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Replicacao viral

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios ¢ sua forma extracelular tem a propriedade
de interagir com o hospedeiro. Para se multiplicar, um virus precisa replicar seu genoma e para isso,
tem que infectar células alvo acessiveis no organismo hospedeiro. A célula que apresenta receptores
especificos para interagdo com o virus € considerada susceptivel. Se além disso, a célula apresenta
fatores celulares que permitam a replicagdo eficiente do virus, ela é considerada permissiva. Para
completar seu ciclo infeccioso o virus precisa ter acesso a outras células susceptiveis e permissivas
no organismo hospedeiro. A interagdo com elementos do sistema imunolégico do organismo
hospedeiro ¢ um fator importante para a progressdo do ciclo infeccioso, determinando o
estabelecimento, eliminacio ou persisténcia da infeccdo. Essa interagdo, ira entdo determinar se a
infec¢do sera produtiva (produgdo de progénie viral viavel) ou abortiva (ciclo replicativo viral
interrompido).

As etapas da multiplicacdo viral sdo: Adsor¢do / Ligacdo, Penetracdo, Desnudamento,
Expressao e replicagdo do genoma viral, Montagem / Maturagdo, e Liberagao (Fig 1).
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Fig 1.
Adsorcao / Ligacao

A primeira etapa da replicagdo dos virus ¢ o contato com a superficie das células a serem
infectadas. Através de uma “porta de entrada” no hospedeiro os virus atingem um tecido alvo em
que as células sdo suscetiveis a infecgdo (Fig 2). Os virus presentes nesse ambiente, por exemplo o
lumen intestinal ou alvéolos pulmonares, podem ficar adsorvidos ao epitélio de maneira
inespecifica (adsor¢do). Se o virus possuir na superficie uma proteina capaz de reconhecer um
receptor presente nas células, havera uma ligacdo desse anti-receptor com o receptor celular (Fig
3).



Fig 2. Portas de entrada. Comegando pela figura do topo no sentido horario. Trato digestivo:
alimentos ou agua contaminados. Lesdo de pele: drogas injetaveis, mordidas de animais ou picadas
de insetos.Pele e mucosas: contato com fomites (objetos contaminados) ou com a pele de individuos
doentes (aleitamento, relagdes sexuais). Vias respiratorias: particulas ou goticulas em suspensao.
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Fig 3. Ligacio do virion a receptores especificos da célula hospedeira

Como exemplos de receptor celular e anti-receptor presente no virion, podemos citar o CD4
nos linfocitos T4 e a gp120 no envelope do HIV, ou o acido sialico nas células de epitélio de vias
aéreas e a hemaglutinina na superficie do virus influenza. Essas interagdes ditam a especificidade, e
assim a gama de hospedeiros (conjunto de espécies animais ou diferentes linhagens celulares
suscetiveis e permissivas que pode ser infectadas por um virus). Outro conceito relacionado ao
reconhecimento dos receptores, ¢ utilizado com frequéncia, € o tropismo (predilecio por células de
alguns tecidos).



Penetraciao, Desnudamento

Apo6s as etapas de adsor¢do e ligacdo, deve haver a penetracio do virus no citoplasma
celular. O contato intimo do virion com a membrana citoplasmatica leva, na maioria dos casos, a
endocitose da particula viral. A endocitose ocorre no caso dos virus ndo envelopados ¢ também
pode ocorrer para os virus envelopados. Uma alternativa para os virus envelopados ¢ a fusao direta
do envelope com a membrana citoplasmatica (fusao de membranas). Existem ainda alguns virus
que injetam somente seu material genético na célula hospedeira, um mecanismo chamado
translocaciao (Fig 4).
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Fig 4. Mecanismos de penetraciio na célula hospedeira

A seguir havera um processo de liberacdo do genoma viral no citoplasma, ou
desnudamento (‘“uncoating”). No caso da fusdo o capsideo ¢ liberado diretamente no citoplasma, e
na endocitose o capsideo saira da vesicula endossomal por fusdo com o envelope viral. Estando o
capsideo liberado no citoplasma o genoma deve ser desnudado, sendo que para a translocag@o isso
ocorre diretamente (Fig 4). Os mecanismos de desnudamento variam com o tipo de genoma e serao
comentados adiante.

Replicacao do genoma e sintese das proteinas virais

Depois da penetragdo na célula, sucede-se um periodo em que ndo ¢é possivel detectar
particulas virais (Fig 5). Este é chamado de periodo de eclipse, quando ocorrem os primeiros ciclos
de expressdo dos genomas virais, que € seguido por um rapido aumento dos virus presentes no meio
de cultivo, reflexo de um periodo de crescimento que se estabiliza quando as células estdo
destruidas. A curva de crescimento viral apresentada a Fig 5 pode ser obtida experimentalmente
para a maioria dos virus animais, quando dispomos de uma célula em cultura suscetivel e
conseguimos titular o estoque viral.
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Fig 5. Curva de crescimento viral

Um ponto chave para entendermos as diferentes estratégias de replicagdo ¢ o fato de que
todo virus em algum momento precisa de RNAs mensageiros, para que suas proteinas sejam
sintetizadas. Assim, ocorrem diferentes estratégias de replicagdo para cada tipo de genoma viral,
que foram organizadas por David Baltimore em grupos (Fig 6). Além de produzir mRNAs para
efetivar a expressdo génica, outro aspecto importante é de que os virus também tém que multiplicar
seus genomas. Assim, havera necessidade de intermediarios, dependendo do genoma viral
considerado.
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Grupo I

A replicacdo do genoma da maioria das familias dos virus do grupo I (DNA fita dupla) é
feita no nucleo. Temos como exemplos Papovariridae, Adenoviridae ¢ Herpesviridae mencionadas
na primeira aula. A excecdo ¢ a familia Poxviridae, cuja replicagdo ocorre no citoplasma,
comentada adiante.

Utilizaremos como exemplo de replicagio desse grupo os adenovirus. A Fig 7 temos um
esquema da replicagdo dos adenovirus, comecando pelo reconhecimento do receptor, endocitose,
libera¢do do capsideo no citoplasma, e seu transporte para um poro nuclear onde ocorre a inser¢ao
do genoma viral (em azul) no nucleo (1, 2, 3 ¢ 4). No nucleo o genoma viral estara interagindo com
fatores de transcrigdo celulares. Ocorre entdo a expressdo de um conjunto inicial de genes virais
(mRNAs em verde), o que é chamado de transcri¢ao imediata precoce (immediate early, 5, 6, 7, 8
e 9). Os genes virais dessa fase codificam proteinas tipicamente regulatorias (blocos marrom), que
sdo importadas para o nucleo, para coordenar a expressdo dos genes virais, mas que podem também
interferir em fungdes celulares. Na fase seguinte ocorre a transcri¢ao imediata (early) em que
temos entdo a sintese de proteinas envolvidas na replicacdo do genoma viral (blocos azuis)
incluindo a DNA polimerase viral (Pol) que sdo importadas para o nucleo, para fazer copias do
genoma (em magenta) (10, 11, 12, 13). Na ultima fase ocorre a transcriciao tardia (Late) em que
temos a sintese das proteinas estruturais (blocos amarelos), que sdo também importadas para o
nicleo. Ocorre entdo a montagem dos capsideos por essas proteinas, que incorporam os novos
genomas, ocorrendo um processo de maturacdo das particulas virais no nucleo (etapas 14 a 20).
Finalmente com o acumulo de particulas virais, ocorre a ruptura do nucleo ¢ da célula e liberagao
dos novos adenovirus (21).
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Caracteristicas importantes da replicagdo dos adenovirus s3o: a) utilizam a RNA pol II
celular para transcricdo do seu genoma, b) codificam sua propria DNA polimerase, e ¢) o genoma
viral, DNA dupla fita linear, tem proteinas covalentemente ligadas as extremidades 5’ (ver TPs,
“terminal proteins”, na etapa 5 da Fig 7), e essas proteinas servem como “primer” para inicio da
sintese de DNA pela polimerase viral.

A descrigdo do processo de replicagdo dos virus humanos com genoma de DNA fita dupla ¢
feita sempre subdividindo em etapas, precoce, intermedidria e tardia, com varia¢des nessa
denominagdo como € o caso dos adenovirus. Esses virus inserem seus genomas no nucleo das
células infectadas, sendo a exce¢do dentre poxvirus (Ex: variola, vaccinia). Os poxvirus com
genomas muito grandes, t€m independéncia maior com relagdo as fungdes nucleares. Eles t€ém por
exemplo as suas proprias DNA e RNA polimerases, e fazem o processo de replicacdo no
citoplasma, deixando o nucleo das células intacto. No entanto, também apresentam as fases
caracteristicas da replicagdo de DNA fita dupla (precoce, intermediaria e tardia), cada uma com um
conjunto proprio de genes expressos.

Grupo II

Utilizaremos como exemplo de replicagdao do grupo II o parvovirus B19 humano da familia
Parvoviridae. Os genomas dos virus desse grupo s@o de DNA fita simples, e a sua replicagdo requer
a formagdo de um intermediario de DNA dupla fita. Esse intermediario ¢ formado bem cedo apoés a
infecgdo e inser¢do do genoma no niicleo em processo similar ao descrito para os adenovirus. A
Fig. 8, temos que apds o desnudamento (‘“uncoating”), as DNA polimerases da célula hospedeira
envolvidas na "reparagdo" de regides de DNA fita simples, transformam o genoma viral em dupla
fita. O genoma codifica proteinas estruturais (VPs), € uma recombinase (Rep) que insere o genoma
do virus no genoma celular, e posteriormente dele retira fitas simples durante a replicacao (Fig. 8).
Esse processo ¢ repetido inimeras vezes, gerando tanto genomas de polaridade positiva quanto
negativa, dependendo de qual fita de DNA ¢ excisada. A partir do genoma viral integrado ao
celular, sdo transcritos mRNAs que codificam VP1, VP2 e Rep, que apds a tradugdo sdo importadas
para o nucleo. As VPs formam capsideos que incorporam os genomas, havendo acumulo de
particulas virais no nucleo até que as membranas nucleares e a citoplasmatica sdo rompidas
liberando os virus maduros (Fig. 8).
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Caracteristicas importantes desses virus sdo a replicagdo nuclear dependente de enzimas
celulares ¢ a propriedade de integrar seu genoma ao genoma celular. Esta propriedade vem sendo
explorada para utilizar outros virus humanos dessa familia, os adeno associated virus (AAVs), em
terapia genica.

Grupo 111

A replicagdo do genoma das familias dos virus do grupo III (RNA fita dupla) ¢é feita no
citoplasma. Utilizaremos como exemplo os rotavirus humanos, pertencentes a familia Reoviridae,
mencionada na primeira aula, que possuem genoma de 11 segmentos. Apos a entrada nas células
por endocitose ocorre a formagao de endossomos contendo proteases € meio com baixo pH. Isso
modifica a estrutura dos capsideos que rompem os endossomos, liberando capsideos no citoplasma,
sem as camadas mais externas, que assim ficam permeaveis a entrada de ribonucleotideos (Fig 9).

A particula do rotavirus carrega RNA polimerases dependentes de RNA, as quais sintetizam
RNA+ (fita simples) a partir do RNA de fita dupla no interior dos capsideos. Estas moléculas de
RNA+ fita simples sdo exportadas dos capsideos e irdo atuar como mRNA, para a sintese de
proteinas virais. Essas proteinas sdo de dois tipos: ndo estruturais (NSs), que atuam inibindo a
resposta celular antiviral e criando microambientes propicios a montagem das particulas virais; e
estruturais (VPs) que constituirdo os capsideos (Fig 9).

Além disso, as fitas RNA+ (fita simples) exportadas do capsideo que penetrou na célula,
também serdo capturadas para o interior dos capsideos que estdo sendo montados, e junto com elas
novas RNA polimerases dependentes de RNA. Essas moléculas RNA+ serdo utilizadas como
moldes para a sintese de fitas complementares (RNA-), recompondo os genomas de RNA dupla fita
dentro das novas particulas virais (Fig 9). Dessa forma ocorre o processo de replicagdo do genoma
viral sem exp06-lo no citoplasma, o que é importante para o virus pois RNA de fita dupla dispara
uma forte resposta antiviral.
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Fig 9. Ciclo de replicacdo do rotavirus e esquema detalhado da particula viral



Apobs a sintese dos genomas virais o capsideo adquire uma nova camada (VP6 em verde,
embaixo do esquema a direita), e a seguir adquirir a camada final de proteinas de membrana por
brotamento para o interior do reticulo endoplasmatico. As particulas maduras sdo entdo exocitadas
(Fig 9). Caracteristicas importantes desses virus sdo: o fato de possuirem genoma RNA dupla fita
segmentado, e de a partir de cada segmento ser transcrito um mRNA monocistronico; e da
replicacdo ser citoplasmatica com o genoma sempre protegido da exposi¢do ao sistema antiviral
inato das células.

Grupo IV

A replicagdo do genoma das familias dos virus do grupo IV (RNA fita simples positivo,
RNA+) ¢ feita no citoplasma. Utilizaremos como exemplo os poliovirus humanos, pertencentes a
familia Picornaviridae. Exemplos de outras familias de virus do grupo IV com patogenos de
importancia em humanos sdo: Astroviridae, Caliciviridae, Coronaviridae, Flaviviridae e
Togaviridae.

O poliovirus liga-se ao receptor, sofrendo uma modificagdo estrutural que permite inserir
seu genoma no citoplasma celular por translocacdo. Uma caracteristica importante desse genoma
(em verde) é que ele tem uma proteina (VPg, em amarelo) ligada covalentemente a extremidade 5°,
o0 que leva a sua estabilidade (Fig 10).
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O genoma RNA+ dos poliovirus funciona como mRNA ¢ ao entrar na célula pode ser
utilizado imediatamente pelos ribossomos, para traduzir uma poliproteina. Essa poliproteina sera
subdividida em peptideos funcionais (inicialmente P1, 2 e 3) por proteases virais (Pro) contidas na
propria poliproteina inicial (Fig 11). O peptideo P1 sera entdo clivado nas VPs, proteinas
estruturais que constituirdo o capsideo num processo de montagem (Fig 10).
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Fig 11. Genoma e poliproteina do virus da poliomielite.

A RNA polimerase RNA-dependente viral (Pol, no peptideo P3 a Fig 11) codificada no
genoma e produzida no primeiro ciclo de traducdo, irda entdo atuar na fita de RNA+ original,
gerando um RNA negativo molde (RNA-). Esse molde servira para essa mesma enzima produzir
mais fitas RNA+ que serdo incorporadas as novas particulas virais constituidas pelas VPs em
maturagdo (Fig 10). O acimulo de particulas virais no citoplasma leva a célula a lise, liberando os
virus no meio. Esse tipo de genoma viral é dito infeccioso, ou seja se for inoculado artificialmente
no citoplasma de uma célula, dara origem a particulas virais, devido a essa estratégia de replicagao.

Caracteristicas importantes desses virus sdo: o fato de possuirem genoma RNA+ que se
comporta como mRNA; algumas familias do grupo IV de Baltimore possuem um padrdo complexo
de transcri¢do (ex. Togaviridae).

Grupo V

A replicagdo do genoma das familias dos virus do grupo V (RNA fita simples negativo,
RNA-) ¢ feita na maioria dos casos no citoplasma. Utilizaremos como exemplo o virus da raiva,
pertencente a familia Rabdoviridae. As familias de virus do grupo V com genoma nio segmentado
sd0: Paramixoviridae, Filoviridae, ¢ Rabdoviridae. Bunyaviridae, Orthomyxoviridae e
Arenaviridae possuem genomas segmentados. Em todas ha patégenos de importancia em humanos.
Os ortomixovirus replicam no nucleo como sera detalhado na aula sobre Influenza.

O virus da Raiva possui envelope com glicoproteinas, que reconhecem o receptor celular
levando a endocitose, seguindo-se a fusdo do envelope viral a membrana do endossomo e



desnudamento do genoma (nucleocapsideo helicoidal) liberado no citoplasma, etapas 1 a 4 da Fig
12. Se considerarmos que o genoma ¢ de RNA-, a tradug:ﬁo das proteinas virais ndo é possivel de
imediato, esse genoma tem que ser transcrito. Para tanto, é necessario que na particula viral seja
transportada uma RNA polimerase RNA-dependente, que fara a transcricdo de mRNAs
monocistronicos para que possam ser traduzidas as proteinas virais (inserto superior a direita e etapa
6 da Fig 12).

Além das proteinas estruturais de envelope e capsideo (etapas 6 a 10 da Fig 12), teremos
mais RNA polimerases capazes de converter a fita genomica RNA- numa fita RNA+
complementar a todo o genoma. Esta serd o molde para a sintese das fitas RNA- que se
constituirdo nos genomas das novas particulas virais (inserto inferior a direita ¢ etapa 5 da Fig 12).
Os novos genomas associam-se a nucleoproteina, formando o nucleocapsideo helicoidal, que se liga
a proteina de matriz e seguem para a membrana citoplasmatica onde estdo ancoradas as
glicoproteinas do envelope viral seguindo-se o brotamento da particula viral completa (etapas 11 a
13 da Fig 12).

Uma caracteristica importante desses virus ¢ o fato de possuirem genoma RNA- que deve
ser transcrito em mRNAs apos o desnudamento, havendo a necessidade do transporte de uma RNA
polimerase RNA-dependente na particula viral. Esse tipo de genoma viral ¢ dito ndo infeccioso, ou
seja se for inoculado artificialmente no citoplasma de uma célula, ndo dara origem a particulas
virais.
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Grupo VI

A replicacdo do genoma do grupo VI (RNA fita simples positivo, envolvendo intermediario
de DNA) ¢ feita com um passo de integracdo do genoma viral ao celular, caracteristico da familia
Retroviridae.



Os Retrovirus sdo envelopados e apds as glicoproteinas de envelope interagirem com
receptores, entram por fusdo ou endocitose e liberam seus capsideos no citoplasma das células
hospedeiras. As duas copias do seu genoma (dois mRNAs) sdo entdo submetidas ao processo de
transcricdo reversa (RNA — DNA) pela enzima transcriptase reversa que estd no interior do
capsideo, culminando na formacdo de um DNA dupla fita (passos esquematizados do lado
esquerdo a Fig 13). Esse DNA dupla fita forma um complexo com outra enzima viral a integrasse,
sendo que esse complexo transportado para o nicleo da célula insere o genoma viral no genoma
celular. Esse genoma viral dupla fita de DNA passa a ser chamado de pro-virus e dele sdo
transcritos mRNAs pela RNApol II celular. Esses mRNAs sdo traduzidos nas proteinas de capsideo
e envelope do virus, que passa a brotar da membrana citoplasmatica (Fig 13). Discutiremos em
maior detalhe a replicacdo do HIV em aula dedicada aos Retrovirus.

RNA
envelope
new progeny virus particles
H - o N .
single-stranded RNA each containing reverse
vire
fetrovirus ranscnptase
copsid

VIRAL BUDDING

lasma membrane r \
pam 3 232 -

of host cell o CYTOSOL
ENTRY INTO | ASSEMBLY

reverse \

transcriptase

CELL AND LOSS
OF ENVELOPE

\JAe
5‘ ‘\‘\ LK)
2 W .l..
LOSS OF ) ) ;
VIRAL CAPSID envelope protein —— capsid protein  reverse transcriptase

{ g J J

TRANSLATION — TRANSLATION
TRANSCRIPTION BY HOST

RNA CELL RNA POLYMERASE

MAKES MANY RNA COPIES

DNA
INTEGRATION OF DNA integrated DNA
SYNTHESIS OF A \ COPY INTO HOST of virus
DNA/RNA AND THEN A DNA  CHROMOSOME e
DNA/DNA DOUBLE HELIX BY _—
REVERSE TRANSCRIPTASE DNA
portion of

host cell
chromosome

Fig 13. Ciclo de replicacao dos retrovirus

Uma caracteristica importante desses virus é o fato de ocorrer um passo de transcri¢do
reversa no inicio do ciclo replicativo, seguido da integracdo no genoma da célula hospedeira.

Grupo VII

A replicacdo dos virus do grupo VII (genoma DNA dupla fita com trecho fita simples,
envolvendo intermediario de RNA) ¢ feita com um passo de transcricdo reversa para gerar o
genoma viral, caracteristico da familia Hepadnaviridae.

Os hepaDNAvirus (hepatite B humano, HBV) carregam na particula viral um genoma de
DNA dupla fita com regides fita simples e restos de RNA. Esse genoma ¢ inserido no nucleo das
células hospedeiras, sendo reparado e circularizado (cccDNA), para posteriormente ser transcrito
produzindo os mRNAs virais (Fig 14). No entanto, ¢ também gerado um “RNA total” (pgRNA) que



ao chegar no citoplasma é encapsidado junto com a polimerase no processo de montagem da
particula viral, formando o nucleocapsideo. Dentro do nucleocapsideo esse RNA serve de molde
para a sintese do genoma viral (DNA), por um processo de transcricdo reversa, feito pela
polimerase viral (Pol). Esse processo de transcrigdo reversa seguido da sintese da fita complementar
(+strand) deixa as falhas observadas no genoma (Fig 14). Esse nucleocapsideo pode entdo ser
encaminhado ao ntcleo para formar mais cccDNAs virais (aumentando a eficiéncia da replicagdo),
ou para brotar para o interior do complexo de Golgi, adquirindo o envelope que contém a proteina
de superficie dos HBVs (antigeno de superficie do HBV ou HBsAg). Os HBsAgs t€m a propriedade
de brotar espontaneamente para o interior do complexo de Golgi, gerando particulas virais vazias.
Tanto o virus completo (particulas de Dane) quanto as particulas virais vazias sdo excretados
através das vias secretorias (Fig 14).

Comparando com os Retrovirus, temos nos dois casos a obrigatoriedade da passagem por
um intermediario de DNA dupla fita, gerado pelo processo de transcrigdo reversa, em que RNA ¢
convertido em DNA. A diferenga entre essas duas formas de replicacdo é que a transcri¢do reversa
ocorre na entrada na célula para os retrovirus (genoma de RNA na particula viral), e na saida para
os hepaDNAvirus (genoma de DNA na particula viral).

Qxﬂxﬁ

Q% %

Subviral OO
Particles
Dane Partlcles

Genome

Nucleocap31d Repair - ESCRT
Release cccDNA Pathway
Formation @ »
Genome s
Transcription

Releas
‘ of Viral RNAs

* Secretory
Pathways

\

/ reS1 —————
/ Prosz/s— = — e

4 Nucleocapsid Eﬁiﬁgci‘::::
I ‘ Recycllng P \
Translation of / ¢
gRNA
Viral Proteins I I & T —— + Strand I
2.1kb preS2/S ———— Synthesis
[ HBx_ngRNA
/L L \ Packaging’ Reverse
Cy \ @FPol~ =% Transcription /
-
reCore COre '

Fig 14. Ciclo de replicacao dos HepaDNAvirus

Montagem e liberacio das particulas virais.

Os processos de montagem e liberagdo foram comentados para cada um dos grupos da
classificacdo de Baltimore, mas podemos resumir seus principios basicos. Apos o acumulo de
proteinas estruturais e genomas virais em quantidade suficiente, inicia-se a montagem das



particulas virais em capsideos ou nucleocapsideos, helicoidais ou icosaédricos, como vimos ao
discutir a estrutura dos virus. A liberacfo das particulas virais ocorre entdo de duas formas, falando
genericamente. Os virus ndo envelopados libertam-se das estruturas celulares pela lise da célula
ap6s acumularem-se no nucleo ou no citoplasma, como € o caso dos poliovirus (Fig 15).

Ja os virus envelopados tém que fazer um brotamento através de regides da membrana
citoplasmatica ou internas, como a nuclear (herpes) ou do Golgi (pox) em que foram inseridas as
proteinas virais de envelope (Fig 16). Para que esse processo ocorra com precisdo deve haver o
reconhecimento de onde essas proteinas estdo localizadas, o que se da através de interagdes
proteina-proteina, como no processo de montagem dos capsideos.
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Fig 15. Liberacao por lise
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Fig 16. Liberac¢ao por brotamento



