em 1,0 mL de&STRI mM e submetido & uma nova
centrifugacdo em colchdo de sacarose semelhanigeeoa O sedimento foi coletado e
transferido para outro tubo de ultra-centrifuga pletando o volume para 36 mL com TRIS
10 mM, pH 8,0 e entdo centrifugado por uma hord @84 g (20000 rpm) a 4°C, na ultra
centrifuga Sorvall, rotor AH629. O sobrenadante fdésprezado e o0 sedimento
homogeneizado em 30Ql de TRIS 10 mM, pH 8,0. A amostra foi aliquotada e

posteriormente titulada.

4.6 Titulagéo por contagem de placas

Para a titulacao do virus purificado, 2%X&lulas Vero foram implantadas por poco
em placas de seis pocos, em meio MEM com 1% SFBpPas antes da infeccao. Diluigbes
seriadas do virus em base exponencial de 10 fodsonadas por uma hora em diferentes
pocos contendo as células, sob homogeneizacaoimee@m quinze minutos, e entdo foram
adicionados 3 mL de MEM contendo 1,5% de Carboxitroelulose (CMC) (GIBCO BRL,
EUA). Apds 72 horas a monocamada foi fixada cormédina a 10% em PBS e corada com
cristal violeta. O numero de placas foi contadoditaicdo que apresentou entre 30 e 300

placas de lise. O titulo foi expresso em unidades&doras de placa por mililitro (u.f.p./mL).

4.7 Animais

Foram utilizados camundongos, machos, entre 6 serfanas, ja vermifugados
anteriormente em seus biotérios de producédo, daadens C57BL/6, aqui chamados WT
(Biotério CPgRR/ Fiocruz); RAG KO, C57BL/6 CCL3 K®@u MIP-1o KO), C57BL/6
iINOS KO e C57BL/6 CD8KO (Biotério Fiocruz/ Rio); C57BL/6 TLR2 [TLR2"],
C57BL/6 TLRY" [TLR9”] (Biotério CPqRR/ Fiocruz) cedidos pelo Dr. ShizAdira,
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(Department of Host Defense, Research InstituteMimrobial Disease, Osaka University,
Osaka, Japan); e C57BL/6 TLR2/TLRPTLR2/9"] (Biotério CPqRR/ Fiocruz) cedidos por
Alan Sher e André Béfica (NIH, USA). Foram utilizesduma média de 6 animais por grupo.

4.8 Anestesia
Previamente a infecgdo intranasal, os animais foramestesiados com
ketamina/xilazina (respectivamente 3,2 mg e 0,1Gamgal, em solucao salina 0.9%, numa

proporcao de 4:1:5), por via intraperitoneal.

4.9 Infeccdo Intranasal

Animais foram infectados por via intrana$af® ***com 16 u.f.p. do virus HSV-1,
em um volume final de 10L. Camundongos controle passaram pelo mesmo pmgaEsEm
com PBS ao invés do HSV-1.

Os animais foram mantidos no biotério do Centr@dequisa René Rachou; com livre
acesso a racdo e agua, e sob ciclo claro/escuronoobiotério do Departamento de
Microbiologia da UFMG sob as mesmas condicdes.

O sacrificio dos animais foi feito por exposicad€@, (40% em ar atmosférico com
administracéo lenta), seguido de deslocamentoaanrnos dias em que foram feitas coletas
de orgaos (5° dpi) e/ou para a eutanasia dos anouai sinais graves de encefalite. O projeto
foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de AiSIfGEUA) da FIOCRUZ (LW-6/11)
(Anexo 1). Além disso o projeto também teve aprévaglo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG (protocoldZ®8) (Anexo 2), ja que parte dos
experimentos foram realizados no Labvirus na UFMG.

Os 6rgéos alvo (ganglio trigémio, cérebro e linfdmccervical superficial) foram
retirados de maneira asséptica, acondicionadosubos ttipo eppendorf, e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido, quando utilizados analises de PCR, e em solucao de
formol 10% em PBS, pH 7,4, quando utilizados pamalises histopatolégicas, mas no
protocolo de citometria de fluxo os 6rgaos colesaftmam imediatamente processados para

montagem das amostras a serem analisadas.
4.10 Extracdo de RNA de tecidos animais

Os ganglios trigémeos e cérebros dos animais dpd@Experimental 1 (avaliacdo da

expressao de VP-16, TLRs e citocinas no 5°dpiniaetirados assepticamente.

55



A extracdo do RNA foi feita segundo o protocoloigado pelo fabricante do reagente
de TRIzol (Invitrogen). Brevemente, o tecido (apnoxdamente 80mg para os cérebros ou
linfonodos; 1 par/aproximadamente 15mg de ganghgémeos) foi entdo homogeneizado
com o auxilio de um pistilo em reagente de TRIZ&IO(uL). Apds 5 minutos de incubacéo a
temperatura ambiente, foi adicionado cloroférmi®Q(2iL), a mistura foi homogeneizada e
incubada novamente a temperatura ambiente, porirliltos. A separacdo das fases foi feita
por centrifugagcdo a 12000g por 15 minutos, a 4¥€ centrifuga Eppendorf 5417R. A fase
aquosa (superior, transparente), onde o RNA estepte, foi coletada e transferida para um
novo tubo. A precipitacdo do RNA foi feita com dttigde isopropanol (500 uL), seguida de
centrifugacdo a 12000g por 10 minutos, a 4°C. Qes@dante foi entdo descartado, e o
precipitado contendo o RNA lavado em éalcool 75%n (). Apos centrifugagéo (7500 g por 5
minutos, a 4°C), o sobrenadante foi descartaddr&lA dissolvido em agua DEPC (50 ulL).
O RNA foi armazenado a -70°C.

Um microlitro do RNA extraido das amostras foi initlo para a dosagem no

espectrofotometro Nanodrop ND-1000 a 280 nm.

4.11 Tratamento de RNAs com DNase

Os RNAs extraidos com o reagente TRIzol foramattas com DNase previamente a
transcricdo reversa. O protocolo foi feito conformedrientagcdo do fabricante da DNase
RNase free (Biolabs). Tampédo de DNase 1Q¥ J% 2 unidades de DNase Iu{l) foram
adicionados a 4hL da solucédo contendo RNA, e a mistura foi incubad¥°C durante 10
minutos, para melhor acdo da enzima. Em seguidaubas foram colocados em gelo, e foi
acrescido 0pL de EDTA (a 0,5M) a mistura, para uma concentrai@da de 5 mM de
EDTA. O EDTA protege os RNAs durante o passo segula inativacdo da enzima DNase a

75°C por 10 minutos. Logo em seguida ao tratamdoitéeita a transcricdo reversa.

4.12 Reacao de transcrigcéo reversa (RT-PCR)

O procedimento foi realizado de acordo com o sdggvelo fabricante da enzima M-
MLV RT (Promega Corporation, E.U.A). Dois micrograsndo RNA extraido dos trigémeos
ou dos cérebros dos camundongos foram incubadoslagndo dligo dT em quantidade
suficiente de agua para (l5por 5 minutos a 70°C, e depois resfriados imedignte em
banho de gelo. Simultaneamente foi preparado umogeneizado com® do tampéao da
enzima M-MLV 5X Reaction buffer(Tris-HCL 250mM, pH 8.3; KCL 375mM; MgCI2
15mM; DTT 50mM) fornecido pelo fabricante, 1,2%le cada dNTP a 10mM, 200 unidades
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da enzima M-MLV RT e &gua livre de RNAse para umune final de 2Rhl. Este

homogeneizado foi adicionado ao restante da reagé@mbado a 37°C por 60 minutos.

4.13 PCR em tempo real para transcritos de citogfirmgiimiocinas e TLRs

Para verificar o0 aumento da expressao dos mRNAgRi&6, IP-10, MCP-1, INOS,
TNFa e Rantes (CCL5) nos ganglios trigémeos dos cammgodoe mMRNAs de TLRs 1, 2, 3,
6, 7 e 9 nos ganglios trigémeos, cérebros e lifoaaos camundongos, foi feita uma reacéo
de PCR em tempo real. Foram utilizadosl2do cDNA obtido da reacéo de transcricao
reversa (diluido 1:3); 0,8L de cada iniciador a 5mM; e 1L do SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), contendo marcador SYBRe@&r I, AmpliTag Gold DNA
Polimerase, dNTPs, tampao, e referéncia passina BparelhcApplied Biosystems” 7000
Sequence Detection Systelreacao foi feita com as seguintes temperatitaspos: 95°C,
10’ e 50 ciclos de 95°C, 15”; 60°C, 1'. ApOs ag@a, a especificidade dos amplificados foi
observada, conferindo-se a temperatura de dissmcid@gn) dada pela curva de dissociacao,
especifica para cada transcrito-alvo. Os oligormiileos usados no PCR em tempo real, e
descritos no quadro 2, foram adquiridos de artegesrificados peldBasic Local Alignment
Search Too(BLAST) do site PUBMED'?? 121 122.123)

Quadro 2 - Iniciadores utilizados na PCR em Tempo &al para citocinas/ quimiocinas e TLRs.

Gene Iniciadores Amplicon

F-5 GTT GGA TAC AGG CCAGAC TTT GTT G
HPRT 162 pb
R- 5 GAT TCA ACT TGC GCT CAT CTT AGG C

F-5 CGC AGC AGC ACATCAACAAGAGC
IL1- beta 110 pb
R-5 TGT CCT CAT CCT GGA AGG TCC ACG

F- 5 GGA AGC ACG GCA GCA GAA TA
IL-12 p40 142 pb
R- 5" AAC TTG AGG GAG AAG TAG GAA TGG

F-5 GCC GTCATT TTC TGC CTC AT
IP-10 126 pb
R-5 GCTTCC CTATGG CCCTCATT

F-5 CTT CTG GGC CTG CTG TTC A
MCP-1 81 pb
R- 5" CCA GCC TAC TCA TTG GGA TCA
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F-5 CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A
TNF o 175 pb
R- 5 TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC

F-5 TCA AGT GGC ATA GAT GTG GAA GAA
IFN y 171 pb
R-5 TGG CTC TGC AGG ATT TTC ATG

F-5 CCA ACT GGG ATAACG AGT TCAAGAC
gp91phox 84 pb
R-5"AAG GCT TCA GGG CCACACA

F-5 TGG CTACTG CTG GACGTTTCAC
p22phox 79 pb
R- 5 CTC CAG CAG ACA GAT GAG CAC AC

F-5 CAG CTG GGC TGT ACA AAC CTT
iINOS 95 pb
R- 5 CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG

F-5 GTC GTG TTT GTC ACT CGA AGG A

71 pb
Rantes (CCLS) ¢ 5 GAT GTA TTC TTG AAC CCA CTT CTT CTQ

F-5 TTT GAC CCG CGA GAT CCT AT
VP-16 138 pb
R-5 GCT CCG TTG ACG AAC ATG AA

F-5 TGATCT TGT GCC ACC CAA CA
TLR 1 66 pb
R- 5" GCA GGG CAT CAA AGG CAT TA

F-5TTG CTC CTG CGA ACT CCT AT
TLR 2 157 pb
R-5 AGC CTG GTG ACATTC CAAGA

F-5 TAG ACT GCA TCG CCT GCT AA
TLR 3 122 pb
R- 5" AAG CAG CCA GAA GCAGAACT

F-5 TCT GGG ATA GCC TCT GCA ACA
TLR 6 163 pb
R- 5 GGC GCA AAC AAA GTG GAA AC

F-5 TAC CAG GAC AGC CAG TTC TA
TLR 7 136 pb
R- 5" AGG AGC CTC TGA TGA GAC AA

F-5 ACT GAG CAC CCC TGC TTC TA
TLR O 197 pb
R- 5 AGA TTA GTC AGC GGC AGG AA




Para analise dos dados do Grupo Experimental Jif5%o ganglio trigémeo foi
utilizado o método do Ct comparativo, para os gates TLRs, HPRT, VP-16, MCP-1,
iINOS, IP-10, Rantes, TNE GP91phoxe P22phoxutilizando a formula matematicad' 2",

Também foi utilizado o método comparativo de vadawbtidos por curva padréo, no
linfonodos para os genes HPRT, {EMN_-1 beta, IL-12 p40, IP-10, MCP-1. Os valorestds
curvas padrdes foram baseados em diluicfes semgnldsmse logaritmica de dez. Para cada
uma diluicdo foi atribuido um valor arbitrario (oespondente a respectiva diluicdo) e uma
regressao linear foi feita (software SDS 2.0). Taivas foram somente consideradas quando
R2 foi superior a 0,95.

A expressao do gene alvo foi normalizada em relag@ayene constitutivamente
expresso HPRT, e a expressdo normalizada dos aninfactados foi comparada a dos
animais nao infectados (controles). Os resultadwanf sendo plotados como aumento

relativo, em unidades arbitrarias. Todas as redpdas feitas em duplicata.

4.14 Coloracao por hematoxilina e eosina (HE) elmseahistopatoldgica

Os cortes de ganglio trigémeo fixados em solucéaimheol 10% foram incluidos em
parafina, e foram processados para montagem denddmmo microtomo e corados com
Hematoxilina de Harris e Eosina, pelo corpo técmiodepartamento de Patologia Geral do
ICB-UFMG.

Os aspectos histopatologicos dos ganglios trigémeoam avaliados quanto a
celularidade e aos aspectos inflamatérios (presdecmfiltrados, aumento estrutural). As

imagens foram obtidas ao microscépio Olympus BXBlypus, Téquio, Japao)

4.15 Imunofluorescéncia

Os cortes de ganglio trigémeo fixados e incluidosTéssue-Tek O.C.T. compound
(Sakura, Netherlands) foram processados para memtdg Iaminas no criostato. Utilizando
uma camara umida, com agua morna no fundo da cafoagmtejado PBS 1x sobre os cortes
que foram incubados por 5min; apds aspirar o PB&jau-se solucdo de PBS+ TritonX
(Tx)+BSA (soroalbumina bovina; em 5mL do PBS+Tx, dorescentado 0,1g de BSA) nos
cortes (aproximadamente g0 para cada 5 cortes, L0lamina), e incubou-se por 5min;
aspirou-se, e gotejou-se PBS+Tx+BSA+SNC (soro nbdaaabra; diluir o soro normal de
cabra 1:40 na solucdo PBS+Tx+BSA) nos cortes, ebmese por 45min.; aspirou-se
novamente e entdo gotejou-se anticorpo primariccebiou-se por 2h; apds aspirar, lavou-se

as laminas em trés banhos sucessivos de PBS; #@urepepasso de aspirar e gotejar
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PBS+Tx+BSA nos cortes, e incubar por 5min. A patéiste passo, os procedimentos foram
realizados no escuro. Gotejou-se o0 anticorpo se&eimd incubou-se por 1h; aspirou-se, e as
laminas foram lavadas em 3 banhos sucessivos de #p8ou-se e gotejou-se PBS+Tx
(acrescentar |l de TritonX em 10mL do PBS) e incubou-se por 5moyamente foi
aspirado e entado gotejou-se o Hoech&tlécular Probe} e incubou-se por 5min; finalizou-
se o procedimento aspirando e gotejando com PB#®d4xortes e incubando por 5min, duas
vezes; para sO entdo montar as laminas, colocamdogota de 6leo no centro dos cortes, e
colocando a laminula por cima, evitando a formatgidolhas. Apds o 6leo secar, os cortes
foram selados, vedando ao redor da laminula. 8#wad ndo fosse feita na hora, as laminas

eram guardadas ao abrigo da luz, em geladeira.

Quadro 3 — Anticorpos primarios utilizados nas imumfluorescéncias.

Anticorpos primérios | Origem e Diluicao Fabricante e Codigo

F4/80 Rato (rat) Serotec MCAP497
1:50

CD11b Rato (rat) Serotec MCA74GA
1:100

Dendriticas Rato (rat) Serotec MCA948
1:25

CD3 Rato (rat) Serotec MCA500GT
1:100

CD8 Rato (rat) Serotec MCA1768T
1:100

INOS Coelho (rabbit) Spring Bioscience
1:5000 E3740

Hoechst 1:2000 Molecular Probes,
(0,2ug/mL) Invitrogen, H-33342

As imagens foram obtidas ao microscopio Olympus BXBlympus, Téquio, Japao)
foram transferidas por meio de video-camera caoi@bol SNAP-Procf ColorMedia

Cybernetics, Bethesda, MD, EYJpara um sistema de video acoplado ao computadwméa
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do programa Image-Pro Express versdao 4.0 para Wmddedia Cybernetics, Bethesda,
MD, EUA). As imagens gravadas foram selecionadas e traefepara o programower
Point para a montagem das pranchas.

4.16 Preparacao de células e citometria de fluxo

Suspensodes de células individuais foram prepamgastir de ganglio trigémeo (GT)
e linfonodos de camundongos WT, divididos em grupis infectados (controle negativo) e
infectados. Os orgaos foram digeridos com colage@dsrck-Chemicals diluida em meio
RPMI incompleto. Injetou-se 20QL nos GT e 300uL nos linfonodos de colagenase a
2mg/mL em vérias partes do orgdo (colagenase pneviee diluida em tampdo Hepes -
diluidos 2Q.L para 1mL). Incubou-se por 30min a 37°C e logosapécerou-se o 6rgdo em
meio RPMI incompleto com ajuda de uma peneira éarhulo de seringa. As células entao
foram lavadas, e apds centrifugou-se a 4°C porri@nd54 x g; verteu-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se as células em 1 mL de RPMI coml8%B as quais foram contadas, com
azul de tripan para avaliar a viabilidade. As @duioram diluidas em meio RPMI completo

até a quantidade necesséaria para o plagueamento.

Foi plaqueado 5xF0células/10QL (estimulado e n&o estimulado) para células T em
placa de cultura de 96 pocos fundo Nufc Thermo Scientifigpara cada marcacéo e foi
plaqueado 1x10células/10QL (ndo estimulado) para células dendritica e maag$¢ambém

em placa de cultura de 96 pocos fundd\ur{c Thermo Scientifipara cada marcacao.

Para leitura das células dos linfonodos utilizoueg®s plaqueamento, como estimulo
especifico, virus HSV-1 inativado pelo calor, questpriormente teve proteina viral da
amostra quantificada por Nanodrophérmo Scientifl; diluidos em meio RPMI completo,
transferindo um volume de 10D para cada poco contendo as célulagu¢?®nlL de proteina
por pogo).

Para monacitos, células dendriticas e linfocitam @stimulo ndo especifico (PMA -
25 ng/mL, feito nas células dos linfonodos), inaiise por 1 hora em estufa de £D37°C,
acrescentando brefeldina A (1:1000 conc. finalpogo, ou seja, 0,2uL + 10uL RPMI
completo. Utilizou-se 10uL dessa solucao por pagn)um volume de 10ul/poco de meio

RPMI completo por poco e incubou-se em estufa £37°C por 5 horas;

Os linfocitos com estimulo especifico de proteioaidus, foram incubados por 8 a 12
horas em estufa de G@ 37°C, seguido pelo acréscimo de brefeldina 2000 concentracéo

final no poco, ou seja, 0,2uL + 10uL RPMI compléitiilizou-se 10uL dessa solucdo por
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poco) em um volume de 10ul/poco de meio RPMI cotopgder poco e incubou-se em estufa
CO, a 37°C por 8 horas;

Preparou-se o mix de anticorpo, durante os temmosncubacao (a partir deste
momento, o experimento foi feito no escuro) Cemgafu-se a placa a 532 x g por 5 min, 4°C,
e eliminou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-sdled @@ 5@l de tamp&o contendo
anticorpos contra 0s antigenos extracelulares: CD@EITC; BDPharmingen), CD11b
(PECy7; eBioscience), F4/80 (APC; eBioscience)” 2E; BDPharmingen), para identificar
0os macréfagos e células dendriticas, e também @PL eBioscience), CD8 (PECYys5;
BDPharmingen), NK1.1 (FITC; BDPharmingen), para CBD8 e células NK além de FC

Block (BDPharmingen) para todos os marcadores.

Incubou-se durante 20 min., em temperatura ambianteescuro, e em seguida
adicionou-se 151 de FACSbuffer (PBS 1% FCS). Centrifugou-se a 532 x g por 5 @f@.
Eliminou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se &t pell 20QI de FACS buffer, entéo,
centrifugou-se a placa a 532 x g por 5 min, 4°Ca Raarcacdes intracitoplasmaticas, a partir

deste ponto, utilizamos algumas etapas a maistitdssa seguir:

Eliminou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-se @t peih 10Ql de BD
Cytofix/CytopermSolution (pronto para uso) Incubou-se por 15 min a 4°C soure. Apos,
adicionou-se 15@ de BD Perm/Wash Solutiotestoque em 10X, dilui-se em &gua destilada

para 1X)

Centrifugou-se a 532 x g por 5 min, 4°C. Apos alanio sobrenadante, ressuspendeu-
se o pellet em 50l da solugé@o contendo anticorpos contra o antigenacelular, IFN gama
(PE; BDPharmingen), diluidos em BEerm/WashIncubou-se por 30 min a 4°C no escuro.
Adicionou-se 150-20QI da solucédo de BPerm/WashNovamente centrifugou-se a 532 x g

por 5 min, 4°C.

Descartou-se o0 sobrenadante e ressuspendeu-sietoepel200ul da solucdo de BD

Perm/WashEntao centrifugou-se a placa 2 vezes, por 5 rbi82ax g.

Ressuspendeu-se em FAQfffer, tanto as amostras somente com marcadores
extracelulares quanto as com ambos os marcadoB8sl(2em cada pogo). Para cada
amostra, entre 100.000 e 200.000 eventos foranurealts para analise. Os dados foram
analisados usando o programa FlowJo 7.2.5 e fomesentados como a porcentagem de

células positivas nogate da populagcéo selecionada.
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4.17 Avaliacédo da producéo de 6xido nitrico (NO) peacao de Griess

Utilizamos protocolo j& descritt?® e o adaptamos para verificar producdo de NO em
macrofagos intraperitoneais de animais C57BL/6 YWWIR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO.
Primeiramente foi necessario realizar extracdo dacrafagos intraperitoneais dos
camundongos de cada grupo (N=5). Em cada animatpinse intraperitonealmente 2 mL
de tioglicolato 3%. Apos 4 dias, sacrificou-se asandongos e foi feita lavagem peritoneal
para coleta das células com 5 mL de DMEM geladm(aatibiético garamicina, sem soro).
Para obter éxito no experimento foi necessariopg@w ao menos 60% do meio injetado.

Foram feitos pools das células por grupo, e centrifugados por 10utos a 1200
rpm a uma temperatura de 4°C. Apds descartar esatbante, ressuspendeu-se as amostras
em 5mL (1 mL por animal) com meio DMEM 5% SFB.

Foi feito a contagem do numero de células viagem azul de tripan em camara de
Newbauer, e ajustou-se o volume das amostras pal&Fpara 10Q.L.

Semeou-se 0s macréfagos na placa de 96 pbizox (Thermo Scientificcolocando
100uL por pogo. Incubou-se por 3 horas em estufa de, @Oapos descartou-se 0
sobrenadante e lavou-se os pogos comull@ DMEM sem SFB e sem antibiético, para
posteriormente colocar 1p0D de DMEM 5% em cada poco e deixou-se incubado2dor
horas em estufa GO

Apos acrescentou-se o estimulo de HSV-1 (MOI adlyolume de 1Q@L por pogo
(cinco pocos por grupo), e incubou-se por 24 hokéantiveram-se 4 pocos por grupo
acrescentando somente meio, para serem utilizaslo® controle. Depois do periodo de
incubagéo em estufa de g@oletou-se o sobrenadante.

Para fazer dosagem de 6xido nitrico, fez-se mentagde outra placa de acordo com
mapa, com 50L dos sobrenadantes por po¢co da amostra dos gropws) pocos para
amostras estimuladas e quatro para os controlemrfou-se uma curva padrao que utilizou
o nitrito de sodio (NaNg) em diluicdo seriada em meio DMEM 5%, como refei@para
avaliar a concentracdo de 6xido nitrico (NO) nassimas, apos reacao com solucao C. Esta
solugéo consiste da mistura das solucdes de A 3, (sendo solucdo A composta por
sulfenilamida 1% em 2,5% de &cido fosforica®y), e solucdo B por N-(1 naphthyl) ethyl
edediamine 0,1% em 2,5% de acido fosférico;P@®:). Para a reacdo foi tambéem
acrescentado a cada po¢o com amostia, 8@ solugao C.

Leitura foi feita em espectofotdmetraviglecular Devices. Versamax tunable

microplate readera 490nm, e valores expressos em mM.
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4.18 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram feitas usando orgmuey estatistico GraphPad Prism 5
(GraphPad Software Inc.,, La Jolla, CA). Os grupos amostrais foramaliados e
considerados nao paramétricos ou paramétricos, cded@a com teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov, e os testes estatisticos engaleg foram Mann-Whitney ou teste
respectivamente. Para andlise de cinética da eswede proteina viral foi utilizado teste
estatistico ANOVA ndo paramétrico Kruskal-Wallic@mparacdo multipla de Dunn. Para
analise das curvas de sobrevivéncia foi utilizadtesie Log-rank. As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Cinética de VP-16 e expressdo dos mRNAs de @iR356BL/6 (WT) e KOs infectados
por HSV-1

Primeiramente buscamos resposta para a pergunistébmnterrelacdo entre os TLRs,
durante resposta imune contra HSV-1?". Foram aladiaa expressdo dos mRNAs dos TLRs
1,2, 3,6,7e9. OTLR4 nao foi avaliado poismesquisa anterior do grupo ele demonstrou
ndo ser capaz de ser ativado pelo H&¥-d TLR5 nao foi avaliado pois seu PAMP é a

proteina flagelina que é ausente no HSV-1 e TLR&iste em humang¥.

Foi verificado nos ganglios trigémeo o pico da egpéo da proteina viral VP16 (au
TIF) por meio de PCR em tempo real (Figura 10)amaber qual o dia ideal para se fazer
coleta de material para andlises. Esta protein@a€ es esta envolvida na multiplicacdo do
virus e, junto a enzima RNA polimerase |1l da céhdapedeira, inicia a transcricdo dos genes
imediatamente precocés). A curva mostra que a proteina tem um pico daessao no 5°

dia e entdo decresce até o 8° dia.

20000+

*%*

o &  15000- ‘
28
8 5
©3 100004
5% 50001
$3
ES 2500 i
<2

2

C L] L] L] L]
N N N N N N N N \S
& S F o & &S N
Figura 10 — Cinética de VP-16 nos ganglios trigémeode camundongos C57BL/6 (WT).
Camundongos C57BL/6 foram infectados por via irgsah com 1Dufp de HSV-1 e ganglios trigémeos de
3 animais a cada dia poés infeccdo (dpi) foram adted entre o0 1° e 0 8° dias. Animais néo infectéds
aspiraram somente PBS. ApOs a extracdo de RNAranacticdo reversa, foi realizada a PCR em tempo
real, em duplicatas, e a expressao de cada genmfializada em relacdo ao gene constitutivo HPRT.
Andlise estatistica foi feita com o teste nado-p&taco de Kruskal-Wallis e o teste de comparacdes

multiplas de Dunn. As barras representam o errogoa(5.E.M) (**p<0,01). Os valores referentes aacad
dpi foram comparados ao grupo néo infectado (NI).

Em ensaio de PCR em tempo real para determinapr@ssao de TLRs no ganglio
trigeminal de camundongos C57BL/6 WT infectadogfa 11A), as unidades arbitrarias
foram: TLR1  (19,89+11,54); TLR2  (21,08+3,796); TLR3(10,35+3,011);
TLR6 (22,17+14,07); TLR7 (22,10+8,389); TLR9 (43t82,65); significativamente
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diferentes de seus respectivos grupos controleimf@otados (NI). Para a expressao dos
mesmos TLRs no cérebro dos mesmos animais (FidiB® bs valores ndo demonstraram

diferenca significativa em relacdo a seus respestii.
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Figura 11 — Expresséo de TLRs em camundongos WDs camundongos C57BL/6 foram infectados por
via intranasal com fufp de HSV-1 e no 5° dpi ganglios trigémeos (Ayéeebros (B) dos animais foram
coletados (N=6). Animais controle aspiraram som@&B& (N=4). Apds a extracdo de RNA e a transcri¢éo
reversa, foi realizada a PCR em tempo real, emiahipt, e a expressao de cada gene foi normalemada
relacdo ao gene constitutivo HPRT. Andlises esitzsforam feitas com o teste nao-paramétrico darv
Whitney. As barras representam o S.E.M (*p<0,05<0,01).
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No ensaio de PCR em tempo real para determinapressédo de TLR1, em ganglio
trigémeo (Figura 12A) de camundongos C57BL/6 WTR2ZKO, TLR9KO, TLR2/9KO
infectados, as unidades arbitrarias foram 333218; 9,1631,790; 5,0621,379;
9,1693,088, respectivamente. Os valores da expressaanamais KOs infectados foram
significativamente diferentes quando comparados @b6%BL/6 WT infectados. Houve
diferenca também entre todos os animais infectadodio infectados. No cérebro (Figura
12B) nos grupos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO, TLR2/@K os valores foram
0,8714+0,2988; 14,98+4,693; 11,92+5,818; 1,583#B91 respectivamente. Diferenca
significativa foi verificada entre grupos infectaddoLR2KO e TLR9KO e seus respectivos
grupos nao infectados, e também houve diferencafis@tiva entre camundongos infectados
C57BL/6 WT e grupos infectados TLR2KO e TLR9KO, aerstrando aumento da expressao

nesses grupos nocautes em relacdo ao WT.
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Figura 12 — Expresséo de TLR 10s camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLRR@ foram
infectados por via intranasal com®1ffip de HSV-1 e no 5° dpi ganglios trigémeos (Apéesbros (B) dos
animais foram coletados (N = 6 a 7). Animais cdetaspiraram somente PBS (N=4). Apds a extracéo de
RNA e a transcri¢do reversa, foi realizada a PCResnpo real, em duplicatas, e a expresséo de cada g
foi normalizada em relacdo ao gene constitutivo HPRhalises estatisticas foram feitas com o teéte n
paramétrico de Mann-Whitney. As barras represergaB\iE.M (*p<0,05; **p<0,01:"p<0,05; *p<0,01;
#1h<0,001). N1,ndo infectado
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No ensaio de PCR em tempo real para determinap@ssdo de TLR2 no ganglio
trigémeo (Figura 13A), os camundongos C57BL/6 WTLR9KO infectados apresentaram
valores arbitrarios 22,38,487; 13,882,778 respectivamente, e diferenca significativia fo
verificada entre os camundongos C57BL/6 WT e glpR9KO e seus respectivos grupos
ndo infectados. Nao houve diferenca entre os dwigog infectados. Nos cérebros (Figura
13B), os grupos C57BL/6 WT e TLR9KO infectados aprgaram valores 1,471+0,4279;
10,03+3,007, respectivamente e diferenca signifiagbi verificada entre o grupo TLR9KO
e seu respectivo grupo nao infectado e também hdifee=nca significativa entre os grupos
infectados C57BL/6 WT e TLR9KO demonstrando aumelat@xpressao do TLR2 no grupo
KO.
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Figura 13 — Expressdo de TLR 20s camundongos C57BL/6 e TLR9 KO foram infectados ya
intranasal com TOufp de HSV-1 e no 5° dpi ganglios trigémeos (A)céeebros (B) dos animais foram
coletados (N = 6 a 9). Animais controle aspiraramente PBS (N=4). ApGs a extracdo de RNA e a
transcricdo reversa, foi realizada a PCR em tengaty em duplicatas, e a expressdo de cada gene foi
normalizada em relacdo ao gene constitutivo HPRTaliSes estatisticas foram feitas com o teste néo-
paramétrico de Mann-Whitney. As barras represertaBlE.M (*p<0,05; **p<0,01;"p<0,05). NI, ndo
infectado Valores para grupo TLR2 KO e TLR2/9 KO nédo apnem@am expresséo dos genes pesquisados
(dados ndo mostrados).

68



No ensaio de PCR em tempo real para determinapr@sséo de TLR3, em ganglio
trigémeo (Figura 14A) de camundongos C57BL/6 WTRZKO, TLR9KO e TLR2/9KO
infectados, as unidades arbitrarias foram 10,4724t,69,828+1,001; 8,317+0,8749;
5,346%1,203, respectivamente. Foi observada difaresignificativa entre camundongos
C57BL/6 WT e grupos nocautes e seus respectivgmgmiao infectados. No cérebro (Figura
14B), os grupos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO e TLREO infectados apresentaram
valores 0,7633+0,1487; 1,803+0,3872; 2,094+0,402826+0,4553, respectivamente. Foi
observada diferenca significativa entre gruposciafdos de camundongos C57BL/6 WT e

grupos nocautes infectados, demonstrando aumerpdassao do TLR3 nos grupos KOs.

>
o

25+ 259

201 20

154 —_—
#
104 —

*
A
]
5+ > -% 5 u
T . 4

Aumento relativo
(unidades arbitarias)

A
1o <@ FF 4w
L L L o o
© o ©
SN S y £ € & 5 L F
F & &L s $ES § & e gy & ey
0/\/\&\4,2- &&/\\, Q&\/&\/&VQ&\/&\/&V
I i | /
NI HSV-1 NI HSV-1

Figura 14 — Expresséo de TLR 30s camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLRRM foram
infectados por via intranasal com®1ffp de HSV-1 e no 5° dpi ganglios trigémeos (Aréeebros (B) dos
animais foram coletados (N = 6 a 9). Animais cdetaspiraram somente PBS (N=4). Ap0s a extracédo de
RNA e a transcricdo reversa, foi realizada a PCRenpo real, em duplicatas, e a expressao de cada g
foi normalizada em relagdo ao gene constitutivo APRhalises estatisticas foram feitas com o teét@ n
paramétrico de Mann-Whitney. As barras represemt&rE.M (*p<0,05; **p<0,01p<0,05;"p<0,01). NI,

nao infectado
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No ensaio de PCR em tempo real para determinapr@®séo de TLR6, em ganglio
trigémeo (Figura 15A) de camundongos C57BL/6 WTRZKO, TLR9KO e TLR2/9KO
infectados, as unidades arbitrarias foram 3213513; 11,383,398; 9,54%93,456;
6,230:1,714, respectivamente. Foi observada diferencaifisigtiva entre camundongos
C57BL/6 WT, TLR2KO e TLR9KO e seus respectivos gmao infectados e diferenca
significativa foi observada entre os camundongdsctados C57BL/6 WT, TLR9KO e
TLR2/9 KO, com maior indice de expressao para asas WT. No cérebro (Figura 15B),
para os grupos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO e TLR2@HKnfectados, os valores foram
1,132+0,2452; 23,79+6,492; 13,408,225, 1,712+35kespectivamente. Foi observada
diferenca significativa entre grupos TLR2KO, TLR9K® seus respectivos grupos néo
infectados e diferenca significativa também foi esldada entre os grupos infectados de

C57BL/6 WT, TLR2KO e TLR9KO, com aumento da expéessos animais nocautes.
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Figura 15 — Expresséo de TLR 60s camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLRRM foram
infectados por via intranasal com®1@p de HSV-1 e no 5° dpi ganglios trigémeos(Aréeebros(B) dos
animais foram coletados (N = 6 a 9). Animais cdetaspiraram somente PBS (N=4). Apds a extracdo de
RNA e a transcricdo reversa, foi realizada a PCReznpo real, em duplicatas, e a expressdo de eaua g
foi normalizada em relagdo ao gene constitutivo IPRhalises estatisticas foram feitas com o teét@ n
paramétrico de Mann-Whitney. As barras represemtrE.M (*p<0,05; **p<0,01p<0,05;"p<0,01). NI,

néo infectado
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As unidades arbitrarias de expressédo de TLR7, emgligatrigémeo (Figura 16A) de
camundongos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KOnhfdctados foram
21,735,048; 10,721,510; 13,0%2,712; 17,1%3,945 respectivamente. Foi observada
diferenca significativa entre os grupos C57BL/6 WLR2KO e TLR9KO infectados e seus
respectivos grupos controle néo infectados e feentada diferenca significativa entre grupo
infectado de camundongos C56BL/6 WT e TLR2KO, destrando diminuicdo de expressao
do TLR7 nesse grupo nocaute. No cérebro (Figurg,X&# grupos C57BL/6 WT, TLR2KO,
TLRO9KO e TLR2/9KO infectados os valores foram de21+0,1760; 3,628+0,9448;
4,512+1,276; 3,259+0,6145, respectivamente. Foiemiasla diferenca significativa entre
grupos TLR2KO, TLR9KO e seus respectivos gruposronao infectados e foi observada
diferenca significativa entre camundongos C57BL/6, WLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO

infectados, evidenciando aumento da expressao &7 Tibs grupos nocautes .
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Figura 16 — Expresséo de TLR 70s camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLRRM foram
infectados por via intranasal com®iffp de HSV-1 e no 5° dpi ganglios trigémeos (Aréesbros (B) dos
animais foram coletados (N = 6 a 9). Animais cdetaspiraram somente PBS (N=4). Apo6s a extracéo de
RNA e a transcricdo reversa, foi realizada a PCResnpo real, em duplicatas, e a expresséo de eada g
foi normalizada em relacéo ao gene constitutivo FIPRhalises estatisticas foram feitas com o teéte n
paramétrico de Mann-Whitney. As barras represemtrE.M (*p<0,05; **p<0,01p<0,05;"p<0,01). NI,

ndo infectado
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No ensaio de PCR em tempo real para determinap@esséo de TLR9 no ganglio
trigémeo (Figura 17A) do C57BL/6 WT e camundongdfR2ZKO infectados, as unidades
arbitrarias foram 98.929.09; 9.99#2.145, respectivamente. Foi observada diferenca
significativa entre os grupos C57BL/6 WT e TLR2K@ectados e seus respectivos grupos
nao infectados e foi observada diferenca signifiaaéntre camundongos C57BL/6 WT e
TLR2KO infectados, demonstrando diminui¢cdo na esgae de TLR9 no grupo nocaute. No
cérebro (Figura 17B), dos camundongos C57BL/6 WTLR2KO infectados, os valores
foram de 1,312+0,2182; 11,74+2,992, respectivaméittieobservada diferenca significativa
entre grupos infectados dos camundongos C57BL/6 aVILR2KO, com aumento na

expressdo de TLR9 no grupo nocaute, mas nao estr@fectados e os controles néo

infectados.
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Figura 17 — Expresséo de TLR 90s camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLRRM foram
infectados por via intranasal com®iffp de HSV-1 e no 5° dpi ganglios trigémeos (Aréesbros (B) dos
animais foram coletados (N = 6 a 7). Animais cdetaspiraram somente PBS (N=4). Ap0s a extracdo de
RNA e a transcricdo reversa, foi realizada a PCResnpo real, em duplicatas, e a expresséo de eada g
foi normalizada em relacdo ao gene constitutivo HPRhalises estatisticas foram feitas com o teéte n
paramétrico de Mann-Whitney. As barras represemsaB\E.M (**p<0,01;"p<0,05; *p<0,01). NI, ndo
infectado Valores para grupo TLR9 KO e TLR2/9 KO nédo apnem@am expresséo dos genes pesquisados
(dados ndo mostrados).

Para melhor visualizarmos os resultados da expreksimRNAs dos diversos TLRs,
foi montado um painel demonstrativo para faciléste entendimento (Figura 18), e com
utilizagdo deste quadro conseguimos ter uma idéies lara das interrelacdes existentes

entre a expressao dos TLRs, nos diferentes grupaisados.
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Figura 18 - Painel demonstrativo da interacdo entrdfLRs. Expressdo de TLRs no ganglio trigémeo e
cérebro nos grupos controle e diferentes grupds tefectados com HSV-1 por via intranasal naaitéb

de 16 ufp. Ganglio trigémepcor azul:Cérebrq cor vermelhaNdo detectadoND; Diferenca significativa
setas cheiasTendéncia setas pontilhadas; * animais WT foram comparagtmsontrole de animais ndo
infectados; os outros grupos foram comparadosr@Eosaés WT infectados.

5.2 Curva de sobrevivéncia dos camundongos

Para pesquisar os principais tipos de célulasefiesd e citocinas contra a infec¢ao
pelo HSV-1, em modelo experimental de encefalitgpdteca, foi realizado inicialmente
experimento de curva de sobrevivéncia com os anmoesutes, RAG KO, CCL3 KO, iINOS
KO e CD8 KO (todos background C57BL/6) além do BI5® WT.

Uma curva de sobrevivéncia foi feita infectandacasiundongos (N=10) com “40fp
e outro experimento com 10fp de HSV-1, por via intranasal, como j& foi de#im trabalho
anterior do nosso grugd. Os animais foram diariamente examinados & pragersinais de
encefalite tais como prostracao, ericamento desp@&ocurvamento de dorso e paralisia de
membros (Figura 19). Animais que apresentassers sstais foram sacrificados, e tiveram
seus cérebros coletados e rapidamente congeladmp@sterior analise para a presenca do

virus.
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Figura 19 — Sinais clinicos de infec¢édo por HSV-Camundongos C57BL/6 WT, CCL3 KO, CD8 KO, RAG KO
e iINOS KO foram infectados em dois experimentosirdas com 16 ufp e 16 ufp de HSV-1 intranasal, e
diariamente monitorados nos dias subsequentes gvalacdo dos sinais clinicos e da mortalidade.foiss
demonstram exemplos de sinais graves da infecgdélPw-1 quando animais sdo acometidos por encefadit
também quando ndo desenvolvem a patologia no sst@mvoso central. ErfA), sinais de encefalite como
piloerecdo (setas pontilhadas), arqueamento de deeta tracejada), e paralisia de membro tragegéta inteira).
Em (B), uma visdo mais ampla de um animal com paralisimmembro traseiro (seta inteira). @), animal com
sinais mais brandos da infec¢cdo, como queda ds példocinho e ao redor do olho (setas largas)teEanMA,
2010 (modificado).

Os animais nao infectados (N=5) apresentaram daxaobrevivéncia de 100% e o
grupo C57BL/6 WT infectado com i1Qufp também apresentou sobrevida de 100%. Os
animais CCL3 KO, CD8 KO, RAG KO e iNOS KO, infectasdcom 16 ufp, apresentaram
taxa de sobrevivéncia de 80%, 30%, 0% e 0% respectinte (Figura 20A). O grupo
C57BL/6 WT infectado com foufp apresentou sobrevida de 90%. Os animais COD3 K
CD8 KO, RAG KO e iNOS KO, infectados com®1fp, apresentaram taxa de sobrevivéncia
de 50%, 0%, 0% e 0% respectivamente (Figura 20B)mAis nocautes para células T CD8
obtiveram sobrevivéncia de 30% mas os animais RAT Kocautes para linfocitos B e

linfocitos T, obtiveram 0% de sobrevivéncia.
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Figura 20 - As taxas de sobrevida de camundongdsnimais que inalaram fQufp (A) e 16 ufp (B) de
HSV-1 (N=10 para cada grupo). C57BL/6 WT (circuld;L3 KO (quadrado), CD8 KO (asterisco), INOS
KO (losangos) e RAG KO (circulo + asteriscos). Artatidade dos camundongos foi quantificada por dia.
Analises estatisticas foram feitas com o teste famdy- (**p<0,01; ***p<0,001).

5.3 Expresséao de citocinas em animais WT e KOstatfes por HSV-1

Seguindo a linha de pesquisa dos principais tippxdaulas de defesa e citocinas
contra a infeccdo pelo HSV-1, com o uso de PCR empd real utilizamos animais
C57BL/6, RAG KO, CCL3 KO (MIP-& KO) e INOS KO e neles verificamos a expressao de
VP-16, MCP-1 (CCL2), iINOS, IP-10 (CXCL10), Rant&®QL5) e TNFe, no 5° dpi, nos

ganglios trigémeos (Figura 21).
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Figura 21 — Expressdo de VP-16 viral e quimiocinag citocinas do hospedeiroOs camundongos
C57BL/6 e RAG KO, CCL3 KO e iNOS KO foram infectaduor via intranasal com 40fp de HSV-1 e no

5° dpi ganglios trigémeos dos animais foram cobeta@=3 a 6). Animais controle aspiraram somente
PBS(N=3 a 4). Apos a extracdo de RNA e a transtrieiiersa, foi realizada a PCR em tempo real, em
duplicatas, e a expressdo de cada gene foi noadalizm relacdo ao gene constitutivo HPRT. Analises
estatisticas foram feitas com o teste ndo-parazpétté Mann-Whitney. As barras representam o S.E.M
(*p<0,05; **p<0,01;"p<0,05;"p<0,01). NI,nfo infectado.

A expressado de transcritos de VP-16 (Figura 21Agsgntou aumento significativo
entre os grupos infectados C57BL/6 WT, CCL3 KO ©8KO em relacdo aos seus
controles ndo infectados. N&o houve diferencaisBtat entre os grupos infectados nocautes
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e o0 WT infectado, apesar de evidenciar tendéncaraento desta proteina no grupo de

animais iINOS KO em relagao aos animais WT.

Os dados da expressédo de MCP-1 (Figura 21B) apaeasnaumento significativo
para os grupos infectados C57BL/6 WT, CCL3 KO e 8\NKID em relacdo aos seus controles
nao infectados; entretanto apresentaram diminusggiaficativa em RAG KO e CCL3 KO
infectados em relagcdo ao WT infectado e aumentufiigtivo em iINOS KO em relagéo ao
WT infectado.

Os dados da expresséao de iNOS (Figura 21C) apaeaenaumento significativo para
os grupos infectados C57BL/6 WT e CCL3 KO em radaads seus controles ndo infectados;
entretanto apresentaram somente diferenca signrBcaa diminuicdo de expresséo de iINOS
no grupo RAG KO infectado em relagéo ao WT infegtad

Os dados da expresséo de IP-10 (Figura 21D) apaeaenaumento significativo para
os grupos infectados C57BL/6 WT, CCL3 KO e iNOS & relacdo aos seus controles nao
infectados; entretanto apenas apresentaram ditegggificativa com aumento de IP-10 no

grupo iNOS KO em relagéo ao WT infectado.

Os dados da expressédo de Rantes (Figura 21E) atanesa aumento significativo
somente para o grupo infectado INOS KO em relagiceu controle ndo infectado. Da
mesma forma apresentaram aumento significativoasheeR no grupo iNOS KO infectado em
relagcdo ao nao infectado e em relagdo ao C57BL/6NMéEtado. Os dados da expresséo de
TNF-oo (Figura 21F) apresentaram somente aumento sigtivic para o grupo infectado

INOS KO em relagéao ao seu controle ndo infectado.

5.4 Histologia e imunofluorescéncia dos gangliag@meos de animais WT e KOs infectados

Ainda no intuito de descobrir quais células sdoesponsaveis pela imunidade no
ganglio trigémeo contra infecgcdo por HSV-1, lancanmdo da técnica de histologia e
imunofluorescéncia. A histologia (Figura 23) osdes foram fixados em formol e cortados
em microtomo e a imunofluorescéncia (Figura 22 ¢ fdtam realizadas em cortes
histologicos de pecas congeladas em Tissue-TeKTOoGmpound (Sakura, Netherlands) e
fixadas em laminas recobertas com gelatina. A loigia foi usada para verificar celularidade
no ganglio trigémeo e a imunofluorescéncia par#ivar quais células de defesa poderiam
estar envolvidas na manutencdo da imunidade cantvérus. Foram alvos de pesquisa
macrofagos (F4/80 e CD11b), células T (CD3+, CDLD8+) e dendriticas.
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Figura 22 — Histologia e imunofluorescéncia de gatigs trigémeos de camundongos C57BL/6 WT.
Camundongos C57BL/6 WT foram infectados conf ufp de HSV-1 ou PBS (controles) por via intranasab

5° d.p.i. (dia pos infeccdo) o ganglio trigémeodoletado e processado para analise. Coloracadeses& em
diferentes areas dos ganglios WT controle (A) eWdsinfectados (B) demonstraram aumento da cetldde

no ganglio (**) e perto dos neurénios (*), ondergta quantidade de células mononucleares foramtddges:
nos animais infectados (setas). (C- H): As lamidas ganglios foram incubadas com anticorpos proaéei
Alexa Fluor 488 cabra IgG anti-rato e contrastados Hoechst para marcacdo de nudcleo celular. Bainéi
mostram detalhes de imunofluorescéncia de céludamylpnares superpostos com o corante Hoechst. (C)
Controle negativo WT (Imunofluorescéncia foi negatipara todos os indicadores testados, esta imagem
representativa para todos apresenta coloracaoivegaira CD3) 200x; (D) F4/80 200x; (E) CD11b 200
Células dendriticas 200x; (G) CD3 400x; (H) CD8 X0\ e B): esquerda e abaixo a direita, 100x aagald

do cértex e medula do ganglio; (A e B) acima aidirédd00x ampliacao do ganglio.

78



Um aumento de celularidade nos ganglios trigémieosencontrado nos cortes
histol6gicos dos animais infectados, o que naoremonos ganglios dos animais nao
infectados (PBS). Quanto a técnica de imunoflué@mesa, esta foi capaz de evidenciar
através de marcacao positiva em ganglios de animfEstados, presenca de macréfagos
(F4/80 e CD11b) (Figura 22D e 22E) e células T(C(p&ura 22G). As células apresentaram
marcacao positiva para marcadores CD8 (células 8+ [Figura 22H), mas foram negativas
para CD4 (dados ndo mostrados). As células derali{iFigura 22F) evidenciaram também

positividade, mas apresentaram um background gpessibilitou diagnoéstico conclusivo.

Também foi feita histologia com coloracdo de HE danglios trigémeos dos animais
WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO para analisar dedénciar o nivel de infiltracédo e
lesbes causadas aos ganglios trigémeos, 5 diasrdpégsdo, com o HSV-1 (Figura 23). Os
animais C57 WT infectados (Figura 23B) apresentamaquitetura relativamente alterada
pela presenca de um infiltrado inflamatoério difusom alteracbes dos corpos neuronais tais
como reforco da borda citoplasmatica, e vacuolizggérinuclear. A celularidade estava

aumentada, sugerindo proliferacédo celular gliaihdiliracdo de células mononucleares.

Nos animais TLR2 KO infectados (Figura 23D), o ltrdido foi mais expressivo e
difuso em relacdo ao grupo infectado C57BL/6 WToeve edema intersticial (setas). Nota-
se presenca de polimorfonucleares (inserto, sefxjrpo a areas de degeneracao e necrose

neuronal (asterisco).

Nos animais TLR9 KO (Figura 23F) o infiltrado faswelmente mais intenso que nos
grupos anteriores, com maiores fenbmenos altemtd® inflamacdo, como sinais de
degeneracdo neuronal, acidofila citoplasmaticasotligdo dos limites citoplasmaticos. O

infiltrado era muito rico em células polimorfonuates (seta).

Nos animais TLR2/9 KO (Figura 23H), os aspectoarfomuito semelhantes ao dos
animais TLR9, com intensas alteracdes internascdg®s neuronais (asterisco), que foram
substituidos ou rodeados por células polimorforanele (seta). O infiltrado inflamatdrio foi

discretamente menos difuso que no grupo anterior.
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Figura 23 — Histologia dos ganglios trigémeos de maindongos C57BL/6 WT e KOs.Os animais foram
infectados com T0ufp de HSV-1 ou PBS (controles) por via intranadal 5° d.p.i. (dia pds infeccdo), os
ganglios trigémeos foram coletados e processadas greilise histolégica em diferentes areas dosligéng
trigtmeos dos animais nao infectados: WT(A), TLR®(K), TLR9 KO(E) e TLR2/9 KO(G), e dos
infectados: WT(B), TLR2 KO(D), TLR9 KO(F) e TLR2/O(H). Observou-se o aspecto normal da
arquitetura e celularidades nos grupos nao infestafiodos os animais infectados apresentaram giEsa
inflamatérias com aumento visivel da celularidadenarcadores histolégicos de fendbmenos vasculares
(edema) e alteragGes inflamatérias. Observou-sernmdiensidade do infiltrado difuso e acompanhado d
fenbmenos degenerativos no grupo TLR9 KO(F), quaathaparado aos demais. O menor grau de inflamacao
foi no animal WT infectado (B). Tanto no TLR9 KO(uando no TLR2/9 KO(H) houve alteracdes
degenerativas neuronais e infiltrado inflamatéwoncpolimorfonucleares. Imagens aumento 100x e tosser
400x%.
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Também foi realizado ensaio de imunofluorescéneie prerificar a expressao de
INOS e também a sua producéo por macrofagos (F#48Rpressao de iINOS (verde) nao foi
significativa nos ganglios trigémeos dos animais infectados (Figura 24A e E) e também a
dupla marcacdo para F4/80 (verde) e INOS(vermatiog) animais nao infectados (Figura

24C e G) ndo apresentaram marcacao significativa.

Os animais C57BL/6 WT infectados (Figura 24B), aprgaram no citoplasma
prolongamentos finos que foram corados em verdeiiio). Notou-se que a maior parte do
infiltrado inflamatorio (ndcleos corados em azulopeorante Hoesch) estavam expressando a
enzima induzida. Nestes mesmos animais, quandmdgeuma marcacdo dupla F4/80 e
INOS (Figura 24D), observamos que os animais iatlxd expressaram INOS, e
apresentaram consideravel superposicdo da marpatdamononucleares, indicando serem
estas células infiltrantes a principal fonte dedpigio de INOS, apesar de muita coloracao dos
nacleos nao colocalizarem com marcacao para FAB@E) nem para INOS (vermelho)
(Figura 24D). Algumas células F4/80 positivas n&pressaram iNOS (seta grossa). No

entanto um consideravel nimero de células apredapta marcacéo (setas, inserto).

Nos animais TLR2/9 KO infectados, a marcagcao pa@S (Figura 24F) foi muito
discreta (setas longas). Embora um infiltrado m##&rio fosse intenso, predominaram
polimorfonucleares, que ndo marcam para F4/80 (&i@4H) conforme foi demonstrado,
onde se observou um grande numero de nucleos corddms, alguns com morfologia
segmentada (setas longas ). Raras células monaregleom coloracdo para F4/80 estavam
visiveis no inserto (setas). A coloracdo para iNGiSpraticamente inexistente, mesmo no

citoplasma das célula F4/80 positivas (quadro ff@adD).

As laminas dos ganglios, utilizadas para marcagd@plss, foram incubadas com
anticorpos primarios para INOS e Alexa Fluor 488radgG anti-coelho e contrastados com
Hoechst para marcacdo de nucleo celular (Figurds B4E, F). As laminas dos ganglios,
utilizadas para marcacao dupla, foram incubadasaminorpos primarios para F4/80 Alexa
Fluor 488 cabra IgG anti-rato e para INOS AlexaoFlb46 cabra IgG anti-coelho
contrastados com Hoechst para marcacdo de nudidarcg-iguras 24C, D; G, H). Painéis
(Figura 24) mostram detalhes de imunofluorescémeieélulas ganglionares superpostos com

0 corante para nucleos (Hoechst).
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Figura 24 — Imunofluorescéncia de ganglios trigmaode camundongos C57BL/6 WT e TLR2/9 KO.
Camundongos C57BL/6 WT (A, B, C, D) e TLR2/9 KO {E,G, H) foram infectados com °0fp de HSV-1 ou
PBS (ndo infectados) por via intranasal e no 5%.d(dia pds infeccdo) o ganglio trigemeo foi calin e
processado para analise. (A) INOS WT nao infectd@0x; (B) INOS WT infectado, 400x%; (C) F4/80 + iSGVT
nao infectado, 100x; (D) F4/80 + iINOS WT infectad®0x; (E) INOS TLR2/9 KO néo infectado, 100x%; (NDS
TLR2/9 KO infectado, 400x; (G) iINOS + F4/80 TLRH® nao infectado, 400x%; (H) INOS + F4/80 TLR2/9 KO
infectado, 400x%. Setas finas (B e F) indicam mgioade iNOs; Setas largas (D) indica marcagdo senpema
F4/80 e setas finas (D) indicam dupla marcacao pé/80 e iINOS; Setas curtas (H) indicam marcacéa p4/80

e setas longas e finas (H) indicam nicleos cored@teristicos de polimorfonucleares.
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5.5 Citometria de fluxo dos ganglios trigémeoséohodos de animais WT infectados

hY

Os linfonodos cervicais superficiais (Figura 2&nbém foram analisados devido a

hipertrofia que eles apresentaram quando animai806 WT foram infectados.

A

Figura 25 — Aspectos macroscépicos dos linfonodosreicais superficiais de C57BL/6 WT.Linfonodo
de animais que inalaram PBS (A) e os animais calaram 18ufp de HSV-1 (B). Linfonodos apresentam
aspectos distintos, animal nado infectado (setaimamf de tamanho normal e animal infectado com

linfonodo hipertrofiado (seta pontilhada).

Adicionalmente a técnica de imunofluorescéncidizatnos também a quantificacédo
dos tipos celulares por citometria de fluxo. Apéscgssar os 6rgaos e preparar as amostras,
foram adquiridos entre 100.000 a 200.000 eventasaéisados pelo programa FlowJo 7.2.5.
Os “gates” (Figura 26) utilizados para marcar aytego de interesse nos ganglios trigémeos

foram baseados em dados da literattira

A B
; ;
i 4
; :

FSC-H:: FSC-Helght

Figura 26 — “Gates” utilizados para selecionar a ppulacdo de interesse nas amostraginimais
C57BL/6 WT controle inalaram PBS e os infectadadaram 16 ufp de HSV-1. Apés 5 dias da infeccéo,
ganglios trigémeos e linfonodos foram coletadosaegssados. Foram pesquisados macréfagos e células
dendriticas (A) e células T CD4, CD8, NK e tambéwdpcéo de IFK (B). Para pesquisa de linfécitos, a
utilizacdo de permeabilizante de membrana celulaindiu a granulosidade das células, por isso dilper
apresentado pelas células na imagem de aquisitiferénte.
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Apoés andlise dos dados adquiridos (Figura 27Ajfisamos que no GT ocorre
aumento na porcentagem da populacdo celular patas tos leucécitos pesquisados,
comparando o grupo infectado ao controle, mas swmmea macréfagos apresentaram
aumento significativo em relacdo ao grupo néo tafm Apesar de ndo apresentar aumento
significativo na populacéo celular de células T CB&re células de animais infectados e nao
infectados, as células provenientes de animaistades apresentaram aumento significativo
na producdo de IFNem relacdo ao grupo controle (Figura 27B). Ediacitia demonstrou
em pesquisa realizada por nosso grupo ser imperfaarta manutencdo de uma adequada
resposta imune no ganglio trigénfed
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Figure 27 — Ganglio trigémeo (GT) de camundongos CBL/6 WT infectados com HSV-1 apresentam
aumento populacional de macréfagos e aumento de mhacdo de IFNy pelas células CDS8.
Camundongos foram infectados via intranasal cofruffdde HSV-1, e GT de 5 animais/grupo foi coletado
no 5° d.p.i. Camundongos controle aspiraram sonmet (n=4 para cada grupo). GTs foram tratados com
collagenase e analise de populacao celular fazeghd por citometria de fluxo, usando anticorpastreo as
células indicadas (A). Anticorpo contra lffbi utilizado nas células marcadas para T CD8 {Bdos os
dados apresentados por média + SEM, P<0,05 pce tesbmparativo. barras brancammnostras ndo
infectadas barras pretagmostras infectadad\K, células natural killer Dend,células dendriticasMac,
macréfagos

Nos linfonodos cervicais superficiais, verificamgse nao ocorreu aumento na
porcentagem da populacéo celular para os leucdo#teguisados (Figura 28A), comparando-
se o0 grupo infectado ao controle.
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Figure 28 — Linfonodos cervicais superficiais de caundongos C57BL/6 WT infectados com HSV-1
apresentam aumento de produgdo de IFNpelas células NK e pelas CD4 e NK quando estimulasl com
PMA. Camundongos foram infectados via intranasal cofruffdde HSV-1, e linfonodos de 5 animais/grupo
foram coletados no 5° d.p.i. Camundongos contrgéraram somente PBS (n=4 para cada grupo). Lidfosio
foram tratados com colagenase e analise de populzjélar foi realizada por citometria de fluxoaodo
anticorpos contra as células indicadas (A). Amgoocontra IFN foi utilizado nas células T (CD4 e CD8) e
NK (B). Todos os dados apresentados por média +,9Fk0,05 por testé comparativo. Ccontrole |,
infectadq barras brancagmostras néo infectadas com ou sem PhBkras pretagmostras infectadadarras
cinzas.amostras infectadi + PMA. NK, célulasnatural killer; Dend.células dendritice; Mac, macroéfaao.

Apesar de ndo apresentar aumento significativoopallacao celular, entre células de
animais infectados e nao infectados, as células pxvenientes de animais infectados
apresentaram aumento significativo na producad-tle €m relacdo ao grupo controle, e 0
mesmo ocorre com as células NK e CD4 de animatstados e apds estimuladas com PMA
(Figura 28B). Também utilizamos amostras pos-eséidas com proteinas de HSV-1, apoés
serem inativados pelo calor, mas nédo obtivemosostgp Esta citocina demonstrou em
pesquisa realizada por nosso grupo ser importamgerpanutencao de uma adequada resposta

imune no ganglio trigémed°.

5.6 Expresséao de citocinas nos linfonodos de asiMal e KOs infectados por HSV-1

Linfonodos cervicais dos animais C57BL/6 WT, TLROKTLR9 KO e TLR2/9 KO
foram utilizados e neles verificamos a expressadFie y, IL-1 beta, I1L-12 p40, IP-10
(CXCL10) e MCP-1 (CCL2) (Figura 29). Foi demonstrammento da expressao de =\
IL-1 beta nos C57BL/6 WT (Figura 29A e 29B) e autnede IL-12 p40 e MCP-1 nos
animais TLR9 KO (Figura 29C e 29E) em relacdo asals grupos infectados. Entretanto,
para expresséo de IP-10 (Figura 29D), demonstralf@®enca significativa do grupo WT e
TLR9 KO infectado em relacdo aos seus grupos nfertados, mas nao verificamos

diferenca entre os grupos infectados.
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Figura 29 — Expressdo de quimiocinas e citocinas dmfonodo cervical superficial dos animais.Os
camundongos C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/@Koram infectados por via intranasal com
10° ufp de HSV-1 e no 5° dpi linfonodos dos animarsufio coletados (N=5 a 6). Animais controle aspiraram
somente PBS (N=4). ApGs a extracdo de RNA e adrgd® reversa, foi realizada a PCR em tempo egal,
duplicatas, e a expressdo de cada geney(FINIL-1 beta(B), IL-12 p40(C), IP-10(D) e MCP-1\Eoi
normalizada em relacdo ao gene constitutivo HPRTaliSes estatisticas foram feitas com o teste néo-
paramétrico de Mann-Whitney. As barras represem&rE.M (*p<0,05; **p<0,01¥p<0,05;"p<0,01). NI,

néo infectado

86



5.7 Expressao de gp¥t* p22"™e iNOS nos ganglios trigémeos

Apds pesquisar principais citocinas e células dtesia imune, procuramos qual seria
a principal atividade imune celular envolvida néeda contra o HSV-1. Ganglios trigémeos
de animais C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 Kforam utilizados e neles
verificamos a expressdo de gp¥1, p22"**e iINOS (Figura 30).
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Figura 30 — Express&o de gp91”, p22°"™ e iNOS nos ganglios trigémeos dos animai®s camundongos
C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram irdeados por via intranasal com®1ffp de HSV-1

e no 5° dpi gaglio trigémeo dos animais foram edles. Animais controle aspiraram somente PBS. A&p0s
extragdo de RNA e a transcricdo reversa, foi redtiza PCR em tempo real, em duplicatas, e a efprelss
cada gene, gpdT* (A), p22"™ (B) e INOS(C), foi normalizada em relagdo ao genastitutivo HPRT.
Analises estatisticas foram feitas com o testepadiamétrico de Mann-Whitney. As barras represerdam
S.E.M (*p<0,05p<0,01). NI,n&o infectado
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Foi demonstrado aumento da expresséo de iINOS noBLIB WT e demais grupos
KOs em relagdo aos seus grupos nao infectados endtmnda expressao de iINOS nos
C57BL/6 WT infectados em relacdo aos demais grupéectados (Figura 30C). Para
expressdo de gp¥f* p22" (Figura 30A e 30B), os grupos infectados apresamta
diferenca significativa em relacdo a seus respestgrupos nao infectados, entretanto néo
apresentaram diferencas entre o grupo infectadoBO67WT e demais grupos KOs
infectados.

5.8 Avaliacdo da producao de Oxido nitrico em em$an vitro” pela reacdo de Griess

Células peritoneais de animais C57BL/6 WT, TLR2 KkR9 KO e TLR2/9 KO
foram utilizadas e nelas verificamos a producad@xido nitrico apds estimulo das células
com HSV-1 (MOI=1) através do ensaio de reacao des&i(Figura 31). O grupo C57BL/6
WT infectado apresentou diferenca significativareftacéo ao seu grupo nao infectado e em

relacdo aos demais grupos KOs infectados.
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Figura 31 — Producéo de 6xido nitrico (NO) em célak peritoniais em ensaio de reagdo de Griedss
células intraperitoneais dos camundongos C57BL/§ W'R2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram coletadas

e acondicionadas em placa de 96 pogos. Foramadkis grupos controle que ndo receberam estimulo (4
pocos/ grupo) e grupos testes com HSV-1 (MOI=1pamstimular as células dos grupos (5 pogos/ grupo).
Analises estatisticas foram feitas com o testepafiamétrico de Mann-Whitney. As barras represerdam
S.E.M (*p<0,05p<0,05;"p<0,01). NI,néo infectado
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6 DISCUSSAO

Dados obtidos em outra pesquisa do giipéTabela 1) associados aos adquiridos
pela cinética de VP-16 (Figura 10), evidenciames@nca de HSV-1 nos ganglios trigémeos
de camundongos C57BL/6 WT infectados e a multipdcaviral com pico no 5°dpi, e por
isso este foi 0 dia escolhido para andlise da esgmedos TLRs no ganglio trigémeo (GT) e
cérebro em animais WT e KOs.

E importante ressaltar que neste estudo conduaiteriormenté®®, camundongos
C57BL/6 foram infectados por via intranasal corfi afpp) de HSV-1, para realizar cinética de
multiplicacéo viral em 6érgdos. Nos 8 dias subsetgisefioram sacrificados 4 animais/dia, que
tiveram os ganglios trigémeos e cérebros coletadmpidamente congelados.

A titulacdo dos ganglios trigémeos apontou quesnklviam particulas infecciosas
entre o 2° e 0 6° dpi, pois 0 sobrenadante de m@dmelto material coletado nestes dias
produziu efeito citopatico em células Vero (Tab#&)a Somente para alguns animais foi
possivel calcular o titulo viral dos ganglios triggbs (entre o 3° e o 5° dpi), sendo que foi
obtida uma média de 1¥ TCID50/mL (Tabela 1). Nenhuma particula infeccidsa

detectada nos cérebros dos animais (Tabela 1).

Tabela 1. Cinética de multiplicacdo de HSV-1 em 6&ps de animais C57BL/6dias
po6s infeccapDPI; efeito citopatico ECP.

DPI* ECP de Ganglios trigémeo  TCID50/mL de Ganglios ECP de Cérebros em
em células Vero trigémeos em células Vero células Vero
1
2 + (3/4)
3 + (3/4) 10%° (1/4)
4 +(3/4) 10%% (1/4)
5 + (3/4) 10%" e 10%° (2/4)
6 +(2/4)
7
8

Fonte: LIMA et al, 201(

Outro dado pertinente para sedimentar e confromt@lises posteriores de dados
adquiridos nesse trabalho, obtido em trabalho @ntelo nosso grupo, € a da curva de
sobrevivéncia de camundongos WT e KOs para Tt®R$oram observados indices iguais de
sobrevida para animais WT e TLR2KO, com uma taggasla de 90%, uma taxa de 40% de
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sobrevida para os animais TLR9KO e uma taxa de 6%atbrevivéncia para os animais

TLR2/9KO (Figura 32).
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Figura 32 - Taxas de sobrevida de camundongos WTK&s para TLRs. Animais C57BL/6 WT (cruzes),
TLR2 KO (triangulos), TLR9 KO (quadrados), e TLRE® (circulos) foram inoculados por via intranasal
com 1¢ ufp de HSV-1, e a mortalidade dos camundongosqtmintificada por dia (N=10 para cada
grupo). Este experimento é representativo de trékses. Fonte: LIMAet al, 2010

Em ensaio para determinar a expressao de TLRsTha& @érebros de camundongos
C57BL/6 WT infectados (Figura 11A, 11B), primeirantes os dados demonstraram que 0s
TLRs sdo expressos no GT quando o animal € infeggad HSV-1, mas ndo ha aumento na
expressdo de TLRs no cérebro dos mesmos animaigeneiando que a imunidade inata

frente ao virus ocorre primeiro e preferenciaimet&T.

Observando demais dados deste ensaio (Figura fiByammos que TLRs 1, 2, 3,6, 7
e 9 sdo ativados no GT em camundongos WT infectemimsHSV-1. A expresséo dos TLRs
1, 2 (exceto para TLR2KO e TLR2/9KO), 3, 6, 7 eefceto para TLROKO e TLR2/9KO) no
GT, de maneira geral, esta diminuida ou apresetéadgencia a reduzir nos camundongos
com genes nocautes (TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO) etagdo aos animais C57BL6
WT, mas no cérebro houve aumento da expressaoldéts 1, 2 (exceto para TLR2KO e
TLR2/9KO), 3, 6, 7 e 9 (exceto para TLRI9KO e TLRQH ou houve uma tendéncia a
aumentar, exceto para TLRs 1 e 6 no cérebro dosa@iduplo nocaute (TLR2/9KO). Este
resultado sugere uma interacdo entre os difereft&s na tentativa de orquestrar uma
resposta imune satisfatoria no cérebro, mas emragartida, no GT, evidenciou uma

diminuicdo na expressdo dos varios outros TLRs dmuayenes do TLR2, TLR9 ou ambos

90



estdo nocauteados. Interrelacdes na expressacedes §LRs, também foram evidenciados
em pesquisa onde camundongos pré-estimulados poagamista de TLR3, o Poli I|:C,
tiveram aumento da expressdo de TLR2 no cérebronewdcdo da mortalidade destes

animais infectados por HS\%%,

Hipotetizamos que o controle primordial da infecei® nosso modelo ocorreria nos
GT (e talvez na mucosa nasal — experimentos enmaerda), dados os resultados observados
nos WT. Quando o reconhecimento do HSV-1 por TLRSA falhou (no caso dos TLRs
KOs), houve uma “tentativa” de resposta imunolagio cérebro. Nos animais TLR2KO
infectados (que tem a mortalidade de 10%, semalranios C57BL/6 WT) essa resposta no
cérebro parece ser eficiente em controlar o viougue demonstra mais uma vez o papel
fundamental de TLR9 (que é expresso no cérebr@eslestimais). Por outro lado, os animais
que ndo expressam TLR9 (TLR9KO e TLR2-9KO) ndo eguem controlar o virus e
sucumbem a infeccdo, ainda que expressem outros TibR cérebros. Os animais duplo
nocaute (TLR2-9KO) além de ter apresentado diméuwiiga expressdo dos TLRs nos GT,
eles ndo apresentaram expressao de TLRs 1 e Gelwraéprovavelmente devido a grande
dificuldade que o sistema imune encontrou paraestgar uma defesa imune compensatéria
sem a presenca funcional dos TLRs 2 e 9, o quelmma com dados de mortalidade de
100% do grupo TLR2-9KO (Figura 32). Outro dado valge € o aumento significativo na
expressdo de IFNe IL-13 no cérebro dos animais TLR2KO em relacdo aos sentsoles
ndo infectados®®. Esta informacdo € importante pois verificamos @séas citocinas,
anteriormente citadas, sdo muito importantes paaautencdo de uma resposta imune
eficiente nos GT dos animais C57BL/6 WT infectdfbsApesar dos animais TLR2KO
possuirem mortalidade semelhante aos C57BL/6 Whduanfectados, estes apresentaram
diminuicdo da expressao de TLRs 1, 3, 6, 7 e 9 fp r@as demonstraram aumento da
expressdo das citocinas N IL-18 ®® e dos TLRs 1, 3, 6, 7 e 9 no cérebro. Estes dados
corroboram a hipétese que estes animais (TLR2 KEO)apazes de orquestrar uma resposta
imune compensatéria no cérebro. Além de que, emi@sis vitro de outro grupd™®®, foi
confirmada a acdo sinérgica de {FN IFNx /B, que sdo genes ativados por cascatas de
fosforilacdo inicializados em diferentes TLRs, serahpazes de impedir a replicacdo do

virus.

Os TLRs expressos nos GT podem ser originario® tda tecido (células
residentes) quanto de células infiltradas, fatomoévou buscarmos qual ou quais células de

defesa estariam envolvidas na resposta do sistemaei frente a infeccdo por HSV-1
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(especialmente no GT, visto que esse é o Orgaerprefial para orquestracdo da imunidade
contra HSV-1 em camundongos C57BL/6 WT). Para igsdgeito ensaio de sobrevivéncia
(Figura 20) com os camundongos RAGKO, CD8KO, iNO3 & CCL3KO, que demonstrou
que as células T, principalmente TCD8, parecemiraportantes para a resposta imune,
apesar de ndo serem as Unicas, pois quando aviaigafectante foi de 10ufp os animais
CD8 KO apresentaram sobrevida de 30% enquanto iosa@nRAG KO tiveram 0% de
sobrevida com mesma carga infectante (Figura 2@&} quando a carga viral passa a ser de
10° ufp, a sobrevida de ambos os grupos (RAG KO e €D3 passa a ser de 0% (Figura
20B). Demonstrou-se que a producdo de iINOS tambéesséncial para o controle da
infeccdo, o que corrobora com dados de pesquisadpre verificaram a importancia do
6xido nitrico (NO) para evitar replicacdo do HSWid ganglio®”.

Adicionalmente, foi verificada a expressdao de VP-46algumas citocinas e
quimiocinas no GT apés infeccdo intranasal deuffdde HSV-1 em animais WT e nos KOs
para CCL3, RAG e INOS infectados por HSV-1. A as®lidestes dados ajudou a
direcionarmos melhor a pesquisa e encontrar tipelslaces candidatos a principais

responsaveis pela manutencao da imunidade nodedafeccéo.

Analisando a expresséo de VP-16 (Figura 21A) wenifios que apesar de nao haver
diferenca estatistica entre animais infectadogehdéncia a aumento de sua expressdo nos
INOS KO, demonstrando que esta enzima parece seortamte para controle da

multiplica¢éo do virus no GT.

O MCP-1 é uma quimiocina que é quimiotaxica paradgiios/macrofagos, células
T, basotfilos e mastécito§?” ?® O iINOS é uma importante enzima para defesa do
organismo, responsavel pela producéo das espéaitrgas de nitrogénio (RNS) que ocorre
nos macréfagos para efetiva acdo protetora por ecanismo de imunidade celufd®. O
IP-10 € uma quimiocina que tem sua producdo indupedlo IFN e possui atividade
quimiotaxica para mondcitos, células T, célulasdéélulas dendriticd¥®. O Rantes é uma
quimiocina capaz de atrair células T, eosindfilobasotfilos e € capaz de se ligar aos
receptores CCR1, CCR3 e CCR8Y. O TNFx é uma citocina envolvida em processos
inflamatorios, regulacdo de células imune, indud@oapoptose, inibir génese tumoral e

replicacéo viral. E principalmente produzida petecrofagosts.

No grupo infectado INOS KO, os niveis de mRNA espos das quimiocinas MCP-1
(Figura 21B), IP-10 (Figura 21D) e Rantes (Figut&Raumentaram significativamente em

relacdo ao grupo C57BL/6 WT infectado, provavelragrgla resposta imune ser insuficiente

92



e deficitaria em conter a infec¢cdo por HSV-1, ceodo entdo uma tentativa compensatoria
de aumentar a populacdo de macrofagos no local.telmgi&ncia no aumento da expressao de
TNFa (Figura 21F) ocorre no grupo iINOS KO, em decori@rec provavel quimiotaxia
produzida por MCP-1 e IP-10 no 6rgdo infectado @ads aumento populacional de

macrofagos, que séo as principais células produtted Nle.

Para o grupo infectado RAG KO, foi verificada dioigéo significativa no indice de
MCP-1 (Figura 21B) e iNOS (Figura 21C) em relacd@rupo infectado C57BL/6 WT. Nao
houve resposta alguma, pois ndo houve diferengafisajiva em relacdo ao controle nao

infectado em nenhuma das quimiocinas/citocinasipaiNOS.

No grupo infectado CCL3 KO, verificamos uma dim@éo significativa da expressao
de MCP-1 (Figura 21B) e uma tendéncia de aumentxpeessao de iINOS (Figura 21C) em
relacdo ao C57BL/6 WT infectado. As quimiocinas MCEB CCL3 sdo quimiotaxicas para
macréfagos®?. Nos animais CCL3KO n&do ha logicamente expressidC@L3, e ha
diminuicdo de MCP-1 (Figura 21B). O aumento na esgéio de iINOS (Figura 21C), em um
anico individuo, pode ter ocorrido por outras catuprodutoras de iINOS, como neutréfilos
(133 ou mesmo pela acdo redundante de outras quira®dapazes de atrair macréfagos
(lembrando que estes animais tem mortalidade dB02®-aproximadamente, e, portanto,

ainda tém alguma capacidade de controle do virus).

Essas informacdes aliadas aos dados de pesqitisiagrificas ©® 8 81 82 88 134,
trabalhos prévios do nosso grUp, direcionaram o foco da pesquisa em animais WT e KO
para TLRs para as células leucocitarias, principaten para as células T (especialmente

CD8+), macrofagos e células dendriticas.

Nos cortes histolégicos de ganglios trigémeosadms por Giemsa (Figura 22A-B) e
HE (Figura 23A-B), os animais C57BL/6 infectadosesentaram aumento da celularidade,
entretanto ndo apresentaram lesdes teciduais ast@asno as que ocorreram nos animais
TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO (Figura 23 C-D; E-F-I&). Tais resultados corroboram
com dados da curva de sobrevivéfiiaja publicados por nosso grupo e citados

anteriormente (Figura 32).

Também verificamos com a imunofluorescéncia eten@tria de fluxo dos GT a
presenca de macréfagos e células T CD8 (Figura 22 mespectivamente) e o aumento da
producdo de IFN nas células T CD8 de C57BL/6 WT (Figura 27). Estdermacdes
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corroboraram com dados de pesquisadores que cisamagréfagos, CD8 e IRNcomo

importantes por evitar replicacdo do virus no gangl manter o virus em laténfa8?

Sabendo da importancia de macrofagos, CD8 ey, IRN tendo os dados de
sobrevivéncia dos camundongos iINOS KO (Figurala@jamos méo da analise por PCR em
tempo real e verificamos a expressao de INOS nosi@3TTLRs KOs, importante por ser
responsavel direto para producéo de NO e conseznente RNS$'%>) e também a expresséo
de gp91°"®™ e p22°"** que sdo importantes subunidades do NADPH oxidasép proteinas
de membrana que compdem o Flavocitocrogig lesponsavel pela transferéncia de elétrons
(123.135) & consequentemente responsaveis diretos pelagiimdie ROS. Estes resultados
mostraram aumento significativo da expressao deSiNOs C57BL/6 WT em relacdo aos
animais TLRs KO (Figura 30). De outra forma, porioné€a imunofluorescéncia foi
demonstrada a presenca de INOS junto aos macrofpgosneio de marcagcao dupla, nos
ganglios de C57BL/6 WT infectados (Figura 24), @ @do ocorreu com os animais TLR2/9

KO que apresentaram mortalidade de 169%

Em ensaio de reacdo de Griess para avaliar a gdiodde NO por macrofagos
peritoneais, apos estimulados por HSV-1, os mago&fados animais C57BL/6 WT
apresentaram-se mais responsivos, mostrando aurmsignificativo na producédo de NO em
relacdo aos grupos TLRs nocautes (Figura 31). dadss corroboram com informagdes que
citam a importancia do iNOS na defesa contra o HSgue, em outros experimentos, o NO

foi capaz de inibir a multiplicacdo do HSV-1 emainsin vitro” ©% 136137

Analisamos a populacdo celular dos linfonodos icaly superficiais dos
camundongos C57BL/6 WT, no 5° dpi, por meio dencdtyia e verificamos que houve um
aumento da producdo de lNrincipalmente por células NK e TCD4 (Figura 2&Bapesar
da hipertrofia visualizada (Figura 25), isto n&trziu-se em aumento celular (Figura 28A),
mas provavelmente pelo aumento da producédo deramcVerificamos entdo a expressao de
outras citocinas pelo PCR em tempo real, també®P mpi, em camundongos C57BL/6 WT
e TLRs KO, e o aumento da expressdo deylRbs animais C57BL/6 WT (Figura 29A)
corroboram com os dados coletados pelo ensaiotai®etria. Ocorreu também aumento da
expressado de IL-1 beta (Figura 29B) neste gruph.-Dbeta é produzido por macréfagos e
responsavel pela ativacdo de macréfagos e céluldd. TComo as células T CD4
demonstraram ser a maior populacdo celular nognlatfos (Figura 28A) e sao importantes
células produtoras de IFyI\13), parece l6gico a correlacdo do aumento da exmredsstas

duas citocinas nos linfonodos dos animais WT. Destramos aumento da expressao de IL-
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12 p40 nos camundongos TLR9 KO, que € uma citqmiaduzida por macréfagos e células
dendriticas, responsavel por ativacao de célulasddKilas T e diferenciacdo de células T
em células F1 ©. Além disso, a IL-12 é capaz de ativar diretamengemento da producao
de IFNy pelas células J1 **®). Em trabalho do nosso grupo, verificamos no GRuienais
C57BL/6 WT aumento de IL-12 p463? no 5° dpi, o que ndo ocorreu no linfonodo.
Provavelmente porque no 5° dpi, a IL-12 no linfam®dT ja passou pelo seu pico, mas como
GT é o local onde esta o HSV-1, provavelmente naatiatuando no GT. Além disso, em
trabalho anterior do nosso grupd, foi verificado que IL-12 p40 é produzido em altdgeis

por células dendriticas (DC) de animais C57BL/6 Wilgs DC de animais TLR9 KO
produziram niveis intermediarios quando comparadasDC dos camundongos WT,
utilizando o mesmo tempo de incubacdo. Tais dadwsifem hipotetizar um atraso na
resposta imune nos animais TLR9 KO, visto que as8dprincipalmente apresentadoras de
antigeno e responsaveis pela ligagdo da resposteimata e adaptativa, e que nos animais
TLR9 KO a sobrevida € de 40% (Figura 32), o quegaser compativel com um quadro de
resposta deficiente, mas néo irresponsivel. Alésadipesquisadores demonstraram em um
modelo de infeccdo de HSV-1 na pele que célulasaive” sdo drenadas rapidamente para
linfonodos regionais, em até 96 hof4¥, o que nao justificaria um pico de 1L12 p40 no 5°
dpi como aconteceu nos animais TLR9 KO. Além di84GP-1 também esta aumentada no
linfonodo do grupo TLR9 KO, o que parece ser coimphtcom dados verificados em
trabalho do nosso grup®’ onde ocorre aumento desta citocina no 5° dpi na@l@Tanimais
TLR9 KO e também no grupo TLR2/9 KO, o que ndoepetiu nos linfonodos para o grupo
TLR2/9 KO.

Os dados obtidos nesta pesquisa colaboram pahmmneitendimento das correlagbes
moleculares e celulares dentro da resposta imumeaca infecgcao por HSV-1 em modelo de
encefalite herpética, e podem no futuro, contrilpaira a prevengdo ou controle do virus no

sistema nervoso.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho concluimos que a importancia dossT2R 9 no controle da encefalite
herpética ocorre também por haver uma interrelag@i® a expressao destes TLRs, pois de
forma geral os grupos TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 Ki@eram diminuicdo da expressao
de outros TLRs nos ganglios trigémeos, facilitamdsim a chegada do virus no cérebro
destes camundongos, o que poderia contribuir pamorte dos mesmos. Em nosso modelo,
0 ganglio trigémeo parece ser o principal localeoadmunidade inata é organizada, e quando
0 HSV-1 chega ao cérebro, somente os animais TL&2dkam capazes de conter a infeccéo

eficientemente.

Verificamos que o IFIN € muito importante para o controle do virus, e gse
principais células responsaveis pela sua produgd@yanglio trigémeo séo as células T CD8, e
gue consequentemente este tFE\responsavel pela maior ativacdo de macroéfadittsados
aumentando assim a producado de iINOS por essaas;éuljue os TLRs 2 e 9 sdo importantes

também para a producdo de NO, ndo somente pelagérode IFN.

A importancia das células T, principalmente T C@8dos macréfagos pode ser
evidenciada no ensaio de curva de sobrevivénceamAlisso, verificamos que os linfonodos
parecem também desempenhar papel na montagem daaae inata, pois tiveram aumento
da producédo de IFNpelas células T CD4 e NK residentes, além de dstreontambém

aumento da expressao de IL-1 beta nos linfonodwscaeés superficiais.

Associado a essas informacoes, o registro do aondeniesdes teciduais nos ganglios
dos grupos TLRs KOs evidenciou a fragilidade ecditiade destes animais em orquestrar

eficientemente uma resposta imune satisfatoricaanHSV-1.
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Figura 33 - Modelo Proposto Ap0s a infecgao intranasal de camundongos C57BLMB) com HSV-1, o
virus alcancaria os géanglios trigémeos, onde ogari@ controle da infeccdo. Inicialmente, células d
ganglios produziriam quimiocinas (1), que atrairie@hulas do sistema imune até o tecido (2). Otiafilo
inflamatério (3) e os linfonodos regionais (4) pueiliam citocinas que ativariam as células (5), entando

a producao de iNOS (6), promovendo um controleeafte da infeccdo e evitando que o virus alcangasse
cérebro (7). Com o controle da multiplicacéo vieahroducao das quimiocinas seria inibida (8).
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Toll-Like Receptor (TLR) 2 and TLR9O Expressed Iin
Trigeminal Ganglia are Critical to Viral Control
During Herpes Simplex Virus 1 Infection
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Herpes simplex virus 1 (H5V-1) is a neurotropic DNA
virus that is responsible for several clinical manifesta-
tions in humans, including encephalitis. HSV-1 triggers
toll-like receprors (TLRs), which elicit cytokine produc-
tion. Viral muliplication and cytokine expression in
C57BL/6 wild-type (WT) mice infected with HSV-1 were
evaluated. Virus was found in the trigeminal ganglia
(TG), but not in the brains of animals without signs of
encephalitis, between 2 and 6 days postinfection
(d.p.i.). Cytokine expression in the TG peaked at 5 d.p.i.
TLR9 ™™ and TLR2/9™"" mice were more susceptible 1o
the virus, with 60% and 100% mortality, respectively, as
opposed to 10% in the WT and TLR2™'~ mice. Increased
levels of hoth CXCL10/TP-10 and CCL2Z/MCP-1, as well as
reduced levels of interferon-y and interlevkin 1-f tran-
scripts, measured in both the TG and brains at 5 d.p.i.,
and the presence of virus in the brain were correlated
with total mortality in TLRZ/9™'~ mice. Cytokine alter-
ations in TLR2,/9~"" mice coincided with histopatholog-
ical changes in their brains, which did not occur in WT
and TLR2™'™ mice and occurred only slighdy in
TLR9™™ mouse brain. Increased cellularity, macro-
phages, CDB T cells producing interferon-y, and ex-

pression levels of TLRZ and TLRY were detected in the
TG of WT-infected mice. We hypothesize that HSV-1 in-
fection is controlled by TLR-dependent imimuine responses
in the TG, which prevert HSV-1 encephalitis. (dm J
Prodivesd 2000 1 T7:24 332445 INAN: 12355 aj st 200 (L1601 21 )

Herpes simplex virus 1 (HSV-1) infections are widespread,
and seropositivity may exceed 70% of the world popula-
tion. ™ The virus is transmitted primarily by contact between
skin or mucosa with contaminated oral secretions.® Primary
infections are usually acquired during childhood and often
present as mild self-limiting pharyngitis or are asymptomat-
ic.® After HSV-1 replicates in the skin and mucosa, it
reaches the dorsal root ganglia termini, from which it is
intraxonally transported to the trigeminal ganglia (TG),
where it becomes latent.*= HSV-1 reactivation may be stim-
ulated by hormonal alterations, UV exposure, and immuno-
suppression, but the mechanisms that undlerlie reactivation
are not well understood.® The virus causes a wide range of
manifestations, from the most commeon herpes labialis to
herpes keratitis, which is a major cause cof blindness in
developed countries.® HSV-1 is also the leading cause of
sporadic encephalitis in immunocompromised as well as in
immunocompetent individuals and without early manage-
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ment iz usually fatal® Although drug treatment has im-
proved the outcome of these patients, maorbidity remains
high, and many individuals suffer from relapses or do not
respond well to treatment.® The mechanisms underlying
HSV-1 manifestations, especially encephalitis, have not
been wel defined but invalve the Immune system.

Tol-ike receptors (TLRs) are membrane-bound patterm
recognition receptors that recognize pathogen-associated
molecular patterns in endosomes (TLR3, 7 to 9) and the
extracellular space (al remaining TLRs).”® There are 10
human (TLRs 1 to 10) and 12 murine {TLR1 to 8 and TLR11
to 13) TLR family mermbers.”® Since the first description of
TLR= in mammals, many TLR agonists have been de-
scribed: peptidoglycans® and the Trhypanosoma cruzi glyco-
sil phosphatidylinositol (GPI) anchor for TLR2,' lipopoly-
saccharide (LPS) for TLR4,"™"'* double-sfranded RNA
{deRMNA) for TLR3,'® flagellin for TLRS, ' and CpG DMA for
TLR2." TLRs activate inflammatory responsas and modu-
late immunity by several different signal transduction path-
ways. The most well-characterized pathway involves my-
eloid differentiation factor 88 (MyDa8), an adapter malecule
composed of a Taoll-interleukin-1 receptor domain and a
death domain. *® MyD88 recruits the seringfthracnine kinase
interleukin (IL) receptor associated kinase-4, which acti-
vates tumor necrosis factor (TNF)-a receptor-associated
factor-6 that, in turn, phosphorylates inhibitor NF kappa B
kinase (IkB) and causes it to dissociate from and release
nuclear factar «B in the cytoplasm. Muclear factor kB then
translocates to the nucleus and acts as a transcription fac-
tor of innate immunity-associated genes.'®2 In addition,
TLR3 appears to activate the inflammatory response
through another adapter molecule, named Toll-interleu-
kin-1 receptor domain-containing adaptor-inducing inter-
feron {IFN)-B."® This pathway is MyD88 independent and
culminates with the translocation of interferon regulatory
factor 3 to the nucleus, leading to the production of IFN g
and IFN-inducible genes '®

Many studies have examined the participation of innate
irmunity in HSV-1+related diseases and in the control of
infection. In particular, TLRs have been intensively investi-
gated. In 2004 Kurt-Jones et al®® demonstrated that HSV-1
activated TLR2 in vitro and that TLR2 null (~/~) mice inocu-
lated infraperitoneally with HSV-1 KOS showed increased
resistance to infection. In the same year, Hochrain at &/
and Krug et a* showed that TLR9 was important for the
dendritic cell response to HSV-1. However, Krug et a®®
could net find differences in viral replication or in suscepti-
bilty in TLRS = and MyDS&E = mice infected in the foot-
pad or in the cormeas with HSV-1. Nevertheless, our group®®
demonstrated that TLRs (and/or IL-13) are essential to con-
trol the virus in an intranasal model of HSV-1 infection be-
cause 100% of MyDB8 ™'~ mice developed lathal enceph-
alitis after viral inoculation. We also showed that 50% of the
inoculated IFM-y knockout (KO} mice died from encephali-
ti=.®* Addtticnally, cooperation between TLRZ2 and TLRS in
HSV control has been demonstrated in HSV-1 infected den-
dritic cells® and, more recently, in an HSV-2 mouse model
of vaginal and intrapertoneal infection.® TLRs have also
bean proposad to be important in Herpes simplex enceph-
alitis in humans.®s="

How innate immunity and which TLRs contribute to the
control of HSV-1 and related diseases are still unknown. In
this study, we investigated how HSV-1 infection is controllad
in & murine model of intranasal infection by using the H3V-1
EK strain, which was isolated from a human case of recur-
rent oral herpes with hlisters. Our experiments indicated
that in CE7VBLE wild-type (WT) mice, control of virus infec-
tion seamed to be highly regulated at the level of the TG.
The levels of cytokine transcripts were directly related to the
viral load in TG, and once the virus was cortrolled, the
cytokine levels were reduced. Additionally, we found that
TLR2 and, more importantly, TLRS play a role in immune
responses and immune control in the TG and mouse brain.
Thus, it seems that HSV-1 infection contral in the intranasal
murine model occurs in the TG and brain, and TLR defi-
clencies may cause deregulated inflammation in these or-
gans, which consaquently allows virus entry into the brain
and raises the susceptibility of mice to infection.

Materials and Methods

Virus

HSV-1 strain EK,*® isclated from a human case of recur-
rent oral herpes with blisters, was multiplied in Vero cells
as previously described®® and purified as previously de-
scribed.®® The wvirus titers obtained were 3.0 = 107
plague forming units (PFUY/mI.

Vero Cells

Vero cells {American Type Culture Collection, Manassas,
VA) were maintained in minimal essential medium sup-
plemented with 5% heat-inactivated fetal bovine serum
and antibictics in 5% CO, at 37°C. These cells were used
for multiplication and titration of the virus.

Human Embryo Kidney Cells

Human embryo kidney (HEK) 283 cells stably transfected
with the pcDNAS plasmid {Invitrogen, Carlsbad, CA) con-
taining the human TLRZ, TLR4MD.2, or TLRS sequences
or the empty vector, each fused with yellow flucrescent
protein, were a kind gift from Dr. Douglas T. Golenbock
{ Division of Infectious Diseases and Immunolagy, Depart-
ment of Medicine, University of Massachusetts Medical
School, Worcester, MA). Cells were stimulated with
HSV-1 (10% PFUjmI or at multiplicities of infection [MOIS]
of 2 ar 10), LPS (100 ng/ml; from Eacherichia caol, 055:B5;
Sigma, St Louis, MO), Malp-2 (10 ng/ml; Alexis Bio-
chemicals, San Diego, CA), CpG 2008 and 1826 (5
pmol/L; Alexis Biochemicals), or £ colf {100 units/cell) for
& or 24 hours. Human IL-8 was measured by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA; BD, Franklin Lakes,
MJ) in the supematants of HEK293, HEK TLR4, and HEK
TLRZ cells 24 hours after stimulation, and the relative
increase in luciferase activity was measured in HEK TLRS
cells & hours after stimulation.
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Intraperitoneal Macrophages

Thioglycollate-elicited peritoneal macrophages were ob-
tained from either C57BL/8, TLR2™/~, TLRS™"~, or TLR/
9~ mice by peritoneal washing, activated with murine
IFMN-y as previously described,® and then stimulated with
HSV-1 (MOI of 10) for 24 hours. Murine TNF e and [L-12 1240
were measured in the supernatants by ELISA (BD).

Mice

TLR2™'~ and TLR3~"~ mice were generated at Osaka Uni-
versity (Osaka, Japan) and were Kind gifte from Shizuo
Akira, and the TLR2/9~'~ mice were obtained by crossing
TLR2™~ and TLR9 "~ mice at the Mational Institutes of
Health (Bethesda, MD) and were kind gifts from Alan Sher.
The mice were backcrossing to the CE7BLE background
for eight generations. The CE7BL/G (wild-type, control) and
the knockout mice were maintained in a pathogen-free,
barrier environment in the Certro de Pesquisas René Ra-
chou, Oswaldo Cruz Foundation (CPQRRFICCRUZ, Belo
Horizonte, Minas Geraig, Brazil). Six- to ten-week-old male
mice were anesthetized with ketamine (Agribrands do Bra-
sil Ltda, Brazil), and 10° PFU of purified! HSV-1in 10 wlwas
inhaled by the mice as described praviously. The control
mice inhaled PES. The mouse colonies and all experimental
procedures were performed according to the institutional
animal care and use guidelines from the CPgRR/AOCRUZ.
The project was praviously approved by the Ethics Com-
mittee on Animal Experimentation {Comité de Etica em Ex-
perimentagao Animal (CETEA) from Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) and Comité de Ftica em Utiliza-
cao de Animais (CEUA) from CPgRR/AIOCRUZ).

Tissue Culture Infectious Dose Titration

Frozen mouse tissues were ground with sterile sand and
300 pl (trigeminal ganglia) or 500 ul (brains) of Dulbecco's
modified Eagle's medium containing 1% fetal bovine serum
and antibictics. Then the samples were centrifuged at
6700 g for 10 minutes at 4°C, and the supematants were
usad for tifration in a standard tissue culture infectious dose
(TCID.,) assay.™

RENA Extraction

Trigeminal ganglia and brains were asepfically removed
and stored at —70°C until processing. RNA extraction was
performed by using the TRIzol reagent (Invitrogen) accord-
ing to the manufacturers procedures. One microliter of the
extracted RMA was quantified with a Nanodrop ND-1000
spectrophotometer at wavelengths of 260 and 280 nm.

Reverse Transcription

Reverse transcription was performed according to the
procedures provided by the manufacturer of the M-MLV
RT enzyme (Promega, Madison, Wi).
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Real-Time PCR

Realtime guantitative PCR (Applied Biosystems, Carls-
bad, CA)was performed to measure mRNA expression in
the trigeminal ganglia and brains of mice infected with
HEV-1. The reactions were performed by using the SYEBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) in an Ap-
plied Biosystems 7000 Sequence Detection System and
at 50°C for 2 minutes, 95°C for 10 minutes, and 40 cycles
of 95°C for 15 minutes and 80°C for 1 minute, followed by
a final dissociation stage. The fallowing cligonuclectides
were used in the reactions: Hypoxanthine-guanine phos-

phoribosyltransferase (forward: 5'-GTTGGATACAGGCCAGA:

CTTTGTTG-3'; reverse: 5-GATTCAACTTGCGCTCATCTT-
AGGC-3); IFN B (forward: 5'-CTGGAGCAGCTGAATGG-
AAAZ reverse: B-TGTCTGCTGGTGGAGTTCAT-3; IP-10
(CXCL10; forward: 5'-GCCGTCATTTTCTGCCTCAT-3;
reverse: 5-GCTTCCCTATGGCCCTCATT-3"); MCP-1 (CCLZ;
forward: 5'-CTTCTGGGCCTGCTGTTCA-3", reverse: 5'-
CCAGCCTACTCATTGGGATCA-3"), MIP-1a (CCL3; for-
ward: 5'-ACTGCCTGCTGCTTCTCCTA-3", reverse: 5'-
TTGGAGTCAGCGCAGATCTG-3"7=); IL-18 (forward: 5'-
CGCAGCAGCACATCAACAAGAGC-3", reverse: §5'-TGT-
CCTCATCCTGGAAGGTCCACG-3); a trans-inducing fac-
tor (forward: 5'-TTTGACCCGCGAGATCCTAT-3'; reverse:
5-GCTCCGTTGACGAACATGAA-2), TLR2 (forward: 5'-
TTGCTCCTGCGAACTCCTAT-3"; raverse: 5-AGCCTGGET-
GACATTCCAAGA-3");, and TLRS (forward: 5'-ACCTCAGC-
CACAACATTCTC-3"; reverse: 5-TGCACCTCCAACAGT-
AAGTC-3".7* The comparative Ct method with the formula
2-22Cwag used to analyze the data. Gene expression was
normalized to the expression of the constitutively expressed
gene Hypoxarthine-guanine phosphoribosyltransferase. Al
reactions were replicated.

ELISA Assays

Supernatants from HEK293 cells (empty vector and TLR2
and TLR4MD.2 transfected cells) were tested for the
presence of human IL-8 (BD) according to the manufac-
turer's protocols. Supematants from macrophages stim-
ulated with H3V-1 were tested for the presence of murine
THNF @« and murine IL-12 pd0 (BD) according to the man-
ufacturer's protocols. Mice sera were tested for the pres-
ence of murine IL-18 and CXCL10 (IP10) by using ELISA
kits (R&D Systems, Minneapolis, MN) and for murine
IFN-y and CCL2 {MCP1) by using the cytometric bead
array (CBA) mouse inflammation kit (BED} according to the
manufacturer's protocols.

Luciferase Activity Measurement

HEK TLRS cells were cultured in 96-well plates (2 = 10°
cellsfwell). After incubation for 1 day, cells were transiently
transfected (using Genejuice [Movagen, Darmstadt, Ger-
many] according to manufacturers instructions) with a plas-
mid containing an artificial promoter preceding the firefly
luciferase gene with five binding sites for nuclear factor «B.
Cells were aleo co-ransfected with a plasmid containing a
constitutively expressed Renilla-luciferase reporter gene
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{Promega). After 24 hours, the cells were stimulated as
described in Human Embryo Kidney Calls. After 8 hours, the
cells were lysed, and 20 ul of each protein extract was used
for the activity measurement. Extracts were distributed in
96-well plates, and 100 wl of luciferin was added to each
well at room temperature immediately before the reading.
Luciferase activity levels were detected ina Lumnat LB 9501
over 10 seconds of luminosity.

Histopathology

Brain samples were fixed with 10% formaldehyde in phos-
phate buffer, routinely processed, and embedded in paraf-
fin as previously described ®* For each group, topograph-
ically matched temporal lobe and periventricular white
matter consecutive sections were scored in 14 microscopic
flelds (20 objective; n = 3 per group). The histopatholog-
ical aspects of parenchyma and meninges were evaluated
by vascular reactivity (endothelial reactivity and proliferation
and level of perivascular cell infitration) and scored as mild
(+), moderate (++), or intense (+++). Vascular changes,
edema, and cell infiltration of leptomeninges were scored
as mild (+), moderate (++), or intenss (+++).

Histopathology and Immunostaining

For trigeminal ganglia immunostaining, samples were fro-
zen in Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura, Finetek, Tor-
rance, CA), and 5-pm slices were cut with a HMS05N
microtome  cryostat (Mikron, Wista, CA). Tissues were
stained as previously described®® with modfications (see
Supplemental Figure 1, A-E, at hifpeiajpamjpathalorg).
Briefly, the tissue sections were incubated with primary
antibodies for 2 hours, washed, and incubated with labeled
secondary antibody. The sections were counterstained with
Hoechst and mounted in Hydromount acquecus medium
(Mational Diagncetics, Atlanta, GA). The primary antibodies
used were CD3 (1:100) and CD& (1:100; Serotec, Raleigh,
MNC). The secondary antibody was Alexa Fluor 488 goat
anti-rat 19G (1:500; Molecular Probes, Carlsbad, CA). Mu-
clei counterstaining was performed by using Hoechst (0.2
pafml, Molecular Probes). The stained sections were ob-
served and photographed on an Clympus BX51 micro-
scope (Clympus, Tokyo, Japan) by using a Megacybernet-
ics color digital camera and the Image Pro-Express
software.

Cell Preparation and Flow Cytometry

Single-cell suspensions were prepared from the TG of WT
mice that were divided into control and infected groups.
Tissues were digested with collagenase for 30 minutes at
37°C. After incubation, the TGs were disrupted by grinding
with a syringe plunger. The cells were washed, suspendad
in RPMI with 10% fetal bovine serum, and counted by
trypan blue exclusion with high viability, A total of 10° calls
were plated for macrophage and dendritic cell measure-
ments, and 5 =« 10° for CD4, CDB, and natural killer {NK)
cell measurements. Cells were incubated for 1 hour in 5%
CO, at 37°C. Then the BD GolgiPlug Protein Transport

Inhibitor (B0 Biosciences, San Jose, CA) was added to the
wells where [FN-y production was evaluated, and the plates
were incubated for 8 hours. Plates were cenfrifuged at
532 x g for & minutes at 4°C and suspended in Fluores-
cence activated cell sorting (FACS) buffer solution with
anti-mouse CO11c (ATC; BD Pharmingen, San Diego, CA),
anti-mouse CD11b (FECY7, eBioscience, San Diego, CA),
and anti-mouse F4/80 (APC; eBiosclence) antibodies to
identify macrophages and dendritic cells; with anti-mouse
MK (ATC; BD Pharmingen), anti-mouse CD4 (AFC; eBio-
science), anti-mouse CO8 (PECYS; BD Pharmingen), and
anti-mouse I-AP { FE; BD Pharmingen) antibodies to identify
CD4, CD8, and NK cells; and with FC Block (BD Pharmin-
gen) for all of the markers. The cells were then incubated for
20 minutes at room temperature, washed two times, and
suspended in 200 ul of FACS buffer, For T and NK cells
marked with IFN-y, cells were incubated with BD cytofix/
cytoperm solution (15 minutes at 4°C in the dark), followed
by washing and incubation with BD Perm/Wash solution
{150 mijwel). After washing and centrifugation at 532 = g
for & minutes at 4°C, the cells were suspended in BD
Perm/Mash salution with IFN-y (PE; BD Pharmingen) and
incubated for 30 minutes at 4°C in the dark. The cells were
washed with BD Perm/Wash and cenirifuged twice (532 x
g for & minutes, 4°C). The cells were finally suspended in
200 pl of FACS buffer solution. For each sample, between
100,000 and 200,000 events were captured for analysis.
The data were analyzed using the Flowlo 7.2.5 software
(Tree Star, Inc., Ashland, OR) and are presented as the
percentage of positive cells within the gated population.

Statistical Analysis

The real-time PCR results were statistically analyzed by
using Mann-Whitney nonparametric ttests. The HEK
cells results were analyzed with analysis of variance
tests. The macrophage and flow cytometry results were
analyzed with unpaired f-tests. The analyses were per-
formed by using the GraphPad Prism 5 software for
Windows (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA).

Results

Infectious HSV-1 Reaches the TG of C57BL/E
Mice on Day 2 Fostinfection and Feaks on Day
5 Postinfection

CE7BL/E WT mice were intranasally infectad with 10 PFU of
HSV-1. The animals were euthanized over the course of 8
days postinfection (d.p.l.), and the brains and TG were
aseptically removed and snap frozen to verify the presence
of infectious virus particles. Mouse TG supermnatants in-
duced an HSV-1 cytopathic effect in Vero cells from 2 to
8 dpi (Table 1). For a few animals, it was possible to
calculate infectious particles inthe TG (3to 5 d.p.l.), with an
average of 10%% TCIDz,/ml. The mouse brain supernatants
did nct present any detectable infectious particles.
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Table 1. Kinetics of HSV-1 Multiplication in C57BLG Mouse

Organs

CPEof TGs in CFE of brains

dpl.  Verocells*  TCIDgml In TGs™  In Vero cells®
1 MO* WD ND
2 +{3/4) ND N
3 +(374) 10%2 (1/4) MD
4 +{34) 1072 (1/4) ND
5 +{34) 1077 and 10%%(2/4) ND
6 +(2/4) ND N
7 MO WD ND
=} MO ND ND

*Cytopathic effect {CPE) detectad in Vero cells infected with TG or
brain supematants; n/ indicates the number of positive mice in a total
of four mice per day.

TTCIDeq/ml, median tissus infective dose,

D, virus was not detected.

Viral, Cytokine, and TLR Transcripts Are
Increased in C57BL/6 Mice TG on Day 5
Postinfection

Another group of CE7BLE WT mice was intranasally in-
fected with 10% PFU of HSV-1. This experiment was per-
formed as described above, except that only TGs were
analyzed to verify the expression of viral and cytokine
transcripts by realtime quantitative PCR. HSV-1 Virion
Protein 18 (VP-16; also known as e trans-inducing factor),
a late viral gene expressed only during the replication
cycle of the virus,® was detected In mouse TG from 2 to
8 dpl (Figure 14). The level of the VP-16 transcript
Increased untll 5 d.p.l. (when it had a more pronounced
expression) and decreased until 8 d.p.l. (Figure 14), The
cytokines/chemokines  IFMN-y, CXCLIOJIP-10, CCLZ/
MCP-1, and CCL3MIP 1 « measured in mouse TG
showed a similar prefile, with increased exprassion until
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& d.p.l., followed by a decrease until  d.p.l., when the
levels returned to baseling (Figure 1, B-E). The increase
in the transcripte was only statistically significant for the
chemokines CXCL1Q/AP10 (4, 5, and 6 d.p.1.; Figure 1C),
CCL2/MCP-1 (5and 6d.p.i.; Figure 1D), and CCL3/MIP 1
a (5 d.p.i; Figure 1E). As for IFN-y, the level of the IFN 8
transcript was higher on day 5 postinfection but was
not statistically significant (data not shown). TLRs 2
and 9 expression levels were also significantly in-
creased in WT infected mice on day 5 postinfection
(Figure 1F). Thus, the presence of infectious virus par-
ticles and its replication seemead to correlate with in-
creases In cytokine and TLR expression in the TG of
CE7BL/E mice, with a peak of viral and cytakine ex-
pression on day 5 postinfection,

HSV-1 Activates TLRZ and TLRS in Transfected
HEKZ293 Cells

HEK293 cells stably transfected with plasmids ex-
pressing TLR2, TLR4, or TLRS, or an empty vector were
stimulated with HSV-1. Control cells had only basal
levels of IL-8 expreesion for all stimuli tested (Figure
2A). In TLR4-expressing cells (Figure 2B), HSV-1 did
not stimulate IL-8 production, indicating that our puri-
fled virus was not contaminated with LPS and that the
virus does not activate this receptor. Only cells ex-
pressing TLR2 (Figure 2C) or TLRQ (Figure 20) were
activated after viral stimulation, as measured by the
production of IL-8 In the supernatants or by luciferase
activity, respactively. These results Indicate that TLR2
and TLR® recognize HSV-1 and stimulate an immune
response against the virus,

Figure 1. Fattems of viral, cytokine, and che-
mokine transcript expression and TLR expres-
sion in CS7BL% mouse irigeminal gangha.
C57BL/ mice were intranasally infected with
10f PFU HSV-1, and four pools of trigeminal
manglia of three animals were collected cach day
from 1 6o 8 dpi Uninfected mice (NI} aspirated
only PBS. After RNA extraction and reverse tran-
scription, reaktime PCR was performed. (A)
VP-16 HSV-1 transcripe, (BY IFN-y; (C) CHCL1O
(IP-140% (D) CCL2 (MCP-1k and (EY CCLACMIP 1
a). In F, TLR2 and 9 expression levels were
measured in WT mice on day 5 postinfection,
*F -2 05, Statistical analyses were pedormed
with Kruskal-Wallis nonpammetric tests and
Dunn's multiple comparison tests. Bars repre-
sent the SEM, The resulis shown are representa-
tive of two experiments that yielded similar
resulis,
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TLRZ and TLRS Contribute to Production of
IL-12p40 and TNF « in Macrophages

C57BL/& WT, TLR2~/~, TLRO~/~ and TLR2/9~~ mouse-
derived macrophages were stimulated with HSV-1, and
the levels of IL12p40 and TMF « were measured In the
cell supematants. Allinfected macrophages derived from
TLR null mice showed reduced production of cytokines
when compared with infected macrophages derived from
WT infected mice (Figure 3, A and B), TLRZ and TLR2
seemed to contribute synergistically to the production of
IL12p40 In macrophages because the double KO mice
had a more pronounced reduction in this cytokine com-
pared with the single KOs (Figure 3A).

TLR9™~ and TLR2/9~"~ Mice Have Higher
Susceptibifity to HSV-1 Intranasal Infection

CE7BLME WT, TLR2~~, TLRo~", and TLR2/9~~ mice
were infranasally infected with 108 PFU of HSV-1. Mice
were obeerved dally for clinical signe of encephalitis
(prostration, ruffled fur, hunched posture, and posterior
paw paralysis). After the symptoms were observed, mice
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Figure 2. TLE2 and TLR? activation in HEK cells
after HSV-1 stimulation. HEK cells were stably
transfected with plasmids expressing TLRZ,
TLR4, or TLRY and were then stimulated with
HSV-1 (10° PFUV/ml in A, B, and © or at MOls of
2 and 10 in D), LPS (10 ng/ml), Malp-2 (10
ng/mli, CpG 20006, and 1826 (5 pmol/L), or E
coli (0 units/cell). as indicated in the figure,
After 24 hours of stimulation, IL-8 in the super-
. natants {for A, B, and ©) or the relative increase

. *' in luciferase expressicn (for I was measuned,
(A) HEK 293, (B) HEK TLR4; (C) HEK TLRZ2: and
- (¥} HEE TLR9. The results shown are represen-

tative of two experments that yielded similar
results, Statistical analyses were performed with
analysis of variance tests, and the bars represent
the SEM. *P < 105 statistical difference betwesn
the bar and the respective negative control (me-
divm stimulated). =P < (.05, satistical differ-
ence betaeen the indicated bars,
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were euthanatized, and their brains were collected and
shap frozen to verify the presence of the virus. Most of the
mice died on day 6 postinfection, but the TLR2/2™~ mice
began to die earlier than the other groups (Figure 4).
CE7BL/EWT and TLR2 '~ infacted mice had low mortal-
ity rates of around 10% (Figure 4). TLR2™'~ infected
animals had a more pronounced mortality of approxi-
mately 80% (Figure 4). The mortality was even higher for
TLR2/9 '~ infected mice, with 100% of the mice dying
from Infection (Figure 4). Brain TCID, titrations demon-
sirated that all euthanized animals with encephalitis had
HEW-1 in their brains (Table 2), and the virus titers were
two logs higher In TLRS~'~ and TLR2/9~" mice and one
log lower In TLR2 ' mice compared with the titer of WT
mice (Table 2). Infectious virus particles were notfound in
the brains of mice without signs of encephalitis (Table 2).

TLR2/9~~ Mice Have Major Histopathological
Changes in the Brain on Day & Postinfection
For all experiments described from this point on, C57BL/E

WT, TLR2~~, TLR9~'~, and TLR2/9~"" mice were infra-
nasally Infected with 10° PFU of HSV-1. Because the

+| Figure 3. TNF a and IL-12 p40 production in
—r peritoneal macrophages stimulated with H8V-1.
=, A and B: Macrophages derived from C57BLA
" WT mice (white columns), TLE2™T  mice
(striped columns), TLRS™ mice (pointed col-
umns), or TLREZ9™'" mice (Black columns)

w

were exposed o HEV-1 (MOI of 100, and the
levels of ILIZ pd40 (A) and TNF o (B) were
measured in the cubure supematants 24 hours
after stimulation. This experiment is representa-
tive of two experiments, Statistical analyses were

peformed with unpaired #tests, and the bars
represent the SEM. *F < 005 statistical differ-

O C5BUE B3

B3 et

HEW1 ence between the bar and the respective nega-
tive control (mediom stimulated), P < Q.05

W 7t statistical difference berween the Indicated bars.
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Figure 4. Survival rates of mice intranasally inoculated with HSV-1. C37BL%
(crosses), TLRZ ™' (tdangles), TLRS™' (squares), and TLR2/9™'" (circles)
mice were intranasally inoculated with 10° PFLTHSV-1, and mouse morality
was quantified daily (n = 10 for each group), This experiment is represen-
tative of three analyses,

previous experiments indicated that 5 d.p.1. was probably
an important point for virus contral In WT mouse TG and
because many mice died after day 5, we euthanized the
animals on day & postinfection. Half of each brain was
formalin fixed for histopathological analysis. Microscopic
examination of the brains stained with H&E on day 5
postinfection revealed slight endothelial cell reactivity
and perivascular edema of parenchyma and meninges of
WT and TLR2™'~ infected mice (Figure 5, A-l; Table 3).
TLR™~ mice presented an intermediate intensity of
changes, as shown In Figure 5, A-l, and Table 3. The
most severe neuropathological signs of encephalitis were
seen in TLR2/2~'~ infected mice and were characterized
by intense leptomeningitis associated with edema, white
matter vacuolization, endothelial reactivity, and perivas-
cular edema (Figure 5, J-L; Table 3). Focal encephalitis
characterized by mononuclear cell infiltrates and acti-
vated glial cells associated with perivascular cuffing were
found exclusively in these animals (Figure 5; Table 3).

Cytokine and Chemokine Transcript Profiles Are
Altered in the TG of TLR2/9~"~ Mice on Day 5
Fostinfection

To campare viral and cytokine expression in the TG and
brains of WT and knockout mice, sera, T and half of each
brain were aseptically removed from the animals, snap
frozen, and processed for analysis. Realtime quantitative
PCR indicated that the HSV-1 VP-16 mRMNA was detected In
similar amounts In TG of mice from all groups (Figure 64),
All cytokine transcripts measured were significantly up-reg-
ulated in the TG of all groups of infected mice but in different
amounts (Figure 8, B-E). IFMN-y (Figure 6B) was down-
regulated in all infected knockout mice compared with in-
fected WT mice. A lower level of expression of IL-18 (Figure
B2 was found in TLR2/8™'~ infected mice compared with
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the cther groups of infected animals., CXCLI0AP-10 (Figure
6D) was overexpressed in infected TLRZ/9~' animals
compared with the other groups. CCL2ZMCP-1 (Figure G6E)
had a similar profile, but there was not a difference between
infected TLR2/3~'~ and TLR9 ™'~ mice. IFN 8 and CCL3/
MIP 1 e had similar levels of franscript up-regulation in all
infected groups (data not shown).

Cytokine Expression Profile Alterations Are Not
Evident in TLR2/9~"~ Mouse Brains and Sera
on Day 5 Postinfection

Brainzs of the same animals from the sxperiment described
above were analyzed for cytokine franscripts by realtime
quantitative PCR. The cylokine transcripts were significantly
Up-regulated in brains of almost all groups of infected mice
(in different amounts; Figure 7, A-D) compared with unin-
fected mice, except for IFMN-y and I1L1 8 transcripts In TLR2/
9" mice {Figure 7, A and B) and for IFMN-y In WT mice
(Flgure 74). CXRCL10/P-10 (Figure 7C) and CCLEMCP-1
{Figure 7D) were over expressed In infected TLR2/G
animals compared with the other groups. Unlike the results
for TG, IFM-y transcripts (Figure 74) were not up—regulated
In infected C57BLE WT mouse brains compared with in-
fected knockouts; however, the transcript levels in brains of
infected TLR2/9~/~ mice weare not increased compared
with the respective cortral mice. A lower level of IL-18
(Figure 7B) was cbserved in TLR2/8~"~ mice compared
with the cther groups of infected animals, but this difference
was slgnificant only when compared with infected WT mice.
IFM B and CCL3MIP 1 a showed similar patterns of up-
regulation in all infected groups {data not shown). To quan-
tify cytokine production in mice sera, ELISA and CBA were
performed. IP-10/CXCL10 and IL 18 were not detected in
the sera (data not shown), although there were detectable
amounts of IFN-y and MCP-1/CCL2 in infected mice com-
pared with controls (Figure 7, E and F). However, only
MCP-1/CCL2 exhibited a significant difference between the
groups, which was shown by an increase In production in
TLR2/2~" when comparad with WT mice (Figure 7F).

TG of HSV-1 Infected C57BL/E Mice Have
Increased Macrophage Population in
Comparison fo TG of Noninfected Mice

To study the cell populations In TG of infected and non-
Infected WT mice, we performed Giemsa stalning of dif-

ferent areas of WT control (see Supplemental Figure 14 at
hitp://ajp.amjpatholorg) and WT infected (see Supple-

Table 2. HSV-1 Presence in Mouse Brains
Mice without signs of encephalitis Mice with signs of encephalitis
Mose group % Mean brain TCIDz/mi % Mean brain TCIDg,mI
C5TELE 92 (8] a 102
TLR2™ a0 #] 10 10
TLRE™~ 40 o 60 104
TLR2j9 1] 0] 100 104
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Brain Meninges Brain Blood Vessels

TLRS -+

TLR 219+

Figuie 5. Mc@eﬂu&lﬁu&hﬁcﬁmmhwmdﬂyjpmmﬂﬁ.m’_mf_ and TLRZ/9™"" mice were intranasally
infected with 107 PFU HSV-1, and the brains of three animals amwm:uﬁcduﬁm&yipcﬂkcﬁm&ndmmdfmhhnpmgﬂlmﬂmﬁ—h
Ci:angeﬁhﬂ}wbmhpmﬂﬁlymamdm.hgﬁsafmmm "'_,ami'I‘LHS lf\_11:1{::wﬂm::?c‘mi.:l.ﬂ._]:aﬂthll!n:l::ﬂc.lsq:m|:|t|:|¢|:|:|1|=gcli wnfiltration and edema
were apparent in TLR2/9 ™ /= mice (asterishs), hmﬂm&m&mhamﬁmﬁoﬂ}wbﬂmw& mﬂkmmmlﬂtﬂmlﬂ']‘[ﬂl‘? i
mice (arrows). hﬂmhmwd&cpwwm} Crriginal magnification of the mouse brain, 100 (1=fD), Oﬁyﬂalumgﬂlﬁcmkm
of the mouse brain meninges, <400 tmiddle), Original magaification of the mouse brain blood vessels, <400 (right),

mental Figure 1B at http://ajp.amjpatholorg) ganglia, detected in infected mice (arrows). Furthermore, flow
The data showed increased cellularity of the ganglia cytometry showed an increase in macrophages in the
root (double asterisks) and close to neurons (single TG of WT infected mice compared with noninfected
asterisk), where many small mononuclear cells were mice (Figure 8A).

Table 3. Histopathological Changes in HSV-1-nfected Mice at 5 dpi.

Ferivascular cuffing and ;
Endothelial reactivity and perivascular cell Edema and cell infiltration

Paramsters® proliferation infiltration of leptomeninges
Groups _

CS5TELE +1(3/3) +(33) +(3/3)

TLR2™ +(33) +(3/3) +(3/3)

TLRO ++(3/3) ++ (3/3) + (3£3)

TLR2/9~/- +4++(33) (373 44 (33

“Histopatholegical changes wers scored as mild +, moderate ++, or intense +++; {343). three of three examined animals presented the degree of
indicated changes,
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were nct statistically significant between WT infected and
noninfected TG mice (Figure 8A), the CDB T cells of
infected mice produced a higher level of IFN-y than the
CD& T cells of noninfected mice (Figure 8B).

Discussion

Innate immunity to H3V-1 has been studied by many
different research groups in recent yearg, 0 -24.26.27.95.56
Although these studies show the importance of TLRs and
cther immune receptors and cytokines/chemakines in
HEV-1 recognition and control, some discrepancles re-
main concerning the benefits of these responses. The
differences In results are probably due to the high diver-
sity In the animal models used in these works.® Viral
strain, mouse strain, and inoculation route variations may
produce different immune responses,®® making compar-
Isons between the results of each experiment difficult.
However, each different model may have indications for
one specific clinical manifestation of the broad spectrum
of herpetic manifestations. Our research group uses a
strain of H3V-1 that was isolated from a naturally occur-
ring human lip recurrence. Additionally, the intranasal
incculation route that we used In our experiments®@ is
similar to the natural route of infection because the lips
{natural infection) and nose have common innervations.,

In this work, we demonstrated that most CE7BL/E WT
mice, which have a low susceptibllity to an Intranasal
inoculation of 105 PFU of HSW-1, are capable of contral-
ling viral replication in TG, which prevents the infectious
virus from reaching the brain, because the infectious
virus was found in TG but not in the brains of WT animals.
HeV-1 infection generally leads to a localized infection;
the virus initiates replication in mucosa and then reaches
the dorsal root ganglia terminl, from which it s Intrax-
onally transported to the TG, where it replicates or be-
comes latent.® However, sometimes, for reasons that are
nct well understood, the virus reaches the brain, where It
causes encephalitis.® Using an intranasal inoculum of
10* PFU, a previous study from our group demaonstrated
by immunohistochemistry that only mice with signs of
encephalitls expressed viral proteins in brain cells, but all
infected mice expressed viral proteins In TG cells
8 d.pl.® With the higher PFU inoculation used in this
study, the virug reached the TG In WT mice around
2 d.pd (Table 1; Figure 14), replicated until 6 d.p..
(Table 1) and then was controlled by the mice, although

Figure 8. TG of H5V-1-infected CSTBL/G mice
Eﬂ:’d have increased macrophage population and
* CD& cells that produce IFN-y. Mice were intra-
nasally infected with 10% FFLU of H8V-1, and the
TG of five animals per group were collected on
day 5 postinfection. Control mice aspirated only
FBS (n = 3 for each group). TGs were treated
with collagenase, and the population of cells
was analyzed by flow cprometry by using anti-
bodies against the indicated cells (A, An anti-
body against [FMN-y was used in CD8 T cells (B).
All data presented are the mean + SEM; *F <
01.0% for comparison by test.

the viral VP-16 transcripte remained, in lower amounts,
until day 8 postinfection (Figure 14), which was the last
day analyzed. In most of the WT mice, once the virus
reached the TG, it stimulated the expression of cytokines
and chemokines that control virus replication, preventing
most of the infectious virug from reaching the brain, This
response seems to he very well regulated because the
exprasaion of these moleculas in WT mouse TG was moara
elevated on day 5 postinfection (Figure 1, B-E}—when
the virus iz replicating in higher amounts and TLR expres-
sion Is increased {Figure 1F)—and returns to basal levels
as soon as the infectious virus particles are controlled.
The TLR-dependent immune responses in TG seem to be
fundarmental for controlling HSV-1 infection and prevent-
ing the virus from reaching the brain, where it could
cause lethal encephalitis.

Many groups have already shown that TLR2 and TLRS
recognize HSV-1 or HSV-2, which activates an immune
response to the virus ®2~° Because different viral strains
may eliclt different responses,® we decided to confirm
that our isolate was able to activate those receptors.
lUsing HEKZ203 cells stably expressing TLRs, we have
shown that H3V-1 activates TLR2 and TLRS but not TLR4
or cells that do not express these receptors (Figure 2).
Lsing similar cell constructs, Kurt-Jones et al* could not
detect TLR2 activation on HSV-1 KOS stimulation (but
they detected TLR2 activation). Although Kurt-dones et
al*® did not determine whether this was due to a technical
lirmitation, Sato et al®* found similar results when compar-
Ing TLR stimulation of HSY-1 KOS and other HSV strains;
however, Sato et a** also demonstrated that, although
nct recognized by TLRO in HEK cells, the analyzed virus
seemed to use this receptor to stimulate dendritic cell
responses. Because different systems seemed to elicit
different responses, we Investigated whether our HSV-1
strain elicited TLR2 and TLRS responses in HEK cells and
in macrophages. We discovered that both receptors
were important for cytoking production in these cells, but
the level of importance varied with the type of cytokine. In
macrophages (Figure 3), TLR2 and TLR9 contribute to
IL12p40 and THF @ production, Although, there seemed
to be some cooperation between these receptors for
IL12p40 (because the double KO had a lower production
when compared with the single KOg), an ffect that was
nct observed for TNF e, Thus, the importance of the TLRs
varies by cytokine type.
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After we demonstrated that our isolate stimulated TLR2
and TLRS in wiro and ex vivo, we analyzed the roles of
thase receptors fn vivo. CETBL/E WT, TLR2 ', TLRa ",
and TLR2/%~'~ mice were infected with HSV-1, and the
mortality rates Indicated that TLRZ plays a minor rale in
mouse survival because TLR2 '~ mice had a low mortal-
ity rate that was very similar to that of WT mice (Figure 4).
TLRS seemed to play a major role in infection control
because null animals showed a higher mortality rate com-
pared with WT mice (Figure 4), In a previous study,®® It
was shown that MyDB8 is fundamental for immune de-
fense against HEV-1, with 100% mortality observed in
MyD88 "~ mice and 50% mortality in IFM-y '~ mice, Our
data strongly suggested, for the first time, that TLR2 and
TLRY cooperate i vivo to induce this MyD88-dependent
response in H3W-1 infected mice; we showed that infec-
tion of TLR2/8- mice results in 100% mortality (Figure
4), as previously shown for MyD88 " mice, All animals
that died with signs of encephalitis (prostration, ruffled
fur, hunched posture, and posterior paw paralysis) had
infectious virus particles in their brains, which were not
observed for animals without signs of encephalitis (Table
2). Therefore, the presence of infactious H3V-1 in mouse
braine correlated with the signs of encephalitis and
death, as previously shown 3% The virus titers were
higher in infected TLRS ™'~ and TLR2/2~'~ animals com-
pared with infected WT or TLR2~/~ animals (Table 2).

The analysis of cytokine and chemokine expression
indicated that high expression of CXCLI10/JP-10 and
CCLZ/MCP-1 was related to deathe because infected
TLR2/2~~ mice had an increased level of these chemo-
kines in the TG and brain (Figures & and 7). Kurt-Jones et
al? have already shown that mice that succumbed to
HSW-1 infection have high levels of the CCL2/MCP-1
transcript in the brain. Athough It may be important to
control the virus, CXCL10/IP-10 could also have some
deleterious role in HSV-1 infection because mice treated
with an anti-CXCL10 antibody showed prolonged sur-
vival, even though viral yields were significantly greater in
the infected tissue,*® Impartantly, we show a corralation
between low levels of IFN-y and IL-18 transcripts In TG
and poaor survival, all infected knockout mice showed
reduced expression of IFMN-y In TG (Figure &). InWT mice,
the level of IFN-y in TG would already be sufficient to
control the virus, whereas the TLR2~" mice still pro-
duced IFN-y In the brain because production in the TG
was lower than in WT mice (Figures 6 and 7).

Unlike TLR2-"~ mice, TLR2/9~'~ mice had high
amounts of virus In the brain (Table 2), and the absence
of IFM-y in braing of the latter (Figure 7) seems to be
important for their immune responge. IFN-y possesses an
important antiviral potential and is capable of controlling
viral replication during the early phases of infection.
Additionally, He et al*® also found that IFN -deficient
mice had a higher mortality rate and delayed virus clear-
ance after an ocular Incculation of the HSV-1 Amakata
strain. However, as we have reported previously,® 50%
of IFN-y = mice died when Infected with HSV-1,
whereas all infected MyD88 ' mice died. Therefore,
although expression of IFMN-v, either in the TG or brain, is
necessary to control the virus, there must be another
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MyDE&8-dependent process that is important for total im-
mune defense against HSV-1. Interestingly, IL-15 signal-
ing is MyDES dependent.®¥ It has been shaown that IL-18
plays a critical role in Herpes Simplex virus encephalitis;
in an intranasal murine model of infection with HSW-1
strain H25, IL-1 knockout mice had lethal encephalitis,
higher brain wviral loads, and inadequate immune re-
sponzes in the brain.** IL-18 also has a role in promaoting
the repair of the central nervous system.*® We observed
that IL-18 expression levels were significantly reduced in
infected TLR2/2~"~ mice TG and brains (Figures & and
7), and it was not reduced in the TG of infected TLR2 /-
or TLR2 ™~ mice (Figure &), Thiz cytokine was also not
reduced in the brain of TLR2 '~ mice (Figure 7), and it
was reduced in TLRS~'~ mice, although It was not sta-
tistically lower compared with expression in WT mice.
This reduction In IL-18 could explain why TLR2~'~ and
TLRO '~ mice have a insignificant or only 80% mortality,
respectively, comparad with 100% mortality in TLR2/3 /-
mice, even though both TLR2™~ and TLRS '~ mice, as
wellas TLR2/9 '~ mice, produced lower levels of IFN-y In
the TG compared with WT mice. Additionally, TLR2 /-
mice showed a higher level of IFM-y expression in the
brain (Figure 7) and a higher expression level of IL-18 In
the TG and brain (Figures & and 7) compared with TLRZ/
9~ mice; this Increased cytokine expression could be
responsiple for the effective immune response against
HSV-1 In this knockout mouse.

Cur resufts showed that IFN g and MIP1 « were up-
regulated in the TG of all groups of infected mice compared
with uninfectad mice (data not shown). Although important
in HSW control, *5-** expression of these molecules proba-
bly does not depend on TLRZ or TLRS in the TG.

Furthermora, TLR2/9 '~ infected mice have major his-
topathological alterations in the brain compared with
those observed in WT brains or in the brains of the other
knockout mice evaluated (Figure 5; Table 3). The brain
parenchyma of TLR2/9~~ mice had focal lesions, and
the infiltration of meninges was visibly maore intense than
the degenerative changes in the brain parenchyma.
Brain meninges were compromised in infected TLRZ/
9~ mice, as shown by the massive presence of inflam-
matory cells inside and outside the meningesal vessels.
Similar brain alterations were found In susceptible mice in
another study ®® Marques et al*® suggested that neuro-
logical damage might be related to CXCL10/1P-10 and
CCLZ/MCP-1 production and that these chemokines are
probably microglia derived, a hypothesis that demands
further in vivo and in vifro investigation. Our data Indicated
that TLR2/2 '~ mice had signifizantly higher histopathal-
ogy scores (brain and meninges) than WT and TLR2 '
mice, but the differences were less apparent when com-
pared with TLR2 '~ mice.

Together, the results indicate that although TLR
zeems to have a more critical rale in vivo than TLR2, both
receptors are not only important receptors in HSWY-1 rec-
ognition and control but also may cooperate in the acti-
vation of the immune response because the double
knockout mice had higher mortality rates and maore prom-
inent Immune alterations and brain pathology on day 5
postinfection. Immunological and pathological alterations
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were not as evident in TLR2 '~ mice, probably due to
differences in kinetics compared with TLRZ/9~'~ mice
because the latter began to die earlier than the former.
Additionally, IFM g and CCL3/MIP 1 a transcripte had
similar expression levels in the TG for all groups of ani-
mals, suggesting that other receptors could be involved
and that other pattern recognition receptors may also
contribute to HSV-1 control. Retinoic acid inducible gene-
like receptors and DMA-dependent activator of IFM reg-
ulatory factors are some of the pattern recognition recep-
tors that have also been shown to recognize H3Y 505

Finally, we have shown that infection control depends
on an immune response in the TG and brain in the herpes
intranasal model. HSY-1 control seems to be mainly local
because the only cytokine profile altered in knockout
susceptible mice sera was that of CCLZ/MCP1 (Figure
7F). The response in the TG seems to limit virus replica-
tion to prevent too much virus (if any) from reaching the
brain—an essentlal process to prevent encephaltis. The
response In the brain may not only be an attempt to
contain the virus but also may be designed to prevent
brain damage. These responses must be well regulated
because not only the virus but also the immune response
itself may cause tissue damage and encephalitis.®® This
indicates that, in addition to activating cytokine and che-
mokine production, TLRs may have a role in the regula-
tion of the immune response. This idea Is corroborated by
recent findings that indicate that TLRs may suppress the
immune response of T cells and NK cells,®® control B
cells responses,® transiently silence pro-inflammatory
genaes,*® modulate chemokine receptors, and redirect
leukocyte migration.® Because the brain histopathology
5 d.pl. showed mononuclear infiltration only in the me-
ninges of TLR2/9~'~ mice, we must further investigate
TLR participation in HSV-1 control by identifying all of the
cellethat are responsible for cytoking/chemokine produc-
tion in the TG and brains of resistant and susceptible
mice. However, on day 5 postinfection the TG of WT
infected mice show increased cellularity of the ganglia
root and in areas close to neurons, where many small
mononuclear cells were detected by Gilemsa staining
and macrophages were detected by flow cytometry.
These mononuclear cells could be the TLR-producing
cells. Additionally, cells of the TG from infected mice
showed positive immunostaining for CD& T cells and
produced higher levels of IFN-y, which we showed by
flow cytometry. Our next goal is to study in detall each
cell of the TG that participates in the immune response
and its respective cytokine. The data from this work
showed that the immune response in the TG is crucial to
prevent against encephalitis, contributing to the under-
standing of innate immune responses to H3V-1 and may,
in the future, provide some clues to aid in the fight against
viral brain pathogens.
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