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RESUMO 
 
Este trabalho foi realizado no laboratório de Imunopatologia do Centro de Pesquisa René 
Rachou (CPqRR) e no Laboratório de Vírus (Labvirus) da Universidade Federal de Minas 
Gerais (UFMG). Os herpesvirus possuem genoma DNA e são envelopados. 
Aproximadamente 70% dos adultos já tiveram contato com Herpes Simplex tipo 1 (HSV-1). 
O HSV-1 causa úlceras ou até mesmo lesões mais graves como encefalite, e após a infecção, 
o vírus comumente fica latente e pode ser ou não reativado.  Células do sistema immune 
inato, através dos “Receptores do Tipo Toll” (TLRs), reconhecem “padrões moleculares 
associados a patógenos” (PAMPs) orquestrando a resposta imune contra o vírus. Quando 
ativados, TLRs iniciam uma cascata de sinalização  que culmina na ativação de genes 
relacionados à defesa imune inata (óxido nítrico-NO, citocinas e quimiocinas). Outros estudos 
do grupo mostraram que animais nocautes (KO) para TLR9 ou TLR2/9 apresentam alta 
mortalidade na infecção por HSV-1, ao contrário dos C57BL/6 selvagens (WT) e TLR2KO, 
que são capazes de controlar o vírus. Objetivamos pesquisar a interrelação na expressão dos 
TLRs 1, 2, 3, 6, 7 e 9  em animais  TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO infectados por HSV-1 
e principais citocinas, células e mecanismos imune celulares contra infecção por HSV-1. No 
presente trabalho  camundongos WT, TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO foram infectados via 
intranasal com 106 u.f.p. de HSV-1, e seus controles receberam PBS. A eutanásia dos animais 
foi realizada no 5º dia após infecção (dpi), que previamente já foi demonstrado ser o pico da 
infecção neste modelo, e então gânglios trigêmeos (TG) e cérebros foram coletados.  A 
expressão de TLRs 1, 2, 3, 6, 7 e 9 foi avaliada por PCR em Tempo Real. Camundongos WT 
infectados apresentaram diferença significativa na expressão destes TLRs comparados com 
seus respectivos controles no TG, mas não no cérebro. Nos KOs, houve aumento da expressão 
dos TLRs tanto nos TGs (mas com níveis mais moderados comparado aos WT) quanto nos 
cérebros. Também foi avaliada a expressão de gp91phox, p22phox e iNOS. A expressão de iNOS 
em C57BL/6 WT infectados foi maior que nos outros grupos, mas o mesmo não ocorreu para 
gp91phox, p22phox. Adicionalmente, foi mensurada a produção de NO por macrófagos 
intraperitoneais, através da reação de Griess, que demonstrou maior produção por macrófagos 
WT, comparados aos grupos TLR KOs. Ensaios de histopatologia e imunofluorescência 
demonstraram maior celularidade nos TGs infectados, além de confirmar a presença de CD8, 
macrófagos, e aumento da produção de iNOS nos C57BL/6 WT infectados, o que não ocorreu 
com os camundongos TLRs KO. Em ensaio de sobrevivência com C57BL/6 WT, CCL3 KO, 
CD8 KO, RAG KO e iNOS KO a importância das células T e do iNOS foi confirmada, uma 
vez que CD8 KO, RAG KO e iNOS KO tiveram 0% de sobrevida. Camundongos C57BL/6 
WT, RAG KO, CCL3 KO e iNOS KO tiveram seus TGs analisados por PCR em tempo real 
para verificar a expressão do gene viral VP-16 e MCP-1, iNOS, IP-10, Rantes e TNF-α no 5º 
dpi. Estes dados indicaram a relevância de iNOS e das célúlas T na resposta inata contra o 
HSV-1, uma vez que os RAG KO foram irresponsivos à expressão das citocinas, enquanto os 
iNOS KO apresentaram uma resposta exacerbada das mesmas. Ensaio de citometria indicou 
que IFNγ produzido pelas células T CD8, nos TGs, e produzido pelas células T CD4 e 
Natural Killer (NK), nos linfonodos regionais, são um possível mecanismo de controle contra 
a infecção de HSV-1 dos animais WT infectados. Hipotetizamos que a expressão coordenada 
de TLRs reflete na orquestração eficiente do sistema imune inato,  através da produção 
equilibrada de quimiocinas e citocinas e da atividade imune celular adequada, com produção 
de NO por macrófagos e ação de células T CD8, T CD4 e NK controlando a infecção por 
HSV-1.   
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ABSTRACT 
 
This work was carried out in the Immunopathology laboratory of the Centro de Pesquisa René 
Rachou (CPqRR) and Virus laboratory (Labvirus) of the Universidade Federal de Minas 
Gerais (UFMG). Herpes viruses have DNA genome and are enveloped. Approximately 70% 
of adult people have had contact with the Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1). After 
infection, HSV-1 cause cold sores, or more serious injuries such as encephalitis, and after 
infection, the virus usually become latent and may be reactivated or not. Cells of innate 
immune system recognize the “pathogen associated molecular patterns” (PAMPs) through 
“Toll Like Receptors” (TLRs), orchestrating the immune response against the virus. When 
activated, TLRs start a signalization cascade that culminates in the activation of genes related 
to the innate immune defense (NO, cytokines and chemokines). Previous research from our 
group demonstrated that knockout (KO) mice to TLR9 and TLR2/9 showed high mortality 
after HSV-1 infection, unlike C57BL/6 wild type (WT) and TLR2KO, which were able to 
control the virus. Research aimed in interrelation of the expression of TLRs 1, 2, 3, 6, 7 and 9 
in TLR2 KO,  TLR9 KO and TLR2 / 9 KO mice infected with HSV-1 and the main cytokines, 
cells and cellular immune mechanisms against infection by HSV-1. In this work, TLR2KO, 
TLR9KO, TLR2/9KO and C57BL/6 WT mice were intranasally infected with 106 p.f.u. of 
HSV-1, and their respective controls received PBS. Mice euthanasia was at the 5th day post 
infection (dpi), previously showed to be the viral multiplication peak in our model, and then 
trigeminal ganglia (TG) and brain were collected. The expression of TLRs 1, 2, 3, 6, 7 and 9 
were measured by Real Time PCR. Infected WT mice showed significant increase  in the 
expression of these TLRs compared to respective controls in TG, but not in brain.KOs mice 
had increased expression of TLRs in TG (but in more moderated levels compared to WT) and 
in the brains. The expression of gp91phox, p22phox and iNOS were also measured. iNOS 
expression in infected C57BL/6 WT was higher than in other groups, that not occurs to 
gp91phox, p22phox. In addition, NO production by intraperitoneal macrophages was measured 
through Griess reaction, that demonstrated a more pronounced production by WT 
macrophages, compared to TLR KOs groups. Histopathology and immunofluorescence assays 
demonstrated higher cellularity in infected TG, and besides confirmed the CD8 and 
macrophages presence and increase of iNOS production in infected C57BL/6 WT, what did 
not occurred with TLR KO mice. In survival assay with C57BL/6 WT, CCL3 KO, CD8 KO, 
RAG KO and iNOS KO, we showed the importance of the T cells and iNOS, because CD8 
KO, RAG KO and iNOS KO had 0% of survival. C57BL/6 WT, RAG KO, CCL3 KO and 
iNOS KO mice had their TG analyzed by Real Time PCR, to verify the expression of viral 
gene VP-16 and MCP-1, iNOS, IP-10, Rantes and TNF-α in 5th dpi. These data show us  that 
iNOS and T cells are important in innate responses against HSV-1, once RAG KO were 
irresponsive to cytokines expression, while iNOS KO showed an excessive response to 
cytokines expression. The cytometry assay indicated that IFNγ produced by T CD8 cells, in 
the TG, and by T CD4 and Natural Killer cells (NK), in region lymph nodes, are a possible 
mechanism to control HSV-1 infection of WT infected mice. We hypothesize that coordinated 
expression of TLRs leads to an efficient orchestration of the innate immunity system, through 
cytokines and chemokines stable production and proper cellular immune activity, with NO 
production by macrophages and T CD8, T CD4 e NK cells action controlling HSV-1 
infection. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

 Os herpesvírus são vírus grandes (100-200 nm) compostos de quatro elementos: cerne, 

tegumento, capsídeo e envelope. Os herpesvírus possuem uma fita dupla de DNA variando de 

120 a 230 Kpb, que codifica 84 proteínas. Aproximadamente 70% das pessoas já tiveram 

contato com o Herpes simplex vírus tipo 1 (HSV-1). HSV-1 é o agente etiológico de herpes 

labial, herpes cutâneo, lesões oftalmológicas, ceratite, cerato-conjuntivite, e nos 

imunossuprimidos podem ocorrer lesões sérias oculares, e também lesões no sistema nervoso 

central e até mesmo infecções sistêmicas. Além disso, há o fenômeno de latência e 

recorrência, com os vírus ficando latentes em um determinado gânglio, por exemplo, no nervo 

trigêmio (1).  

A resposta imune a patógenos microbianos é baseada em componentes do sistema 

imune inato e adaptativo. A resposta imediata inata é largamente mediada por leucócitos, tais 

como neutrófilos, macrófagos e células dendríticas, as quais são células que fagocitam e 

matam os patógenos e que, concomitantemente, coordenam respostas adicionais com a 

consequente síntese de uma ampla variedade de mediadores inflamatórios e citocinas. 

Receptores “Toll-like” (TLRs) têm sido identificados como receptores que conferem 

especificidade ao sistema imune inato, permitindo o reconhecimento de ‘Padrões Moleculares 

Associados a Patógenos’ (PAMPs), incluindo moléculas de microrganismos (bactérias, 

protozoários, fungos e vírus). Após a ativação por PAMPs, a maioria dos TLRs recruta a 

proteína MyD88, ativando vários genes relacionados à defesa imune inata (NO, citocinas e 

quimiocinas)(2; 3). Pesquisadores demostraram que o DNA de HSV-2 é reconhecido por TLR9 
(4). Outro grupo demonstrou que TLR2 faz a mediação da indução de citocinas em resposta à 

inoculação intravenosa de HSV-1 em camundongos, e em camundongos TLR2 nocaute (KO) 

foi detectada uma redução nos sintomas de encefalite após este tipo de inoculação (5). 

Entretanto, nosso grupo demonstrou que o HSV-1 ativa a resposta imune através de TLR2, 

que funciona como heterodímero junto a TLR1 ou TLR6, mas não é capaz de ativar 

imunidade através do TLR4 (6).  

Como o HSV-1 é um vírus complexo, codificando 84 proteínas, é esperado que os 

TLRs reconheçam diferentes componentes do vírus, como ocorre com as bactérias, com 

diferentes moléculas ativando mais do que um tipo de TLR. Consequentemente, o início da 

resposta imune é mediada possivelmente também por diferentes tipos de células de defesa. 
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O aumento no número de indivíduos portadores de doenças imunossupressoras, como 

a AIDS, ou mesmo de pessoas submetidas a tratamentos que sejam imunossupressores 

propiciam o aparecimento de infecções graves causadas pelo HSV-1, sendo a pior delas a 

encefalite, que pode levar à morte. Por isso torna-se  relevante as informações obtidas sobre a 

imunidade do organismo em um modelo de encefalite herpética. 

Neste projeto, mais especificamente, buscamos elucidar algumas questões abordando 

o comportamento da imunidade inata e celular nesta infecção viral em modelo experimental 

murino. Tais estudos são fundamentais para o desenvolvimento de novas estratégias de 

combate ao vírus, e elaboração de tratamento cada vez mais adequado das pessoas afetadas 

por doenças causadas por este agente etiológico. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar a resposta imune inata contra o HSV-1, em modelo murino, avaliando sua 

ativação mediada por Receptores do Tipo Toll (TLRs) na infecção com Vírus Herpes Simplex 

tipo 1 (HSV-1), verificando expressão de diferentes TLRs e pesquisando principais citocinas e 

tipos celulares no controle da infecção.  

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Verificar a interrelação na expressão de TLRs (1, 2, 3, 6, 7 e 9) no cérebro e gânglio trigêmeo 

de camundongos selvagens (WT) ou nocautes (KOs) para TLRs (TLR2, TLR9, TLR2/9) 

infectados por HSV-1, no 5º dia após infecção (dpi), se na ausência de um determinado TLR, 

outro(s) TLR(s) varia(m) sua expressão.  

Pesquisar curva de sobrevivência para camundongos WT, CCL3 (MIP-1α) KO, iNOS KO, 

CD8 KO e RAG KO para indicação de tipos celulares envolvidos na defesa contra HSV-1. 

Pesquisar a expressão em nível da transcrição de VP-16, MCP-1, iNOS, IP-10, Rantes e TNF-

α, no gânglio trigêmeo de camundongos WT, CCL3 (MIP-1α) KO, iNOS KO e RAG KO, no 

5º dpi,  para indicação de tipos celulares envolvidos na defesa contra HSV-1. 

Analisar a relação da expressão de VP-16, MCP-1, iNOS, IP-10, Rantes e TNF-α nos 

camundongos WT, CCL3 (MIP-1α) KO, iNOS KO e RAG KO com a curva de sobrevivência.  

Realizar histopatologia e imunofluorescência de gânglio trigêmeo dos camundongos WT e 

KOs, no 5º dpi,  e caracterizar lesão causada pela infecção por HSV-1, além de identificar e 

relacionar as principais células à enzima alvo pesquisada. 
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Verificar por citometria de fluxo os tipos celulares mais importantes no gânglio trigêmeo e 

linfonodo cervical superficial para a resposta imune após infecção por HSV-1 e relacionar as 

principais células à citocina alvo pesquisada.  

Pesquisar no linfonodo cervical superficial a expressão transcrissional de IFN γ, IL1-beta, IL-

12, IP-10 e MCP-1 de camundongos WT e KOs para TLRs (2, 9 e 2/9) durante infecção por 

HSV-1. 

Verificar pela expressão de iNOS, gp91 phox e p22 phox em gânglio trigêmeo, no 5º dpi,  se a 

produção de ROS (Espécies Reativas de Oxigênio) e RNS (Espécies Reativas de Nitrogênio) 

são importantes mecanismos de defesa inata contra este modelo de infecção.   

Avaliar produção de òxido nítrico pelos macrófagos peritoneais de camundongos WT e KOs 

para TLRs (2, 9 e 2/9), através do ensaio in vitro de Reação de Griess. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 
 
 

3.1 Vírus Herpes Simplex 1 (Human herpesvirus 1) e a família Herpesviridae 

  A nomenclatura oficial estabelecida pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus 

(ICTV) denomina o vírus herpes simplex 1 (HSV-1) como Human herpesvirus 1 (HHV-1). 

No entanto, a comunidade científica internacional utiliza o nome Herpes simplex vírus 1 

(HSV-1), razão pela qual usaremos este nome em nosso trabalho. O HSV-1 é integrante da 

família Herpesviridae, dentro da subfamília Alphaherpesvirinae e do gênero Simplexvirus (7).  

  Recentemente, a antiga família Herpesviridae foi revisada pelo ICTV, e dividida em 

três novas famílias, que foram incorporadas na ordem Herpesvirales (8). As novas famílias 

incluem Herpesviridae (que contém vírus de mamíferos, aves, e répteis), Alloherpesviridae 

(que contém vírus de peixes e anfíbios) e Malacoherpesviridae (que contém vírus de 

bivalves). Os herpesvírus são bastante disseminados na natureza, sendo que a maioria das 

espécies animais alberga ao menos uma espécie de herpesvírus, e alguns podem infectar mais 

de uma espécie, e provavelmente o número de espécies do grupo excede as 200 identificadas 

até o momento (1).  

Oito herpesvírus já foram isolados de humanos (7). Eles incluem os vírus do herpes 

labial e genital (HHV 1 e 2, respectivamente), gênero Simplexvirus; e do varicela-zóster 

(HHV 3), gênero Varicellovirus, na subfamília Alphaherpesvirinae; o vírus Epstein-Barr 

(HHV 4), gênero Lymphocryptovirus, e vírus do sarcoma de Kaposi (HHV 8), gênero 

Rhadnovirus, na subfamília Gammaherpesvirinae; e o citomegalovírus (HHV 5), gênero 

Cytomegalovirus, e os vírus do exantema súbito infantil (HHV 6 e 7), gênero Roseolovirus, na 

subfamília Betaherpesvirinae.  Os membros da subfamília Alphaherpesvirinae, inclusive o 

HSV-1, apresentam ciclo de multiplicação relativamente curto, rápida disseminação em 

cultura de tecidos, destruição eficiente das células infectadas e capacidade de estabelecer 

latência, especialmente em gânglios nervosos (1; 8).       
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3.2  Estrutura  

 O HSV-1 consiste de quatro componentes (Figura 1): um cerne elétron-denso 

contendo o DNA viral, um capsídeo icosadeltaédrico, uma camada amorfa de proteínas 

denominada tegumento que separa o capsídeo da camada mais externa composto ao menos 

por 20 proteínas virais, e um envelope constituído por uma bicamada lipídica com 

aproximadamente 11 diferentes glicoproteínas virais embutido nele (9; 10; 11). O diâmetro do 

vírus varia entre 120 e 200 nm (7).  

                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O genoma viral é composto de DNA linear, de fita dupla, e contém aproximadamente 

152 Kpb, com proporção G+C de 68%. Consiste de dois segmentos covalentemente ligados 

(Figura 2), designados como L (longo) e S (curto). Cada segmento é composto de sequências 

únicas (UL, US) flanqueadas por repetições invertidas relativamente grandes. Pelo menos 84 

glicoproteínas são codificadas pelo genoma viral (11).  

 

Envelope 

Tegumento 
Capsídeo 

Cerne 

Figura 1 - Estrutura do HSV-1. Microscopia eletrônica mostrando vírus HSV-1 e suas estruturas (A), 
imagem superficial do HSV-1 com tomografia crioeletrônica (B) imagem em corte do HSV-1 com 
tomografia crioeletrônica evidenciando as estruturas (C) e desenho esquemático mostrando a estrutura do 
vírus (D). As setas indicam o envelope, o tegumento, o capsídeo e o cerne onde encontra-se o DNA viral. 
Fonte: ROIZMAN, B. et al, 2007; e www.tulane.edu (modificados).  

D 
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 O capsídeo possui entre 100 e 110 nm de diâmetro, e é formado por 162 capsômeros, 

em simetria icosaédrica (7). É composto por quatro proteínas virais estruturais, VP5 (UL19), 

VP26 (UL35), VP23 (UL18) e VP19C (UL38) (11; 12).  

 O tegumento é uma estrutura amorfa, presente entre o capsídeo e o envelope. Às 

vezes, ocupa posição excêntrica (13). O envelope é a camada externa do vírus, sendo formado 

por lipídeos, proteínas e glicoproteínas, com uma aparência tipicamente trilaminar. É derivado 

de regiões alteradas das membranas das células (11; 14). 

 

3.3  Ciclo de multiplicação 

 A infecção se inicia com a adsorção do vírus à célula hospedeira (Figura 3), através da 

interação das glicoproteínas gB e gC virais com regiões ricas em glicosaminoglicanas do 

heparam sulfato celular (9; 15; 16). Outros receptores, ainda não-descritos, podem ser utilizados 

na interação de gB com a superfície celular. A glicoproteína D viral, também interage com 

receptores celulares para mediar a entrada do vírus: HVEM (Herpesvirus entry mediator – 

membro da família de receptores de TNF), nectina-1 (membro da superfamília das 

imunoglobulinas) ou heparam sulfato 3-O-sulfatado podem ser utilizados, sendo provável que 

o receptor alvo varie conforme o tipo celular a ser infectado. Em seguida, ocorre a fusão do 

envelope viral com a membrana plasmática da célula hospedeira, passo mediado pelas 

glicoproteínas gB, gH e gL em interação com gD (9; 15; 16).  

 

 

Figura 2 – Estrutura do genoma de HSV-1. Cada molécula de DNA é formada por dois segmentos 
covalentemente ligados, um longo (L) e um curto (S). Cada um destes segmentos é composto de seqüências 
únicas (UL e US) flanqueadas por repetições invertidas (caixas). As repetições do segmento longo são 
designadas com ab e a’b’ ; e as do segmento curto como a’c’  e ca. O número de repetições pode ser variado. 
Fonte: ROIZMAN et al, 2007 (modificado). 
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 Outros trabalhos descrevem vias alternativas para a penetração do vírus na célula, 

realizados por endocitose mediada por um mecanismo pH dependente (17; 18).  

Após a peptídeofusão (Figura 4), algumas proteínas do tegumento permanecem no 

citoplasma como a virus host shutoff protein – ou VHS, que inibe a tradução de mRNAs da 

célula hospedeira, enquanto outras são transportadas para o núcleo (como VP16/alfaTIF, que 

regula a transcrição dos genes α), e outras, ainda, permanecem associadas ao capsídeo. Por 

meio do sistema de microtúbulos, o capsídeo então é transportado até o núcleo, onde o DNA 

viral é liberado no núcleo através de seus poros (13; 19; 20). 

 No núcleo, o DNA viral rapidamente se circulariza, mesmo na ausência de síntese 

proteica viral (21; 22). A partir de então, inicia-se a transcrição deste DNA, mediada pela RNA 

polimerase II do hospedeiro, e a síntese das proteínas correspondentes no citoplasma (11).  

 Os primeiros genes expressos são conhecidos como imediatamente precoces, ou genes 

α.  Estes genes codificam proteínas relacionadas à regulação gênica da próxima etapa da 

transcrição, e têm sua própria transcrição estimulada por uma proteína que o vírus carrega em 

seu tegumento, a VP16/ alfa TIF (alfa gene trans-inducing factor) conjuntamente com a 

Figura 3 – Interações moleculares para fusão do HSV-1. Fixação inicial às células é mediada pelas  
glicoproteínas gC e /ou gB. Interação entre gD, gH-GL e um receptor de gD parece ser suficiente para 
produzir mudanças conformacionais no gD e provocar fusão das membranas viral e celular. No entanto, uma 
quarta glicoproteína, a gB, também é necessária para a fusão completa, que resulta na liberação do 
tegumento e nucleocapsídeo no citoplasma. Fonte: AKHTAR & SHUKLA, 2009 (modificado) 
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proteína Oct-1 (cellular octamer DNA-binding protein) (11, 13; 21; 23). O máximo da síntese das 

α-proteínas ocorre entre 2 e 4 horas após a infecção da célula (21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Começa então uma nova etapa de transcrição, responsável pela síntese das proteínas β 

(ou precoces) que estão ligadas ao metabolismo de ácidos nucleicos e ao início da replicação 

do DNA viral. O pico da síntese dessas proteínas ocorre entre 5 a 7 horas após a infecção (21). 

Após a síntese dos genes β inicia-se a transcrição e tradução dos genes γ (ou tardios), 

que codificam componentes estruturais do HSV-1. Os capsídeos então são montados nesta 

fase, primeiramente um pré capsídeo contendo um “esqueleto” interno, que quando o DNA 

viral é inserido ao capsídeo, este esqueleto é perdido. Após esta etapa da montagem viral ser 

concluída, a liberação do vírus é a próxima etapa que ocorre após o envelopamento do 

capsídeo que acontece durante este processo. Os modelos supostos de como isto ocorre são: 

modelo de duplo envelopamento; modelo nuclear de simples envelopamento e modelo 

citoplasmático de simples envelopamento. Todos culminando na liberação do vírus já maduro 

na superfície da célula (11). O processo completo de multiplicação dura entre 18 e 20 horas (24). 

 

 
Figura 4 – Ciclo de multiplicação do HSV-1. 1) Fusão do envelope viral com a membrana plasmática, 
liberando o capsídeo no citoplasma. 2) Entrada do capsídeo pelos poros nucleares e liberação de VP-16. 3) 
Liberação da proteína VHS. 4) Transcrição dos genes α. 5) Transcrição dos genes β. 6) Replicação do DNA 
e expressão dos genes γ. 7) Encapsidação do DNA. 8) Liberação das novas partículas por brotamento. Fonte: 
ROIZMAN et al., 2007. (modificado). 
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3.4  Expressão gênica 

Pelo menos duas séries de eventos ocorrem nos primeiros minutos após a entrada do 

HSV em uma célula. A primeira série, composta pela ativação da sinalização de cálcio 

(menos bem entendido), a ativação do NF-κB (fator nuclear-kappa B), e a indução da via do 

IFN. A ativação do NF-κB no início da infecção é um evento transitório; NF-κB é ativado 

novamente, mais tarde na infecção. A indução da via IFN, pela ativação dos genes que 

codificam IFN, foi detectada após a exposição das células ao vírus irradiado por UV e foi 

rapidamente desativada e pode mesmo não resultar da infecção mas sim da exposição ao 

vírus, mesmo inativado. Um evento adicional, também independente da síntese de novo dos 

produtos do gene viral é a degradação do mRNA pela proteína VHS.  

A segunda série de eventos ocorre após a entrada do DNA viral no núcleo e é 

resultado da infecção. Por um lado, algumas proteínas celulares com afinidade pelo DNA 

tentam silencia-lo. Por outro lado, ativadores transcricionais tentam ativar a expressão desses 

genes. Este resultado é criado por algumas proteínas virais (11). 

Em geral, os promotores dos genes α contêm numerosas regiões de ligação para 

fatores de transcrição celulares, nas seqüências que antecedem o TATA box . Os promotores 

dos genes β contêm sítios de ligação para dois ou três fatores de transcrição celulares, antes 

do local de início da transcrição, enquanto os promotores dos genes γ possuem apenas um ou 

dois sítios, após o TATA box (25). 

 

3.5  Patogênese e clínica 

A patogênese em humanos depende do contato pessoal íntimo de um indivíduo 

susceptível com alguém que esteja eliminando o vírus (11). Após a infecção primária, 

geralmente na mucosa oral, ocorre a primeira multiplicação do vírus nesse local e posterior 

infecção das terminações nervosas deste tecido, e o vírus então é transportado para os 

gânglios nervosos, através de fluxo axonal retrógado (Figura 5). O gânglio trigêmeo torna-se 

colonizado e passa a abrigar o DNA do vírus latente (12; 23). A infecção sistêmica é rara. Este 

evento, apesar de incomum, pode ocorrer principalmente em infecções neonatais e em 

pacientes imunodeprimidos (26). Recorrências ocorrem quando o vírus latente é reativado, 

sendo transportado, mais comumente, por fluxo axonal anterógrado até a região da infecção 

primária (27; 28). Mas em alguns casos, principalmente em pacientes imunossuprimidos, o 
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HSV-1 pode ser reativado e direcionar-se ao sistema nervoso central causando assim um 

quadro de encefalite (29). A reativação está normalmente associada a fatores como estresse, 

variações hormonais, exposição à luz ultravioleta e imunossupressão (30, 31). Entretanto, 

pesquisa utilizando modelos matemáticos demonstrou que o HSV-2 é constantemente 

liberado dos neurônios em pequenas quantidades, ativando desta forma o sistema imune para 

que a multiplicação viral seja interrompida, e que devido esse equilíbrio não ocorre reativação 

da doença, refutando assim a teoria de latência (32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Infecção primária de HSV-1 em crianças são assintomáticas ou após um período de 

incubação de cerca de uma semana dão origem a erupções vesiculares mucocutâneas. A 

gengivoestomatite herpética tipicamente afeta a língua, lábios, gengivas, mucosa oral e do 

palato duro e mole. A infecção por HSV-1 recorrente dentro da boca é incomum em pacientes 

saudáveis, mas em pacientes imunocomprometidos, a infecção recorrente pode ser mais 

extensa e/ ou agressiva. As modificações patológicas provocadas pela multiplicação do HSV-

1 representam uma combinação da morte celular mediada pelo vírus e da resposta 

inflamatória associada. A histopatologia da lesão na pele inclui o aumento de tamanho das 

células infectadas e o aparecimento de cromatina condensada nos núcleos, seguidas da 

degeneração do núcleo celular (11; 12). A patologia é similar, tanto para a infecção primária 

 
Figura 5 – Patogênese de HSV-1. O sítio primário de infecção ocorre nas células epiteliais, com infecção 
produtiva. As partículas são levadas por transporte retrógado através de axônios até os gânglios sensórios, 
sítios secundários da infecção e local de latência (setas azuis). Eventualmente, pode ocorrer a reativação, e o 
vírus é conduzido por transporte anterógrado até às células epiteliais (setas verdes), onde novamente há 
infecção produtiva. Pode também ocorrer reativação e condução do vírus ao sistema nervoso central, que 
ocorre mais raramente (setas vermelhas). 
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quanto para as recorrências, variando a extensão da citopatologia. A intensidade da resposta 

inflamatória é significativamente menor na doença recorrente (11).  
 O período de incubação varia de 1 a 26 dias para a doença primária. O início da fase 

aguda é abrupto, e a sintomatologia clínica da infecção primária por HSV-1 é 

variável, podendo incluir febre, calafrios, náuseas, anorexia, irritabilidade, mal-estar, 

linfadenite submandibular e dor de cabeça. Estas entidades patológicas variam do inócuo 

herpes labial a meningoencefalite fatal (33). A infecção assintomática é a regra, e não a 

exceção (34; 35).  

A recorrência das lesões orolabiais (herpes labialis) (Figura 6), forma mais comum da 

doença, é precedida por um período prodrômico de dor, queimação, coceira ou formigamento, 

que geralmente dura menos de 6 horas, seguido pela formação de vesículas em 24 a 48 horas. 

As vesículas evoluem para pústulas ou úlceras, que formarão uma crosta entre 72 e 96 horas. 

A dor é mais intensa no início das manifestações clínicas. A cura geralmente se completa 

espontaneamente entre 8 e 10 dias (11). Existe, além desta, um grande espectro de doenças 

causadas por HSV-1 (Figura 6): infecção neonatal e congênita, eczema herpeticum, HSV-1 

visceral em imunocomprometidos, encefalites, eritema multiforme, infecção das pálpebras, 

conjuntiva, córnea e de retina, e extensivas lesões durante a quimioterapia (35; 36). Até mesmo 

infecções genitais por HSV-1 têm aumentado nos últimos anos (37), e isso também é refletido 

em um aumento na incidência de herpes neonatal (36; 36).  

O HSV-1 ocular é a maior causa de lesões da córnea e perda da visão nos EUA, como 

resultado da lesão causada pela sinergia do efeito citopático provocado pelo vírus e a 

atividade da resposta imune contra o agente no local da infecção (34; 35; 36).   

A encefalite causada por HSV-1 é uma manifestação clínica da infecção que 

representa uma grande ameaça à vida do indivíduo acometido. Em neonatos, ela ocorre em 

35% dos bebês com herpes, e a lesão neurológica progressiva é reconhecida como uma 

sequela à encefalite por herpes simplex. Postula-se que isso ocorra como resultado da 

acumulação de danos causados por reativações frequentes do HSV-1 no cérebro. (34). A 

encefalite pelo HSV-1 tem uma predileção pelos lobos frontal e temporal, mas 

ocasionalmente afeta o tronco cerebral (38). 
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Alguns grupos tem postulado a importância da infecção do HSV-1 no cérebro para a 

evolução da doença de Alzheimer. Seja atuando em combinação com um fator genético - o 

alelo 4 do gene da apolipoproteína, um fator de susceptibilidade já conhecido (39) ou mesmo, 

devido a infecções periféricas causando aceleração da neurodegeneração do cérebro por meio 

de células da microglia já primadas (40). 

 

3.6  Epidemiologia  

 O HSV-1 está entre as infecções virais humanas mais comuns. Em todo o mundo ele é 

frequentemente transmitido horizontalmente durante a infância, apesar de dados 

demonstrarem aumento significativo da soroprevalência do HSV-1 em ambos os sexos na 

 

Figura 6 – Manifestações Clínicas de HSV-1. As manifestações clinícas da infecção por HSV-1 podem 
ser bastante diversas. Em A, cérebro acometido por encefalite. Em B, olho com ceratite herpética. Em C, 
criança com gengivostomatite. Em D, recorrência labial. E demonstra acometimento sistêmico em 
neonato. F e G, herpes genital acometendo o pênis e a vulva, respectivamente. Fonte: WHITLEY, 2001 
(modificado). 
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adolescência, quando comparado aos índices da infância, inclusive no Brasil (41). Análise dos 

norte-americanos pelo National Health and Nutrition Examination Survey revelou a 

soroprevalência de HSV-1 de 65% na faixa etária de 49 anos (42; 43). O HSV-1 é a causa mais 

comum de infecções virais esporádicas do sistema nervoso central, sendo que ocorrem 2-4 

casos/milhão de indivíduos por ano. Todas as idades são afetadas e mais de 80% dos casos de 

encefalite ocorre em indivíduos com menos de 20 anos ou com mais de 50 anos de idade (26). 

 As infecções por HSV são mundialmente distribuídas, presentes tanto em países 

desenvolvidos como nos subdesenvolvidos. O vírus é transmitido de indivíduos infectados 

para pessoas susceptíveis durante contato pessoal próximo. Não há variação sazonal na 

incidência das infecções. A raridade das infecções fatais e a capacidade de latência do vírus 

contribuem para que mais da metade da população mundial tenha infecções recorrentes de 

herpes, e assim, seja capaz de transmitir o vírus (11).   

 Localização geográfica, situação sócio-econômica e idade são os principais fatores que 

influenciam a infecção por HSV-1. Em países em desenvolvimento e classes sociais menos 

abastadas o desenvolvimento de anticorpos contra o vírus ocorre em idades precoces em 

relação aos países desenvolvidos e às classes de maior poder aquisitivo. A infecção primária 

por HSV-1 normalmente ocorre na infância, antes dos 5 anos de idade, de forma 

assintomática, sendo que menos que 10% dessas crianças infectadas apresentam sintomas. A 

boca e os lábios são os sítios mais comuns de infecção, porém, qualquer órgão pode ser 

acometido pelo vírus (11; 36).  

 Estudo soroepidemiológico verificou que, no Rio de Janeiro, 50% da população 

apresenta soropositividade para HSV-1 aos 7 anos de idade, e aos 15 anos esse índice alcança 

os 75%. Na faixa etária dos 30 anos a prevalência é de 95% (41). Apesar de tais índices serem 

dados coletados somente na cidade do Rio de Janeiro, estudo mais recente e abrangente no 

país, contemplando além desta cidade, também Porto Alegre, Fortaleza e Manaus, demonstrou 

índice similar na sua totalidade, com 56,6% de soropositividade na faixa etária entre 6 a 10 

anos, 70,1% entre 11 e 15 anos e 83,8% entre 31 e 40 anos (44). 

 Estudos concluíram que realmente existe uma dependência entre a soroprevalência 

para HSV-1 e a idade, com o aumento de soropositividade em pessoas à medida que 

aumentam as faixas etárias, até alcançar o ápice por volta dos 30 anos de idade (37).  
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3.7  Interações vírus-hospedeiro 

 Proteínas do HSV-1 interagem com proteínas celulares, seja para estabilizá-las, seja 

para bloquear a função delas. Por exemplo, ICP0 se liga à ciclina D3, prolongando sua meia-

vida. É provável que isso aumente a síntese de DNA viral e das proteínas tardias (45). ICP0 

está, ainda, relacionada ao bloqueio da resposta imune mediada por IFNs do tipo 1, evitando o 

acúmulo do fator 3 de regulação de IFN (IRF3) no núcleo (46). Mas provavelmente há outras 

proteínas virais envolvidas neste processo (47). O HSV-1 também é capaz de bloquear a 

apresentação de antígenos, através de ICP47, que se liga a TAP1/TAP2, proteínas que 

translocam os peptídeos antigênicos até o retículo endoplasmático (48).  

 Um interessante mecanismo de interação do vírus com a célula hospedeira é baseado 

na ativação da proteína quinase dependente de RNA dupla-fita (PKR). A PKR fosforila a 

subunidade α do fator de iniciação da tradução (eIF-2α), paralisando a síntese proteica. 

Alguns autores citam o RNA dupla-fita (dsRNA) como uma molécula comum durante o ciclo 

de multiplicação viral, que ativa PKR. Muitos vírus, como o HSV-1, desenvolveram 

mecanismos para evitar essa paralisação na produção de proteínas. O HSV-1 codifica uma 

proteína (γ1 34.5 ou ICP34.5) que se liga à fosfatase 1, redirecionando-a a desfosforilar  eIF-

2α  (46; 49). Desta forma, é mantida a síntese proteica, essencial para a multiplicação viral.  

 O HSV-1 possui diversos mecanismos envolvidos na paralisação da síntese de 

produtos celulares, os quais vão desde a interrupção da transcrição e da tradução, até o 

bloqueio do processamento e a degradação dos mRNAs da célula. Uma das principais 

proteínas virais com esta função é a virus host shutoff protein (VHS), presente no tegumento 

do vírus. A VHS acelera a degradação de mRNAs, tanto celulares quanto virais, e inibe a 

tradução do mRNA celular (25; 46). Esta proteína tem uma atividade de ribonuclease, e interage 

com um fator de tradução celular (eIF-4H), provavelmente com objetivo de degradar mRNAs 
(11). ICP47, além de inibir a apresentação de antígenos, impede o processamento pós-

transcricional, favorecendo a tradução do mRNA viral, uma vez que somente quatro dos mais 

de oitenta transcritos virais sofrem splicing (23; 25; 50). O ICP27, uma proteína imediatamente 

precoce do vírus herpes simplex tipo 1, está envolvido na replicação viral, ativação da 

transcrição, a estabilidade do RNA, apoptose e reativação de latência viral. A reativação da 

latência viral está intimamente relacionada à apoptose e ao estresse oxidativo, ocorrendo 

aumento da sensibilização das células à apoptose e elevando os níveis intracelulares de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (51). 
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 A multiplicação viral é altamente deletéria à integridade da célula. Cromossomos 

celulares são degradados, o nucléolo desaparece, o Golgi é fragmentado, microtúbulos são 

rearranjados. Além disso, HSV-1 torna as células arredondadas, e as faz formarem grumos, 

através da alteração da estrutura e antigenicidade das membranas celulares, principalmente 

pela presença das glicoproteínas. Estes eventos propiciam o ambiente necessário para a 

síntese do DNA viral, para aumentar a glicosilação e a exocitose dos vírus, e para prevenir 

uma resposta do hospedeiro contra a infecção (11).  

 As diversas funções virais tendem a induzir a apoptose. Mas o HSV-1 produz várias 

proteínas associadas à função anti-apoptótica. O gene US3, por exemplo, codifica uma 

quinase, capaz de bloquear a morte celular programada (46; 48). A glicoproteína gD, e as ICP4, 

ICP27, ICP6 e ICP34.5 também já foram associadas ao bloqueio da apoptose (11). Além das 

proteínas citadas, microRNAs codificados pelos transcritos associados à latência (LATs) 

demonstraram possuir função anti-apoptótica, diminuindo a expressão de moléculas 

envolvidas na sinalização do fator de crescimento e transformação β (TGF-β) (52). 

 

3.8  Aspectos gerais da imunidade do hospedeiro 

 HSV-1 tem evoluído ao decorrer de um longo período de tempo com o seu hospedeiro 

humano; provavelmente por isso tenha havido muito tempo para a resposta imune do 

hospedeiro ter evoluído e conjuntamente o HSV-1 ter desenvolvido mecanismos de evasão 

imune, e por sua vez também o hospedeiro humano elaborou mecanismos que tentam anular 

os mecanismos de evasão do HSV-1. Presumivelmente, este jogo de xadrez entre HSV e 

evolução do sistema imune humano continua, mas no indivíduo imunocompetente, alguma 

forma de equilíbrio foi alcançado, porque o HSV-1 pode persistir como uma infecção latente, 

com sua infecção lítica controlada pela resposta imunológica. Além da latência do HSV-1, 

vários produtos de genes virais desempenham um papel ativo na redução ou bloqueio da 

resposta imune do hospedeiro ou dos seus efeitos. A resposta imune contra o HSV-1 envolve 

tanto a imunidade inata quanto a adquirida. A constituição genética do hospedeiro, 

macrófagos, células NK, subpopulações de células-T, anticorpos e citocinas têm sido 

apontados como importantes mecanismos de defesa do hospedeiro contra as infecções por 

HSV-1 (11). Nos últimos anos, aponta-se cada vez mais o importante papel da imunidade inata 

no combate à infecção pelo HSV-1, especialmente através dos receptores do tipo toll (TLRs) 
(5; 6; 53; 54; 55; 56).  
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Os mecanismos da resposta adquirida demoram alguns dias para se desenvolverem, o 

que indica que mecanismos da resposta imune inata (interferons, macrófagos e talvez células 

NK) formam a primeira linha de defesa, enquanto anticorpos neutralizantes e linfócitos-T 

CD4+ e CD8+ citotóxicos estão sendo produzidos. Isso é especialmente evidente durante a 

infecção primária, uma vez que nas recorrências a resposta adquirida é ativada com rapidez 

muito maior (57).  Estudos recentes demonstram que tanto a resposta imune inata quanto a 

adquirida são necessárias para o controle da infecção pelo HSV-1, mesmo em uma primo-

infecção (58; 59). Antes mesmo da descoberta dos Toll-like receptors (TLRs), Janeway postulou 

a existência de uma interligação entre os sistemas imunes inato e adquirido. Esta ligação entre 

os sistemas é fundamental para o controle da infecção por HSV-1 (60).  

O sistema nervoso, pelo qual o HSV-1 tem tropismo, possui não apenas macrófagos 

residentes, mas células de função semelhante à dos macrófagos, que também são 

mononucleares fagocitárias, conhecidas como micróglia (61). Micróglias são pequenas células 

da glia encontradas no cérebro e na medula espinhal que, ao contrário da neuroglia clássica 

(astrócitos e oligodendrócitos) são de origem mesodérmica. Hoje é aceito que as células da 

micróglia possam ser originárias da medula óssea no adulto, em determinadas condições 

patológicas. Micróglias têm o potencial de se comportar como macrófagos mas o seu espectro 

morfológico e funcional é altamente regulado in vivo, resultando em vários estados de 

ativação intermediários. Adaptadas ao sistema nervoso central, elas exercem função 

semelhante aos macrófagos (62). As micróglias são relacionadas à geração de respostas da 

imunidade inata no sistema nervoso central. Quando em repouso, as micróglias estendem 

processos ramificados que expressam imunorreceptores, realizando assim uma vigilância 

imune constante (63).  

A micróglia e os macrófagos residentes, além de células dendríticas imaturas, são as 

células responsáveis pelo reconhecimento inicial de patógenos invasores do sistema nervoso, 

como é o caso de HSV-1 (64; 65; 66). Estas células reconhecem padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) de HSV-1, através de TLRs e possivelmente através de outros receptores 

para reconhecimento de padrões (PRRs) ainda não descritos para os vírus (6; 67; 68).  

 

3.9  PRRs e TLRs 

Os TLRs são proteínas transmembranas tipo 1 com um domínio extracelular rico em 

repetições de leucina e um domínio intracelular homólogo à porção citoplasmática de 
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receptores de IL-1 (interleucina 1), denominado domínio Toll/ IL-1 receptor (TIR). Após 

reconhecimento dos PAMPs, os TLRs iniciam cascatas de sinalização através de quatro 

proteínas adaptadoras, MyD88 (myeloid differentiation factor 88), MAL/ TIRAP (MyD88-

adaptor-like/ TIR-associated protein), TRIF (Toll-receptor-associated activator of interferon) 

e TRAM (Toll-receptor-associated molecule) (2; 69; 70).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – TLRs - vias de sinalização. Os TLRs formam dímeros para o reconhecimento dos PAMPs. 
Após o reconhecimento dos ligantes, ativam as vias de sinalização que dependem de moléculas adaptadoras 
como MyD88 e/ou TRIF, e que podem variar de acordo com o tipo de TLR ativado. As cascatas de 
fosforilação culminam com a liberação de fatores transcricionais (NF-kB, IRFs, entre outros), que levarão à 
expressão de citocinas pró-inflamatórias (TNF, IP10), interferons do tipo 1 (IFN beta) e moléculas co-
estimulatórias ou efetoras (iNOS). Fonte: Beutler et al, 2006 

 



 43

Estas cascatas de fosforilação culminam na translocação de fatores de transcrição para 

o núcleo, e finalmente na produção de citocinas e quimiocinas (70; 71; 72). 

Os TLRs são ativados por diferentes PAMPs. Os TLRs 1, 2, 6 e 10 em humano são 

pertencentes a uma mesma subfamília, sendo que TLR 2 forma heterodímeros com os TLRs 1 

e 6 e são capazes de identificar componentes microbianos. Para o TLR 10 ainda não foi 

identificado nenhum PAMP. Segundo alguns pesquisadores, o TLR2 também pode ser 

internalizado, mas neste caso, a sinalização MyD88-dependente continua a partir de uma 

localização intracelular longe da membrana plasmática e é capaz de estimular a produção de 

IFN do tipo I através de um mecanismo ainda desconhecido (69; 73; 74). Os demais TLRs 

formam homodímeros, e o TLR 3 é endossomal e capaz de identificar dupla fita de RNA 

(dsRNA). O TLR 4 é ativado por LPS e é localizado na superfície da célula, mas, 

recentemente, segundo alguns pesquisadores, pode ser internalizado para endossomos finais, 

onde encontra TAG, uma variante de TRAM que interrompe a interação entre TRIF e TRAM, 

bloqueando sinalização TRIF-dependente e promovendo a degradação desta rota de 

sinalização (69; 74; 75). O TLR 5 é de superfície e seu PAMP é a flagelina, proteína componente 

de flagelos. Os TLRs 7, 8 e 9 pertencem a uma mesma subfamília e os TLR 7 e 8 tem como 

PAMPs, fita simples de RNA (ssRNA), em murinos e humanos, respectivamente e o TLR 9 

tem CpG como PAMP (69). Pesquisadores tem constantemente publicado revisões e artigos 

trazendo informação sobre principais TLRs e seus PAMPs (76). 

 

Quadro 1 – Principais Toll Like Receptors (TLRs) e seus PAMPs. Fonte: Vandevennea et al, 2010 

(modificado) 

TLR Localização PAMPs 

TLR 1 e 2 Superfície celular  Polipeptídeos Triacyl (Bacteria e Mycobacteria) 

TLR 2 e 6 Superfície celular Lipopeptídeos Diacyl (Mycoplasma), LTA 

(Streptococcus), Zymosan (Saccharomyces 

cerevisiae) 

TLR 2 Superfície celular Peptídeoglicanos (Bactérias gram positivas), 

lipoarabinomannan (Mycobacteria), Hemaglutinina 

(sarampo), phospholipomannan (Candida), GPI 

(Trypanosoma) 
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TLR 3 Endossomo dsRNA 

TLR 4 Superfície celular LPS (Bactérias Gram negativas) 

TLR 5 Superfície celular Flagelina (Bactérias flageladas) 

TLR 7 Endossomo  Vírus ssRNA  

TLR 8 Endossomo ssRNA de vírus RNA 

TLR 9 Endossomo Vírus DNA, CpG, ha (plasmódio) 

TLR 11 (somente 

camundogos) 

Superfície celular Bactérias uropatogenicas, molécula profilin-like 

(Toxoplasma gondii) 

 

 

O reconhecimento dos vírus pelo sistema imune inato tem se tornado uma área de 

muito interesse e crescente foco de pesquisas. É agora evidente que há várias famílias com 

múltiplos receptores de reconhecimento padrão (PRR), incluindo Toll-like receptors (TLRs), 

os receptores RIG-I-like (RLRs), NOD-like receptores (NLRs), MDA e DAI, que contribuem 

significativamente para a detecção viral por detecção de proteínas virais e ácidos nucleicos, 

levando à indução de citocinas como interferons do tipo I (IFNs) (77; 78). Além destes, outras 

moléculas capazes de identificar DNA no citoplasma e induzir a produção de IFN tipo I foram 

recentemente descritas como LRRFIP1, Ku70, DHX9, DHX36, IFI16/p204, sendo que 

DHX9, DHX36 e IFI16/p204 demonstraram capacidade de serem ativados pelo HSV-1, e o 

Ku70 pelo HSV-2 (79). 
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3.10  Imunidade na infecção por HSV-1 

As respostas imunes são mediadas por leucócitos, que derivam de precursores na 

medula óssea. As células-tronco hematopoiéticas dão origem aos linfócitos, responsáveis pela 

imunidade adaptativa, e também à linhagem mielóide, que participa tanto da resposta imune 

inata quanto da adaptativa (3).  

O controle da infecção por HSV-1 parece depender bastante da resposta imune celular, 

seja através de células locais, as micróglias e macrófagos residentes, ou por meio de células 

infiltradas, monócitos, células T CD8+, e outras (56; 66; 80; 81; 82). Uma pesquisa demonstrou a 

importância dos macrófagos na encefalite causada pelo HSV-1, já que após a depleção dos 

macrófagos de animais C57BL/6 (naturalmente resistentes à infecção pelo HSV-1), a taxa de 

mortalidade destes camundongos aumentou sensivelmente (83). Além destes, células 

dendríticas (DCs) exercem papel importante posicionando-se na interface da imunidade inata 

 

 
Figura 8 – Diversidade de PRRs. Além dos TLRs, existem muitos outros PRRs. Há sensores para 
componentes de paredes microbianas (LPS, lipopolissacarídeos e glicoproteínas), como TLR2, TLR4, 
NOD e dectina 1 (1); para reconhecimento de ácidos nucléicos em endossomos, como os TLR3 e TLR7-8-
9 (2) e no citoplasma, como RIG, MDA e DAI (3); para moléculas endógenas associadas ao estresse ou 
perigo, como NALP3/inflamossomo (4), e para a flagelina bacteriana, como TLR5 (5). Todos os 
receptores, ao reconhecerem seus ligantes, desencadeiam vias de sinalização que culminam com a ativação 
de genes relacionados à resposta imune (6). Fonte: Ishii et al, 2008 (modificado). 

1 

5 

4 3 

2 

6 



 46

e adaptativa, efetuando o reconhecimento dos patógenos mediados pelos TLRs que nelas se 

encontram (84). Além disso, DCs parecem ser capazes de aumentar a produção de IFNγ pelas 

células NK in vitro e promover sua ativação in vivo (85). Entretanto, estudo comparativo da 

ação de NK em diferentes órgãos, durante infecção por HSV-1, demonstrou  que o órgão alvo 

da infecção é importante questão para ação efetiva desta célula. As NK contribuem para 

controle da infecção no pulmão mas não no cérebro (86), informações que corroboram com os 

dados obtidos pelo nosso grupo, apontam como local principal para orquestração da defesa 

imune frente o HSV-1 o gânglio trigêmio, e não o cérebro (56; 58; 59; 87). Em estudo com modelo 

de úlcera de córnea herpética, que assim como o cérebro, também é um órgão imuno 

privilegiado, foi demonstrado que os linfócitos CD8+ são importantes na manutenção da 

latência do HSV-1 no gânglio trigêmio. O aumento de mRNA da proteína PD-1, um indicador 

de exaustão das células CD8+, correspondeu ao aumento dos casos de úlcera de córnea em 

ambos os olhos, após diminuição da latência do vírus no gânglio trigêmeo (88). Além disso, 

pesquisa em modelo de infecção subcutânea por HSV-1 demonstrarou que células T CD8 são 

rapidamente drenadas dos linfonodos regionais em direção à infecção (89). 

Diante deste perfil, as quimiocinas (citocinas quimioatraentes) produzidas nos tecidos 

infectados são essenciais, pois são responsáveis pela migração de leucócitos para o local da 

infecção (3; 90; 91). A presença de TNF alfa e IFN gama no gânglio trigêmeo também foi 

relatada por outros autores (56; 92; 93), e juntamente com essas citocinas foi verificada a 

produção de diversas quimiocinas no gânglio trigêmeo após a infecção pelo HSV-1, como 

CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1 alfa , CCL5/RANTES, e CXCL10/IP-10 (56; 91; 92; 93). 

Os interferons (IFN) tipo I e tipo II também são importantes no controle da infecção 

por HSV-1. O IFN gama ( também chamado IFN tipo II) é uma citocina muito importante por 

ativar macrófagos infectados por patógenos intracelulares e auxiliar na manutenção de uma 

resposta imune celular do tipo Th1 (3). Os interferons do tipo I parecem ser elementos 

importantes no combate à infecção pelo HSV-1, pois camundongos com IFN não funcional, 

bloqueados por anticorpo neutralizante, morrem com baixas doses do HSV-1; porém nos 

estágios iniciais da infecção os IFN do tipo I podem ser compensados por IL12 (94). Estudos 

demonstraram que IFN beta e IFN gama atuam sinergicamente no controle da infecção por 

HSV-1, e sugerem que o IFN gama funcionaria como um segundo sinal na ativação do estado 

anti-viral celular e um inibidor mais potente da multiplicação de HSV-1 in vivo do que o IFN 

beta (95; 96). Outra classe, os IFN tipo III (IFN lambda), demonstraram sua importância no 

controle da replicação viral de HSV-2 em modelo murino, e também capacidade de induzir o 
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aumento sérico de IFN gama após infecção de camundongos pré-tratados com IFN lambda 
(97). Em outro estudo, mesmo grupo de pesquisadores verificaram que o IFN lambda é 

essencial para uma resposta antiviral eficiente, mediada por TLRs, em modelo de infecção de 

mucosa por HSV-2 (98). O IFN lambda contribui principalmente na proteção da pele e 

mucosas contra os vírus, e compõe a primeira linha de defesa contra vírus respiratórios em 

células da mucosa epitelial nasal (99; 100). Adicionalmente, pesquisa recente com astrócitos, 

demonstrou que o IFN lambda foi capaz de aumentar a indução de uma resposta imune inata 

mediada por TLR3, elevando a proteção contra o HSV-1 no sistema nervoso central (101). 

O TNF alfa é constitutivamente produzido em gânglio trigêmeo e cérebro, mas na 

infecção pelo HSV-1, a produção desta citocina está aumentada no gânglio trigêmeo já no 

terceiro dia de infecção por escarificação de córnea. A partir do quinto dia após a infecção, 

quando a presença do HSV-1 no gânglio trigêmeo atinge o seu ápice, podem ser encontradas 

também células produzindo IL-6 e IFN gama, sendo o infiltrado celular no trigêmeo 

basicamente formado por macrófagos e células dendríticas. No décimo quarto dia após a 

infecção os antígenos do HSV-1 já não são mais detectados e a produção de IL-6, TNF alfa e 

IFN gama diminui, dando lugar a citocinas como IL-4, indicando um controle da infecção 
(102). O papel de TNF alfa, um dos principais mediadores da resposta inflamatória, na infecção 

pelo HSV-1 foi ressaltado em um modelo de encefalite a partir de infecção por escarificação 

córnea, em que animais deficientes para TNF alfa ou um de seus dois receptores (p55 e p75) 

têm um aumento da susceptibilidade à infecção (98). A interleucina 1-beta (IL-1 beta) 

provavelmente desempenha um papel importante no controle de HSV-1. Camundongos 

nocautes para esta citocina apresentaram alta mortalidade (75%) após infecção intranasal, e IL 

1beta parece atuar conjuntamente com TNF alfa (103).  

 O IFN gama tem como uma das suas principais funções aumentar a produção de iNOS 

e também das espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo que o iNOS é mais comumente 

produzido nos macrófagos e as ROS nos neutrófilos (104; 105). Apesar da atuação sinérgica de 

IFN beta e gama para conter a infecção por HSV-1 ser relatada por alguns pesquisadores (96; 

102), outro grupo mais recentemente relatou que a infecção por HSV-1 pode ser capaz de inibir 

a produção de IFN alfa mas não do IFN gama, principalmente pela ação de ICP27 (106) . 

Outros relatos também indicam a importância de TNF alfa, IFN gama e iNOS para controlar a 

infecção por HSV-1 no gânglio trigêmio pela ação dos macrófagos (80), entretanto, quando a 

infecção atinge o cérebro, a célula mais importante na produção de iNOS, segundo alguns 

pesquisadores, é a micróglia (107).  
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Os mRNAs de TLRs, exceto os do TLR3, são expressos em monócitos/ macrófagos 
(69), mas no sistema nervoso central (SNC) micróglias expressam mRNAs de TLRs de 1 a 9, 

enquanto neurônios e oligodendrócitos expressam somente mRNAs de TLR3 (67). As células 

dendríticas mielóides (mDC), expressam TLRs 1, 2, 3, 4, 5, 7/8 e 9 e as células dendríticas 

plasmocitóides (pDC) expressam TLRs 7 e 9 (69; 74). Além de evidenciar a importância dos 

TLRs na infecção por HSV, como o TLR 9 que demonstrou ser importante no 

reconhecimento da infecção por HSV-2 (4) e o TLR 2 demonstrou também desempenhar papel 

significante em modelo de encefalite herpética (5), esta relevância também é verificada por 

experimentos em que o uso de agonistas de TLRs, como o Poli I:C, agonista de TLR 3, são 

capazes de produzir efeito protetor contra a infecção pelo vírus (108; 109). A importância dos 

TLRs no controle da infecção por HSV-1 é evidente, principalmente se observarmos modelos 

experimentais de encefalite herpética utilizando animais com genes de TLRs nocauteados (6; 

56; 58; 59; 87).   

 

3.11  Modelos animais no estudo do HSV-1 

Camundongos, cobaias e coelhos têm sido os animais mais utilizados no estudo do 

HSV-1. Em todos eles a inoculação do vírus selvagem resulta em multiplicação viral na 

região periférica, transporte retrogrado do vírus até o núcleo de neurônios dos gânglios, 

seguidos pelo estabelecimento da latência. Nos três sistemas, a multiplicação do vírus ocorre 

numa fração de neurônios sensórios antes que ocorra a infecção dos gânglios (11).  

Há algumas diferenças nos modelos animais citados. Em coelhos, tanto HSV-1 quanto 

HSV-2 reativam espontaneamente. A infecção ocular no coelho é bastante útil no estudo da 

reativação, pois o vírus é facilmente detectado na secreção lacrimal. Cobaias se apresentam 

como um bom modelo para infecções genitais de HSV-2. O vírus é capaz de reativar 

espontaneamente, contendo pequenas quantidades de partículas nas lesões. As diversas 

linhagens de camundongos diferem quanto à susceptibilidade, e o uso de animais nocautes 

tem sido particularmente útil no estudo da resposta imune a infecção (11). Em camundongos, a 

reativação espontânea do vírus é bastante rara, podendo ocorrer a produção de antígenos 

virais sem a produção de partículas infecciosas durante a latência em neurônios (110). 

Apesar de vários modelos animais utilizarem vias de infecção comuns à doença em 

humanos (inoculação em pele e mucosas), poucos deles se aproximam da patogênese humana. 

Uma série de problemas surge ao se lidar com modelos animais: a susceptibilidade da 
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espécie/linhagem de animal utilizada, a via de infecção, a competência do sistema imune e a 

linhagem viral influenciam a patogênese da doença (11). Pesquisadores fizeram um 

levantamento dos diversos modelos já utilizados no estudo da encefalite desencadeada por 

HSV-1, demonstrando que apesar das divergências dos resultados, a maioria deles indica que 

a susceptibilidade à doença pode ter origem genética(111).  

Um bom exemplo de variável que pode influenciar o estudo em modelo animal é o 

fato de camundongos C57BL/6 serem mais resistentes a várias doenças, em relação a outras 

linhagens. Em muitos dos estudos realizados, os microorganismos foram injetados 

diretamente na cavidade intraperitoneal (via pouco comum para a maioria das infecções), e 

pouca ou nenhuma informação a respeito da cinética da multiplicação do agente e de sua 

disseminação pelo hospedeiro era disponível (112). Em 1975, uma publicação intitulada 

“Genetics of natural resistance to herpesvirus in mice” (113) chamou a atenção para o fato de 

que animais C57BL/6 sobreviviam a inoculação intraperitoneal de 106 u.f.p. de HSV-1, 

enquanto animais BALB/c morriam após inoculação de apenas 104 u.f.p.. As linhagens de 

camundongos susceptíveis normalmente morrem após apresentarem sinais semelhantes a 

encefalite, sugerindo que a disseminação do vírus pelo sistema nervoso central seria a causa 

da morte. Em mesmo estudo, verificaram que a infecção, a multiplicação, a disseminação e o 

estabelecimento da latência de HSV-1 não diferia significativamente entre camundongos 

BALB/c e C57BL/6, apesar dos últimos mostrarem-se mais resistentes à patogênese causada 

pelo vírus. Comparando animais selvagens com animais atimicos, de ambas as linhagens, os 

autores não conseguiram estabelecer diferenças na resposta imune inata entre elas (112). 

A diferença de susceptibilidade entre os sexos também já foi relatada. Foi 

demonstrado que camundongos BALB/c machos são mais susceptíveis à encefalite causada 

por HSV-1 do que fêmeas de mesma linhagem e idade, e que esta diferença diminuía 

drasticamente quando determinadas seqüências dos genes codificadores de LATs eram 

deletadas do vírus (114). Além disso, animais jovens são mais susceptíveis que os adultos (114); 

e inoculações nasal, na pata ou intracerebral do vírus resultam em maiores lesões e 

mortalidade do que as infecções oral ou do lábio (114; 115). A cinética da infecção por HSV-1 

pode variar de acordo com os parâmetros descritos anteriormente. Foi comparado a infecção 

em camundongos BALB/c e em ratos da espécie Sigmodon hispidus, após infecção labial com 

107 u.f.p./mL do vírus (116). Em ambos houve formação de lesão no local do inóculo a partir 

do 2o dia após a infecção, mas nos camundongos a lesão era maior, e persistiu por mais tempo 

(aproximadamente 10 dias nos ratos, e 17 dias nos camundongos). O vírus foi recuperado para 
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titulação nos lábios, gânglios trigêmeos e cérebros dos animais, durante 14 dias após a 

infecção. Com exceção dos cérebros, que apresentaram títulos semelhantes (aproximadamente 

600 u.f.p entre o 4o e o 6o dias), a quantidade de vírus presente nos lábios e nos trigêmeos foi 

muito maior para os camundongos do que para os ratos. A variação da quantidade de vírus ao 

longo dos dias também foi diferente entre as espécies. Nos trigêmeos, por exemplo, a 

replicação teve inicio no 2o dia após a infecção para ambos, mas em ratos ela alcançou o pico 

no 4o dia (70 u.f.p.) e declinou drasticamente no 6o dia, enquanto em camundongos ela 

alcançou o pico no 5o e 6o dias (6000 u.f.p. e 4000 u.f.p., respectivamente). Tanto em ratos 

quanto em camundongos não foi detectado vírus no 14o dia após a infecção. 

Estudos de nosso grupo demonstraram que camundongos C57BL/6, infectados por via 

intranasal com dose de 104 u.f.p. de HSV-1, não apresentaram sinais evidentes da infecção, 

sendo possível encontrar vírus nos gânglios trigêmeos dos animais, mas não nos cérebros. 

Entretanto, em outro estudo com camundongos C57BL/6 e dose infectante de 106 u.f.p. de 

HSV-1, foi observado uma mortalidade de 10% na curva de sobrevida deste grupo, com 

evidentes sinais de encefalite nos animais que morreram (6; 58; 59; 87). A cinética da infecção 

viral nos camundongos infectados, nas condições citadas acima, aponta que o vírus alcança os 

gânglios trigêmeos dos animais por volta do 3o dia após a infecção (quando foi possível 

detectar o vírus somente por técnicas de PCR), e que a multiplicação viral teria seu pico neste 

órgão no 6o dia apos a infecção. No 6º dia após infecção foi possível detectar o vírus tanto por 

técnicas de PCR quanto por titulação, e maior número de camundongos apresentou 

positividade para o vírus (87). Estes estudos apontam ainda que a expressão de quimiocinas e 

IFN gama nos gânglios trigêmeos dos camundongos parece acompanhar a cinética de 

multiplicação viral, apresentando pico de expressão ao redor do 5o dia após a infecção, o que 

parece auxiliar no controle do vírus. Os resultados anteriores do nosso grupo (6), entretanto, 

indicam que possivelmente este controle não ocorre tão bem em animais deficientes para 

moléculas relacionadas à resposta imune, uma vez que camundongos MyD88 -/- e IFN gama  

-/- tem alta mortalidade (100% e 50%, respectivamente), e sucumbem à infecção com sinais 

de encefalite, sendo que nestes, é possível encontrar partículas virais nos cérebros. 
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A alta prevalência de pessoas infectadas por HSV-1, bem como o aumento 

significativo de pessoas portadoras de doenças imunossupressoras ou mesmo que estejam em 

tratamento imunossupressor, torna de grande importância a compreensão dos mecanismos de 

defesa imune contra o vírus em modelo de encefalite.  

 

 

 

 

Figura 9 – Modelo intranasal de infecção por HSV-1. Estudos realizados por LIMA(2007), 
MANSUR(2007) e MANSUR et al(2005) indicam o que pode ocorrer no modelo murino de infecção 
intranasal com HSV-1. Após a instilação de HSV-1 pela via intranasal (1), o vírus possivelmente se 
multiplica no epitélio e nas mucosas dos camundongos (2). A partir dai o vírus alcança as terminações 
nervosas, e é transportado por via intra-axonal retrógrada (3) ate os gânglios sensórios do hospedeiro (4), 
sendo comum a infecção dos gânglios trigêmeos (4). Nos gânglios, o vírus realiza novos ciclos de 
multiplicação, e então provavelmente e contido pelo sistema imune, entrando em latência. Em linhagens 
de camundongos imunodeficientes, partículas virais podem alcançar o cérebro (5), onde continuam a se 
multiplicar, desencadeando encefalite letal. Fonte: Imagem de Scientific American (adaptado); dados de 
MANSUR et al(2005), LIMA(2007) e MANSUR(2007). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1 Desenho Experimental 
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4.2 Células Vero  

 Foram utilizadas células Vero (rim de macaco verde africano) provenientes da ATCC 

para a multiplicação e titulação do HSV-1. Estas células foram cultivadas em meio mínimo de 

Eagle (MEM) (Cultilab, São Paulo) suplementadas em 5% de soro fetal bovino (SFB, 

Cultilab, São Paulo), com adição de antibiótico gentamicina e antifúngico fungizona, numa 

atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C. 

 

4.3 Vírus 

 Foi utilizada a amostra HSV-1 EK, isolada no Laboratório de Vírus da UFMG (117), 

denominada neste trabalho como HSV-1. Esta amostra é um isolado clínico do vírus, 

proveniente de herpes labial em adulto saudável, que foi isolada em células de rim de macaco 

verde africano (células Vero - ATCC).  

 

4.4 Multiplicação Viral 

Células Vero foram infectadas com a M.O.I. de 1 da amostra semente, e vinte e quatro 

horas depois, quando o efeito citopático atingiu de 75 a 100% das células, o sobrenadante foi 

coletado sob refrigeração.  
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4.5 Purificação 

O protocolo utilizado para purificação foi feito seguindo protocolo estabelecido no 

Laboratório de Vírus, UFMG (118).  

O sobrenadante foi precipitado com uma solução saturada de sulfato de amônio em 

banho de gelo, com o auxílio de um gotejador, até atingir 60% do volume final.  A solução foi 

centrifugada a 10415 g (8000 rpm - rotor GS-3, centrífuga RC-5B-Sorvall) por 30 minutos a 

4ºC. O precipitado foi homogeneizado em 10 mL de Tris 10mM, pH 8,0. 

Foi então preparado um colchão de sacarose a 36% em tubo de ultra-centrífuga, com 

10 mL da solução de sacarose 36% e acrescido de 26 mL da suspensão final. A amostra foi 

centrifugada a 35248 g (14000 rpm) por 2 horas a 4ºC na ultra-centrífuga Sorvall, rotor AH-

629. O sedimento foi homogeneizado em 1,0 mL de TRIS 10 mM e submetido à uma nova 

centrifugação em colchão de sacarose semelhante à anterior. O sedimento foi coletado e 

transferido para outro tubo de ultra-centrífuga completando o volume para 36 mL com TRIS 

10 mM, pH 8,0 e então centrifugado por uma hora a 71934 g (20000 rpm) a 4ºC, na ultra 

centrifuga Sorvall, rotor AH629. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento 

homogeneizado em 300 µl de TRIS 10 mM, pH 8,0. A amostra foi aliquotada e 

posteriormente titulada.  

 

4.6 Titulação por contagem de placas 
 

Para a titulacao do virus purificado, 2x106 células Vero foram implantadas por poço 

em placas de seis poços, em meio MEM com 1% SFB, 24 horas antes da infecção. Diluições 

seriadas do vírus em base exponencial de 10 foram adsorvidas por uma hora em diferentes 

poços contendo as células, sob homogeneização de quinze em quinze minutos, e então foram 

adicionados 3 mL de MEM contendo 1,5% de Carboxi-metil-celulose (CMC) (GIBCO BRL, 

EUA). Após 72 horas a monocamada foi fixada com formalina a 10% em PBS e corada com 

cristal violeta. O numero de placas foi contado na diluição que apresentou entre 30 e 300 

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

 

4.7 Animais 

 Foram utilizados camundongos, machos, entre 6 e 9 semanas, já vermifugados 

anteriormente em seus biotérios de produção, das linhagens C57BL/6, aqui chamados WT 

(Biotério CPqRR/ Fiocruz); RAG KO, C57BL/6 CCL3 KO (ou MIP-1α KO), C57BL/6 

iNOS KO e C57BL/6 CD8 KO (Biotério Fiocruz/ Rio); C57BL/6 TLR2-/- [TLR2-/-], 

C57BL/6 TLR9-/- [TLR9-/-] (Biotério CPqRR/ Fiocruz) cedidos pelo Dr. Shizuo Akira, 
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(Department of Host Defense, Research Institute for Microbial Disease, Osaka University, 

Osaka, Japan); e C57BL/6 TLR2/TLR9-/- [TLR2/9-/-] (Biotério CPqRR/ Fiocruz) cedidos por 

Alan Sher e André Báfica (NIH, USA). Foram utilizados uma média de 6 animais por grupo. 

 

4.8 Anestesia 

Previamente à infecção intranasal, os animais foram anestesiados com 

ketamina/xilazina (respectivamente 3,2 mg e 0,16 mg/animal, em solução salina 0.9%, numa 

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

 

4.9 Infecção Intranasal 

 Animais foram infectados por via intranasal (6; 56; 119) com 106 u.f.p. do vírus HSV-1, 

em um volume final de 10 µL. Camundongos controle passaram pelo mesmo processo, porém 

com PBS ao invés do HSV-1.  

 Os animais foram mantidos no biotério do Centro de Pesquisa René Rachou; com livre 

acesso à ração e água, e sob ciclo claro/escuro; ou no biotério do Departamento de 

Microbiologia da UFMG sob as mesmas condições. 

O sacrifício dos animais foi feito por exposição a CO2 (40% em ar atmosférico com 

administração lenta), seguido de deslocamento cervical, nos dias em que foram feitas coletas 

de órgãos (5º dpi) e/ou para a eutanásia dos animais com sinais graves de encefalite. O projeto 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da FIOCRUZ (LW-6/11) 

(Anexo 1). Além disso o projeto também teve aprovação do Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da UFMG (protocolo 13/2008) (Anexo 2), já que parte dos 

experimentos foram realizados no Labvírus na UFMG.  

Os órgãos alvo (gânglio trigêmio, cérebro e linfonodo cervical superficial) foram 

retirados de maneira asséptica, acondicionados em tubos tipo eppendorf, e imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido, quando utilizados em análises de PCR, e em solução de 

formol 10% em PBS, pH 7,4, quando utilizados para análises histopatológicas, mas no 

protocolo de citometria de fluxo os órgãos coletados foram imediatamente processados para 

montagem das amostras a serem analisadas. 

 

4.10 Extração de RNA de tecidos animais  

Os gânglios trigêmeos e cérebros dos animais do Grupo Experimental 1 (avaliação da 

expressão de VP-16, TLRs e citocinas no 5ºdpi) foram retirados assepticamente. 
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A extração do RNA foi feita segundo o protocolo indicado pelo fabricante do reagente 

de TRIzol (Invitrogen). Brevemente, o tecido (aproximadamente 80mg para os cérebros ou 

linfonodos; 1 par/aproximadamente 15mg de gânglios trigêmeos) foi então homogeneizado 

com o auxílio de um pistilo em reagente de TRIzol (750 uL). Após 5 minutos de incubação à 

temperatura ambiente, foi adicionado clorofórmio (200 uL), a mistura foi homogeneizada e 

incubada novamente à temperatura ambiente, por 15 minutos. A separação das fases foi feita 

por centrifugação a 12000g por 15 minutos, a 4°C, em centrífuga Eppendorf 5417R. A fase 

aquosa (superior, transparente), onde o RNA está presente, foi coletada e transferida para um 

novo tubo. A precipitação do RNA foi feita com adição de isopropanol (500 uL), seguida de 

centrifugação a 12000g por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi então descartado, e o 

precipitado contendo o RNA lavado em álcool 75% (1 mL). Após centrifugação (7500 g por 5 

minutos, a 4°C), o sobrenadante foi descartado e o RNA dissolvido em água DEPC (50 uL). 

O RNA foi armazenado a -70ºC. 

Um microlitro do RNA extraído das amostras foi utilizado para a dosagem no 

espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 a 280 nm. 

 

4.11 Tratamento de RNAs com DNase 

 Os RNAs extraídos com o reagente TRIzol foram tratados com DNase previamente à 

transcrição reversa. O protocolo foi feito conforme a orientação do fabricante da DNase 

RNase free (Biolabs). Tampão de DNase 10x (5µL) e 2 unidades de DNase I (1µL) foram 

adicionados à 45 µL da solução contendo RNA, e a mistura foi incubada a 37°C durante 10 

minutos, para melhor ação da enzima. Em seguida, os tubos foram colocados em gelo, e foi 

acrescido 0,5µL de EDTA (a 0,5M) à mistura, para uma concentração final de 5 mM de 

EDTA. O EDTA protege os RNAs durante o passo seguinte de inativação da enzima DNase a 

75°C por 10 minutos. Logo em seguida ao tratamento, foi feita a transcrição reversa.  

 

4.12 Reação de transcrição reversa (RT-PCR) 

O procedimento foi realizado de acordo com o sugerido pelo fabricante da enzima M-

MLV RT (Promega Corporation, E.U.A). Dois microgramas do RNA extraído dos trigêmeos 

ou dos cérebros dos camundongos foram incubados com 1µg do óligo dT em quantidade 

suficiente de água para 15µl por 5 minutos a 70°C, e depois resfriados imediatamente em 

banho de gelo. Simultaneamente foi preparado um homogeneizado com 5µl do tampão da 

enzima M-MLV 5X Reaction buffer (Tris-HCL 250mM, pH 8.3; KCL 375mM; MgCl2 

15mM; DTT 50mM) fornecido pelo fabricante, 1,25µl de cada dNTP a 10mM, 200 unidades 
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da enzima M-MLV RT e água livre de RNAse para um volume final de 25µl. Este 

homogeneizado foi adicionado ao restante da reação e incubado a 37ºC por 60 minutos. 

 

4.13 PCR em tempo real para transcritos de citocinas/ quimiocinas e TLRs  

 Para verificar o aumento da expressão dos mRNAs de VP-16, IP-10, MCP-1, iNOS,  

TNFα e Rantes (CCL5) nos gânglios trigêmeos dos camundongos e mRNAs de TLRs 1, 2, 3, 

6, 7 e 9 nos gânglios trigêmeos, cérebros e linfonodos dos camundongos, foi feita uma reação 

de PCR em tempo real. Foram utilizados 2 µL do cDNA obtido da reação de transcrição 

reversa (diluído 1:3); 0,8 µL de cada iniciador a 5mM; e 10 µL do SYBR Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems), contendo marcador SYBR Green I, AmpliTaq Gold DNA 

Polimerase, dNTPs, tampão, e referência passiva I, no aparelho Applied Biosystems´ 7000 

Sequence Detection System. A reação foi feita com as seguintes temperaturas e tempos: 95ºC, 

10’ e 50 ciclos de 95ºC, 15’’; 60°C, 1’. Após a reação, a especificidade dos amplificados foi 

observada, conferindo-se a temperatura de dissociação (Tm) dada pela curva de dissociação, 

específica para cada transcrito-alvo. Os oligonucleotídeos usados no PCR em tempo real, e 

descritos no quadro 2, foram adquiridos de artigos e verificados pelo Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) do site PUBMED (120, 121, 122, 123).  

 

 

Gene Iniciadores Amplicon 

HPRT 
F- 5’ GTT GGA TAC AGG CCA GAC TTT GTT G 

R- 5’ GAT TCA ACT TGC GCT CAT CTT AGG C 
162 pb 

IL1- beta 
F- 5` CGC AGC AGC ACA TCA ACA AGA GC 

R- 5` TGT CCT CAT CCT GGA AGG TCC ACG 
110 pb 

IL-12 p40 
F- 5` GGA AGC ACG GCA GCA GAA TA 

R- 5` AAC TTG AGG GAG AAG TAG GAA TGG 
142 pb 

IP-10 
F- 5’ GCC GTC ATT TTC TGC CTC AT 

R- 5’ GCT TCC CTA TGG CCC TCA TT 
126 pb 

MCP-1 
F- 5’ CTT CTG GGC CTG CTG TTC A 

R- 5’ CCA GCC TAC TCA TTG GGA TCA 
81 pb 

Quadro 2 - Iniciadores utilizados na PCR em Tempo Real para citocinas/ quimiocinas e TLRs. 
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TNF α 
F- 5’ CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A 

R- 5’ TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC 
175 pb 

IFN γ 
F- 5’ TCA AGT GGC ATA GAT GTG GAA GAA 

R- 5’ TGG CTC TGC AGG ATT TTC ATG 
171 pb 

gp91 phox 
F- 5’ CCA ACT GGG ATA ACG AGT TCA AGA C 

R- 5’ AAG GCT TCA GGG CCA CAC A 
84 pb 

p22 phox 
F- 5’ TGG CTA CTG CTG GAC GTT TCA C 

R- 5’ CTC CAG CAG ACA GAT GAG CAC AC 
79 pb 

iNOS 
F- 5’ CAG CTG GGC TGT ACA AAC CTT 

R- 5’ CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG 
95 pb 

Rantes (CCL5) 

F- 5’ GTC GTG TTT GTC ACT CGA AGG A 

R- 5’ GAT GTA TTC TTG AAC CCA CTT CTT CTC 
71 pb 

VP-16 
F- 5’ TTT GAC CCG CGA GAT CCT AT 

R- 5’ GCT CCG TTG ACG AAC ATG AA 
138 pb 

TLR 1 
F- 5’ TGA TCT TGT GCC ACC CAA CA 

R- 5’ GCA GGG CAT CAA AGG CAT TA 
66 pb 

TLR 2 
F- 5’ TTG CTC CTG CGA ACT CCT AT 

R- 5’ AGC CTG GTG ACA TTC CAA GA 
157 pb 

TLR 3 
F- 5’ TAG ACT GCA TCG CCT GCT AA 

R- 5’ AAG CAG CCA GAA GCA GAA CT 
122 pb 

TLR 6 
F- 5’ TCT GGG ATA GCC TCT GCA ACA 

R- 5’ GGC GCA AAC AAA GTG GAA AC 
163 pb 

TLR 7 
F- 5’ TAC CAG GAC AGC CAG TTC TA 

R- 5’ AGG AGC CTC TGA TGA GAC AA 
136 pb 

TLR 9 
F- 5’ ACT GAG CAC CCC TGC TTC TA 

R- 5’ AGA TTA GTC AGC GGC AGG AA 
197 pb 
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Para análise dos dados do Grupo Experimental 1 (5ºdpi), no gânglio trigêmeo foi 

utilizado o método do Ct comparativo, para os genes dos TLRs, HPRT, VP-16, MCP-1, 

iNOS, IP-10, Rantes, TNFα, GP91 phox e P22 phox utilizando a fórmula matemática 2-∆∆Ct.  

Também foi utilizado o método comparativo de valores obtidos por curva padrão, no 

linfonodos para os genes HPRT, IFNγ, IL-1 beta, IL-12 p40, IP-10, MCP-1. Os valores destas 

curvas padrões foram baseados em diluições seriadas em base logarítmica de dez. Para cada 

uma diluição foi atribuído um valor arbitrário (correspondente à respectiva diluição) e uma 

regressão linear foi feita (software SDS 2.0). Tais curvas foram somente consideradas quando 

R² foi superior a 0,95. 

A expressão do gene alvo foi normalizada em relação ao gene constitutivamente 

expresso HPRT, e a expressão normalizada dos animais infectados foi comparada à dos 

animais não infectados (controles). Os resultados foram sendo plotados como aumento 

relativo, em unidades arbitrárias. Todas as reações foram feitas em duplicata. 

 

4.14 Coloração por hematoxilina e eosina (HE) e análise histopatológica 

 Os cortes de gânglio trigêmeo fixados em solução de formol 10% foram incluídos em 

parafina, e foram processados para montagem de lâminas no micrótomo e corados com 

Hematoxilina de Harris e Eosina, pelo corpo técnico do Departamento de Patologia Geral do 

ICB-UFMG.  

 Os aspectos histopatológicos dos gânglios trigêmeos foram avaliados quanto à 

celularidade e aos aspectos inflamatórios (presença de infiltrados, aumento estrutural). As 

imagens foram obtidas ao microscópio Olympus BX51 (Olympus, Tóquio, Japão) 

 

4.15 Imunofluorescência 

 Os cortes de gânglio trigêmeo fixados e incluídos em Tissue-Tek O.C.T. compound 

(Sakura, Netherlands) foram processados para montagem de lâminas no criostato. Utilizando 

uma câmara úmida, com água morna no fundo da câmara, foi gotejado PBS 1x sobre os cortes 

que foram incubados por 5min; após aspirar o PBS, gotejou-se solução de PBS+ TritonX 

(Tx)+BSA (soroalbumina bovina; em 5mL do PBS+Tx, foi acrescentado 0,1g de BSA) nos 

cortes (aproximadamente 50µL para cada 5 cortes, 100µL/lâmina), e incubou-se por 5min; 

aspirou-se, e gotejou-se PBS+Tx+BSA+SNC (soro normal de cabra; diluir o soro normal de 

cabra 1:40 na solução PBS+Tx+BSA) nos cortes, e incubou-se por 45min.; aspirou-se 

novamente e então gotejou-se anticorpo primário e incubou-se por 2h; após aspirar, lavou-se 

as lâminas em três banhos sucessivos de PBS; e repetiu-se passo de aspirar e gotejar 
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PBS+Tx+BSA nos cortes, e incubar por 5min. A partir deste passo, os procedimentos foram 

realizados no escuro. Gotejou-se o anticorpo secundário e incubou-se por 1h; aspirou-se, e as 

lâminas foram lavadas em 3 banhos sucessivos de PBS; aspirou-se e gotejou-se PBS+Tx 

(acrescentar 1µl de TritonX em 10mL do PBS) e incubou-se por 5min; novamente foi 

aspirado e então gotejou-se o Hoechst (Molecular Probes), e incubou-se por 5min; finalizou-

se o procedimento aspirando e gotejando com PBS 1x nos cortes e incubando por 5min, duas 

vezes; para só então montar as lâminas, colocando uma gota de óleo no centro dos cortes, e 

colocando a lamínula por cima, evitando a formação de bolhas. Após o óleo secar, os cortes 

foram selados, vedando ao redor da lamínula. Se a leitura não fosse feita na hora, as lâminas 

eram guardadas ao abrigo da luz, em geladeira. 

 

 

Anticorpos primários Origem e Diluição Fabricante e Código  

F4/80 

 

Rato (rat) 

1:50 

Serotec MCAP497 

CD11b Rato (rat) 

1:100 

Serotec MCA74GA 

 

Dendríticas Rato (rat) 

1:25 

Serotec MCA948 

CD3 Rato (rat) 

1:100 

Serotec MCA500GT 

CD8 Rato (rat) 

1:100 

Serotec MCA1768T 

iNOS Coelho (rabbit) 

1:5000 

Spring Bioscience 
E3740 
 

Hoechst 1:2000 

(0,2ug/mL) 

Molecular Probes, 

Invitrogen, H-33342 

 

As imagens foram obtidas ao microscópio Olympus BX51 (Olympus, Tóquio, Japão) 

foram transferidas por meio de vídeo-câmera colorida Cool SNAP-Procf Color (Media 

Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) para um sistema de vídeo acoplado ao computador através 

Quadro 3 – Anticorpos primários utilizados nas imunofluorescências. 
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do programa Image-Pro Express versão 4.0 para Windows (Media Cybernetics, Bethesda, 

MD, EUA). As imagens gravadas foram selecionadas e transferidas para o programa Power 

Point para a montagem das pranchas. 

 

4.16 Preparação de células e citometria de fluxo 

Suspensões de células individuais foram preparadas a partir de gânglio trigêmeo (GT) 

e linfonodos de camundongos WT, divididos em grupos não infectados (controle negativo) e 

infectados. Os órgãos foram digeridos com colagenase (Merck-Chemicals) diluída em meio 

RPMI incompleto. Injetou-se 200 µL nos GT e 300 µL nos linfonodos de colagenase a 

2mg/mL em várias partes do órgão (colagenase previamente diluída em tampão Hepes - 

diluidos 20µL para 1mL). Incubou-se por 30min a 37ºC e logo após macerou-se o órgão em 

meio RPMI incompleto com ajuda de uma peneira e um êmbulo de seringa. As células então 

foram lavadas, e após centrifugou-se a 4ºC por 10min a 354 x g; verteu-se o sobrenadante e 

ressuspendeu-se as células em 1 mL de RPMI com SFB 10%, as quais foram contadas, com 

azul de tripan para avaliar a viabilidade. As células foram diluidas em meio RPMI completo 

até a quantidade necessária para o plaqueamento. 

Foi plaqueado 5x105 células/100µL (estimulado e não estimulado) para células T em 

placa de cultura de 96 poços fundo U (Nunc Thermo Scientific) para cada marcação e foi 

plaqueado 1x106 células/100µL (não estimulado) para células dendrítica e monócitos também 

em placa de cultura de 96 poços fundo U (Nunc Thermo Scientific) para cada marcação. 

Para leitura das células dos linfonodos utilizou-se, após plaqueamento, como estímulo 

específico, vírus HSV-1 inativado pelo calor, que posteriormente teve proteína viral da 

amostra quantificada por Nanodrop (Thermo Scientific), diluídos em meio RPMI completo, 

transferindo um volume de 100µL para cada poço contendo as células (25µg/ mL de proteína 

por poço). 

Para monócitos, células dendríticas e linfócitos com estímulo não específico (PMA - 

25 ng/mL, feito nas células dos linfonodos), incubou-se por 1 hora em estufa de CO2 a 37ºC, 

acrescentando brefeldina A  (1:1000 conc. final no poço, ou seja, 0,2uL + 10uL RPMI 

completo. Utilizou-se 10uL dessa solução por poço) em um volume de 10uL/poço de meio 

RPMI completo por poço e incubou-se em estufa CO2 a 37ºC por 5 horas; 

Os linfócitos com estímulo específico de proteína do vírus, foram incubados por 8 a 12 

horas em estufa de CO2 a 37ºC, seguido pelo acréscimo de brefeldina A (1:1000 concentração 

final no poço, ou seja, 0,2uL + 10uL RPMI completo. Utilizou-se 10uL dessa solução por 
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poço) em um volume de 10uL/poço de meio RPMI completo por poço e incubou-se em estufa 

CO2 a 37ºC por 8 horas; 

Preparou-se o mix de anticorpo, durante os tempos de incubação (a partir deste 

momento, o experimento foi feito no escuro) Centrifugou-se a placa a 532 x g por 5 min, 4ºC, 

e eliminou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 50µl de tampão contendo 

anticorpos contra os antígenos extracelulares: CD11c (FITC; BDPharmingen), CD11b 

(PECy7; eBioscience), F4/80 (APC; eBioscience), I-Ab (PE; BDPharmingen), para identificar 

os macrófagos e células dendríticas, e também CD4 (APC; eBioscience), CD8 (PECy5; 

BDPharmingen), NK1.1 (FITC; BDPharmingen), para CD4, CD8 e células NK além de FC 

Block (BDPharmingen) para todos os marcadores.  

Incubou-se durante 20 min., em temperatura ambiente no escuro, e em seguida 

adicionou-se 150µl de FACS-buffer (PBS 1% FCS). Centrifugou-se a 532 x g por 5 min, 4ºC. 

Eliminou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 200µl de FACS buffer, então, 

centrifugou-se a placa a 532 x g por 5 min, 4ºC. Para marcações intracitoplasmáticas, a partir 

deste ponto, utilizamos algumas etapas a mais, descritas a seguir:  

Eliminou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 100µl de BD 

Cytofix/Cytoperm Solution (pronto para uso) Incubou-se por 15 min a 4ºC no escuro. Após, 

adicionou-se 150µl de BD Perm/Wash Solution (estoque em 10X, dilui-se em água destilada 

para 1X) 

Centrifugou-se a 532 x g por 5 min, 4ºC. Após eliminar o sobrenadante, ressuspendeu-

se o pellet em 50 µl da solução contendo anticorpos contra o antígeno intracelular, IFN gama 

(PE; BDPharmingen), diluídos em BD Perm/Wash. Incubou-se  por 30 min a 4ºC no escuro. 

Adicionou-se 150-200 µl da solução de BD Perm/Wash. Novamente centrifugou-se a 532 x g 

por 5 min, 4ºC. 

Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 200 µl da solução de BD 

Perm/Wash. Então centrifugou-se a placa 2 vezes, por 5 min a 532 x g. 

Ressuspendeu-se em FACS buffer, tanto as amostras somente com marcadores 

extracelulares quanto as com ambos os marcadores (200µL em cada poço). Para cada 

amostra, entre 100.000 e 200.000 eventos foram capturados para análise. Os dados foram 

analisados usando o programa FlowJo 7.2.5 e foram apresentados como a porcentagem de 

células positivas no “gate” da população selecionada. 
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4.17 Avaliação da produção de óxido nítrico (NO) por reação de Griess 

 Utilizamos protocolo já descrito (124) e o adaptamos para verificar produção de NO em 

macrófagos intraperitoneais de animais C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO. 

Primeiramente foi necessário realizar extração de macrófagos intraperitoneais dos 

camundongos de cada grupo (N=5). Em cada animal, injetou-se intraperitonealmente 2 mL 

de tioglicolato 3%. Após 4 dias, sacrificou-se os camundongos e foi feita lavagem peritoneal  

para coleta das células com 5 mL de DMEM gelado (com antibiótico garamicina, sem soro). 

Para obter êxito no experimento foi necessário recuperar ao menos 60% do meio injetado. 

 Foram feitos “pools” das células por grupo, e centrifugados por 10 minutos à 1200 

rpm à uma temperatura de 4ºC. Após descartar o sobrenadante, ressuspendeu-se as amostras 

em 5mL (1 mL por animal) com meio DMEM  5% SFB. 

 Foi feito a contagem do número de células viáveis com azul de tripan em câmara de 

Newbauer, e ajustou-se o volume das amostras para 2 x 105 para 100µL. 

 Semeou-se os macrófagos na placa de 96 poços (Nunc Thermo Scientific), colocando 

100µL por poço. Incubou-se por 3 horas em estufa de CO2, e após descartou-se o 

sobrenadante e lavou-se os poços com 100µL de DMEM sem SFB e sem antibiótico, para 

posteriormente colocar 150µL de DMEM 5% em cada poço e deixou-se incubado por 24 

horas em estufa CO2. 

 Após acrescentou-se o estímulo de HSV-1 (MOI = 1) no volume de 100µL por poço 

(cinco poços por grupo), e incubou-se por 24 horas. Mantiveram-se 4 poços por grupo 

acrescentando somente meio, para serem utilizados como controle. Depois do período de 

incubação em estufa de CO2, coletou-se o sobrenadante. 

 Para fazer dosagem de óxido nítrico, fez-se montagem de outra placa de acordo com 

mapa, com 50µL dos sobrenadantes por poço da amostra dos grupos, cinco poços para 

amostras estimuladas e quatro para os controles. E montou-se uma curva padrão que utilizou 

o nitrito de sódio (NaNO2) em diluição seriada em meio DMEM 5%, como referência para 

avaliar a concentração de óxido nítrico (NO) nas amostras, após reação com solução C. Esta 

solução consiste da mistura das soluções de A e B (1:2), sendo solução A composta por 

sulfenilamida 1% em 2,5% de ácido fosfórico (H3PO4), e solução B por N-(1 naphthyl) ethyl 

edediamine 0,1% em 2,5% de ácido fosfórico (H3PO4). Para a reação foi também 

acrescentado a cada poço com amostra, 50µL de solução C.  

 Leitura foi feita em espectofotômetro (Molecular Devices. Versamax tunable 

microplate reader) a 490nm, e valores expressos em mM. 
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4.18 Análises Estatísticas 

 As análises estatísticas foram feitas usando o programa estatístico GraphPad Prism 5 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Os grupos amostrais foram avaliados e 

considerados não paramétricos ou paramétricos, de acordo com teste de normalidade 

Kolmogorov-Smirnov, e os testes estatísticos empregados foram Mann-Whitney ou teste t 

respectivamente. Para análise de cinética da expressão de proteína viral foi utilizado teste 

estatístico ANOVA não paramétrico Kruskal-Wallis e comparação múltipla de Dunn. Para 

análise das curvas de sobrevivência foi utilizado o teste Log-rank. As diferenças foram 

consideradas significativas quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Cinética de VP-16 e expressão dos mRNAs de TLRs em C56BL/6 (WT) e KOs infectados 

por HSV-1  

Primeiramente buscamos resposta para a pergunta “Existe interrelação entre os TLRs, 

durante resposta imune contra HSV-1?”. Foram avaliados a expressão dos mRNAs dos TLRs 

1, 2, 3, 6, 7 e 9. O TLR4 não foi avaliado pois em pesquisa anterior do grupo ele demonstrou 

não ser capaz de ser ativado pelo HSV-1(6), o TLR5 não foi avaliado pois seu PAMP é a 

proteína flagelina que é ausente no HSV-1 e TLR8 só existe em humanos(76). 

Foi verificado nos gânglios trigêmeo o pico da expressão da proteína viral VP16 (ou α 

TIF) por meio de PCR em tempo real (Figura 10), para saber qual o dia ideal para se fazer 

coleta de material para análises. Esta proteína é viral e está envolvida na multiplicação do 

vírus e, junto à enzima RNA polimerase II da célula hospedeira, inicia a transcrição dos genes 

imediatamente precoces (11). A curva mostra que a proteína tem um pico da expressão no 5º 

dia e então decresce até o 8º dia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Em ensaio de PCR em tempo real para determinar a expressão de TLRs no gânglio 

trigeminal de camundongos C57BL/6 WT infectados (Figura 11A), as unidades arbitrárias 

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 (43,68±12,65); significativamente 
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Figura 10 – Cinética de VP-16 nos gânglios trigêmeos de camundongos C57BL/6 (WT). 
Camundongos C57BL/6 foram infectados por via intranasal com 106 ufp de HSV-1 e gânglios trigêmeos de 
3 animais a cada dia pós infecção (dpi) foram coletados entre o 1º e o 8º dias. Animais não infectados (NI) 
aspiraram somente PBS. Após a extração de RNA e a transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo 
real, em duplicatas, e a expressão de cada gene foi normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. 
Análise estatística foi feita com o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e o teste de comparações 
múltiplas de Dunn. As barras representam o erro padrão (S.E.M) (**p<0,01). Os valores referentes a cada 
dpi foram comparados ao grupo não infectado (NI). 
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diferentes de seus respectivos grupos controle não infectados (NI). Para a expressão dos 

mesmos TLRs no cérebro dos mesmos animais (Figura 11B), os valores não demonstraram 

diferença significativa em relação a seus respectivos NI.  
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Figura 11 – Expressão de TLRs em camundongos WT. Os camundongos C57BL/6 foram infectados por 
via intranasal com 106 ufp de HSV-1 e no 5º dpi gânglios trigêmeos (A)  e cérebros (B)  dos animais foram 
coletados (N=6). Animais controle aspiraram somente PBS (N=4). Após a extração de RNA e a transcrição 
reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em duplicatas, e a expressão de cada gene foi normalizada em 
relação ao gene constitutivo HPRT. Análises estatísticas foram feitas com o teste não-paramétrico de Mann-
Whitney. As barras representam o S.E.M (*p<0,05; **p<0,01). 
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 No ensaio de PCR em tempo real para determinar a expressão de TLR1, em gânglio 

trigêmeo (Figura 12A) de camundongos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO, TLR2/9KO 

infectados, as unidades arbitrárias foram 33,32±8,318; 9,163±1,790; 5,062±1,379; 

9,169±3,088, respectivamente. Os valores da expressão em animais KOs infectados foram 

significativamente diferentes quando comparados aos C57BL/6 WT infectados. Houve 

diferença também entre todos os animais infectados e não infectados. No cérebro (Figura 

12B) nos grupos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO, TLR2/9KO, os valores foram 

0,8714±0,2988; 14,98±4,693; 11,92±5,818; 1,583±0,9139, respectivamente. Diferença 

significativa foi verificada entre grupos infectados TLR2KO e TLR9KO e seus respectivos 

grupos não infectados, e também houve diferença significativa entre camundongos infectados 

C57BL/6 WT e grupos infectados TLR2KO e TLR9KO, demonstrando aumento da expressão 

nesses grupos nocautes em relação ao WT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

 

Figura 12 – Expressão de TLR 1. Os camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram 
infectados por via intranasal com 106 ufp de HSV-1 e no 5º dpi gânglios trigêmeos (A)  e cérebros (B)  dos 
animais foram coletados (N = 6 a 7). Animais controle aspiraram somente PBS (N=4). Após a extração de 
RNA e a transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em duplicatas, e a expressão de cada gene 
foi normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. Análises estatísticas foram feitas com o teste não-
paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o S.E.M (*p<0,05; **p<0,01; #p<0,05; ##p<0,01; 
###p<0,001). NI, não infectado. 
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 No ensaio de PCR em tempo real para determinar a expressão de TLR2 no gânglio 

trigêmeo (Figura 13A), os camundongos C57BL/6 WT e TLR9KO infectados apresentaram 

valores arbitrários 22,38±4,487; 13,88±2,778 respectivamente, e diferença significativa foi 

verificada entre os camundongos C57BL/6 WT e grupo TLR9KO e seus respectivos grupos 

não infectados. Não houve diferença entre os dois grupos infectados. Nos cérebros (Figura 

13B), os grupos C57BL/6 WT e TLR9KO infectados apresentaram valores 1,471±0,4279; 

10,03±3,007, respectivamente e diferença significativa foi verificada entre o grupo TLR9KO 

e seu respectivo grupo não infectado e também houve diferença significativa entre os grupos 

infectados C57BL/6 WT e TLR9KO demonstrando aumento da expressão do TLR2 no grupo 

KO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Expressão de TLR 2. Os camundongos C57BL/6 e TLR9 KO foram infectados por via 
intranasal com 106 ufp de HSV-1 e no 5º dpi gânglios trigêmeos (A)  e cérebros (B)  dos animais foram 
coletados (N = 6 a 9). Animais controle aspiraram somente PBS (N=4). Após a extração de RNA e a 
transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em duplicatas, e a expressão de cada gene foi 
normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. Análises estatísticas foram feitas com o teste não-
paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o S.E.M (*p<0,05; **p<0,01; #p<0,05). NI, não 
infectado. Valores para grupo TLR2 KO e TLR2/9 KO não apresentaram expressão dos genes pesquisados 
(dados não mostrados). 
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No ensaio de PCR em tempo real para determinar a expressão de TLR3, em gânglio 

trigêmeo (Figura 14A) de camundongos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO 

infectados, as unidades arbitrárias foram 10,41±1,624; 9,828±1,001; 8,317±0,8749; 

5,346±1,203, respectivamente. Foi observada diferença significativa entre camundongos 

C57BL/6 WT e grupos nocautes e seus respectivos grupos não infectados. No cérebro (Figura 

14B), os grupos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO infectados apresentaram 

valores 0,7633±0,1487; 1,803±0,3872; 2,094±0,4078; 2,426±0,4553, respectivamente. Foi 

observada diferença significativa entre grupos infectados de camundongos C57BL/6 WT e 

grupos nocautes infectados, demonstrando aumento da expressão do TLR3 nos grupos KOs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Expressão de TLR 3. Os camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram 
infectados por via intranasal com 106 ufp de HSV-1 e no 5º dpi gânglios trigêmeos (A)  e cérebros (B)  dos 
animais foram coletados (N = 6 a 9). Animais controle aspiraram somente PBS (N=4). Após a extração de 
RNA e a transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em duplicatas, e a expressão de cada gene 
foi normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. Análises estatísticas foram feitas com o teste não-
paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o S.E.M (*p<0,05; **p<0,01; #p<0,05; ##p<0,01). NI, 
não infectado. 
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No ensaio de PCR em tempo real para determinar a expressão de TLR6, em gânglio 

trigêmeo (Figura 15A) de camundongos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO 

infectados, as unidades arbitrárias foram 32,55±12,13; 11,38±3,398; 9,549±3,456; 

6,230±1,714, respectivamente. Foi observada diferença significativa entre camundongos 

C57BL/6 WT, TLR2KO e TLR9KO e seus respectivos grupos não infectados e diferença 

significativa foi observada entre os camundongos infectados C57BL/6 WT, TLR9KO e 

TLR2/9 KO, com maior índice de expressão para os animais WT.  No cérebro (Figura 15B), 

para os grupos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO infectados, os valores foram 

1,132±0,2452; 23,79±6,492; 13,40±8,225, 1,712±0,3552, respectivamente. Foi observada 

diferença significativa entre grupos TLR2KO, TLR9KO e seus respectivos grupos não 

infectados e diferença significativa também foi observada entre os grupos infectados de 

C57BL/6 WT, TLR2KO e TLR9KO, com aumento da expressão nos animais nocautes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Expressão de TLR 6. Os camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram 
infectados por via intranasal com 106 ufp de HSV-1 e no 5º dpi gânglios trigêmeos(A)  e cérebros(B)  dos 
animais foram coletados (N = 6 a 9). Animais controle aspiraram somente PBS (N=4). Após a extração de 
RNA e a transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em duplicatas, e a expressão de cada gene 
foi normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. Análises estatísticas foram feitas com o teste não-
paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o S.E.M (*p<0,05; **p<0,01; #p<0,05; ##p<0,01). NI, 
não infectado. 
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As unidades arbitrárias de expressão de TLR7, em gânglio trigêmeo (Figura 16A) de 

camundongos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO infectados foram 

21,73±5,048; 10,72±1,510; 13,05±2,712; 17,17±3,945 respectivamente. Foi observada 

diferença significativa entre os grupos C57BL/6 WT, TLR2KO e TLR9KO infectados e seus 

respectivos grupos controle não infectados e foi observada diferença significativa entre grupo 

infectado de camundongos C56BL/6 WT e TLR2KO, demonstrando diminuição de expressão 

do TLR7 nesse grupo nocaute. No cérebro (Figura 16B), dos grupos C57BL/6 WT, TLR2KO, 

TLR9KO e TLR2/9KO infectados os valores foram de 1,221±0,1760; 3,628±0,9448; 

4,512±1,276; 3,259±0,6145, respectivamente. Foi observada diferença significativa entre 

grupos TLR2KO, TLR9KO e seus respectivos grupos controle não infectados e foi observada 

diferença significativa entre camundongos C57BL/6 WT, TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO 

infectados, evidenciando aumento da expressão do TLR7 nos grupos nocautes . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Expressão de TLR 7. Os camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram 
infectados por via intranasal com 106 ufp de HSV-1 e no 5º dpi gânglios trigêmeos (A)  e cérebros (B)  dos 
animais foram coletados (N = 6 a 9). Animais controle aspiraram somente PBS (N=4). Após a extração de 
RNA e a transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em duplicatas, e a expressão de cada gene 
foi normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. Análises estatísticas foram feitas com o teste não-
paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o S.E.M (*p<0,05; **p<0,01; #p<0,05; ##p<0,01). NI, 
não infectado. 
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No ensaio de PCR em tempo real para determinar a expressão de TLR9 no gânglio 

trigêmeo (Figura 17A) do C57BL/6 WT e camundongos TLR2KO infectados, as unidades 

arbitrárias foram 98.92±19.09; 9.997±2.145, respectivamente. Foi observada diferença 

significativa entre os grupos C57BL/6 WT e TLR2KO infectados e seus respectivos grupos 

não infectados e foi observada diferença significativa entre camundongos C57BL/6 WT e 

TLR2KO infectados, demonstrando diminuição na expressão de TLR9 no grupo nocaute. No 

cérebro (Figura 17B), dos camundongos C57BL/6 WT e TLR2KO infectados, os valores 

foram de 1,312±0,2182; 11,74±2,992, respectivamente. Foi observada diferença significativa 

entre grupos infectados dos  camundongos C57BL/6 WT e TLR2KO, com aumento na 

expressão de TLR9 no grupo nocaute, mas não entre os infectados e os controles não 

infectados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para melhor visualizarmos os resultados da expressão dos mRNAs dos diversos TLRs, 

foi montado um painel demonstrativo para facilitar este entendimento (Figura 18), e com 

utilização deste quadro conseguimos ter uma idéia mais clara das interrelações existentes 

entre a expressão dos TLRs, nos diferentes grupos analisados.  

Figura 17 – Expressão de TLR 9. Os camundongos C57BL/6 e TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram 
infectados por via intranasal com 106 ufp de HSV-1 e no 5º dpi gânglios trigêmeos (A)  e cérebros (B)  dos 
animais foram coletados (N = 6 a 7). Animais controle aspiraram somente PBS (N=4). Após a extração de 
RNA e a transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em duplicatas, e a expressão de cada gene 
foi normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. Análises estatísticas foram feitas com o teste não-
paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o S.E.M (**p<0,01; #p<0,05; ##p<0,01). NI, não 
infectado. Valores para grupo TLR9 KO e TLR2/9 KO não apresentaram expressão dos genes pesquisados 
(dados não mostrados). 
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5.2 Curva de sobrevivência dos camundongos  

 Para pesquisar os principais tipos de células de defesa e citocinas contra a infecção 

pelo HSV-1, em modelo experimental de encefalite herpética, foi realizado inicialmente 

experimento de curva de sobrevivência com os animas nocautes, RAG KO, CCL3 KO, iNOS 

KO e  CD8 KO (todos background C57BL/6) além do C57BL/6 WT.  

Uma curva de sobrevivência foi feita infectando os camundongos (N=10) com 104 ufp 

e outro experimento com 106 ufp de HSV-1, por via intranasal, como já foi feito em trabalho 

anterior do nosso grupo (6). Os animais foram diariamente examinados à procura de sinais de 

encefalite tais como prostração, eriçamento de pêlos, encurvamento de dorso e paralisia de 

membros (Figura 19). Animais que apresentassem estes sinais foram sacrificados, e tiveram 

seus cérebros coletados e rapidamente congelados para posterior análise para a presença do 

vírus.  

 

Figura 18 - Painel demonstrativo da interação entre TLRs. Expressão de TLRs no gânglio trigêmeo e 
cérebro nos grupos controle e diferentes grupos teste infectados com HSV-1 por via intranasal na titulação 
de 106 ufp. Gânglio trigêmeo, cor azul; Cérebro, cor vermelha; Não detectado, ND; Diferença significativa, 
setas cheias; Tendência, setas pontilhadas; * animais WT foram comparados ao controle de animais não 
infectados; os outros grupos foram comparados aos animais WT infectados. 
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 Os animais não infectados (N=5) apresentaram taxa de sobrevivência de 100% e o 

grupo C57BL/6 WT infectado com 104 ufp também apresentou sobrevida de 100%. Os 

animais CCL3 KO, CD8 KO, RAG KO e iNOS KO, infectados com 104 ufp, apresentaram 

taxa de sobrevivência de 80%, 30%, 0% e 0% respectivamente (Figura 20A). O grupo 

C57BL/6 WT infectado com 106 ufp apresentou sobrevida de 90%. Os animais CCL3 KO, 

CD8 KO, RAG KO e iNOS KO, infectados com 106 ufp, apresentaram taxa de sobrevivência 

de 50%, 0%, 0% e 0% respectivamente (Figura 20B). Animais nocautes para células T CD8 

obtiveram sobrevivência de 30% mas os animais RAG KO, nocautes para linfócitos B e 

linfócitos T (3), obtiveram 0% de sobrevivência. 

 

 

Figura 19 – Sinais clínicos de infecção por HSV-1. Camundongos C57BL/6 WT, CCL3 KO, CD8 KO, RAG KO 
e iNOS KO foram infectados em dois experimentos distintos com 104 ufp e 106 ufp de HSV-1 intranasal, e 
diariamente monitorados nos dias subsequentes para avaliação dos sinais clínicos e da mortalidade. As fotos 
demonstram exemplos de sinais graves da infecção por HSV-1 quando animais são acometidos por encefalite, e 
também quando não desenvolvem a patologia no sistema nervoso central. Em (A), sinais de encefalite como 
piloereção (setas pontilhadas), arqueamento de dorso (seta tracejada), e paralisia de membro traseiro (seta inteira). 
Em (B), uma visão mais ampla de um animal com paralisia de membro traseiro (seta inteira). Em (C), animal com 
sinais mais brandos da infecção, como queda de pêlos no focinho e ao redor do olho (setas largas). Fonte: LIMA, 
2010 (modificado).  

A 

B C 
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5.3 Expressão de citocinas em animais WT e KOs infectados por HSV-1  

Seguindo a linha de pesquisa dos principais tipos de células de defesa e citocinas 

contra a infecção pelo HSV-1, com o uso de PCR em tempo real utilizamos animais 

C57BL/6, RAG KO, CCL3 KO (MIP-1α KO) e iNOS KO e neles verificamos a expressão de 

VP-16, MCP-1 (CCL2), iNOS, IP-10 (CXCL10), Rantes (CCL5) e TNF-α, no 5º dpi, nos 

gânglios trigêmeos (Figura 21).  

 

Figura 20 - As taxas de sobrevida de camundongos. Animais que inalaram 104 ufp (A) e 106 ufp (B) de 
HSV-1 (N=10 para cada grupo). C57BL/6 WT (círculo), CCL3 KO (quadrado), CD8 KO (asterisco), iNOS 
KO (losangos) e RAG KO (circulo + asteriscos). A mortalidade dos camundongos foi quantificada por dia. 
Análises estatísticas foram feitas com o teste Log-rank. (**p<0,01; ***p<0,001). 
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A expressão de transcritos de VP-16 (Figura 21A) apresentou aumento significativo 

entre os grupos infectados C57BL/6 WT, CCL3 KO e iNOS KO em relação aos seus 

controles não infectados. Não houve diferença estatística entre os grupos infectados nocautes 

Figura 21 – Expressão de VP-16 viral e quimiocinas e citocinas do hospedeiro. Os camundongos 
C57BL/6 e RAG KO, CCL3 KO e iNOS KO foram infectados por via intranasal com 106 ufp de HSV-1 e no 
5º dpi gânglios trigêmeos dos animais foram coletados (N=3 a 6). Animais controle aspiraram somente 
PBS(N=3 a 4). Após a extração de RNA e a transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em 
duplicatas, e a expressão de cada gene foi normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. Análises 
estatísticas foram feitas com o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o S.E.M 
(*p<0,05; **p<0,01; #p<0,05; ##p<0,01). NI, não infectado. 
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e o WT infectado, apesar de evidenciar tendência a aumento desta proteína no grupo de 

animais iNOS KO em relação aos animais WT.  

Os dados da expressão de MCP-1 (Figura 21B) apresentaram aumento significativo 

para os grupos infectados C57BL/6 WT, CCL3 KO e iNOS KO em relação aos seus controles 

não infectados; entretanto apresentaram diminuição significativa em RAG KO e CCL3 KO 

infectados em relação ao WT infectado e aumento significativo em iNOS KO em relação ao 

WT infectado.  

Os dados da expressão de iNOS (Figura 21C) apresentaram aumento significativo para 

os grupos infectados C57BL/6 WT e CCL3 KO em relação aos seus controles não infectados; 

entretanto apresentaram somente diferença significativa na diminuição de expressão de iNOS 

no grupo RAG KO infectado em relação ao WT infectado.  

Os dados da expressão de IP-10 (Figura 21D) apresentaram aumento significativo para 

os grupos infectados C57BL/6 WT, CCL3 KO e iNOS KO em relação aos seus controles não 

infectados; entretanto apenas apresentaram diferença significativa com aumento de IP-10 no 

grupo iNOS KO em relação ao WT infectado.  

Os dados da expressão de Rantes (Figura 21E) apresentaram aumento significativo 

somente para o grupo infectado iNOS KO em relação ao seu controle não infectado. Da 

mesma forma apresentaram aumento significativo de Rantes no grupo iNOS KO infectado em 

relação ao não infectado e em relação ao C57BL/6 WT infectado. Os dados da expressão de 

TNF-α (Figura 21F) apresentaram somente aumento significativo para o grupo infectado 

iNOS KO em relação ao seu controle não infectado. 

 

5.4 Histologia e imunofluorescência dos gânglios trigêmeos de animais WT e KOs infectados  

 Ainda no intuito de descobrir quais células são as responsáveis pela imunidade no 

gânglio trigêmeo contra infecção por HSV-1, lançamos mão da técnica de histologia e 

imunofluorescência. A histologia (Figura 23) os tecidos foram fixados em formol e cortados 

em micrótomo e a imunofluorescência (Figura 22 e 24) foram realizadas em cortes 

histológicos de peças congeladas em Tissue-Tek O.C.T. compound (Sakura, Netherlands) e 

fixadas em lâminas recobertas com gelatina. A histologia foi usada para verificar celularidade 

no gânglio trigêmeo e a imunofluorescência para verificar quais células de defesa poderiam 

estar envolvidas na manutenção da imunidade contra o vírus. Foram alvos de pesquisa 

macrófagos (F4/80 e CD11b), células T (CD3+, CD4+ e CD8+) e dendríticas.  
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Figura 22 – Histologia e imunofluorescência de gânglios trigêmeos de camundongos C57BL/6 WT. 
Camundongos C57BL/6 WT foram infectados com  106 ufp de HSV-1 ou PBS (controles) por via intranasal e no 
5º d.p.i. (dia pós infecção) o gânglio trigêmeo foi coletado e processado para análise. Coloração de Giemsa em 
diferentes áreas dos gânglios WT controle (A) e dos WT infectados (B) demonstraram aumento da celularidade 
no gânglio (**) e perto dos neurônios (*), onde grande quantidade de células mononucleares foram detectadas 
nos animais infectados (setas). (C- H): As lâminas dos gânglios foram incubadas com anticorpos primários e 
Alexa Fluor 488 cabra IgG anti-rato e contrastados com Hoechst para marcação de núcleo celular. Painéis 
mostram detalhes de imunofluorescência de células ganglionares superpostos com o corante Hoechst. (C) 
Controle negativo WT (Imunofluorescência foi negativa para todos os indicadores testados, esta imagem 
representativa para todos apresenta coloração negativa para CD3) 200×; (D) F4/80 200×; (E) CD11b 200×; (F) 
Células dendríticas 200×; (G) CD3 400×; (H) CD8 400×. (A e B): esquerda e abaixo a direita, 100× ampliação 
do córtex e medula do gânglio; (A e B) acima a direita, 400× ampliação do gânglio. 
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 Um aumento de celularidade nos gânglios trigêmeos foi encontrado nos cortes 

histológicos dos animais infectados, o que não ocorreu nos gânglios dos animais não 

infectados (PBS). Quanto à técnica de imunofluorescência, esta foi capaz de evidenciar 

através de marcação positiva em gânglios de animais infectados, presença de macrófagos 

(F4/80 e CD11b) (Figura 22D e 22E) e células T(CD3) (Figura 22G). As células apresentaram 

marcação positiva para marcadores CD8 (células T CD8+) (Figura 22H), mas foram negativas 

para CD4 (dados não mostrados). As células dendríticas (Figura 22F) evidenciaram também 

positividade, mas apresentaram um background que impossibilitou diagnóstico conclusivo. 

 Também foi feita histologia com coloração de HE dos gânglios trigêmeos dos animais 

WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO para analisar e diferenciar o nível de infiltração e 

lesões causadas aos gânglios trigêmeos, 5 dias após infecção, com o HSV-1 (Figura 23). Os 

animais C57 WT infectados (Figura 23B) apresentam sua arquitetura relativamente alterada 

pela presença de um infiltrado inflamatório difuso, com alterações dos corpos neuronais tais 

como reforço da borda citoplasmática, e vacuolização perinuclear. A celularidade estava 

aumentada, sugerindo proliferação celular glial ou infiltração de células mononucleares.  

Nos animais TLR2 KO infectados (Figura 23D), o infiltrado foi mais expressivo e 

difuso em relação ao grupo infectado C57BL/6 WT e houve edema intersticial (setas). Nota-

se presença de polimorfonucleares (inserto, seta) próximo a áreas de degeneração e necrose 

neuronal (asterisco).  

Nos animais TLR9 KO (Figura 23F) o infiltrado foi visivelmente mais intenso que nos 

grupos anteriores, com maiores fenômenos alterativos da inflamação, como sinais de 

degeneração neuronal, acidofila citoplasmática, dissolução dos limites citoplasmáticos. O 

infiltrado era muito rico em células polimorfonucleares (seta). 

Nos animais TLR2/9 KO (Figura 23H), os aspectos foram muito semelhantes ao dos 

animais TLR9, com intensas alterações internas dos corpos neuronais (asterisco), que foram 

substituídos ou rodeados por células polimorfonucleares (seta). O infiltrado inflamatório foi 

discretamente menos difuso que no grupo anterior. 
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Figura 23 – Histologia dos gânglios trigêmeos de camundongos C57BL/6 WT e KOs. Os animais foram 
infectados com  106 ufp de HSV-1 ou PBS (controles) por via intranasal. No 5º d.p.i. (dia pós infecção), os 
gânglios trigêmeos foram coletados e processados para análise histológica em diferentes áreas dos gânglios 
trigêmeos dos animais não infectados: WT(A), TLR2 KO(C), TLR9 KO(E) e TLR2/9 KO(G), e dos 
infectados: WT(B), TLR2 KO(D), TLR9 KO(F) e TLR2/9 KO(H). Observou-se o aspecto normal da 
arquitetura e celularidades nos grupos nao infectados. Todos os animais infectados apresentaram alterações 
inflamatórias com aumento visível da celularidade e marcadores histológicos de fenômenos vasculares 
(edema) e alterações inflamatórias. Observou-se maior intensidade do infiltrado difuso e acompanhado de 
fenômenos degenerativos no grupo TLR9 KO(F), quando comparado aos demais. O menor grau de inflamação 
foi no animal WT infectado (B). Tanto no TLR9 KO(F) quando no TLR2/9 KO(H) houve alterações 
degenerativas neuronais e infiltrado inflamatório com polimorfonucleares. Imagens aumento 100× e insertos 
400×. 
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Também foi realizado ensaio de imunofluorescência para verificar a expressão de 

iNOS e também a sua produção por macrófagos (F4/80). A expressão de iNOS (verde) não foi 

significativa nos gânglios trigêmeos dos animais não infectados (Figura 24A e E) e também a 

dupla marcação para F4/80 (verde) e iNOS(vermelho) nos animais não infectados (Figura 

24C e G) não apresentaram marcação significativa. 

Os animais C57BL/6 WT infectados (Figura 24B), apresentaram no citoplasma 

prolongamentos finos que foram corados em verde (inserto). Notou-se que a maior parte do 

infiltrado inflamatorio (núcleos corados em azul pelo corante Hoesch) estavam expressando a 

enzima induzida. Nestes mesmos animais, quando fizemos uma marcação dupla F4/80 e 

iNOS (Figura 24D), observamos que os animais infectados expressaram iNOS, e 

apresentaram considerável superposição da marcação para mononucleares, indicando serem 

estas células infiltrantes a principal fonte de produção de iNOS, apesar de muita coloração dos 

núcleos não colocalizarem com marcação para F4/80 (verde) nem para iNOS (vermelho) 

(Figura 24D). Algumas células F4/80 positivas não expressaram iNOS (seta grossa). No 

entanto um considerável número de células apresenta dupla marcação (setas, inserto). 

Nos animais TLR2/9 KO infectados, a marcação para iNOS (Figura 24F) foi muito 

discreta (setas longas). Embora um infiltrado inflamatório fosse intenso, predominaram 

polimorfonucleares, que não marcam para F4/80 (Figura 24H) conforme foi demonstrado, 

onde se observou um grande número de núcleos contracorados, alguns com morfologia 

segmentada (setas longas ). Raras células mononucleares com coloração para F4/80 estavam 

visíveis no inserto (setas). A coloração para iNOS foi praticamente inexistente, mesmo no 

citoplasma das célula F4/80 positivas (quadro pontilhado). 

As lâminas dos gânglios, utilizadas para marcação simples, foram incubadas com 

anticorpos primários para iNOS e Alexa Fluor 488 cabra IgG anti-coelho e contrastados com 

Hoechst para marcação de núcleo celular (Figuras 24A, B; E, F). As lâminas dos gânglios, 

utilizadas para marcação dupla, foram incubadas com anticorpos primários para F4/80 Alexa 

Fluor 488 cabra IgG anti-rato e para iNOS Alexa Fluor 546 cabra IgG anti-coelho 

contrastados com Hoechst para marcação de núcleo celular (Figuras 24C, D; G, H). Painéis 

(Figura 24) mostram detalhes de imunofluorescência de células ganglionares superpostos com 

o corante para núcleos (Hoechst). 
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Figura 24 – Imunofluorescência de gânglios trigêmeos de camundongos C57BL/6 WT e TLR2/9 KO. 
Camundongos C57BL/6 WT (A, B, C, D) e TLR2/9 KO (E, F, G, H) foram infectados com  106 ufp de HSV-1 ou 
PBS (não infectados) por via intranasal e no 5º d.p.i. (dia pós infecção) o gânglio trigêmeo foi coletado e 
processado para análise. (A) iNOS WT não infectado, 400×; (B) iNOS WT infectado, 400×; (C) F4/80 + iNOS WT 
não infectado, 100×; (D) F4/80 + iNOS WT infectado, 200×; (E) iNOS TLR2/9 KO não infectado, 100×; (F) iNOS 
TLR2/9 KO infectado, 400×; (G) iNOS + F4/80 TLR2/9 KO não infectado, 400×; (H) iNOS + F4/80 TLR2/9 KO 
infectado, 400×. Setas finas (B e F)  indicam marcação de iNOs; Setas largas (D) indica marcação somente para 
F4/80 e setas finas (D) indicam dupla marcação para F4/80 e iNOS; Setas curtas (H) indicam marcação para F4/80 
e setas longas e finas (H) indicam núcleos corados característicos de polimorfonucleares. 
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5.5 Citometria de fluxo dos gânglios trigêmeos e linfonodos de animais WT infectados  

 Os linfonodos cervicais superficiais (Figura 25) também foram analisados devido à 

hipertrofia que eles apresentaram quando animais C57BL/6 WT foram infectados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Adicionalmente à técnica de imunofluorescência, utilizamos também a quantificação 

dos tipos celulares por citometria de fluxo. Após processar os órgãos e preparar as amostras, 

foram adquiridos entre 100.000 a 200.000 eventos e analisados pelo programa FlowJo 7.2.5. 

Os “gates” (Figura 26) utilizados para marcar a população de interesse nos gânglios trigêmeos 

foram baseados em dados da literatura (125).  
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Figura 26 – “Gates” utilizados para selecionar a população de interesse nas amostras. Animais 
C57BL/6 WT controle inalaram PBS e os infectados inalaram 106 ufp de HSV-1. Após 5 dias da infecção, 
gânglios trigêmeos e linfonodos foram coletados e processados. Foram pesquisados macrófagos e células 

dendríticas (A) e células T CD4, CD8, NK e também produção de IFNγ (B). Para pesquisa de linfócitos, a 
utilização de permeabilizante de membrana celular diminuiu a granulosidade das células, por isso o perfil 
apresentado pelas células na imagem de aquisição é diferente. 

A B 

Figura 25 – Aspectos macroscópicos dos linfonodos cervicais superficiais de C57BL/6 WT. Linfonodo 
de animais que inalaram PBS (A) e os animais que inalaram 106ufp de HSV-1 (B). Linfonodos apresentam 
aspectos distintos, animal não infectado (seta contínua) de tamanho normal e animal infectado com 
linfonodo hipertrofiado (seta pontilhada). 
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 Após análise dos dados adquiridos (Figura 27A) verificamos que no GT ocorre 

aumento na porcentagem da população celular para todos os leucócitos pesquisados, 

comparando o grupo infectado ao controle, mas somente os macrófagos apresentaram 

aumento significativo em relação ao grupo não infectado. Apesar de não apresentar aumento 

significativo na população celular de células T CD8, entre células de animais infectados e não 

infectados, as células provenientes de animais infectados apresentaram aumento significativo 

na produção de IFNγ em relação ao grupo controle (Figura 27B). Esta citocina demonstrou 

em pesquisa realizada por nosso grupo ser importante para manutenção de uma adequada 

resposta imune no gânglio trigêmeo (55). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nos linfonodos cervicais superficiais, verificamos que não ocorreu aumento na 
porcentagem da população celular para os leucócitos pesquisados (Figura 28A), comparando-
se o grupo infectado ao controle. 
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Figure 27 – Gânglio trigêmeo (GT) de camundongos C57BL/6 WT infectados com HSV-1 apresentam 
aumento populacional de macrófagos e aumento de produção de IFNγ pelas células CD8. 
Camundongos foram infectados via intranasal com 106 ufp de HSV-1, e GT de 5 animais/grupo foi coletado 
no 5º d.p.i. Camundongos controle aspiraram somente PBS (n=4 para cada grupo). GTs foram tratados com 
collagenase e análise de população celular foi realizada por citometria de fluxo, usando anticorpos contra  as 

células indicadas (A). Anticorpo contra IFNγ foi utilizado nas células marcadas para T CD8 (B). Todos os 
dados apresentados por média ± SEM, P<0,05 por teste t comparativo. barras brancas, amostras não 
infectadas; barras pretas, amostras infectadas. NK, células natural killer; Dend, células dendríticas; Mac, 
macrófagos. 
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  Apesar de não apresentar aumento significativo na população celular, entre células de 

animais infectados e não infectados, as células NK provenientes de animais infectados 

apresentaram aumento significativo na produção de IFNγ em relação ao grupo controle, e o 

mesmo ocorre com as células NK e CD4 de animais infectados e após estimuladas com PMA 

(Figura 28B). Também utilizamos amostras pós-estímuladas com proteínas de HSV-1, após 

serem inativados pelo calor, mas não obtivemos resposta. Esta citocina demonstrou em 

pesquisa realizada por nosso grupo ser importante para manutenção de uma adequada resposta 

imune no gânglio trigêmeo (56). 

 

5.6 Expressão de citocinas nos linfonodos de animais WT e KOs infectados por HSV-1  

Linfonodos cervicais dos animais C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO 

foram utilizados e neles verificamos a expressão de IFN γ, IL-1 beta, IL-12 p40, IP-10 

(CXCL10) e MCP-1 (CCL2) (Figura 29). Foi demonstrado aumento da expressão de IFNγ e 

IL-1 beta nos C57BL/6 WT (Figura 29A e 29B) e aumento de IL-12 p40 e MCP-1 nos 

animais TLR9 KO (Figura 29C e 29E) em relação aos demais grupos infectados. Entretanto, 

para expressão de IP-10 (Figura 29D), demonstramos diferença significativa do grupo WT e 

TLR9 KO infectado em relação aos seus grupos não infectados, mas não verificamos 

diferença entre os grupos infectados. 
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Figure 28 – Linfonodos cervicais superficiais de camundongos C57BL/6 WT infectados com HSV-1 
apresentam aumento de produção de IFNγ pelas células NK e pelas CD4 e NK quando estimuladas com 
PMA. Camundongos foram infectados via intranasal com 106 ufp de HSV-1, e linfonodos de 5 animais/grupo 
foram coletados no 5º d.p.i. Camundongos controle aspiraram somente PBS (n=4 para cada grupo). Linfonodos 
foram tratados com colagenase e análise de população celular foi realizada por citometria de fluxo, usando 

anticorpos contra  as células indicadas (A). Anticorpo contra IFNγ foi utilizado nas células T (CD4 e CD8) e 
NK (B). Todos os dados apresentados por média ± SEM, P<0,05 por teste t comparativo. C, controle; I, 
infectado; barras brancas, amostras não infectadas com ou sem PMA; barras pretas, amostras infectadas; barras 
cinzas, amostras infectadas + PMA. NK, células natural killer ; Dend, células dendríticas; Mac, macrófagos. 
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Figura 29 – Expressão de quimiocinas e citocinas no linfonodo cervical superficial dos animais. Os 
camundongos C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram infectados por via intranasal com 
106 ufp de HSV-1 e no 5º dpi linfonodos dos animais foram coletados (N=5 a 6). Animais controle aspiraram 
somente PBS (N=4). Após a extração de RNA e a transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em 

duplicatas, e a expressão de cada gene, IFNγ(A), IL-1 beta(B), IL-12 p40(C), IP-10(D) e MCP-1(E), foi 
normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. Análises estatísticas foram feitas com o teste não-
paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o S.E.M (*p<0,05; **p<0,01; #p<0,05; ##p<0,01). NI, 
não infectado. 
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5.7 Expressão de gp91phox, p22phox e iNOS nos gânglios trigêmeos  

Após pesquisar principais citocinas e células do sistema imune, procuramos qual seria 
a principal atividade imune celular envolvida na defesa contra o HSV-1. Gânglios trigêmeos 
de animais C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram utilizados e neles 
verificamos a expressão de gp91phox, p22phox e iNOS (Figura 30). 
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Figura 30 – Expressão de gp91phox, p22phox e iNOS nos gânglios trigêmeos dos animais. Os camundongos 
C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram infectados por via intranasal com 106 ufp de HSV-1 
e no 5º dpi gâglio trigêmeo dos animais foram coletados. Animais controle aspiraram somente PBS. Após a 
extração de RNA e a transcrição reversa, foi realizada a PCR em tempo real, em duplicatas, e a expressão de 
cada gene, gp91phox (A), p22phox (B) e iNOS(C), foi normalizada em relação ao gene constitutivo HPRT. 
Análises estatísticas foram feitas com o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o 
S.E.M (*p<0,05; ##p<0,01). NI, não infectado. 
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Foi demonstrado aumento da expressão de iNOS nos C57BL/6 WT e demais grupos 

KOs em relação aos seus grupos não infectados e aumento da expressão de iNOS nos 

C57BL/6 WT infectados em relação aos demais grupos infectados (Figura 30C). Para 

expressão de gp91phox, p22phox (Figura 30A e 30B), os grupos infectados apresentaram 

diferença significativa em relação a seus respectivos grupos não infectados, entretanto não 

apresentaram diferenças entre o grupo infectado C57BL/6 WT e demais grupos KOs 

infectados. 

 

5.8 Avaliação da produção de óxido nítrico em ensaio “in vitro” pela reação de Griess  

Células peritoneais de animais C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO 

foram utilizadas e nelas verificamos a produção de óxido nítrico após estímulo das células 

com HSV-1 (MOI=1) através do ensaio de reação de Griess (Figura 31). O grupo C57BL/6 

WT infectado apresentou diferença significativa em relação ao seu grupo não infectado e em 

relação aos demais grupos KOs infectados.  
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Figura 31 – Produção de óxido nítrico (NO) em células peritoniais em ensaio de reação de Griess. As 
células intraperitoneais dos camundongos C57BL/6 WT, TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO foram coletadas 
e acondicionadas em placa de 96 poços.  Foram utilizados grupos controle que não receberam estímulo (4 
poços/ grupo) e grupos testes com HSV-1 (MOI=1) para estimular as células dos grupos (5 poços/ grupo). 
Análises estatísticas foram feitas com o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. As barras representam o 
S.E.M (*p<0,05; #p<0,05; ##p<0,01). NI, não infectado. 
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6 DISCUSSÃO  

Dados obtidos em outra pesquisa do grupo(56) (Tabela 1) associados aos adquiridos 

pela cinética de VP-16 (Figura 10), evidenciam a presença de HSV-1 nos gânglios trigêmeos 

de camundongos C57BL/6 WT infectados e a multiplicação viral com pico no 5ºdpi, e por 

isso este foi o dia escolhido para análise da expressão dos TLRs no gânglio trigêmeo (GT) e 

cérebro em animais WT e KOs.   

 É importante ressaltar que neste estudo conduzido anteriormente (56), camundongos 

C57BL/6 foram infectados por via intranasal com 106 ufp de HSV-1, para realizar cinética de 

multiplicação viral em órgãos. Nos 8 dias subseqüentes, foram sacrificados 4 animais/dia, que 

tiveram os gânglios trigêmeos e cérebros coletados, e rapidamente congelados.  

A titulação dos gânglios trigêmeos apontou que neles haviam partículas infecciosas 

entre o 2º e o 6º dpi, pois o sobrenadante de macerado do material coletado nestes dias 

produziu efeito citopático em células Vero (Tabela 1). Somente para alguns animais foi 

possível calcular o título viral dos gânglios trigêmeos (entre o 3º e o 5º dpi), sendo que foi 

obtida uma média de 102,99 TCID50/mL (Tabela 1). Nenhuma partícula infecciosa foi 

detectada nos cérebros dos animais (Tabela 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Outro dado pertinente para sedimentar e confrontar análises posteriores de dados 

adquiridos nesse trabalho, obtido em trabalho anterior do nosso grupo, é a da curva de 

sobrevivência de camundongos WT e KOs para TLRs (56). Foram observados índices iguais de 

sobrevida para animais WT e TLR2KO, com uma taxa elevada de 90%, uma taxa de 40% de 

-  - - 8 -  - - 7 -  - + (2/4) 6 -  102,7 e 102,9 (2/4) + (3/4) 5 -  102,8 (1/4) + (3/4) 4 -  103,3 (1/4) + (3/4) 3 -  - + (3/4) 2 -  - - 1 
ECP de Cérebros em  

células Vero 
TCID50/mL de Gânglios 

trigêmeos em células Vero 
ECP de Gânglios trigêmeo 

em  células Vero 
DPI* 

Fonte: LIMA et al, 2010 

Tabela 1. Cinética de multiplicação de HSV-1 em órgãos de animais C57BL/6. dias 
pós infecção, DPI; efeito citopático, ECP.  
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sobrevida para os animais TLR9KO e uma taxa de 0% de sobrevivência para os animais 

TLR2/9KO (Figura 32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Em ensaio para determinar a expressão de TLRs no GT  e cérebros de camundongos 

C57BL/6 WT infectados (Figura 11A, 11B), primeiramente, os dados demonstraram que os 

TLRs são expressos no GT quando o animal é infectado por HSV-1, mas não há aumento na 

expressão de TLRs no cérebro dos mesmos animais, evidenciando que a imunidade inata 

frente ao vírus ocorre primeiro e preferencialmente no GT.  

Observando demais dados deste ensaio (Figura 18) verificamos que TLRs 1, 2, 3, 6, 7 

e 9 são ativados no GT em camundongos WT infectados com HSV-1. A expressão dos TLRs 

1, 2 (exceto para TLR2KO e TLR2/9KO), 3, 6, 7 e 9 (exceto para TLR9KO e TLR2/9KO) no 

GT, de maneira geral, está diminuída ou apresentara tendência a reduzir nos camundongos 

com genes nocautes (TLR2KO, TLR9KO e TLR2/9KO) em relação aos animais C57BL6 

WT, mas no cérebro houve aumento da expressão dos  TLRs 1, 2 (exceto para TLR2KO e 

TLR2/9KO), 3, 6, 7 e 9 (exceto para TLR9KO e TLR2/9KO) ou houve uma tendência a 

aumentar, exceto para TLRs 1 e 6 no cérebro dos animais duplo nocaute (TLR2/9KO). Este 

resultado sugere uma interação entre os diferentes TLRs na tentativa de orquestrar uma 

resposta imune satisfatória no cérebro, mas em contrapartida, no GT, evidenciou uma 

diminuição na expressão dos vários outros TLRs quando genes do TLR2, TLR9 ou ambos 
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Figura 32 - Taxas de sobrevida de camundongos WT e KOs para TLRs. Animais C57BL/6 WT (cruzes), 
TLR2 KO (triângulos), TLR9 KO (quadrados), e TLR2/9 KO (círculos) foram inoculados por via intranasal 
com 106 ufp de HSV-1, e a mortalidade dos camundongos foi quantificada por dia (N=10 para cada 
grupo). Este experimento é representativo de três análises. Fonte: LIMA et al, 2010 
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estão nocauteados. Interrelações na expressão dos genes TLRs, também foram evidenciados 

em pesquisa onde camundongos pré-estimulados por um agonista de TLR3, o Poli I:C, 

tiveram aumento da expressão de TLR2 no cérebro e diminuição da mortalidade destes 

animais infectados por HSV-1(109). 

Hipotetizamos que o controle primordial da infecção em nosso modelo ocorreria nos 

GT (e talvez na mucosa nasal – experimentos em andamento), dados os resultados observados 

nos WT. Quando o reconhecimento do HSV-1 por TLRs no GT falhou (no caso dos TLRs 

KOs),  houve uma “tentativa” de resposta imunológica no cérebro. Nos animais TLR2KO 

infectados (que tem a mortalidade de 10%, semelhante à dos C57BL/6 WT) essa resposta no 

cérebro parece ser eficiente em controlar o vírus, o que demonstra mais uma vez o papel 

fundamental de TLR9 (que é expresso no cérebro destes animais). Por outro lado, os animais 

que não expressam TLR9 (TLR9KO e TLR2-9KO) não conseguem controlar o vírus e 

sucumbem à infecção, ainda que expressem outros TLRs nos cérebros. Os animais duplo 

nocaute (TLR2-9KO) além de ter apresentado diminuição na expressão dos TLRs nos GT, 

eles não apresentaram expressão de TLRs 1 e 6 no cérebro, provavelmente devido à grande 

dificuldade que o sistema imune encontrou para orquestrar uma defesa imune compensatória 

sem a presença funcional dos TLRs 2 e 9, o que corrobora com dados de mortalidade de 

100% do grupo TLR2-9KO (Figura 32). Outro dado relevante é o aumento significativo na 

expressão de IFNγ e IL-1β no cérebro dos animais TLR2KO em relação aos seus controles 

não infectados (56). Esta informação é importante pois verificamos que estas citocinas, 

anteriormente citadas, são muito importantes para manutenção de uma resposta imune 

eficiente nos GT dos animais C57BL/6 WT infectados(56). Apesar dos animais TLR2KO 

possuirem mortalidade semelhante aos C57BL/6 WT quando infectados, estes apresentaram 

diminuição da expressão de TLRs 1, 3, 6, 7 e 9 no GT, mas demonstraram aumento da 

expressão das citocinas IFNγ e IL-1β (56) e dos TLRs 1, 3, 6, 7 e 9 no cérebro. Estes dados 

corroboram a hipótese que estes animais (TLR2 KO) são capazes de orquestrar uma resposta 

imune compensatória no cérebro. Além de que, em ensaios in vitro de outro grupo (126), foi 

confirmada a ação sinérgica de IFNγ e IFNα /β, que são genes ativados por cascatas de 

fosforilação inicializados em diferentes TLRs, sendo capazes de impedir a replicação do 

vírus. 

 Os TLRs expressos nos GT podem ser originários tanto do tecido (células 

residentes) quanto de células infiltradas, fato que motivou buscarmos qual ou quais células de 

defesa estariam envolvidas na resposta do sistema imune frente a infecção por HSV-1 
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(especialmente no GT, visto que esse é o órgão preferencial para orquestração da imunidade 

contra HSV-1 em camundongos C57BL/6 WT). Para isso, foi feito ensaio de sobrevivência 

(Figura 20) com os camundongos RAGKO, CD8KO, iNOS KO e CCL3KO, que demonstrou 

que as células T, principalmente TCD8, parecem ser importantes para a resposta imune, 

apesar de não serem as únicas, pois quando a carga viral infectante foi de 104 ufp os animais 

CD8 KO apresentaram sobrevida de 30% enquanto os animais RAG KO tiveram 0% de 

sobrevida com mesma carga infectante (Figura 20A); mas quando a carga viral passa a ser de 

106 ufp, a sobrevida de ambos os grupos (RAG KO e CD8 KO) passa a ser de 0% (Figura 

20B). Demonstrou-se que a produção de iNOS também é essencial para o controle da 

infecção, o que corrobora com dados de pesquisadores que verificaram a importância do 

óxido nítrico (NO) para evitar replicação do HSV-1 no gânglio (80).  

Adicionalmente, foi verificada a expressão de VP-16 e algumas citocinas e 

quimiocinas no GT após infecção intranasal de 106 ufp de HSV-1 em animais WT e nos KOs 

para CCL3, RAG e iNOS infectados por HSV-1. A análise destes dados ajudou a 

direcionarmos melhor a pesquisa e encontrar tipos celulares candidatos a principais 

responsáveis pela manutenção da imunidade no local de infecção. 

Analisando a expressão de VP-16 (Figura 21A) verificamos que apesar de não haver 

diferença estatística entre animais infectados, há tendência a aumento de sua expressão nos 

iNOS KO, demonstrando que esta enzima parece ser importante para controle da 

multiplicação do vírus no GT.  

O MCP-1 é uma quimiocina que é quimiotáxica para monócitos/macrófagos, células 

T, basófilos e mastócitos (127; 128). O iNOS é uma importante enzima para defesa do 

organismo, responsável pela  produção das espécies reativas de nitrogênio (RNS) que ocorre 

nos macrófagos para efetiva ação protetora por um mecanismo de imunidade celular (105). O 

IP-10 é uma quimiocina que tem sua produção induzida pelo IFNγ e possui atividade 

quimiotáxica para monócitos, células T, células NK e células dendríticas (129). O Rantes é uma 

quimiocina capaz de atrair células T, eosinófilos e basófilos e é capaz de se ligar aos 

receptores CCR1, CCR3 e CCR5 (130). O TNFα é uma citocina envolvida em processos 

inflamatórios, regulação de células imune, indução de apoptose, inibir gênese tumoral e 

replicação viral. É principalmente produzida pelos macrófagos (131). 

No grupo infectado iNOS KO, os níveis de mRNA expressos das quimiocinas MCP-1 

(Figura 21B), IP-10 (Figura 21D) e Rantes (Figura 21E) aumentaram significativamente em 

relação ao grupo C57BL/6 WT infectado, provavelmente pela resposta imune ser insuficiente 
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e deficitária em conter a infecção por HSV-1, ocorrendo então uma tentativa compensatória 

de aumentar a população de macrófagos no local. Uma tendência no aumento da expressão de 

TNFα (Figura 21F) ocorre no grupo iNOS KO, em decorrência à provável quimiotaxia 

produzida por MCP-1 e IP-10 no órgão infectado causando aumento populacional de 

macrófagos, que são as principais células produtoras de TNFα. 

Para o grupo infectado RAG KO, foi verificada diminuição significativa no índice de 

MCP-1 (Figura 21B) e iNOS (Figura 21C) em relação ao grupo infectado C57BL/6 WT. Não 

houve resposta alguma, pois não houve diferença significativa em relação ao controle não 

infectado em nenhuma das quimiocinas/citocinas e grupo iNOS. 

 No grupo infectado CCL3 KO, verificamos uma diminuição significativa da expressão 

de MCP-1 (Figura 21B) e uma tendência de aumento na expressão de iNOS (Figura 21C) em 

relação ao C57BL/6 WT infectado. As quimiocinas MCP-1 e CCL3 são quimiotáxicas para 

macrófagos (132). Nos animais CCL3KO não há logicamente expressão de CCL3, e há 

diminuição de MCP-1 (Figura 21B). O aumento na expressão de iNOS (Figura 21C), em um 

único indivíduo, pode ter ocorrido por outras células produtoras de iNOS, como neutrófilos 
(133), ou mesmo pela ação redundante de outras quimiocinas capazes de atrair macrófagos 

(lembrando que estes animais tem mortalidade de 20-50% aproximadamente, e, portanto, 

ainda têm alguma capacidade de controle do vírus).   

 Essas informações aliadas aos dados de pesquisas bibliográficas (66; 80; 81; 82; 88; 134) e 

trabalhos prévios do nosso grupo (56), direcionaram o foco da pesquisa em animais WT e KO 

para TLRs para as células leucocitárias, principalmente para as células T (especialmente 

CD8+), macrófagos e células dendríticas. 

 Nos cortes histológicos de gânglios trigêmeos, corados por Giemsa (Figura 22A-B) e 

HE (Figura 23A-B), os animais C57BL/6 infectados apresentaram aumento da celularidade, 

entretanto não apresentaram lesões teciduais extensas como as que ocorreram nos animais 

TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO (Figura 23 C-D; E-F; G-H). Tais resultados corroboram 

com dados da curva de sobrevivência(56), já publicados por nosso grupo e citados 

anteriormente (Figura 32).  

 Também verificamos com a imunofluorescência e a citometria de fluxo dos GT a 

presença de macrófagos e células T CD8 (Figura 22 e 27 respectivamente) e o aumento da 

produção de IFNγ nas células T CD8 de C57BL/6 WT (Figura 27). Estas informações 
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corroboraram com dados de pesquisadores que citam os macrófagos, CD8 e IFNγ como 

importantes por evitar replicação do vírus no gânglio, e manter o vírus em latência(80, 81).  

 Sabendo da importância de macrófagos, CD8 e IFNγ, e tendo os dados de 

sobrevivência dos camundongos iNOS KO (Figura 20), lançamos mão da análise por PCR em 

tempo real e verificamos a expressão de iNOS nos GT dos TLRs KOs, importante por ser 

responsável direto para produção de NO e consequentemente RNS (105) e também a expressão 

de gp91 phox e p22 phox  que são importantes subunidades do NADPH oxidase, e são proteínas 

de membrana que compõem o Flavocitocromo b558 responsável pela transferência de elétrons 
(123, 135) e consequentemente responsáveis diretos pela produção de ROS. Estes resultados 

mostraram aumento significativo da expressão de iNOS nos C57BL/6 WT em relação aos 

animais TLRs KO (Figura 30). De outra forma, por meio da imunofluorescência foi 

demonstrada a presença de iNOS junto aos macrófagos, por meio de marcação dupla, nos 

gânglios de C57BL/6 WT infectados (Figura 24), o que não ocorreu com os animais TLR2/9 

KO que apresentaram mortalidade de 100% (56).  

 Em ensaio de reação de Griess para avaliar a produção de NO por macrófagos 

peritoneais, após estimulados por HSV-1, os macrófagos dos animais C57BL/6 WT 

apresentaram-se mais responsivos, mostrando aumento significativo na produção de NO em 

relação aos grupos TLRs nocautes (Figura 31). Tais dados corroboram com informações que 

citam a importância do iNOS na defesa contra o HSV-1 e que, em outros experimentos, o NO 

foi capaz de inibir a multiplicação do HSV-1 em ensaio “in vitro” (80, 136, 137). 

 Analisamos a população celular dos linfonodos cervicais superficiais dos 

camundongos C57BL/6 WT, no 5º dpi, por meio de citometria e verificamos que houve um 

aumento da produção de IFNγ principalmente por células NK e TCD4 (Figura 28B) e apesar 

da hipertrofia visualizada (Figura 25), isto não traduziu-se em aumento celular (Figura 28A), 

mas provavelmente pelo aumento da produção de citocinas. Verificamos então a expressão de 

outras citocinas pelo PCR em tempo real, também no 5º dpi, em camundongos C57BL/6 WT 

e TLRs KO, e o aumento da expressão de IFNγ nos animais C57BL/6 WT (Figura 29A) 

corroboram com os dados coletados pelo ensaio de citometria. Ocorreu também aumento da 

expressão de IL-1 beta (Figura 29B) neste grupo. O IL-1 beta é produzido por macrófagos e 

responsável pela ativação de macrófagos e células T (3). Como as células T CD4 

demonstraram ser a maior população celular nos linfonodos (Figura 28A) e são importantes 

células produtoras de IFNγ (3), parece lógico a correlação do aumento da expressão destas 

duas citocinas nos linfonodos dos animais WT. Demonstramos aumento da expressão de IL-
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12 p40 nos camundongos TLR9 KO, que é uma citocina produzida por macrófagos e células 

dendríticas, responsável por ativação de células NK, células T e diferenciação de células TH 

em células TH1 (3). Além disso, a IL-12 é capaz de ativar diretamente o aumento da produção 

de IFNγ pelas células TH1 (138). Em trabalho do nosso grupo, verificamos no GT de animais 

C57BL/6 WT aumento de IL-12 p40 (139), no 5º dpi, o que não ocorreu no linfonodo. 

Provavelmente porque no 5º dpi, a IL-12 no linfonodo WT já passou pelo seu pico, mas como 

GT é o local onde está o HSV-1, provavelmente continua atuando no GT. Além disso, em 

trabalho anterior do nosso grupo (58), foi verificado que IL-12 p40 é produzido em altos níveis 

por células dendríticas (DC) de animais C57BL/6 WT, mas DC de animais TLR9 KO 

produziram níveis intermediários quando comparadas às DC dos camundongos WT, 

utilizando o mesmo tempo de incubação. Tais dados permitem hipotetizar um atraso na 

resposta imune nos animais TLR9 KO, visto que as DC são principalmente apresentadoras de 

antígeno e responsáveis pela ligação da resposta imune inata e adaptativa, e que nos animais 

TLR9 KO a sobrevida é de 40% (Figura 32), o que parece ser compatível com um quadro de 

resposta deficiente, mas não irresponsível. Além disso, pesquisadores demonstraram em um 

modelo de infecção de HSV-1 na pele que células T “naive”  são drenadas rapidamente para 

linfonodos regionais, em até 96 horas (140), o que não justificaria um pico de IL12 p40 no 5º 

dpi como aconteceu nos animais TLR9 KO. Além disso, MCP-1 também está aumentada no 

linfonodo do grupo TLR9 KO, o que parece ser compatível com dados verificados em 

trabalho do nosso grupo (59) onde ocorre aumento desta citocina no 5º dpi no GT dos animais 

TLR9 KO e também no grupo TLR2/9 KO, o que não se repetiu nos linfonodos para o grupo 

TLR2/9 KO. 

 Os dados obtidos nesta pesquisa colaboram para melhor entendimento das correlações 

moleculares e celulares dentro da resposta imune contra a infecção por HSV-1 em modelo de 

encefalite herpética, e podem no futuro, contribuir para a prevenção ou controle do vírus no 

sistema nervoso.  
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7 CONCLUSÃO 

 Neste trabalho concluímos que a importância dos TLRs 2 e 9 no controle da encefalite 

herpética ocorre também por haver uma interrelação entre a expressão destes TLRs, pois de 

forma geral os grupos TLR2 KO, TLR9 KO e TLR2/9 KO tiveram diminuição da expressão 

de outros TLRs nos gânglios trigêmeos, facilitando assim a chegada do vírus no cérebro 

destes camundongos, o que poderia contribuir  para  a morte dos mesmos. Em nosso modelo, 

o gânglio trigêmeo parece ser o principal local onde a imunidade inata é organizada, e quando 

o HSV-1 chega ao cérebro, somente os animais TLR2 KO foram capazes de conter a infecção 

eficientemente.  

Verificamos que o IFNγ é muito importante para o controle do vírus, e que as 

principais células responsáveis pela sua produção no gânglio trigêmeo são as células T CD8, e 

que consequentemente este IFNγ é responsável pela maior ativação de macrófagos infiltrados 

aumentando assim a produção de iNOS por essas células, e que os TLRs 2 e 9 são importantes 

também para a produção de NO, não somente pela produção de IFNγ.  

A importância das células T, principalmente T CD8, e dos macrófagos pode ser 

evidenciada no ensaio de curva de sobrevivência. Além disso, verificamos que os linfonodos 

parecem também desempenhar papel na montagem da imunidade inata, pois tiveram aumento 

da produção de IFNγ pelas células T CD4 e NK residentes, além de demonstrar também 

aumento da expressão de IL-1 beta nos linfonodos cervicais superficiais.  

Associado a essas informações, o registro do aumento de lesões teciduais nos gânglios 

dos grupos TLRs KOs evidenciou a fragilidade e dificuldade destes animais em orquestrar 

eficientemente uma resposta imune satisfatória contra o HSV-1. 
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Figura 33 - Modelo Proposto: Após a infecção intranasal de camundongos C57BL/6 (WT) com HSV-1, o 
vírus alcançaria os gânglios trigêmeos, onde ocorreria o controle da infecção. Inicialmente, células dos 
gânglios produziriam quimiocinas (1), que atrairiam células do sistema imune até o tecido (2). O infiltrado 
inflamatório (3) e os linfonodos regionais (4) produziriam citocinas que ativariam as células (5), aumentando 
a produção de iNOS (6), promovendo um controle eficiente da infecção e evitando que o virus alcançasse o 
cérebro (7). Com o controle da multiplicação viral, a produção das quimiocinas seria inibida (8).  
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8 ANEXOS 
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Ciências Biológicas) - Universidade Federal de Minas Gerais. Orientador: Marco 

Antônio Silva Campos. 
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