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RESUMO 
 
 
O objetivo deste estudo foi isolar o vírus herpes simplex (HSV) de amostras clínicas 
provenientes de pacientes acometidos de lesões clinicamente diagnosticadas como herpes 
simplex e adaptá-las em cultura de células HEp-2, através de sucessivas passagens, com a 
observação do efeito citopático (ECP). As culturas de células infectadas foram estudadas 
quanto às características citopatológicas, incluindo o desenvolvimento de plaques. Avaliamos 
também a sensibilidade dos isolados (inibição viral) aos anti-herpesvirais comercialmente 
disponíveis, aciclovir (ACV), foscarnet (PFA), arabino citosina (Ara-C) e trifluridina (F3T), 
através do ensaio de plaque ou dose infectante em cultura de células. Vinte isolados foram 
obtidos a partir de vinte e duas amostras clínicas. As amostras desenvolveram ECP 
representado por arredondamento das células, aumento do volume celular e refringencia, 
formação de grumos celulares, 24-48 h após a inoculação. Este efeito foi, inicialmente, 
detectado de forma focal no tapete celular e posteriormente, com o comprometimento de toda 
monocamada celular e desprendimento das células 72-96 h após a inoculação. A presença de 
sincícios foi observada 48 h após a inoculação e coloração com hematoxilina-eosina (HE). 
Das vinte amostras adaptadas, seis desenvolveram plaques. Os isolados S1-S4 produziram 
plaques predominantemente grandes com diâmetro médio de 1.0 mm e os isolados S5 e S6 
produziram plaques predominantemente pequenos de 0.4 mm de diâmetro. Onze isolados S1-
S11 foram testados frente aos antivirais ACV, PFA, Ara-C, F3T e foram considerados 
sensíveis. A porcentagem de inibição viral variou entre 61-100%. Portanto, no presente 
trabalho nós estudamos os isolados selvagens circulantes de HSV, bem como tentamos uma 
abordagem ao conceito de antivirograma, considerado um instrumento importante no 
tratamento e controle da infecção pelo HSV. 
 
 
Palavras-chave: HSV. Isolamento. Citopatologia. Sensibilidade a antivirais. 
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ABSTRACT 
 
 
This work presents the results of the isolation of herpes simplex virus (HSV) from clinical 
specimens whose patients were suffering mostly with oral lesions and secondly with genital 
lesions. The isolation and HSV adaptation was carried out in HEp-2 cell culture through 
successive passages monitored by the development of the cytophatic effect (CPE). Cultures 
infected with isolates were studied under cytopathological ground and plaque forming 
features. We also evaluated the sensitivity of the isolates (viral inhibition) to commercially 
available anti-HSV drugs, such as, acyclovir (ACV), foscarnet (PFA), 
arabinofuranosylcytosine (Ara-C) and trifluridine (F3T) based in the assay of antiviral 
activity, monitored by plaque assay and tissue culture infectious dose. From 22 clinical 
specimens we could isolate and adapt twenty strains. Overall, the CPE was mostly detected 
24-48 h post-infection (p.i.), represented by focally rounding and increased refringence of the 
infected cells and later with the spread of the effect. Total destruction of the cell monolayer 
was observed at 72-96 h p.i. The presence of syncytia was remarkable 48 h p.i. observed after 
cell staining. Out of 20 isolates six developed plaques. The plaques of the isolates S1-S4 were 
predominantly large with diameter of 1.0 mm and isolate S5 and S6 produced mostly small 
plaques of 0.4 mm size. Eleven isolates S1-S11 were sensitive to ACV, PFA, Ara-C and F3T 
antiviral tested. The percentage of virus inhibition (%VI) ranged from 61-100%. Therefore, in 
this work we studied the circulating wild strains of HSV, as well as, tried an approach to the 
concept of antivirogram, as a useful tool for the treatment and the control of HSV infections. 
 
 
Key words: HSV. Isolation. Cytopathology. Sensitivite to antivirals. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os herpesvírus são vírus envelopados com diâmetro do vírion superior a 100 

nm (PELLETT; ROIZMAN, 2007). O genoma é constituido de DNA dupla-fita linear (125-

240 kb) e de acordo com o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV), pertencem à 

ordem Herpesvirales, à família Herpesviridae, constituída por três subfamílias: 

Alphaherpesvirinae, responsáveis pelos vírus que causam lesões na pele e mucosas, 

Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae, constituídos pelos vírus que ocasionam 

manifestações sistêmicas (PELLETT;  ROIZMAN, 2007). Podem infectar mamíferos, aves e 

répteis (DAVISON et al., 2009). Os patógenos humanos de grande importância médica são: o 

vírus herpes simplex tipo 1 e 2 (HSV-1, HSV-2), vírus varicela zoster (VZV), 

citomegalovírus humano (HCMV), herpesvírus humano 6 (HHV-6), herpesvírus humano tipo 

7 (HHV-7), herpesvírus associado ao sarcoma de Kaposi (KSHV) e o vírus Epstein-Barr 

(EBV) (KELLY et al., 2009). Outras características comuns da biologia dos herpesvírus 

incluem uma alta incidência de infecções assintomáticas, estabelecimento de infecções líticas, 

latentes e/ou persistentes em gânglios nervosos sensitivos ou em leucócitos por toda a vida no 

hospedeiro (SPEAR; LONGNECKER, 2003). 

Os primeiros herpesvírus humanos a serem descritos foram os herpes 

simplex virus (HSV), os quais têm sido estudados por mais de 25 séculos em relação à 

classificação, epidemiologia e características moleculares. Hipócrates (460/377 a.C.), médico 

da Grécia antiga, documentou as lesões, denominando-as herpes (derivado do grego herpein = 

rastejar, réptil), em referência ao aparecimento das vesículas na pele. O historiador Heródoto 

(484/425 a.C.) descreveu a doença como capaz de causar febre e pequenas vesículas na boca e 

ulcerações nos lábios, denominando-a herpes febrilis. A associação e ocorrência da doença 

em órgãos genitais somente foi atribuida a John Astruc por volta de 1736, conhecido então 

por herpes genital. Fournier descreveu sobre o diagnóstico e o tratamento do herpes genital. 

Coube a Vidal, em 1873, a comprovação de que o herpes era infeccioso e podia ser 

transmitido entre pessoas. Gruter realizou estudos em coelhos mostrando, inequivocamente, o 

isolamento e transmissão do vírus, publicando os resultados em 1924. Em 1930, a infecção foi 

mais bem caracterizada em relação às recorrências, por Andrews e Carmichael (ROIZMAN; 

WHITLEY, 2001). 

Entre 1920 e 1960, os estudos sobre as manifestações biológicas das 

doenças causadas por esses vírus tiveram expansão devido à descoberta de uma grande 

variedade de hospedeiros laboratoriais, ratos, camundongos, coelhos, cobaias, aves e 
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posteriormente, o estabelecimento da infecção em cultura de células fibroblásticas, epiteliais, 

nervosas e ovos embrionados possibilitaram novas abordagens ao estudo das doenças (WIGG 

& MIRANDA, 2008). Em 1968, Nahmias e Dowdle demonstraram que havia dois tipos de 

herpesvírus incluídos no gênero Simplexvirus, com base em suas diferenças antigênicas e 

biológicas (ROIZMAN; WHITLEY, 2001). 

O HSV-1 é principalmente associado com infecções orofaciais, enquanto 

que o HSV-2 é geralmente associado com infecções anogenitais (BEAUMAN, 2005). Embora 

o herpes genital seja classicamente considerado como causado pelo HSV-2, nos últimos anos, 

uma proporção crescente dos casos genitais têm sido atribuído ao tipo 1 (ENGELBERG et al., 

2003). Os HSV-1 e HSV-2 causam uma variedade de infecções normalmente benignas, mas 

também podem causar doença disseminada em infecções neonatal envolvendo vários órgãos 

viscerais (KIMBERLIN, 2007). Em indivíduos imunocomprometidos pode ocorrer também a 

propagação da infecção em múltiplos órgãos viscerais (CHILUKURI; ROSEN, 2003), além 

de contribuírem para a transmissão do vírus da imunodeficiência humana (COREY et al., 

2004). 

 

1.1 PROPRIEDADES GERAIS 

 

O vírion do herpes simplex é constituido de quatro componentes estruturais, 

o genoma de DNA dupla-fita linear (152 kb), o capsídeo, tegumento e um envelope 

(ROIZMAN; SEARS, 1996) (Figura 1A). 

O DNA do HSV consiste em dois componentes covalentemente ligados, 

com seqüências únicas - UL (única longa) ou US (única curta), flanqueadas por regiões 

repetidas invertidas (TRL-IRL e IRS-TRS) (WATANABE, 2010). Há uma única cópia da 

sequência 'a' em cada terminal e entre as junções IRL e IRS (TAYLOR et al., 2002) (Figura 

1B). Os dois componentes podem se inverter um para o outro, criando 4 diferentes tipos de 

moléculas de DNA que diferem somente na orientação da sequência de DNA (WHITLEY; 

ROIZMAN, 2001). 

O capsídeo icosaédrico envolve o genoma e consiste de seis proteínas 

externas a Ul6, Ul18 (VP23), Ul19 (VP5), Ul25, Ul35 (VP26) e Ul38 (VP19C) (ROIZMAN 

& SEARS, 1996). Entre o capsídeo e o envelope há uma camada amorfa denominada 

tegumento que contém 22 proteínas que incluem Ul4, Ul11, Ul13, Ul14, Ul16, Ul17, Ul21, 

Ul36 (VP1/2), Ul37 (VP11/12), Ul41, Ul46, Ul47 (VP13/14), Ul48 (VP16), Ul49 (VP22), 

Ul51, Ul56, Us2, Us3, Us10, Us11, ICP0 e ICP4 (METTENLEITER, 2004). O envelope 
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contém 5 proteínas, UL20, UL43, UL45, UL49A e US9 juntamente com 11 glicoproteínas 

UL1 (gL), Ul10 (gM), Ul22 (gH), Ul27 (gB), Ul44 (gC), Ul53 (gK), Us4 (gG), Us5 (gJ), Us6 

(gD), Us7 (gI) e Us8 (gE) (METTENLEITER, 2004). 

O genoma consiste de 84 possíveis sequências de leitura aberta que 

codificam as proteínas estruturais e funcionais (ROIZMAN et al., 2007). Os RNAs, 

transcritos no núcleo da célula, são denominados de precoce imediato (IE ou a), precoce 

tardio (E ou P) e tardio (L ou ô), que codificam proteínas regulatórias da replicação, incluindo 

a timidino-quinase (TQ) e a DNA polimerase (DNA pol) e proteínas estruturais como gB, 

ICP5 e gC (ROIZMAN; KNIPE, 2001). Os RNAs precoce imediatos são detectados na 

primeira meia hora pós-infecção (hpi), os precoce tardios de 2-3 hpi e os tardios, pelo menos 

após 12 hpi (SU et al., 2008). 

BOEHMER e LEHMAN (1997) demonstraram que após a infecção, o 

genoma linear circulariza-se e a replicação do DNA é iniciada em um sítio denominado 

origem de replicação. A replicação do DNA ocorre pelo mecanismo de círculo rolante que 

produz concatâmeros de alto peso molecular e a clivagem destes, em unidades monoméricas, 

está relacionada ao empacotamento do DNA no capsídeo (STRANG; STOW, 2005). 

 

Figura 1 – Estrutura e genoma do HSV. 

 
(A) O vírion consiste em quatro componentes: DNA dupla-fita linear, capsídeo, tegumento e um envelope. (B) 
Genoma do HSV. O genoma é constituído por duas estruturas com sequências únicas, designadas UL e US, 
flanqueadas por regiões repetidas invertidas (TRL-IRL e IRS-TRS) (WATANABE, 2010).  
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1.2 REPLICAÇÃO 

 

A replicação do HSV em condições naturais ocorre em células epiteliais da 

pele e mucosas, neurônios e células do sistema imunológico (SPEAR et al., 2006). O HSV se 

liga ao sulfato de heparan (HS), que são componentes essenciais da superfície da célula e 

matriz extracelular (OH et al., 2010). Na ausência de HS, o sulfato de condroitina pode ser 

usado como receptor na superfície da célula hospedeira (MARDBERG et al., 2002). 

A fusão vírus-célula (e célula-célula) requer a participação de gB, gC, gD, 

gH e gL (PERTEL et al., 2001). A interação inicial na superfície da célula é mediada pela 

interação da gC e/ou gB com HS (SHUKLA; SPEAR, 2001) (Figura 2). Embora gC não seja 

essencial para a entrada viral, sua ausência diminui a eficiência da adsorção à célula (SPEAR; 

LONGNECKER, 2003). 

A ligação da gD com receptores celulares é crucial para a iniciação do 

processo de fusão (TAYLOR et al. 2007). A gD pode interagir com três famílias de receptores 

que incluem, receptor de nectina-1 e 2, ambos membros da superfamília de imunoglobulinas, 

(mediadores de entrada de herpesvirus - HVEM), membro da família de receptores do fator de 

necrose tumoral (TNF), além de uma forma modificada do HS, conhecida como sulfato de 

heparan sulfatado (3-O HS) (PERTEL et al., 2001) (Figura 2). Estes receptores são expressos 

em diferentes células e tecidos, determinando um importante papel na definição da 

preferência viral para invadir células e tecidos específicos (TIWARI et al., 2005). Por 

exemplo, HVEM é expresso em muitos tecidos humanos fetais e adultos, incluindo pulmão, 

fígado, rim e tecidos linfóides (TIWARI et al., 2005). Por outro lado, o receptor nectina-1 é 

expresso em células humanas de origem epitelial e neuronal, assim como na córnea humana, 

enquanto o receptor nectina-2 é expresso em muitos tecidos humanos, mas com somente uma 

expressão limitada em células neuronais e em queratinócitos (TIWARI et al., 2008). Já o 

receptor 3-OS HS é expresso em muitas linhagens de células humanas, como células 

neuronais e endoteliais (TIWARI et al., 2007). 

A fusão celular induzida pelo HSV-1 pode resultar na formação de células 

gigantes multinucleadas, sincícios, resultantes da fusão de células infectadas com adjacentes 

células não infectadas (JONES; GERAGHTY, 2004). Os sincícios são observados em lesões 

induzidas por HSV e pode representar um mecanismo de morte celular durante a infecção 

(PERTEL; SPEAR, 1998). 

Após a penetração no citoplasma, o nucleocapsídeo viral é transportado pelo 

citoesqueleto através dos microtúbulos até as proximidades do núcleo (SODEIK et al., 1997). 
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O DNA viral é liberado no núcleo através do poro nuclear e o capsídeo vazio é deixado no 

citoplasma (MIYAMOTO; MORGAN, 1971). O genoma é acompanhado da proteína a-TIF 

também denominada de VP16 ou Vmw65, que funciona como ativadora da transcrição de 

genes IE virais via fatores de transcrição celulares (WYSOCKA; HERR, 2003). A proteína 

"bloqueadora" (da síntese) do hospedeiro (VHS) permanece no citoplasma, onde causa a 

desagregação de polirribossomas e a degradação de RNAs celulares, parando a síntese de 

proteínas celulares (READ et al., 1993). 

A transcrição de genes virais, replicação do DNA, encapsidação e a saída do 

vírion ocorrem no núcleo da célula infectada (ROIZMAN et al., 2007). Assim, a infecção 

produtiva pelo HSV remodela a estrutura do núcleo da célula hospedeira, através de uma série 

de mudanças estruturais que aumenta a infecção produtiva do vírus e bloqueia a resposta 

celular do hospedeiro, como, por exemplo, a formação de corpos intranucleares eosinofílicos 

ou Cowdry tipo A (WHITLEY, 2002). 

 

Figura 2 – Determinantes moleculares de entrada do HSV nas células.  

 
A ligação inicial do vírus às células é mediada pela interação da gC e/ou gB com HS. A gD pode interagir com 
três famílias de receptores: nectina-1 e 2, HVEM e 3-O HS para iniciação do processo de fusão (SPEAR et al., 
2000). 
 

Uma cascata altamente ordenada regula a expressão de genes do HSV 

(ROIZMAN; KNIPE, 2001). Um elemento chave envolvido na iniciação da cascata lítica é a 

VP16, que, em conjunto com duas proteínas celulares do hospedeiro, octâmero 1 (OCT-1) e 

HCF (host fator cell) se ligam às sequências alvo específicas TAATGARAT, localizadas nos 

promotores dos cinco primeiros genes IE: ICP0, ICP4, ICP22, ICP27 e ICP47 (WYSOCKA; 

HERR, 2003). O recrutamento de VP16/OCT-1/HCF forma um potente complexo trimérico 

de ativação de transcrição dos genes (EFSTATHIOU; PRESTON, 2005) (Figura 3). 

A ICP0 atua estimulando a expressão de genes do HSV pertencentes a todas 

as três classes temporais (fases a, P e ô) durante a infecção lítica (HANCOCK et al., 2006). 
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Também ativa a transcrição de genes virais em sinergia com ou independente de ICP4 

(HAGGLUND; ROIZMAN, 2004). A ICP4 é um regulador essencial positivo e negativo da 

expressão gênica (ROIZMAN; KNIPE, 2001). É uma proteína ligante de DNA que interage 

com fatores de transcrição, para ativar a maioria dos genes de fase P e ô, e reprimir a 

transcrição de certos genes de fase a (OLESKY et al., 2005). A ICP27 reprime a expressão de 

certas proteínas de fase a, e P e induz a expressão de proteínas de fase ô (OLESKY et al., 

2005). É requerida indiretamente para a replicação do DNA viral por aumento de níveis de 

RNA mensageiro (RNAm) de produtos de genes E essenciais para a síntese de DNA viral 

(ROIZMAN et al., 2007). A ICP22 é necessária para uma expressão eficiente de genes de fase 

P, assim como um subconjunto de genes de fase ô (O TOOLE et al., 2003). A ICP47 se liga a 

TAP não permitindo o transporte de peptídeos virais para o retículo endoplasmático, para 

eventual apresentação na superfície da célula (LACAILLE; ANDROLEWICZ, 1998). Os 

genes E estão envolvidos na síntese do DNA viral e no metabolismo de nucleotídeos tais 

como Ul52 e Ul23 (BOEHMER; LEHMAN, 1997). Uma vez que o DNA tenha sido 

sintetizado, genes L são ativados que codificam proteínas necessárias para produzir progênies 

virais, principalmente proteínas estruturais, tais como gB e gD, são subdivididos em yl e y2 

genes, de acordo com seu grau de dependência na replicação de DNA para sua expressão (SU 

et al., 2008). 

 

Figura 3 – Ativação da expressão de genes IE.  

 
(a) A expressão de genes IE é ativada por um complexo trimérico que consiste em OCT-1, VP16 e HCF. (b) 
Como conseqüência da expressão de genes IE subsequentes classes de genes são expressos para facilitar a 
infecção produtiva do vírus (EFSTATHIOU & PRESTON, 2005).  
 

A formação do capsídeo ocorre quando a VP5 se associa às proteínas de 

suporte (scaffolding) e a outras proteínas (ROIZMAN et al., 2007). Ocorre a autoclivagem 
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proteolítica das proteínas scaffolding, liberando o capsídeo vazio (ROIZMAN et al., 2007) e a 

seguir o DNA viral é empacotado dentro do capsídeo (NEWCOMB et al., 1996) (Figura 4). A 

primeira etapa de maturação ocorre na membrana nuclear interna que fornece ao 

nucleocapsídeo um envelope primário (METTENLEITER, 2004). O envelopamento 

secundário é frequentemente observado nas proximidades do aparelho de Golgi, onde tem 

sido proposto a partir de evidências bioquímicas e morfológicas que as vesículas na qual 

ocorre o brotamento são derivadas do aparelho de Golgi (METTENLEITER et al., 2006) 

(Figura 5). A liberação da progénie viral causa lise da célula e destruição final da célula 

infectada (PEÑA et al., 2009). 

 

Figura 4 – Esquema representativo da montagem do capsídeo e empacotamento do genoma 
do HSV  

 
(WIGG & MIRANDA, 2008). 
 

Figura 5 – Esquema representativo da formação do envelope por duplo envelopamento e 
liberação das partículas virais do HSV da célula hospedeira  

 
(METTENLEITER, 2004). 
 



 20

1.3 LATÊNCIA 

 

A latência é estabelecida em neurônios sensoriais no sítio primário de 

infecção (EFSTATHIOU; PRESTON, 2005). Após a replicação primária do HSV-1 na 

mucosa oral, o vírus ganha acesso ao nervo sensorial terminal, seguido por transporte em 

sentido retrógado ao estímulo nervoso para o núcleo dos neurônios no gânglio trigêmio, onde 

a latência é estabelecida e no caso do HSV-2 ocorre um processo similar resultando no 

estabelecimento da latência no gânglio sacral (BEAUMAN, 2005). Em ambos os casos, 

periódicas reativações podem ocorrer resultando na replicação produtiva do vírus, seguidas 

pelo transporte antiretrógrado para o sítio inicial de infecção ou próximo a este (WHITLEY; 

ROIZMAN, 2001) (Figura 6). Nesta fase, o vírus causa uma infecção assintomática 

(shedding), mas pode resultar no aparecimento de lesões na mucosa oral ou genital (MELL, 

2008). Uma variedade de estímulos, como, exposição à luz ultravioleta, trauma ou estresse 

emocional podem resultar na reativação dos vírus latentes (WOO; CHALLACOMBE, 2007). 

 

Figura 6 – Latência e reativação do HSV.  

 
(a) Ciclo lítico do HSV em células epiteliais; (b) Transporte axonal retrógrado para o estabelecimento de 
latência; (c) Transporte axonal anteretrógrado para a reativação do vírus (LACHMAN, 2003). 
 

Durante a infecção latente o genoma do vírus é mantido, mas sem a 

replicação viral (KHANNA et al., 2004). A transcrição durante a latência é restrita aos 

transcritos associados à latência (LATs) (LACHMANN, 2003). Os LATs compreendem uma 

série de íntrons estáveis de 2.0 e 1.5 kbp, denominados de LATs maior, no qual estão unidos a 

partir de transcritos primários menos abundantes de 8.3 kbp denominados de LATs menor 

(CLIFFE et al., 2009). LATs maior estão acumulados no núcleo de neurônios e proporcionam 
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um marcador útil para a detecção de neurônios latentemente infectados (PROENÇA et al., 

2008). 

Durante a infecção aguda nos gânglios, no local da inoculação, duas 

populações distintas de neurônios foram identificadas - uma expressando genes do ciclo lítico 

e outra expressando apenas LATs, sugerindo que as vias de expressão gênica lítica e latente 

divergem-se uma da outra, imediatamente, após a infecção do neurônio (LACHMAN, 2003). 

Estudos indicam que os LATs são transcritos em apenas uma fração (5-33%) de todas as 

células latentemente infectadas (SAWTELL, 1997). A quantidade de DNA do vírus dentro de 

cada neurônio pode variar de 1 a 100 cópias na maioria das células, com raros neurônios 

contendo mais de 1000 cópias (THOMPSON; SAWTELL, 2000). 

A função dos LATs não é clara, tem sido demonstrado por JONES (2003) 

que os LATs inibem a apoptose das células infectadas in vivo e in vitro. Também podem estar 

relacionados com a capacidade de regular negativamente a expressão de genes do ciclo lítico 

nos neurônios, favorecendo o estabelecimento e manutenção da latência (PERNG, 2000). 

Algumas mudanças ocorrem na organização do genoma viral, que podem 

influenciar na expressão gênica viral, como a presença do genoma na forma de episoma 

circular e associação do genoma com histonas celulares, portanto, existe como cromatina nos 

neurônios latentemente infectados (PAULUS et al., 2010). 

De acordo com KNIPE e CLIFFE (2008) a cromatina possui um importante 

papel no ciclo lítico e latente do HSV. Em células epiteliais, VP16 localiza-se no núcleo e 

promove a formação eucromatina em genes IE promovendo assim a expressão de genes do 

ciclo lítico e por outro lado, em células neuronais LATs são expressos promovendo a 

formação de heterocromatina. 

Um mecanismo proposto por PRESTON (2000) para explicar a latência está 

relacionado a uma baixa expressão do fator nuclear OCT-1 no sistema nervoso e que outras 

proteínas da família OCT são expressas preferencialmente. Na maioria dos tecidos, a proteína 

do tegumento viral a-TIF interage preferencialmente com a proteína OCT-1 e esta ligação é 

estabilizada pelo fator HCF proporcionando a formação do complexo de pré-iniciação do 

genoma do HSV, iniciando a transcrição de genes de fase a e consequente infecção produtiva 

(WYSOCKA; HERR, 2003). 
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1.4 PATOLOGIA 

 

1.4.1 Herpes Labial 

 

Mais de 85% da população mundial é soropositiva para HSV-1 (YEUNG-

YUE et al., 2002). A infecção primária pode ser inaparente ou manifestar sinais e sintomas, 

tais como, febre, lesões vesiculares e ulcerativas, gengivoestomatite, edema, linfoadenopatia 

localizada, anorexia e mal-estar (MELL, 2008) (Figura 7A). O período de incubação é de 2 a 

12 dias (MELL, 2008). Se a primoinfecção ocorrer mais tardiamente, é comum a faringite 

herpética, associada a manifestação semelhante à mononuclease (FATAHZADEH; 

SCHWARTZ, 2007). 

As lesões orolabiais recorrentes apresentam sintomas prodrômicos de dor, 

queimação, coceira ou formigamento (SIEGEL, 2002). As vesículas persistem por 

aproximadamente 48 h, progredindo para pústula e crosta em 72 a 96 h (YEUNG-YUE et al., 

2002) (Figura 7B). A infecção primária é rara em crianças com menos de 6 meses de idade, 

pois os anticorpos maternos conferem proteção (STOOPLER, 2005). A incidência de infecção 

primária por HSV-1 atinge um pico entre 2 e 3 anos de idade (GREENBERG, 2003). 

 

Figura 7 – Manifestações clínicas do herpes orolabial  

 
(A): Gengivoestomatite herpética primária em criança, apresentando intensa inflamação gengival e múltiplas 
úlceras na mucosa labial. (B): Herpes labial (fase de crosta) (FATAHZADEH & SCHWARTZ, 2007). 
 

1.4.2 Herpes Genital 

 

O HSV-2 é a principal causa de herpes genital transmitida por contato 

sexual (KUMAR et al., 2001). A prevalência do HSV-2 aumenta com o início da atividade 

sexual na adolescência (STOOPLER, 2005). Cerca de 10-20% das infecções genitais são 

causadas pelo HSV-1 (LIPPELT et al., 2002), particularmente, no Reino Unido 
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(STANBERRY et al., 1999). Este aumento provavelmente é resultado do atraso na exposição 

ao HSV-1 oral, em países desenvolvidos e, portanto, estes indivíduos permanecem 

susceptíveis a infecção por HSV-1 genital, no início da atividade sexual (XU et al., 2006). O 

aumento do HSV-1 genital é também atribuído ao aumento de sexo oral entre jovens 

(HALPERN-FELSHER et al., 2005). 

As mulheres são mais susceptíveis à infecção pelo HSV-2 que os homens, 

em uma proporção aproximada de quatro vezes (WALD et al., 2001), possivelmente, pelas 

diferenças anatômicas (por exemplo, diferenças no epitélio genital), maior exposição ao 

inóculo e uma maior taxa de reativação viral em homens que em mulheres (WALD et al., 

2002). 

A prevalência sorológica do HSV-2 varia de 7-40% em mulheres grávidas, 

de 6095% em pessoas infectadas com HIV e prostitutas (GUPTA et al., 2007). As infecções 

assintomáticas são mais frequentes e a manifestação clínica clássica primária do HSV-1 ou 

HSV-2 genital é caracterizada por agrupamentos bilaterais de pápulas eritematosas e vesículas 

na genitália externa, geralmente 6 dias após o contato sexual (BEAUMAN, 2005). 

Quase 40% dos homens e 70% das mulheres apresentam febre, cefaléia, 

mal-estar e mialgias (GUPTA et al., 2007). Nas mulheres as úlceras podem ocorrer no meato 

uretral, lábios, períneo e nos homens as úlceras geralmente aparecem na glande e corpo do 

pênis (BEAUMAN, 2005). Em homossexuais a protite herpética é comum (KRONE et al., 

2000). Em ambos os homens e mulheres, as lesões podem aparecer na região perianal, nas 

coxas, ou nádegas (LAUTENSCHLAGER; EICHMANN, 2001). Durante 2-3 semanas, 75% 

dos pacientes têm novas lesões e algumas lesões progridem para vesículas, pústulas, crostas e 

úlceras (GUPTA et al., 2007). As complicações incluem meningite asséptica, lesões 

extragenitais e disfunção autonômica, incluindo a retenção urinária (FATAHZADEH; 

SCHWARTZ, 2007). 

HSV-2 é a segunda principal causa na prevalência de doenças virais 

sexualmente transmissíveis (MARSHALL et al., 2001). Estudos epidemiológicos sugerem 

que as doenças sexualmente transmissíveis (DST) facilitam a disseminação do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (WALD; LINK, 2002). Neste contexto, o HSV-2 tem sido 

apontado como um cofator importante na aquisição e transmissão do HIV (CELUM, 2004). O 

HSV-2 causa úlceras e microulcerações, frequentemente assintomáticas, porém, são portas de 

entrada para o HIV (CELUM, 2004). Lesões por HSV-2 mobilizam números substanciais de 

linfócitos T CD4+, alvos do HIV (CELUM et al., 2004). Pacientes infectados por HIV 

possuem alto risco de reativação do HSV latente (PATEL, 2002). As infecções por HSV em 
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imunocomprometidos são graves, crônicas e, muitas vezes com extensas lesões de mucosas 

que tendem a ser mais invasivas, a cicatrização mais lenta e prolongado o período de excreção 

viral (SNOECK, 2000). 

 

1.4.3 Herpes Neonatal 

 

A infecção neonatal por HSV é uma doença devastadora com uma 

mortalidade elevada se não tratada (BRADY; BEIRSTEIN, 2004). Sessenta a setenta porcento 

das infeções são causadas por HSV-2 e o restante dos casos por HSV-1 (KIMBERLIN et al., 

2001). 

O HSV neonatal é adquirido em um dos três distintos tempos: em 5% há 

infecção in útero e em 85% a infecção ocorre no momento do parto e 10% pós-parto 

(KFMBERLFM, 2007). O quadro grave é denominado de doença disseminada do recém nato 

e envolve vários órgãos, incluindo o pulmão, fígado, glândula adrenal, pele, olhos e cérebro 

(KIMBERLIN et al., 2001) (Figura 8). 

As mulheres que adquirem o HSV no final gravidez, mas são soronegativas 

possuem pelo menos, dez vezes mais probabilidade de transmitir o HSV para o bebê que 

mulheres que adquirem HSV antes da gravidez ou que possuam herpes genital recorrente 

(GUPTA et al., 2007). A prevenção concentra-se em proteger a criança das secreções vaginais 

durante o parto, sendo assim, a cesariana a medida de prevenção recomendada (BROWN et 

al., 2003). No entanto, na maioria dos casos o herpes neonatal é adquirido no momento do 

parto de mães com infecção genital assintomática (ANZIVINO et al., 2009). 

 

Figura 8 – Manifestações clínicas do herpes neonatal  

 
(GUPTA et al., 2007).  
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1.4.4 Encefalite e Meningite 

 

O HSV tem sido reconhecido como um patógeno que afeta também o 

sistema nervoso central, devido à sua natureza neurotrópica (ALTUGLU et al., 2006). A 

encefalite herpética (HSE) tem sido relatada principalmente como sendo causada pelo HSV-1, 

com mais de 90% dos casos em adultos, porém, HSE neonatal é mais frequentemente 

associado com o HSV-2 (WILSON, 2009). É associada com 70% de mortalidade em 

pacientes não tratados e uma elevada incidência de sequelas neurológicas severas e 

permanentes em casos tratados (WHITLEY, 2006). 

A incidência anual é calculada de 1-4 por 1 milhão de pacientes 

(SAUERBREI et al., 2000). A HSE pode ocorrer como consequência de infecções primárias 

ou recorrentes, resultando em necrose focal do lobo frontal e/ou lobo temporal do cérebro e 

pode ocorre com menor frequência encefalites leves e subagudas, meningite ou mielite 

(SAUERBREI et al., 2000). O HSV-2 pode provocar encefalite hemorrágica necrosante em 

recém-nascidos de mães com herpes genital (KIMBERLIN, 2004). 

A meningite linfocitária (meningite de Mollarets) tem sido associada com 

recorrentes infecções por HSV-2 (BACHMEYER et al., 1996). Há o envolvimento do nervo 

sacral com disfunção do sistema nervoso autônomo, dormência, dor pélvica, formigamento, 

retenção urinária, constipação, cefaléia, febre, leve fotofobia, pleocitose linfocítica do líquido 

cefalorraquidiano e os sintomas geralmente desaparecem em poucos dias, mas em alguns 

casos, danos neurológicos levam de semanas a meses para desaparecerem, eventualmente, 

tornando-se permanentes (MARQUES; STRAUS, 2000). São relatados também raros casos 

de mielite transversa e Síndrome de Guillain-Barré, após a infecção HSV (MARQUES; 

STRAUS, 2000). 

 

1.4.5 Herpes Ocular 

 

HSV é uma importante causa de doenças oculares (LIESEGANG, 2001). 

Infecções sintomáticas primárias por HSV-1 envolvem principalmente a orofaringe e 

raramente o olho (menos de 1% dos casos) (LABETOULLE et al., 2000). Em contraste, 

sintomas oculares relacionadas à reativação viral são frequentes, afetando 21 em 100.000 

pessoas, por ano, nos países da Europa Ocidental (LIESEGANG, 2001). Também é a causa 

mais comum de cegueira nos Estados Unidos com cerca de 300.000 casos de infecções 

oculares diagnosticados anualmente (WHITLEY; ROIZMAN, 2001). Doenças oculares 
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primárias ou recorrentes causadas pelo HSV causam blefarite, conjuntivite, ceratite epitelial, 

ceratite estromal, iridociclite ou retinite (ARDUINO; PORTER, 2008). 

A córnea é o sítio mais frequente da doença herpética ocular 

(LABETOULLE et al., 2003). As observações clínicas sugerem que, infecção primária por 

HSV-1 na mucosa oral pode levar a latência em diferentes tipos de neurônios, o que pode 

explicar os vários tipos de doenças oculares herpéticas (LABETOULLE et al., 2003) 

A ceratite herpética continua sendo uma das principais causas de morbidade 

visual (WILHELMUS, 2000) (Figura 9). HSV-1 é a causa de 78-98% dos casos de ceratite 

herpética (PEPOSE et al., 2006). A doença bilateral ocorre em 1.3-12% dos casos em jovens e 

tende a ser mais grave (KAYE; CHOUDHARY, 2006). 

 

Figura 9 – Manifestações clínicas do herpes ocular.  

 
Ceratite herpética no olho esquerdo 3 meses após o diagnóstico (BODAGHI et al., 2000). 
 

1.4.6 Panarício Herpético 

 

O panarício herpético é uma rara manifestação de HSV na falange distal em 

um ou mais dedos e tipicamente ocorre depois da autoinoculação, em pacientes com lesões 

herpéticas orais ou genitais ou em profissionais da saúde (SZINNAI et al., 2001). 

Em crianças é causada quase que exclusivamente por HSV-1,  durante a 

gengivoestomatite herpética primária (FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2007). Crianças 

geralmente de 1-3 anos de idade são afetadas (WU; SCHWARTZ, 2007) (Figura 10). Em 

adultos a infecção pode ser causada pelo HSV-1 ou HSV-2 (RUBRIGHT; SHAFRITZ, 2011). 

As lesões aparecem após um período de incubação de 2 a 20 dias após a inoculação e está 

associada com dor intensa (FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2007). Febre e sintomas 

sistêmicos são raros (RUBRIGHT; SHAFRITZ, 2011). As lesões regridem normalmente em 

3-4 semanas, mas podem ocorrer recorrências (SIMMONS, 2002). As taxas de recidivas são 

inferiores aos observados nas infecções oral ou genital (BRADY; BERNSTEIN, 2004). 
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Figura 10 – Manifestações clínicas do paranício herpético.  

 
Panarício herpético no dedo médio de uma criança de 2 anos de idade apresentando eritema, erupções 
vesiculares e ulcerações, em crostas, nos dígitos afetados (FATAHZADEH & SCHWARTZ, 2007).  
 

1.4.7 Herpes Gladiatorum 

 

Herpes gladiatorum refere-se a infecções por HSV-1 entre os atletas, em 

esportes de contato, como luta livre e rugby (BELONGIA et al., 1991). Infecções primárias e 

recorrentes são caracterizadas por erupções cutâneas na face, orelhas e pescoço (ESMANN, 

2001). O uso profilático de antivirais durante a época desportiva tem sido útil em tais casos 

(SIMMONS, 2002). 

 

1.4.8 Eczema Herpético 

 

Eczema herpético (EH) é o termo aplicado às infecções disseminadas por 

HSV em pacientes com dermatite atópica e é frequentemente associada com sintomas 

sistêmicos (KHAN et al., 2005). 

Clinicamente, os pacientes com EH disseminado, apresentam erupções em 

forma de vesículas (Figura 11A), acompanhada por febre, mal estar e linfadenopatia 

(ARDUINO; PORTER, 2008). A cabeça, pescoço e tronco são mais comumente afetados 

(WOLLENBERG et al., 2003). Após duas semanas, há formação de crostas (Figura 11B) e as 

lesões geralmente regridem dentro de 2-6 semanas (WOLLENBERG et al., 2003). 

Complicações associadas incluem ceratoconjuntivite e viremia, envolvendo múltiplos órgãos, 

levando a meningite e encefalite, com taxa de mortalidade de aproximadamente 75% 

(FORTUNO et al., 2002). 
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Figura 11 – Manifestações clínicas do eczema herpético.  

 
(A): EH, estágio vesiculopustular. Erupções disseminadas com formação de bolhas e pústulas na pele (B): EH 
em fase de crosta (WOLLENBERG et al., 2003).  
 

1.5 IMUNIDADE 

 

1.5.1 Imunidade Inata 

 

Interferons tipo I (IFN I) são a primeira linha de defesa inata do hospedeiro 

contra a infecção viral (GARCIA et al., 2006). Certos tipos de células, tais como células 

dendríticas (CDs) geram níveis elevados de IFN I (LIU, 2005). A ação biológica dos IFN I é 

autócrina ou parácrina e, assim, a célula infectada secreta moléculas de IFN que agirão em 

outras células vizinhas, não infectadas, protegendo-as da infecção viral (CONRADY et al., 

2009). 

Padrões moleculares associados ao patógenos (PAMPs) são reconhecidos 

pelo hospedeiro com frequência através de proteínas TLR (receptores semelhantes a toll) 

(TAKEDA; AKIRA, 2005). Os TLR alertam o hospedeiro na presença de um patógeno 

iniciando eventos de sinalização intracelular através do recrutamento de proteínas adaptadoras 

(FINBERG et al., 2007). No caso do HSV, diferentes PAMPs são reconhecidos por mais de 

um TLR, essa interação com a célula hospedeira é capaz de levar a ativação de TLR2, 

supostamente através de sua gD e de TLR9, através de seu DNA genômico (MORRISON, 

2004). 

Vários mecanismos podem ser postulados para o reconhecimento de HSV 

via TLR por CDs (Figura 12) no entanto, as contribuições desses TLR no reconhecimento do 

HSV e indução de citocinas pró-inflamatórias nas DCs permanecem obscuras (SATO et al., 

2006). 
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Figura 12 – Reconhecimento do HSV via TLR.  

 
O mais simples é a ativação do TLR2 ou TLR9 nas CDs (Figura A e B). Alternativamente, HSV pode ativar 
ambas TLR2 e TLR9 nas CDs com pelo menos duas possibilidades, a primeira é o reconhecimento do HSV por 
duas vias distintas (Figura C). Na segunda possibilidade, o HSV é detectado em sequência, primeiro por TLR2 
na superfície da célula, e, posteriormente, via TLR9 intracelular na CD (Figura D) (SATO et al., 2006).  
 

1.5.2 Imunidade Adquirida  

 

A imunidade celular é o principal mecanismo para o controle de infecções 

iniciais e recorrentes causadas por HSV. Em particular, linfócitos T citotóxicos (LTC), natural 

killer (NK), macrófagos e IFNô e IL-2 podem ser particularmente importante na contenção 

das infecções por HSV (WOO; CHALLACOMBE, 2007). 

Células infectadas por vírus comumente apresentam uma diminuição da 

expressão do complexo de histocompatibilidade maior classe I (MHC I) (ORANGE et al., 

2002). Dessa forma a baixa expressão de MHC I em células infectadas permite o 

reconhecimento dessas células pelas células NK sem que haja o engajamento dos receptores 

inibitórios, levando à ativação das células NK (MOCIKAT et al., 2003). O reconhecimento de 

peptídeos virais via MHC I, por LTC é um evento chave na eliminação de células infectadas 

por vírus (HANSEN; BOUVIER, 2009). As células NK e os LTC contém enzimas 

proteolíticas (granzimas) e perforinas em grânulos intracelulares que causam a destruição da 

célula alvo (LANIER, 2008). 

As CDs são essenciais para ativação de células T e diferenciação em células 

T helper tipo 1 (Th1), células T helper tipo 2 (Th2) e LTC (POLARA et al., 2004). São 

recrutadas para o local da infecção, amplificando a produção local de IFN e induz a produção 

de LTC (POLARA et al., 2004). 
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As glicoproteínas do envelope, gB, gH e gL induzem a formação de 

anticorpos neutralizantes (MITCHELL & STEVENS, 1996). Os HSV possuem a capacidade 

de disseminação célula a célula (COCCHI et al., 2000). Essa disseminação do vírus célula a 

célula em tecidos epiteliais envolve o movimento de partículas virais através de junções 

celulares, sem atingir o meio extracelular (JOHNSON et al., 2001). Esse processo 

provavelmente explica por que os níveis de anticorpos neutralizantes não diminuem a 

gravidade das lesões por HSV ou impedem infecções recorrentes (COREY; SPEAR, 1986). 

 

1.5.3 Mecanismos de Evasão 

 

O HSV desenvolveu várias estratégias de evasão da resposta imune do 

hospedeiro tendo como alvo proteínas do complemento, células NK, moléculas do MHC I ou 

complexo de histocompatibilidade maior classe II (MHC II) e anticorpos (FAKIOGLU et al., 

2008). 

Uma defesa do hospedeiro é a apoptose em resposta aos distúrbios da 

maquinaria celular pelas proteínas virais ou do sistema imune (ROIZMAN; PELLET, 2001). 

O HSV bloqueia a apoptose por pelo menos três proteínas, Us3, gJ, e gD causada por lesão 

celular específica (WHITLEY & ROIZMAN, 2001). 

O HSV-1 bloqueia a ativação de LTC, impedindo a apresentação de 

antígenos via MHC I (HILL et al., 1995). O HSV-1 codifica o gene IE ICP47, que impede o 

transporte de peptídeos antigênicos pela TAP para o retículo endoplasmático e impedindo 

assim a apresentação de antígenos via MHC I (HEWITT, 2003). A ICP47 se liga ao sítio de 

ligação do peptídeo da TAP e impede a ligação de outros peptídeos que são substratos 

adequados para a TAP (AHN et al., 1996). Também induz uma mudança conformacional da 

TAP, que pode ser suficiente para desestabilizá-la e inativá-la (LACAILLE; 

ANDROLEWICZ, 1998; HANSEN; BOUVIER, 2009). A ICP47 efetivamente encerra o 

fluxo TAP-dependente de peptídeos para o retículo endoplasmático comprometendo 

severamente a montagem de moléculas do MHC I e como resultado, a apresentação e o 

reconhecimento de antígenos do HSV por células T CD8+ são restritas, permitindo que o 

vírus persista por mais tempo na célula infectada (LACAILLE; ANDROLEWICZ, 1998). 

Citocinas com atividade antiviral e anticorpos contra as proteínas virais são 

induzidos por moléculas MHC II, na presença de epítopos virais (SIEVERS et al., 2002). 

Estas funções são mediadas por células T CD4+, que ativam células T CD8+ citotóxicas que 

são específicas contra células infectadas por vírus (WIERTZ et al., 2007). Ao contrário das 
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moléculas MHC I que usam a degradação citoplasmática como fonte de peptídeos, o MHC II 

adquire peptídeos antigênicos em compartimentos endossomais/lisossomais (NEUMANN et 

al., 2003). O HSV-1 inibe a capacidade de células B linfoblastóides de estimular linfócitos T 

CD4+ (BARCY; COREY, 2001). Por interferir com etapas específicas na via biossintética de 

processamento do MHC II, o vírus pode manipular a apresentação de polipeptídeos via MHC 

II (NEUMANN et al., 2003). 

A gE e gI do HSV-1 formam um complexo heterodímero com alta afinidade 

para o receptor Fc da imunoglobulina G (IgG) (FAVOREEL et al., 2003). O domínio Fab do 

anticorpo IgG liga-se ao seu antígeno alvo, enquanto a região Fc se liga ao complexo gE-gI, 

que bloqueia as atividades mediadas pelo domínio Fc da IgG, incluindo a ativação do 

complemento e da citotoxicidade celular dependente de anticorpo (JUDSON et al., 2003) 

(Figura 13). 

O sistema complemento atua contra a infecção viral em múltiplos 

mecanismos, como por exemplo, o complexo de ataque à membrana (MAC) medeia a lise 

osmótica das células infectadas criando um poro na bicamada lipídica (LEE et al., 2003). 

Várias proteínas do complemento (C3a, C4a e C5a), conhecidas como anafilatoxinas agem no 

sentido de recrutar leucócitos para o local da infecção, enquanto a opsonização pelo 

complemento de células infectadas por deposição de C3b pode levar à fagocitose por 

leucócitos (FAVOREEL et al., 2003). 

A gC do HSV-1 medeia a evasão da resposta imune ao se ligar ao C3 e 

fragmentos C3b, iC3b e C3c e inibe a interação de C5 e properdina (P) com C3b, uma 

interação que é necessária para geração de C5 convertase e o MAC, bloqueando assim a 

ativação de ambas vias clássica e alternativa do complemento (HOOK et al., 2006) (Assim, a 

gC do HSV-1 impede a neutralização do vírus mediada pelo complemento e inibe a lise de 

células infectadas LUBINSKI et al., 1998). 
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Figura 13 – Modelo de evasão da resposta imune mediada por gC e gE. 

 
A gC se liga a C3b e bloqueia C5 e properdina (P) que se ligam ao C3b, inibindo a ativação do complemento. O 
domínio Fab da IgG se liga ao seu alvo (representado por gX) e Fc se liga a gE-gI, que bloqueia a ativação do 
complemento (FRIEDMAN, 2003).  
 

1.6 TRANSMISSÃO VIRAL 

 

O primeiro contato com o HSV-1 ocorre entre os seis primeiros meses a três 

anos de idade, através da saliva (ARDUINO; PORTER, 2008). O principal modo de aquisição 

do HSV é através de lesões da pele ou mucosas por exposição às secreções de um indivíduo 

com infecção ativa primária ou recorrente (BEAUMAN, 2005). A primeira replicação ocorre 

nas células epiteliais locais, seguida de disseminação pelas vias hematogênica e neurogênica, 

para os órgãos alvo (BERRINGTON et al., 2009). HSV-1 pode permanecer viável na pele, 

roupas, ou plásticos por breves períodos, facilitando a transmissão através de um contato 

direto, tais como beijos ou partilhas de utensílios de uso pessoal (FATAHZADEH; 

SCHWARTZ, 2007). 

O HSV-2 é transmitido sexualmente principalmente por secreções genitais 

(BEAUMAN, 2005). Deve ser levado em consideração uma série de fatores biológicos como: 

idade, gênero, raça, status sorológico do parceiro, uso de preservativos, frequência de contatos 

sexuais, duração dos relacionamentos (SACKS et al., 2004a). Os estudos mostram que apenas 

10-25% das pessoas com anticorpos anti-HSV-2 são conscientes de que têm herpes genital 

(GUPTA et al., 2007). Além disso, a excreção viral sem sintomas ocorre frequentemente em 

indivíduos infectados (KOELLE; WALD, 2000) e é responsável por pelo menos 70% da 

transmissão (WALD et al., 2001). A excreção viral assintomática do herpes genital pode levar 

a transmissão do vírus para outras pessoas, sendo um risco significativo para a transmissão 

entre parceiros e de mãe para filho (SACKS et al., 2004b), assim como na infecção lábil, em 

infecções primárias ou recorrentes (WALD et al., 2004). 
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Foi descrito por COREY et al. (2004) que a terapia antiviral reduz a 

frequência e o grau de excreção viral. 

 

1.7 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

 

O diagnóstico para HSV pode ser realizado a partir de esfregaço do material 

da lesão, pelo isolamento do vírus, por técnicas imunocitoquímicas, como a 

imunofluorescência ou moleculares, como a reação em cadeia da polimerase (PCR) 

(MADHAVAN et al., 1999). 

Algumas técnicas são utilizadas na caracterização do HSV, como a variação 

antigênica, diferença na formação de plaque, sensibilidade a temperaturas (por exemplo, o 

HSV-1 pode se replicar em temperaturas mais elevadas que o HSV-2), sensibilidade a 

heparina e a bromovinildeoxiuridina (BVDU) (BOWLES et al., 2008). 

O vírus pode ser obtido das lesões vesiculares e, eventualmente, de lesões 

que já se apresentam na forma de crostas (SCOULAR, 2002). Assim, as amostras clínicas são 

coletadas por punção do líquido das vesículas ou por aplicação de suabe às lesões e, 

posteriormente, inoculação direta em cultura de células susceptíveis, após descontaminação 

do material (HUBER, 2003). 

As alterações citológicas em células infectadas consistem em modificações 

da estrutura nuclear e marginalização da cromatina (ROIZMAN et al., 2007). São observados 

corpúsculos de inclusão intranucleares acidófilos de Cowdry tipo A, assim como a formação 

de sincícios (WHITLEY, 2002). O isolamento do vírus de lesões de pele e mucosa, em 

culturas de células, ainda é bastante utilizado, porém não permite a distinção entre os 

sorotipos 1 e 2 (PEÑA et al., 2009). Esta distinção pode ser feita por imunofluorescência, que 

é uma técnica rápida, porém, a sensibilidade é relativamente baixa (ABRAHAM et al., 2009). 

A avaliação de anticorpos anti-HSV pode ser feita por vários métodos 

imunológicos sendo a reação de ELISA comumente utilizado (ASHLEY, 2002). Níveis 

elevados de imunoglobulina M (IgM) são coerentes com uma infecção primária, enquanto 

elevados níveis de IgG são sugestivos de uma infecção passada (NADELMAN & 

NEWCOMER, 2000). No entanto, a extensa reatividade cruzada entre o HSV-1 e HSV-2 faz 

com que seja impossível diferenciar infecções primárias e recorrentes (USTAÇELEBI, 2001). 

A maioria dos anticorpos anti-HSV são contra as glicoproteínas de superfície. Atualmente, 

nenhuma reatividade cruzada é mostrada entre as gG do HSV-1 e do HSV-2 (ASHLEY et al., 

1998). Estudos têm mostrado que os testes de IgG como imunoensaios ou imunoblots são os 
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mais precisos para distinguir entre infecção com o HSV-1 ou HSV-2 (SAUERBREI & 

WUTZLER, 2004). 

Por outro lado a PCR, permite o diagnóstico das infecções pelo HSV em até 

24 horas, apresenta 100% de especificidade e 99% de sensibilidade (PEÑA et al., 2009). A 

incorporação de protocolos de PCR para diagnóstico de HSV tem sido facilitada pelo PCR em 

tempo real (WHILEY et al., 2004). A PCR em tempo real oferece um resultado rápido reduz o 

potencial de contaminação, em relação ao método de PCR convencional (WHILEY et al., 

2001). 

 

1.8 TRATAMENTO 

 

Atualmente, mais de 40 antivirais foram licenciados para o uso clínico (DE 

CLERCQ; FIELD, 2006). Destes, 20 antivirais são utilizados no tratamento da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS) e a outra metade utilizada no tratamento de infecções 

causadas por herpesvírus (HSV, VZV e HCMV), vírus da hepatite B, vírus da hepatite C ou 

infecções pelo vírus influenza. No entanto, esses fármacos apresentam graves restrições de 

uso, tais como reduzido espectro de atividade, utilidade terapêutica limitada e vários graus de 

toxicidade (DE CLERCQ, 2005a). Além disso, mutações na TQ ou DNA pol virais podem 

produzir cepas resistentes à droga (COEN; RICHMAN, 2007). Entre os antivirais utilizados 

no tratamento de indivíduos infectados pelo HSV se encontram: 

 

1.8.1 Aciclovir (ACV) e Valaciclovir (VACV) 

 

O ACV e VACV têm sido considerados seguros, pois causam efeitos 

secundários mínimos (SOUZA et al., 2008). O ACV foi o primeiro antiviral dotado de 

atividade seletiva e continua sendo o de escolha para tratamentos de infecções por HSV em 

pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos, mesmo, aproximadamente, trinta anos 

após sua descoberta (SAUERBREI et al., 2010). Continua sendo o tratamento de padrão ouro 

em relação aos outros medicamentos anti-HSV (CHILUKURI; ROSEN, 2003). É um análogo 

da guanosina que tem de ser fosforilada três vezes para se tornar ativa (STEIN, 1997). A 

primeira fosforilação é feita pela proteína viral TQ e a segunda e terceira fosfolarizações são 

realizadas pelas TQ celulares (FROBERT et al., 2008). O ACV trifosforilado atua por 

inibição competitiva da DNA polimerase viral e é um terminador de cadeia do DNA (SAIJO 
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et al., 2002). O ACV é cem vezes mais seletivo para a DNA pol viral do que para a enzima 

celular, possuindo, desta forma, baixa toxicidade (BRADY; BEIRNSTEIN, 2004). 

O uso indiscriminado de ACV levou ao aparecimento de cepas de HSV 

resistentes, relatado pela primeira vez por COEN & SCHAFFER (1980). Infecções por HSV 

resistentes ao ACV são importantes em pacientes imunocomprometidos (CHIBO et al., 2004). 

Nesses pacientes, a prevalência de resistência é cerca de 5%, mas pode chegar a 14-30% em 

pacientes submetidos a transplantes de medula óssea (DE CLERCQ, 2004). Entre os pacientes 

imunocompetentes, a resistência ao ACV é rara, tendo sido avaliada em níveis abaixo de 1% 

na população (MORFIN; THOUVENOT, 2003). As cepas mutantes selecionadas dizem 

respeito às mutações na TQ (95% dos casos) ou na DNA pol viral (5% dos casos) (FROBERT 

et al., 2008). 

O ACV pode ser administrado via oral, tópica ou intravenosa dependendo 

do tipo de infecção (ROTTINGHAUS; WHITLEY, 2007). Reações adversas podem ocorrer 

quando a droga é administrada por via intravenosa, podendo levar a falência renal (LYON, 

2002). Outros efeitos colaterais incluem flebite local, elevação dos níveis da uréia sanguínea e 

creatinina sérica, neutropenia, inespecíficos sintomas gastrointestinais (náuseas, vômito, 

diarréia), e convulsões (MUNOZ, 2000). 

VACV é um derivado L-valil éster do ACV e seu espectro antiviral e sua 

potência são semelhantes ao do ACV (SNOECK, 2000). O fármaco foi desenvolvido para 

superar a pouca biodisponibilidade do ACV (BEAUTNER, 1995). Após a administração oral, 

mais de 99% de VACV é convertido na sua forma ativa (WU et al., 2003). O VACV é melhor 

absorvido no intestino pelo mecanismo de transporte ativo (PERRY; FAULDS, 1996). 

 

1.8.2 Penciclovir(PCV) e Famciclovir (FCV) 

 

Devido a baixa biodisponibilidade oral o PCV é utilizado no tratamento 

tópico (SPRUANCE et al., 1997). O PCV possui maior afinidade para TQ viral do que o 

ACV e consequentemente, os níveis de PCV trifosforilados são muito mais elevados (LOWE 

et al., 1995). Embora PCV trifosforilado seja 100 vezes menos potente na inibição da DNA 

pol viral que o ACV trifosforilado, o PCV atinge maiores concentrações intracelulares e tem 

uma meia-vida mais longa em células infectadas pelo HSV (CIRELLI et al., 1996). O PCV 

permite um limitado alongamento da cadeia de DNA viral em relação ao ACV (BACON et 

al., 2003). 
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O FCV é um pró-fármaco oral, éster diacetil 6-desoxi do PCV (SNOEK, 

2000). Após a administração oral, o FCV é rápidamente absorvido no intestino e assim como 

VACV é metabolizado na parede intestinal e no fígado (via desacetilação e oxidação) para sua 

conversão em PCV (PERRY; WAGSTAFF, 1995). 

 

1.8.3 Ganciclovir (GACV) e Valganciclovir (VGACV) 

 

O GACV é um análogo de guanosina acíclico que é estruturalmente 

relacionado a ACV (TABBARA; BALUSHI, 2010). Ganciclovir, sob certas condições, é 

ainda mais eficaz que o ACV contra o HSV, embora tenha maior potencial tóxico 

(CRUMPACKER, 1996). O GACV está associado com a neurotoxicidade (YOUNG, 2005), 

supressão da medula óssea, carcinogenicidade (LIU et al., 2004). Como o ACV, a 

biodisponibilidade oral do GACV é limitada, e, para superar este problema o éster valina de 

ganciclovir VGACV foi sintetizado (DE CLERCQ; FIELD, 2006). VGACV pode ser 

convertido a ganciclovir no intestino (KIM et al., 2003). 

 

1.8.4 Trifluridina (F3T)/Iodo-desoxiuridina (IDU)/Vidarabina (Ara-A) 

 

Foram os primeiros antivirais utilizados no tratamento de HSV, como 

análogos nucleosídeos, denominados IDU, F3T e Ara-A, respectivamente, estabelecidos em 

1959, 1964 e 1968 (FIELD, 2001). 

Cepas IDU-resistentes foram notificados no início de 1963 (SMITH, 1963). 

F3T e IDU são análogos da timidina, utilizados para o tratamento tópico de 

infecções oculares por HSV, como ceratoconjuntivite primária e ceratite recorrente 

(CHILUKURI & ROSEN, 2003). Ambas inibem o HSV por substituição da timina durante a 

replicação do DNA viral e inibição da timidilato sintase (MURPHY et al., 1992). Apresentam 

efeitos colaterais e toxicidade significativa (irritação local, edema da córnea e da conjuntiva) 

(BROWN et al., 2002). A F3T somente é licenciada nos Estados Unidos e disponível na 

forma solução de colírio a 1%, para tratamento de infecções oculares (BRADY; 

BERNSTEIN, 2004). 

A Ara-A ou arabino adenina foi o primeiro análogo de nucleosídeo a ser 

utilizado como antiviral e administrado por via sistêmica em casos de encefalite herpética 

(JONES, 1998). É um análogo da adenina, que é fosforilada por TQ celulares para Ara-A 

trifosforilada, na qual competitivamente inibe DNA pol viral (HAYDEN; DOUGLAS, 1990). 
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Está associada com toxicidade significativa, o que limita seu uso (SACKS et al., 1979). A 

droga está disponível par uso tópico na concentração de 3% para tratamento de infecções 

oculares (BRADY; BERNSTEIN, 2004). 

 

1.8.5 Bromovinildeoxiuridina (BVDU) 

 

A BVDU ou brivudina atua como inibidor da DNA pol viral após 

fosforilação intracelular, também pode atuar como um substrato alternativo e, portanto, ser 

incorporado pelo DNA viral, reduzindo sua integridade e prejudicando seu funcionamento 

(DE CLERCQ, 2005b). A primeira e segunda fosforilação são catalisadas pela TQ viral, o que 

explica a notável especificidade de BVDU (DE CLERCQ, 2004). Está disponível para uso 

tópico e oral no tratamento de infecções causadas pelo HSV-1 somente na Alemanha e em 

outros países da Europa (DE CLERCQ, 2005b). 

A brivudina não inibe o HSV-2 porque a TQ desse vírus não é capaz de 

converter eficientemente a brivudina monofosforilada para a forma difosforilada, resultando 

em uma redução substancial da forma ativa, brivudina trifosforilada (DE CLERCQ, 2005c). 

No entanto, pode ser usada como marcador para a diferenciação entre os dois tipos 

antigênicos (ZHENG et al., 1983). 

 

1.8.6 Foscarnet (PFA) 

 

PFA é um análogo de pirofosfato que se une ao sítio do pirofosfato da DNA 

pol viral inibindo-a e impedindo sua replicação (DE CLERCQ, 2004). É administrado por 

intravenosa é recomendado para caso de cepas HSV ACV-resistente (BRADY; BERNSTEIN, 

2004). Está associado à insuficiência renal, devido ao seu potencial nefrotóxico, requer uma 

infusão lenta e pré-hidratação extensiva (NAESENS; DE CLERCQ, 2001). Este medicamento 

quando administrado por longos períodos também pode levar à seleção de mutantes (WU et 

al., 2005). 

 

1.8.7 Cidofovir (CDV) 

 

Embora CDV não seja aprovado para o tratamento do HSV pelo FDA (Food 

and Drugs Administration) a necessidade de terapias complementares para o herpes ACV-

resistente viabilizou esta opção (BROWN et al., 2002). Como PFA, a CDV não requer 
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fosforilação pela TQ viral e é eficaz contra cepas HSV TQ-deficiente (BRADY; 

BERNSTEIN, 2004). O uso de CDV é restrito ao tratamento de HSV resistente ao ACV e 

PFA (CHILUKURI; ROSEN, 2003). Efeitos adversos no sítio de aplicação podem ser 

observados e incluem dor, prurido, alterações da pele, ulcerações e atraso na cura de lesões 

(DE CLERCQ, 2004). 

 

1.9 VACINAS 

 

O desenvolvimento de vacinas contra o HSV tem sido um desafio porque o 

vírus estabelece latência e a reativação pode ocorrer independentemente da imunidade 

humoral e celular (BERNSTEIN; STANBERRY, 1999). 

Uma vacina ideal deveria induzir respostas imunes adequadas para evitar a 

infecção como por exemplo: atenuar episódios clínicos primários, impedir a colonização dos 

vírus nos gânglios, ajudar a reduzir a frequência ou severidade das recorrências e reduzir a 

excreção viral em indivíduos ativamente infectados ou portadores assintomáticos 

(WHITLEY; ROIZMAN, 2002). 

A busca por uma vacina para HSV-1 e HSV-2 abrange nove décadas. As 

vacinas de vírus inativados foram desenvolvidas em 1930 e foram feitas a partir de tecido de 

animal infectado com HSV (FRANK, 1938). Apesar dos muitos avanços feitos com vacinas 

inativadas, nenhuma das candidatas a vacina se mostrou suficientemente imunogênica (WU et 

al., 2004). 

Os estudos em animais que envolvem as inoculações de DNA plasmidial 

contendo os genes virais desejados têm mostrado resultados promissores para a prevenção de 

infecções (ROUSE et al., 1998). Essas vacinas são capazes de expressar apenas 1 ou 2 

antígenos virais, mas podem induzir imunidade mediada por células sem a necessidade de 

potentes adjuvantes (WU et al., 2004). 

Duas vacinas de subunidades recombinantes distintas estão sendo 

desenvolvidas através da gB e gD de superfície do HSV-2 e o adjuvante MF59 

(LANGENBERG et al., 1995). O desenvolvimento destas vacinas foi interrompido 

prematuramente porque os resultados demonstraram total falta de eficácia tanto para uso 

preventivo quanto o terapêutico (COREY et al., 1999). A segunda vacina recombinante 

desenvolvida contém a gD e lipídeos adjuvantes monofosforil e está sendo avaliada em 

ensaios clínicos de fase III (STANBERRY, 1998). Resultados dos ensaios clínicos com a 
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candidata indicaram que esta possui uma eficácia clínica de 73% na proteção de mulheres que 

são sorologicamente negativas para o HSV-1 e HSV-2 (STANBERRY et al., 2002). 

Vacinas com cepas cuja replicação é deficiente ou mutante têm sido 

investigadas (Liu et al., 2009). A replicação deficiente é espontânea ou pode ser 

geneticamente modificada, envolve supressão de um gene que é essencial para replicação do 

vírus (DUDEK & KNIPE, 2006). 

Vacinas de vírus atenuados destituídos de genes envolvidos na evasão da 

resposta imune (p.ex. ICP47 e VHS), estão sendo consideradas candidatas (SAMADY et al., 

2003). Um vírus atenuado HSV-2 com uma deleção no domínio PK da subunidade da 

ribonucleotídeo redutase (ICP10) tem sido usado com sucesso para imunizar e proteger 

camundongos e cobaias, resultando na redução da incidência e frequência de recorrência em 

animais previamente infectados (GYOTOKU et al., 2002). Vacinas candidatas com deleção 

no gene ICP10 estão sendo testadas em um estudo de fase II em humanos e da mesma forma, 

uma candidata gH-deficiente está sendo testada como uma vacina profilática (MOINGEON et 

al., 2003). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAIS 

 

Avaliar as amostras clínicas de HSV obtidas, comparativamente às amostras 

controles, assim como, analisar o comportamento destas frente aos antivirais disponíveis. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

a) Isolar e adaptar vinte e duas amostras de HSV provenientes de amostras clínicas em 

cultura de células HEp-2. 

b) Analisar a citopatogenicidade das cepas in vitro através da análise de desenvolvimento de 

plaques. 

c) Avaliar os isolados frente a antivirais comerciais: aciclovir, foscarnet, arabino citosina e 

trifluridina, através do ensaio de plaque e dose infectante em cultura de células. 

d) Estabelecer um antivirograma. 
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4 ARTIGO 

HERPES SIMPLEX VIRUS:  

ISOLATION, CYTOPATHOLOGICAL CHARACTERIZATION AND ANTIVIRAL 

SENSITIVITY 

 

Hattori, L.Y.; Galhardi, L.C.F.; Lopes, N.; Bomfim, W. A.; de Cândido, L. K.; de Azevedo1, 

E. M. M.; Gon2, A. S.; Linhares, R.E.C.; Nozawa, C*. 

 

Departamento de Microbiologia/CCB, 1Departamento de Ginecologia e Obstetrícia and 
2Departamento de Clínica Médica/CCS. Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 

Paraná, Brazil. 

 

ABSTRACT: This work presents the results of the isolation of herpes simplex virus (HSV) 
from clinical specimens whose patients were suffering mostly with oral lesions and secondly 
with genital lesions. The isolation and HSV adaptation was carried out in HEp-2 cell culture 
through successive passages. Cultures infected with isolates were studied under 
cytopathological ground and plaque forming features. We also evaluated the sensitivity of the 
isolates to commercially available anti-HSV drugs, such as, acyclovir (ACV), foscarnet 
(PFA), arabinofuranosylcytosine (Ara-C) and trifluridine (F3T) based in the assay of antiviral 
activity, monitored by plaque assay and tissue culture infectious dose. From 22 clinical 
specimens we could isolate and adapt twenty strains. Overall, the cytopathic effect (CPE) was 
mostly detected 24 h post-infection (p.i.), represented by focally rounding and increased 
refringence of the infected cells and later with the spread of the effect. Total destruction of the 
cell monolayer was observed at 96 h p.i. The presence of syncytia was remarkable 48 h p.i. 
observed after cell staining. Out of 20 isolates six developed plaques. The plaques of the 
isolates S1-S4 were predominantly large with diameter of 1.0 mm and isolate S5 and S6 
produced mostly small plaques of 0.4 mm size. Eleven isolates S1-S11 were sensitive to 
ACV, PFA, Ara-C and F3T antiviral tested. The percentage of virus inhibition (%VI) ranged 
from 61-100%. Therefore, in this work we tried an approach to the concept of antivirogram, 
as a useful tool for the treatment and the control of HSV infections. 

Key words: HSV. Cytopathology. Sensitivity to antivirals. 
 

4.1 INTRODUCTION 

 

Herpes simplex virus (HSV) or human herpesvirus (HHV) is a member of 

Herpesvirales order, family Herpesviridae, subfamily Alphaherpervirinae, genus 

Simplexvirus. HSV most commonly causes mucocutaneous infections resulting in recurrent 

lesions (Roizman et al., 2007). 
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HSV-1 is associated primarily with orofacial infections, whereas HSV-2 is 

generally associated with anogenital infections transmitted through sexual activity (Yeung-

Yue et al., 2002). HSV infection is endemic in all human populations with an estimated 60-

95% of the adult population being infected by at least one of the species (Brady & Bernstein, 

2004). 

HSV is an enveloped virus with a genome consisting of a large linear 

molecule of double-stranded DNA with 152 kb. HSV genes are classified into three groups: 

immediate early (IE), early (E), and late (L) genes that encod regulatory proteins of 

replication, replication proteins and structural proteins (Kuo et al., 2008). 

During latency, there is no expression of viral genes, such as, during the 

lytic phase, but only some transcripts known as LAT (Latency-Associated Transcripts) are 

detected and can be found at high levels (Steiner et al., 2007). 

In this work we isolated, adapted and studied the cytopathological features 

of strains of HSV from clinical specimens collected from in- or outpatients with either, oral or 

genital lesions, clinically compatible with herpes simplex infection. Moreover, we analyzed 

the sensitivity of these isolates against anti-herpesvirus drugs commercially available, 

acyclovir (ACV), phosphonophormic acid (PFA), arabinofuranosylcytosine (Ara-C) and 

trifluridine (F3T). 

 

4.2 MATERIAL AND METHODS 

 

4.2.1 Cells and Virus 

 

HEp-2 cell cultures (human larynx epithelial cells carcinoma - ATCC, CCL-

23) were grown in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (*Gibco-BRL, EUA), 

supplemented with 10% fetal bovine serum (*), 100 ug/ml streptomycin (**Sigma Chem. Co., 

EUA), 100 IU/ml penicillin (**) and 2.5 ug/ml amphotericin B (Bristol Myers-Squibb, 

Brasil). Cell monolayers were used for experiments after a growth period of approximately 

48-72 h. Trypsin/versene were used as cell dispersing agent. 

Standard HSV-1 supplied by the Departmento de Virologia/IMPPG/UFRJ, 

Rio de Janeiro-RJ was used as internal control. 
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4.2.2 Anti-herpes Virus Drugs 

 

The following anti-herpes drugs were used: Acyclovir - ACV (Zynvir®, 

New Farma, Brazil), Phosphonophormic acid - PFA (Foscarnet®, Hospira, USA), Trifluridine 

- F3T (Viroptic®, Monarch Pharmaceuticals, USA) and Arabinosylcytosine - Ara-C 

(Aracytin®, Pharmacia Brazil Ltda, Brazil) were kindly donated by Trade Farma, Brazil). 

 

4.2.3 Clinical Specimens 

 

Clinical specimens, collected from June 2009 to June 2010, were mostly 

obtained from in- and outpatients of the Hospital Universitario Regional do Norte do Parana - 

Londrina (HUNRPr/UEL) and a few from the university staff. The project was approved by 

the UEL Ethic Committee under the registration n° 225/09 PF. The patients were 12-53 years 

of age, either male or female. 

Twenty-two clinical specimens were collected with a swab from 

skin/mucosa blisters or sores, obtained directly from vesicles or skin/mucosa scrapings from 

the lips (13), oral cavity wound (1), genitalia (2), perianus (2), conjunctiva (1), leg (1), 

buttocks (1) and back (1). After collection, the material was immediately placed in DMEM 

containing penicillin (1000 IU/ml), streptomycin (1000 ug/ml) and amphotericin B (25 

ug/ml), and kept at 4-8°C until the laboratory manipulation. The specimens were clarified by 

centrifugation at 1000 xg for 10 min for the removal of cell debris. 

 

4.2.4 Cell Culture Inoculation 

 

Clarified specimens were inoculated in HEp-2 cell cultures established in 

15x100 mm tubes, according to conventional technique (Ramos et al., 2000). Briefly, 48 h 

cell cultures were inoculated with 100 ul of the clarified specimen suspension. The cultures 

were monitored for approximately five days for the observation of virus cytopathic effect 

(CPE). Up to three blind passages were performed for negative cultures by submitting 

inoculated cultures to three cycles of freezing and thawing and the homogenates re-

inoculated. Negative specimens after three blind passages were discarded. Adapted strains, 

after serial passages in cell cultures, were stored at -22°C with 10% glycerin aliquot. 
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4.2.5 Hematoxylin-eosin (HE) Staining 

 

Cell cultures infected with the isolates were subjected to HE staining for 

better analysis of the CPE. Fifty to sixty percent confluent HEp-2 cells grown in coverslips 

were infected with 200 ul of the isolates dilutions to the tenth (10-1 -10-3). The cultures were 

monitored for 24-72 h for observation of the development of CPE. Cultures on coverslips 

were washed, fixed in phosphate-buffered saline (PBS)/methanol (7:1), (1:1) up to methanol 

only and stained with HE solution. Coverslips containing stained cultures were mounted on 

slides with mounting medium and observed in microscope. 

 

4.2.6 Cytotoxic Assay of the Antivirals 

 

The cytotoxicity of commercially available antivirals was determined by 

MTT kit (dimethylthyazolyl diphenyltetrazolium bromide) (Sigma Chem. Co., USA) in HEp-

2 cell according to the manufacturer's instructions. HEp-2 cells grown in 96-well microplates 

(Nunc A/S, Denmark), at 37°C under 5% CO2 in a confluence of 70%, were submitted to the 

treatment with varying concentrations of antivirals. The following concentrations were used: 

ACV (0.15, 0.31, 0.62, 1.25, 2.5, 5.0, 10.0 mg/ml), PFA (0.31, 0.62, 1.25, 2.5, 5.0, 10.0 

mg/ml), Ara-C (0.03, 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 mg/ml) and F3T (0.07, 0.15, 

0.31, 0.62, 1.25, 2.5 mg/ml). The percentage of cell viability was calculated by the formula, 

100 - (At/Ac) x 100, where At and Ac refer to the absorbances with the drug and control 

(untreated cells), respectively. The 50% cytotoxic concentration (CC50) was determined as 

the concentration of the drugs capable of reducing the absorbance by 50% in comparison to 

the control by regression analysis. 

 

4.2.7 Plaque Reduction Assay 

 

HEp-2 cells grown in 24-well plates (TPP, Switzerland) with 95-100% 

confluence were infected with the isolates and incubated at 37°C under 5% CO2 for 1 h. The 

cell monolayer was washed and overlaid with nutrient agarose (DMEM [2x] and 1.8% 

agarose [v/v]), added of varying concentrations of the antivirals. For ACV, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 

mg/ml, for PFA, 0.18, 0.37, 0.75, 1.5 mg/ml, for Ara-C, 0.37, 0.75, 1.5, 3.0 mg/ml and for 

F3T, 0.5, 0.25, 0.12 mg/ml. After 48-72 h incubation, the cells were fixed with 10% 

formaldehyde in PBS, pH 7.3, for 24 h and stained with 0.5% crystal violet in 20% ethanol. 
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Plaques were counted and the percentage of viral inhibition (%VI) was calculated by the 

formula, 1-(Vd/Vc)]x100, where Vd and Vc refer to the number of plaques in the presence 

and absence of the antivirals, respectively (Nishimura et al., 1977). 

 

4.2.8 Infectious Dose Reduction Assay by TCID50 

 

HEp-2 cells grown in 96-well microplates (TPP, Switzerland) with 95-100% 

confluence were infected with the isolates and incubated at 37°C under 5% CO2 for 1 h. Cells 

were washed and overlaid with medium containing varying concentrations of the antivirals. 

For ACV (0.5, 1.5, 3.0, 5.0, 10 mg/ml), for PFA (0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 3.0, 6.0 mg/ml), for Ara-C 

(1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 mg/ml), for F3T (0.16, 0.15, 0.14, 0.13, 0.12, 0.11 mg/ml) 

and incubated for 5 days. Appropriate controls were prepared. The viral titer was determined 

according to Reed and Muench (1938) or by Spearman-Karber method (Rovozzo; Burke, 

1973) and the % VI was calculated according to Nishimura et al. (1977). 

 

4.3 RESULTS 

 

We studied 22 clinical specimens distributed according to the ages of the 

patients, as shown in table 1. All specimens were subjected to HEp-2 cell culture growth and 

adaptation, and typical CPE was evidenced in 20 specimens out of 22. 

 

Table 1 – Distribution of clinical samples by age and rate of cell culture adaptation. 
 

Age group (yr.) Specimens n° Isolates 
10-25 12 (54.6%) 10 (83.3%) 
26-40 03 (13.6%) 03 (100%) 
41-70 07 (31.8%) 07 (100%) 
Total 22 (100%) 20 (90.9%) 

 

Strains were subjected to at least 3 blind passages before discarded as 

negative. The specimens inocula presented evidence of CPE, most of them showed discrete 

effect at the first passage, however, accentuated at subsequent passages. Briefly, infected cells 

demonstrated cells rounding, increased volume and refringence and formation of lumps 

detected focally in the monolayer, 24-48 h after inoculation. Subsequently, at 72-96 h p.i., 

these effects spread throughout the monolayer and cell detachment from the monolayer was 

also observed (figure 1). The CPE was similar to that of standard HSV-1 used as positive 

control. 
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Cell adapted strains were stained with hematoxylin-eosin at 24, 48 and 72 h 

after infection. Mainly, after 48 h of infection the presence of syncytia was remarkable, 

although additional minor changes were observed, such as the volume of the nucleus or 

cytoplasm, albeit discrete (figure 2). 

 

Figure 1 – HEp-2 cell cultures infected with the isolate S8. Control noninfected cell cultures 
(A) and cultures with cytopathic effect 48 h (B), 72 h (C) and 96 h (D) post-
infection. Unstained fresh cultures (50X).  

 
 

Figure 2 – HEp-2 cell cultures infected with the isolate S8. Infected culture 48 h p.i. 
Multinucleate giant cell (syncytium - arrow) is shown in cultures stained with 
hematoxylin- eosin (40X). 

 
 

The isolates were evaluated for the ability to produce plaques in HEp-2 

cells. Among 20 strains that developed characteristic CPE only six developed plaque. The 

strains produced plaques with irregular borders with different sizes. The strains S1-S4 
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produced predominantly large plaques with an average of 1.0 mm, while strains S5 and S6 

produced predominantly small plaques with an average of 0.4 mm in diameter (figure 3). 

 

Figure 3 – Plaques developed by isolate S6 (line 1-4) in HEp-2 cell cultures 72 h p.i., diluted 
to the tenth 10-4-10-8 (rows A-E), after crystal violet staining. Noninfected cell 

control (row F).  

 

 
 

The cytotoxicity (CC50) of antivirals demonstrated the following, >10 

mg/ml for ACV, 3.45 mg/ml for PFA, 8.5 mg/ml for Ara-C and 0.15 mg/ml for F3T.  

In table 2 it is represented the results of the control sample HSV-1 to the 

antivirals tested.  

 

Table 2 – The sensitivity of the strain HSV-1 used as control against ACV, PFA, Ara-C and   
F3T.  

 
a Cytotoxic concentration 50%; b mg/ml; c CC50/IC50; dViral inhibition in %; e 2.5 mg/ml.  
 

Table 3 shows the results of antivirals sensitivity of six isolates (S1-S6) 

when tested for ACV, PFA, Ara-C and F3T at the concentrations of 4.0 mg/ml, 1.5 mg/ml, 

3.0 mg/ml and 0.5 mg/ml respectively.  
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Table 3 – The sensitivity of the isolates S1-S6 against ACV, PFA, Ara-C and F3T by plaque 
assay.  

 
a4.0 mg/ml; b1.5 mg/ml; c3.0 mg/ml; d0.5 mg/ml; eViral inhibition in %.  
 

The sensitivity to antivirals of the isolates that could not be assayed by 

plaque assay was performed by TCID50 against ACV, PFA, Ara-C and F3T at the 

concentrations of 3.0 mg/ml, 1.5 mg/ml, 3.0 mg/ml and 0.14 mg/ml respectively and is 

represented in table 4.  

 

Table 4 – The sensitivity of the isolates S7-S11 against ACV, PFA, Ara-C and F3T by 
TCID50 assay.  

 
a3.0 mg/ml; b1.5 mg/ml; c3.0 mg/ml; d0.14 mg/ml; eViral inhibition in %.  
 

The sensitivity of the isolates S1-S11 against the drugs ACV, PFA, Ara-C 

and F3T are presented in table 5.  
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Table 5 – The sensitivity of the isolates S1-S11 against ACV, PFA, Ara-C and F3T by 
plaque assay or TCID50.  

 
a4.0 mg/ml (plaque assay) and 3.0 mg/ml (TCID50); b1.5 mg/ml; c3.0 mg/ml.; d0.5 mg/ml (plaque assay) and 
0.14 mg/ml (TCID50); eViral inhibition in %.  
 

4.4 DISCUSSION AND CONCLUSION 

 

In this work we demonstrated the isolation and adaptation of HSV from 

clinical specimens in cell culture. We also evaluated the cytopathological features of the 

isolates, as well as, their sensitivity to some anti-herpesvirus commercially available. The 

development of the CPE was used to monitor the isolation and adaptation of the isolates in 

fresh preparation or after cell HE staining. HEp-2 cell cultures were used as the cell of choise 

for their susceptibility (Walpita et al., 1985). The CPE was observed 24-48 h after the 

inoculation of treated clinical specimens, as has been described (Darougar et al., 1986; 

Whitley & Roizman, 2001; Scoular et al., 2002). Infected cells presented increased cytoplasm 

refringence, cell rounding and clumping initially in a focal pattern. Later, this effect was 

disseminated througout the cell monalayer in accordance to Athmanathan et al., (2002) 

findings in human corneal epithelia cells (HCE). Characteristically, giant multinucleated cells 

were observed after HE staining of infected cell, as previously shown by Syrjanen et al. 

(1996) in epithelial keratinocytes. The isolation of HSV in cell culture as a diagnostic method 

for HSV infection has been recognized by its efficiency, rapidity and low coast, as has been 

demonstrated elsewhere (Oranje & Folkers, 1988; Solomon, 1988; Greenberg, 1996; 

Greenberg, 2003; Huber, 2003). Moreover, Varicella zoster virus also can be isolated easily in 

cell culture, with similar cytopathological features, therefore, the confirmation with 

immunocytochemistry or molecular assays are necessary. 

After the cell culture isolation and adaptation, the isolates were studied for 

their ability to produce plaques as an additional cytopathological features. We found isolates 

that developed small plaques and other, predominately, large plaques that could represent 
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mutants of plaque size. It is expected that genetically stable virus population produce uniform 

size plaques. Leary et al. (2002) demonstrated HSV plaques with uniform size, well-defined 

contour, with approximately 1.2 mm diameter. Furthermore, HSV plaque size, has been used 

to distinguish HSV-1 and HSV-2 (Lowry et al., 1971; Plummer et al., 1974). As we 

demonstrated isolates whose populations produced plaque with varying size, prevailing those 

with large plaque or those with small plaques, we found plausible to suggest the occurrence of 

plaque size mutants. Plummer et al. (1970) demonstrated that HSV wild strain and mutants 

produced plaques with 0.7-1.2 mm and 1.4-2.4 mm diameter, respectively. Similar results 

were demonstrated by Yamamoto et al. (1972) suggesting that large plaques mutants are 

selected after several passages in cell cultures. 

As far as sensitivity of the isolates to commercially available anti-

herpesvirus drugs, we demonstrated that ACV, PFA, Ara-C and F3T, inhibited the isolates in 

varying degree from 61-100%, based on the percentage of viral inhibition. 

The study of the sensitivity of HSV to antiviral drugs is a valuable tool for 

the evaluation HSV infections, mainly in immunocompromised patients particularly with the 

emergence of ACV resistant mutants (Cotarelo et al., 1999). Yet today, there is no consensus 

between the in vitro drug susceptibility and the drug resistance in vivo for a given virus 

infections (Rabela et al., 2002). However clinical studies demonstrated a significant 

correlation of in vitro results with the corresponding treatment response (Safrin et al., 1996). 

It has been shown that both assays based in plaque reduction and infectious 

dose reduction are references methods for the evaluation of drug sensitivity (De La Iglesia et 

al., 1998; Hodinka et al., 2000). 

The importance of the in vitro evaluation of virus sensitivity to drugs is 

highlighted, as useful for the understanding of the mechanisms of resistant emergence, drug 

concentration and the limit of susceptibility and resistance, amongst others. 

In conclusion, we suggest that the methodology for HSV isolation and 

characterization is straightforward, however, the study of drug susceptibility, albeit, of great 

importance in clinical practice for the treatment and control of HSV infections, need to be 

improved. 
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