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Biosseguranca

S

Conjunto de procedimentos adotados com o objetivo de dar protecao e

seguranga ao profissional e a sua equipe.

Para evitar disseminac¢ao e contaminag¢oes devem ser empregadas medidas de
controle de infec¢ao como a utilizacao de equipamento de protec¢ao individual

(EPI), esterilizacao de materiais, desinfeccao de ambiente e equipamentos.




Equipamentos de Protecao Individual (EPI)

Equipamentos de Protec¢ao Coletiva (EPC)

Todo dispositivo ou produto de uso individual ou coletivo, utilizado pelo
trabalhador destinados a protecao de riscos que podem ameacgar a

seguranca e a saude no trabalho




Equipamentos de Protecao Individual - EPI
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Equipamento Conjugado de Protecao Individual




Nivel de Biosseguranca (NB)

NB é o nivel de contencao que permita o trabalho em laboratério com
materiais infecciosos de forma segura e com risco minimo

Existem quatro niveis de biosseguranga: NB-1, NB-2, NB-3 e NB-4,
crescentes no maior grau de contencdao e complexidade do nivel de
protecao.

O NB sera determinado segundo o organismo de maior classe de risco
envolvido no experimento.

Biosseguranga em Laboratdrios de Pesquisa



Niveis de Biossegurang¢a
NB-1




Niveis de Biossegurang¢a
NB-2




Niveis de Biossegurang¢a
NB-3

*Fluxo de ar sempre de fora
para dentro;

*Filtro de ar para troca de
ar do ambiente;

*Usar equipamento de
contenc¢ao de bioaerossol




Niveis de Biosseguranga
NB-3

Respirador 2
Com filtro HEPA

R

%i@g@,—g Laboratdrio — NB3

Biosseguranca em Laboratérios de Pesquisa




Niveis de Biosseguranga
NB-4




Niveis de Biosseguranga
NB-4

Sala de troca de roupas

http://www.niaid.nih.gov/topics/BiodefenseRelated/Biodefense/PublicMedia/labtour/Pages/bsl9.aspx



Niveis de Biosseguranga
NB-4




Niveis de Biossegurang¢a
NB-4

BSL-4 Facilities Worldwide

® biack: existing BSL-& (or squivalent) fazility
© white: planessd BSL-4 tacility
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Virus

Os virus sdo elementos genéticos que conseguem se replicar apenas no

interior de uma célula viva, denominada célula hospedeira.

Os virus possuem seu proprio genoma e, neste sentido, sdo independentes

do genoma da célula hospedeira.

No entanto, os virus dependem da célula hospedeira para energia,
intermediarios metabdlicos e sintese proteica. Os virus sao, portanto,

parasitas intracelulares obrigatorios.



Virus — Um pouco de historia

* 1886, quimico holandés Adolf Mayer: demonstrou que a doenca do mosaico do tabaco (DMT) era transmissivel
de uma planta doente para uma sadia, mas ndao conseguiu cultivar o agente infeccioso (ndo satisfez os Postulados
de Koch).

em um filtro de porcelana utilizado para reter bactérias.

* 0 agente infeccioso passava pelos poros dos filtros!

s o2

* 1935: quimico americano Wendell Stanley isolou o virus do mosaico

do tabaco, tornando possivel sua visualizagao no ME.




225 nm

Bactenofago T4

o

Adenovirus

90 nm ' 3

Rinovirus
30 nm

ey

® Virus do mosaico do tabaco

250 x 18 nm

Bacteriofagos
f2, MS2
24 nm

@ Prion
Poliovirus 200 x 20 nm
) . 30 nm

Quase do mesmo
tamanho que um
ribossomo!!

Virus da vaccinia
300 x 200 x 100 nm

Virus da raiva
170 x 70 nm

Bacteriéfago M13
800 x 10 nm

Corpo elementar da Chlamydia
300 nm

[ r————
Viréide
300 x 10 nm

Virus Ebola
970 nm

Membrana plasmatica
do eritrécito 10 nm
de espessura

Tamanho dos virus (20 — 300 nm). Os virus estao representados em azul.




Virus — Caracteristicas gerais

* Parasitas intracelulares obrigatorios.
* Possuem um Unico tipo de acido nucléico: DNA ou RNA.

* Possuem uma cobertura protéica envolvendo o acido nucléico
(as vezes recoberta com um envelope de lipideos, proteinas e
carboidratos).

* Multiplicam-se dentro de células vivas usando a ‘maquinaria’ de
sintese das células (ndo se replicam sozinhos).




Virus — Caracteristicas gerais

*Induzem a sintese de estruturas especializadas capazes de
transferir o acido nucléico viral para outras células.

* Possuem poucas enzimas proprias ou mesmo nenhuma para seu
metabolismo.

* Infectam invertebrados, vertebrados, plantas, protistas, fungos,
bactérias (a maioria infecta tipos especificos de células).

*Bacteriofagos: virus que infectam bactérias

*Virologia — ciéncia que estuda os virus




Virus — segundo Microbiologia de Brock

Forma extracelular dos Virus nao apresenta algumas propriedades caracteristicas

dos sistemas vivos = na auséncia de células, virus ndo podem existir!!

Virion — particula viral completa (estado extracelular): com acido nucléico envolto

por capa proteica e, em alguns casos, outras macromoléculas

Metabolicamente inerte!!
Sem func¢ao de respiracao ou
biossintese
Corresponde a estrutura que
transporta o genoma viral de

uma célula para outra

Célula




Virus — Estrutura

Alguns virions contém enzimas que desempenham importantes

papéis no processo infeccioso:

-Lisozima (auxiliam na infecgao e lise da parede celular da bactéria);

-Polimerases de acidos nucléicos (ex.: transcriptase reversa que transcreve o
RNA viral em um intermediario de DNA, ou ainda RNA polimerase por serem

incapazes de sintetizar DNA ou RNA a partir de um molde de RNA);

- Neuraminidases (auxiliam a libera¢ao dos virus de dentro das células
animais por clivar as liga¢oes glicosidicas de glicoproteinas e glicolipidios de

células animais)




Virus — Taxonomia

* 1966: Comité Internacional de Taxonomia Viral (CITV - https://talk.ictvonline.org/).
* Agrupamento dos virus em familias, baseado:
* no tipo de acido nucléico
* no modo de replicagao
* na morfologia
* Sufixo —ales: usado para ordens
*Sufixo —viridae : usado para as familias
* Sufixo —virus : usado para os géneros.
* Espécies: designadas pelo nome vulgar

* Subespécie: por nimero




Virus — Taxonomia

* Espécie viral 2 grupo de virus que compartilham a
mesma informacao genética e o mesmo nicho ecoldgico

*Nao foram designados epitetos especificos: espécies
virais sao designadas por nomes vulgares, ex.: virus da
imunodeficiéncia humana (HIV)

*Exemplo:
Familia Herpesviridae
Género Simplexvirus

Espécie e susbespécie: virus do herpes humano tipo 2

(Ver tabela 13.2 do livro do Tortora para mais exemplos de familias de virus que
afetam os seres humanos.)




David Baltimore — 1975 Prémio Nobel de Fisiologia
ou Medicina com Howard Temin e Renato Dulbecco

Classificacao de Baltimore

Baseado na relacao entre o genoma viral e seu mRNA

Table 9.2 The Baltimore classification system of viruses

Examples

Class Bacterial viruses

Description of genome and replication strategy Animal viruses

Double-stranded DNA genome Lambda, T4

GX174
Double-stranded RNA genome ilis)

Herpesvirus, pox virus

Single-stranded DNA genome Chicken anemia virus

Reoviruses (€@ Section 21.10)

Single-stranded RNA genome of plus configuration Poliovirus

Single-stranded RNA genome of minus configuration Influenza virus, rabies virus

Single-stranded RNA genome that replicates with DNA intermediate Retroviruses

Double-stranded DNA genome that replicates with RNA intermediate Hepatitis B virus

DGNON. \NNNNA NONNONNNNAN NNANN

dsDNA (+) virus
Class |
Class VIl

ssDNA (+)
virus
Class Il

Synthesis of
other strand

dsDNA intermediate

Transcription
of minus strand

\NANN

mRNA (+)

ssANA (+)
virus
Class IV

Used directly

as mRNA

Transcription
of minus strand

ssRNA (-)
virus
Class V

Transcription
of minus strand

NNA\NN

Transcription
of minus strand

mRNA (4

o —

ssRNA (+)
retrovirus
Class VI

Reverse
transcription

dsDNA intermediate

AVAVAVAN

Genome
replication: Class I,
Class I,

DNA Viruses

classical semiconservative

classical semiconservative,

discard (-) strand

Class VI, transcription followed by

reverse transcription

Genome

replication: Class lll, make ssRNA (+) and transcribe from this to give ssRNA (-) partner
Class IV, make ssRNA (-) and transcribe from this to give ssRNA (+) genome
Class V, make ssRNA (+) and transcribe from this to give ssRNA {-) genome
Class VI, make ssRNA (+) genome by transcription of (-) strand of dsDNA

RNA Viruses

(@)

)

Figute 0.11 Formation of mRNA and new genomes in (a) DNA viruses and (b) RNA viruses. By con-
vention, mMRANA is always considered 1o be of the plus (+) orientation. Examples of each class of virus are

given in Table 9.2.




Virus — Estrutura

Apesar da diversidade,
os virus obedecem ao Dogma central da biologia:
toda informac¢ao genética flui do acido nucléico para a proteina
DNA replication

(DNA -> DNA)
DNA.Polymerase

DNA

-r\::-ll
FEVErse -~y transcription
transcription (DNA -> RNA)

=

Rev.Transcrifitase RNAPolymerase

LR e (4] Sense RNA

translation

- [RNA == Protei
nibésgm‘;srmm] - Automontagem

O-0-0-0-0-0-0 Protein




Virus — Estrutura

* Virion: particula viral completa e infecciosa.
* Composta de:

1) acido nucléico: DNA (fs), DNA (fd), RNA (fs) ou RNA (fd); linear ou circular.
2) capsideo: cobertura protéica do acido nucléico;

subunidades — capsomeros (conjuntos de proteinas) (4).
3) Nucleocapsideo

5) envelope: presente em alguns virus; composto de carboidratos, proteinas e
lipideos; pode ser a propria membrana plasmatica da célula hospedeira.

e podem apresentar espiculas (6): projecdes de carboidrato-proteina na
superficie do envelope; funcao de ancoragem na célula hospedeira. Podem
ser usadas na identificacao.

* Influenzavirus: alteragdes constantes nas espiculas, por mutacdes,
dificultam imunizacao permanente.

26
http://juliasarabioifes.files.wordpress.com/2011/02/vc3adrus.png




Virus — Estrutura

* Virus que nao sao cobertos por envelopes: nao envelopados

—> capsideo que protege o genoma viral do ataque pelas
nucleases dos liquidos bioldgicos e que promove o
ancoramento da particula as células sensiveis

Capsideo
(composto por
capsomeros) |

Virus nao envelopados Virus envelopados

Figura 8.1 Comparacao entre virus nao envelopados e envelopados.
0 envelope origina-se da membrana citoplasmatica do hospedeiro.




Virus — Estrutura

* Capsbmero — menor unidade morfoldgica que pode ser visualizada ao
microscopio eletrénico

Informacao para dobramento e associacao adequados das proteinas nos
capsOmeros esta contida na estrutura das proprias proteinas 2 montagem
do virion = auto-montagem

Subunidades estruturais
(capsdmeros)

RNA viral

Figura 8.3  Arranjo do RNA e da capa proteica em um virus simples,
o virus do mosaico do tabaco. (a) Micrografia eletrnica de alta resolucao de
uma porcao da particula do virus do mosaico do tabaco. (1) Montagem mostran-
do a estrutura do virion. 0 RNA assume uma configuracao helicoidal, sendo cir-
cundado por subunidades proteicas (capsdmeros). 0 centro da particula é oco.




Virus — Morfologia
Baseada na arquitetura do nucleocapsideo

Como os capsomeros estao organizados no capsideo

Tipos de
Simetria

helicoidal icosaédrica

Forma do virus: cilindrica esféricos




* Virus helicoidais
* Virus Poliédricos

*Virus Envelopados

*Virus Complexos




Virus helicoidal.

Acido nucléico

Capsdmero

> Capsideo

(a) Virus helicoidal

Virus Ebola

“longos bastdes” — rigidos ou flexiveis
Genoma viral no interior do capsideo cilindrico oco com estrutura helicoidal




Virus poliédrico nao-envelopado.

Poliedro é um sdlido geométrico cuja superficie é composta por um numero finito de
faces, em que cada uma das faces é um poligono. Os seus elementos mais importantes
sao as faces, as arestas e os vértices

Icosaedro — 20 faces e 12 vértices
Morfologia ligeiramente esférica

5-Fold 3-Fold 2-Fold

(b)

Arranjo mais eficiente :
Com menor numero de unidades e
para construir o envoltorio sl
fechado

Tim Baker and Momm Olson

Arranjo mais simples de ;
A F1gure 9.4 lcosahedral symmetry. (a) A model of an icosahedron.
capsomeros co rrespond ea3 por (b) Three views of an icosahedron showing the 5-3-2 symmetry. (c) Electron

micrograph of human papillomavirus, a virus with icosahedral symmetry.

face, com total de 60 por virion The virion is about 55 nm in diameter. (d) Three-dimensional reconstruc-

tion of human papillomavirus calculated from images of frozen hydrated
virions. The virus contains 360 units arranged in 72 clusters of 5 each.




Virus poliédrico nao-envelopado.

Acido nucléico

> Capsideo

Virus poliédrico (b) Mastadenovirus 40 nm

* (Virus que infecta mamiferos e que esta associado
a infecgdes gastrointestinais, urinarias e respiratorias)

lcosaédrico

Capsdmero de cada face: triangulo equilatero
Ex. Virus da raiva




Virus envelopado

Envelope: bicamada lipidica com proteinas (Glicoproteinas)

Lipideos derivados da membrana das células hospedeiras

Proteizas sao codificadas pelos genes virais

Criticas para adesao do virion a célula
hospedeira durante a infec¢ao ou para
liberacdo do virion apods replicagao.

Especificidade da infecgcao viral e alguns aspectos da penetra¢ao do virus
sao controlados, em parte, pelas caracteristicas dos envelopes virais




Virus helicoidal envelopado.

Influenzavirus

Capsdmero

Acido nucléico Envelope

Espiculas

5 Glicoproteina Capsid
. apsideo
. oA ——
(a1) Virus helicoidal envelopado (b) Influenzavirus - 50 nam

Fita de RNA

Simetria expressa pelo nucleocapsideo
no interior do envelope

~ esféricos
Ex.: Virus da gripe (género Influenza)

Transcriptase
Reversa

Envelope




Virus complexo. Bacteriofago T-par.
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electronica de transmissao do bacteriofago T4 de Escherichia coli. Os com-
ponentes da cauda atuam na ligacao do virion ao hospedeiro e na injecao do
acido nucleico (ver Figura 8.11). A cabega T4 tem cerca de 85 nm de didmefro.




Receptores de bacteriéfagos

Ligacao

O principal fator determinante para a especificidade de um vi-
rus é a ligacdo. O préprio virion possui uma ou mais proteinas
na superficie externa que interagem com componentes espe-
cificos da superficie celular, denominados receptores. Na au-

. Chi

Membrana externa Peptideoglicano Membrana citoplasmatica

Figura 8.10 Receptores de bacteriofagos. Exemplos de sitios de
receptores celulares utilizados por diferentes bacteriéfagos que infectam
Escherichia coli. Todos os fagos retratados sao fagos de DNA, exceto MS2.




Virus complexo. Bacteriofago T-par.

membrane
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Ligacao do virion T4 a parede celular
pela interacao das longas fibras da
cauda com o lipopolissacarideo;

Contato das espiculas da cauda com
a parede celular;

Contra¢ao da bainha da cauda e
injecao do genoma de T4. O tubo da
cauda penetra na membrana
externa e a lisozima da cauda cria
uma pequena abertura através do
peptideoglicano




Comparacao entre Virus e Bactérias

Table 13.1  Viruses and Bacteria Compared

Intracellular Parasite
Plasma Membrane
Binary Fission

Pass through
Bacteriological Filters

Possess Both DNA and RNA
ATP-Generating Metabolism
Ribosomes

Sensitive to Antibiotics

Sensitive to Interferon




Alguns do principais virus de plantas

Caracteristicas

DNA de dupla fita,

ndo-envelopado

RNA de simples fita,
positiva, nao-
envelopado

RNA de simples fita,
negativa,
envelopado

RNA de dupla fita,
ndo-envelopado

Familia Viral

Papovaviridae

Picornaviridae

Tetraviridae

Rhabdoviridae

Reovirus

Géneros Virais ou :
Membros sem Classificacio  Morfologia

Virus do mosaico da
couve-flor

Virus do mosaico
do feijao

Tobamovirus

Virus do nanismo
amarelo da batata

Wound tumor virus

Método de
Transmissdo

Afidios

Cigarras e afidios

Cigarras




Replicagao viral

Para um virus se replicar, deve induzir uma célula hospedeira
viva a sintetizar todos os componentes essenciais a producao
de mais virus.

Replicacao é dividida em 5 etapas:

— 1) Ligacao/Adsorcao

— 2) Penetracao

— 3) Sintese de acidos nucleicos e proteinas virais/Biossintese
— 4) Maturac¢ao = Montagem dos capsideos + empacotamento
— 5) Liberagao de virions maduros




Replicacao viral

Liberacgao

A capa proteica Virions

permanece externamente Matu ragﬁo

Penetracao
do DNA, viral

{adsorgao do do acido
virion do fago) nucleico viral

liberagao de

1. Ligagao 2. Penstragao
novos virions

[5. Lise celular &

proteinas virais

Figura 8.6 Ciclo de replicacdo de um virus bacteriano. 0s virions e a célula ndo estao representados em escala. 0 tamanho da populagdo liberada pode
ser de uma centena ou mais virions por célula.




Proteinas virais

mRNA produzido = proteinas virais

Categorias:

1) Proteinas sintetizadas logo apds a infeccao, necessarias para replicacao do
acido nucleico viral =2 Proteinas precoces

Atuam cataliticamente e sao produzidas em menor quantidade

2) Proteinas sintetizadas posteriormente que incluem as da capa viral 2

Proteinas tardias

Normalmente sao componentes estruturais e produzidas em maior
quantidade




A capa proteica
permanece externamente

Penetracao
do DNA, viral

{adsorgao do do acido nucleico e empacotamento liberagao de

1. Ligagao 2. Penstragao 3. Sintese do acido 4. Montagem e 5. Lise celular e
virion do fago) nucleico viral proteinas virais dos novos virus novos virions

Figura 8.6 Ciclo de replicacdo de um virus bacteriano. 0s virions e a célula ndo estao representados em escala. 0 tamanho da populagdo liberada pode
ser de uma centena ou mais virions por célula.

-polimerase e novos DMA do fago T4 Proteinas Fibras proteicas da Virion T4 maduro

fatores sigma de T4 da cabega cabega, colar, placa

Produgdo de
dofago  basal e cauda Feirrionss e T4

Mucleasas, DMNA-

e =

l ] ] ] ] ]
0 5 10 15

~ . 25
Minutos Produc3o de lisozima!!

Figura 8.13  Tempo de duracéo dos eventos que ocorrem na infeccdo  sigma especificos do fago e outras proteinas necessarias a replicacao de DNA.

pelo fago T4. Apés a injecao de DNA, sao produzidos os RNAm precoces e 0 RNAm tardio codifica as proteinas estruturais do virion do fago e a lisozima

intermediarios, que codificam nucleases, DNA-polimerase de T4, novos fatores T4, necessdria a lise celular e 4 liberagao dos novos virions.




Infectividade das particulas virais desaparece
(desnudamento das particulas)

Eclipse Maturagao
I I I

 Enzimas Acido  Componentes
precoces Nucleico proteicos

I\ JII é . Liberagao com ou
B sem lise celular

Adigao \
do virus Montagem
* e liberacgao
Periodo latente

g
S o
= ‘0,
o
BB
gﬁ
~
[
8-
B
Eh_
@ L2
E“m
§
ST
-
=

Tempo

Figura 8.7  Curva de replicacdo viral em ciclo iinico. Apds a adsorcao,
virions infecciosos nao podem ser detectados no meio de cultura, um fend-
meno denominado eclipse. Durante o periodo latente, que inclui a eclipse e
as fases precoces de maturacao, o acido nucleico viral é replicado e ocorre
a sintese proteica. Durante o periodo de maturacao, o 4cido nucleico viral e
as proteinas sao agrupados para formar virions maduros, 0s quais sao, entao,
liberados da célula hospedeira.







Multiplicacao Viral

» Acido nucléico viral codifica poucos genes necessarios a
biossintese de novos virus.

* proteinas do capsideo
* algumas enzimas envolvidas na replicacao do acido nucléico

e Célula hospedeira geralmente “fornece”: enzimas para a sintese
protéica, ribossomos, tRNA e ATP.

* Ciclo de vida viral melhor conhecido é o dos bacteriofagos.
* ciclo litico (lise e morte da célula hospedeira).

* ciclo lisogénico (célula hospedeira permanece viva).




Ciclos Litico e Lisogénico do bacteriofago A em E. coli.
Fagos lisogénicos ou temperados

O fago adsorve a e O profago é excisado ocasionalmente,
DNA d? fago célula hospedeira do cromossomo bacteriano para outro
(dupla fita) e injeta seu DNA evento de recombinacdo, iniciando um
ciclo litico

Cromosgbmo

bacteriago _

( @ ) Muitas divisdes
\ celulares
i \ ; Ciclo litico ‘ o Q s Ciclo lisogénico Q O

A célula sofre lise, O DNA do fago circulariza A bactéria lisogénica se
liberando os virions e emrcz em ciclo litico ou lisogénico reproduz normalmente

Profago

U\Pi) | \( O )

Novcs proteinas e novo DNA O DNA do fago se integra, por
do fago s@o sintetizadas e recomblnogoo No Cromossomo
montadas formando virions bacteriano, tornando-se um profago




Ciclos Litico e Lisogénico do bacteriofago A em E. coli.
Fagos lisogénicos ou temperados

O fago adsorve a e O profago é excisado ocasionalmente,
DNA d? fago célula hospedeira do cromossomo bacteriano para outro
(dupla fita) e injeta seu DNA evento de recombinagdo, iniciando um
ciclo litico

Cromoss bmMo

b ( X ) celares
’ \ N
-'h 55 S

A célula sofre lise, O DNA do fago circulariza A bactéria lisogénica se
liberando os virions e entra em ciclo litico ou lisogénico reproduz normalmente

m Profago
Lisogenia
Relacionamento )

estavel como
. @ O DNA do fago se integra, por
hOSpEdEIrO recombinacdo, no cromossomo

bacteriano, tornando-se um profago




Lisogenia

e Apresenta 3 consequéncias para a célula hospedeira:

1. célula lisogénicas sao imunes a reinfec¢ao pelo mesmo fago (mas nao a
outros tipos)

2. fago conversao: adquirem novas propriedades. Exemplo: toxina de
Corynebacterium diphtheriae é sintetizada a partir de um gene do profago.

3. transducao especializada: transferéncia de determinados genes bacterianos
via profago.




Virus — Cultivo

Virus + células = cultivo!

Procariotos

Eucariotos

Plantas
http://www.giantmicrobes.com/us/products/T4.html

Animais




Virus — Cultivo

* \irus + células = cultivo!

Requerem laboratdrios de nivel de
biosseguranca 2 ou 3 dependendo do virus

*Cultivo de bacteriofagos em laboratorio

e crescem em meio liquido e solido com células
bacterianas em cultura pura

* método da placa de lise: deteccao e contagem de
particulas virais

http://sandbox.yoyogames.com/games/27114




Virus — Cultivo virus bacterianos
Método de placa: detec¢cao e contagem

N N

Dilvigao Sobrecamada Células
de fagos de agar bacterianas
fundido

Y

Verter a mistura
sobre a placa de agar
nutriente

Placa de agar nutriente

Conjunto da
sobrecamada de agar e
agar nutriente

—_— Quantificacao de virus bacterianos utilizando o
ensaio de formacao de placas de lise pela
hfs‘:f;jmf'jf'”'as técnica de sobrecamada de agar.
Unidades formadoras de placas (UFP)




Virus — Cultivo virus bacterianos
Método de placa: deteccao e contagem

Camada turva = células
bacterianas

Quando um virion inicia uma ;
infeccao = placa de lise (zona clara ou /

zona de lise)
Convencionou-se que cada placa

de lise origina-se a partir da
replicacao de um unico virion

Ne—~

O numero de
corresponde ao numero de
unidades virais infecciosas presentes na
amostra inicial em termos de

Placas Quantificacao de virus bacterianos utilizando o
o ensaio de formac3o de placas de lise pela
o . técnica de sobrecamada de &gar.

Unidades formadoras de placas (UFP)




Virus — Cultivo de virus animais

1. Cultivo em animais experimentais

Camundongos, coelhos e cobaias

Estudos da resposta imune a infeccao

Procedimento diagnodstico na identificacao e

isolamento

AIDS e a falta de modelos animais naturais

Chimpanzés sao infectados por HIV-1 (Lentivirus), mas ndao apresentam

sintomas da doenca = ndo podem ser usados no estudo dos efeitos da
multiplicacao viral nem no tratamento da doenca

Testes de vacinas em seres humanos




Virus — Cultivo de virus animais

2. Cultivo em ovos embrionados

Cavidade Membrana Z
CasCa aminidtica corioalantdica
e Inoculagdo na membrana
I " corioalantoica

Inoculacao amnidtica

/ ¥ \ Inoculagao alantidica

Membrana da ‘ p \“\

casca Inoculagao no

Albumina Cavidade saco vitelinico
alantdica

Figure 13.7 Inoculation of an embryonated egg. The injection site
determines the membrane on which the viruses will grow.

Crescimento viral se manifesta pela morte do embrido
Usado na producdo de vacinas (por isso a pergunta se somos alérgicos a ovo!!)




Virus — Cultivo de virus animais

3. Cultivos celulares

Culturas primarias: Rim ou pulmao, dissociacao de células a partir de fragmentos
| do 6rgdo > periodos limitados de cultivo

Linhagens celulares permanentes: células de subcultivos das culturas
primarias que crescem indefinidamente

Linhagens dipldides: sao sensiveis para o isolamento de virus - Resistem de 30 a
50 subcultivos - preparo de vacinas

Linhagens celulares estabelecidas: 70 passagens. Tecidos com carater neoplasico
(HeLA) ou de células normais (Vero). Fins de diagndstico, para isolamento,
nao utilizadas para vacinas

Temperatura 6tima: 36°C a 37°C, 35°C (monocamada)
pH fisiolégico: CO,-bicarbonato, estufa de CO,
RPMI: manutencao de algumas linhagens celulares




Virus — Cultivo de virus animais

3. Cultivos celulares
Substituem ovos embrionados

Células crescem no laboratorio em cultivos semelhantes a bactéria

Mormal Transtormed
cells cells
f ey D

1

y
-

o A tiesue is reated with enzymes 6 Celiz are suspandad B Mormal caells ar primary calls grow in a monolayer across
1o separate the cells. in culiure medium, the glass or plastic container, Transformed celis or
continuous cell cultures do not grow in a monalayer. B

Figure 13.8 Cell cultures. Translormed cells can be grown indefinitely in laboratory culture




Virus — ldentificacao

Cultura de células:
Efeito citopatoldgico (danos na monocamada)

Hemadsorg¢do - Agregacao de eritrocitos a superficie , _
, . . . , Células Vero infectadas por
de células animais, em meio de cultura, apos Virus da Herpes Simplex (HSV)
infeccao por virus.

Hemaglutinagdo = virus se ligam a eritrocitos
formando pontes entre eles (auxilio das espiculas)

Microscopia optica: inclusdes virais

coloragoes Hematoxilina-eosina, Papanicolau ou laranja-de-acridina
Microscopia eletrénica: A8
Morfologia ultra-estrutural

S5EM — {b}
40 gm

Figure 13.9 The cytopathic effect of viruses. (a) Uninfected
mouse cealls align next to each ather, forming a monalayer. (b) The sams
cells 24 hours after infection with vesicular stomatitis virus [VEY] [see
Figure 13.18a). Notice the cells pile up and “round up.”




Mao envelopados Envelopados

P . . ® DNAGf
Virus animais ® s parcial

Parvovirus Hepadnavirus

@ DNAdt

Papovavirus

Virion completo se insere na célula ﬁ[’“‘“‘“
Adenovirus

Célula eucaridtica possui nucleo onde muitos T
virus sao replicados . Hotpee-vhs

Iridovirus

100 nm

fa) Virus de DNA

Nio envelopados Envelopados (todos RNAfs)

B
@ RAnas :

Picornavirus Togavirus

5 Ortomixovirus

@ BMNAd Buniavirus Coronavirus

Reovirus

—
100 nm

: Paramixovirus
Arenavirus Retrovirus

{b) Virus de RNA

Figura 8.21 Diversidade dos virus de animais. Formas e tamanhos
relativos dos principais grupos de virus de vertebrados. 0 genoma do hepad-
navirus apresenta uma fita de DNA completa e parte da fita complementar.




Formacao do estado
proviral e transformacao
em célula tumoral

Divisdo da Transformacao
célula tumoral '

Morte da célula
e liberacao do
virus

4
1

LRV EEEEEEETEETEE

Multiplicagao
viral

S

@
® 9
o e

Liberagao viral

/ por brotamento

Pode reverter para
infeccgao litica

Lenta liberagéo de Infeccao
virus sem causar a persistente
morte celular

Ha intervalo
<——— entre infecgao
viral e evento
litico

mas sem replicar

Virus presente ] Infeccao

latente
.'{FV

Figura 8.22 Possiveis efeitos causados por virus de animais em células infectadas.
A maioria dos virus de animais € litica e somente poucos sao reconhecidos como cancerigenos,
por causarem transformacao celular.




Familia Retroviridae

Virus de RNA
Retro = “para tras”

Transferem informacdes de maneira
reversa (de RNA para DNA)

Muitos retrovirus infectam vertebrados

Género Lentivirus inclui as subespécies
HIV-1 e HIV-2 que causam a AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida)

Carregam sua propria polimerase que é
DNA polimerase dependente de RNA
(Transcriptase reversa) (RNA—>DNA)

gag > proteinas estruturais
pol =2 transcriptase reversa e integrase

Enzymes -,
(reverse
transcriptase, %

integrase, ‘ A%
protease) 5 _“"

Lipid—
membrane
bilayer

Core shell
protein

Core protein

@

Surface envelope protein

L r |

gag
(b)

pol

Figure 9.23 Retrovirus structure and function. (a) Structure of a
retrovirus. (b) Genetic map of a typical retrovirus genome. Each end of
the genomic RNA contains direct repeats (H).

env -2 proteinas do envelope




R e .',.f'._}"""" '. Retrovirus virion
of | |# containing ssRNA
sk s (two copies)
L _'-_"___..-’o

: Entrancei

Retroviridae

Transcriptase reversa usa o RNA do virus i
para sintetizar uma fita de DNA | | —
complementar que é replicada para |

| Travel to nucleus and

formar um DNA fita dupla. interation nto host DA

Host DNA

; Reverse transcnptlon

LTR Provirus 4 LTR

Iniciador € um tRNA especifico = ————

| Transcription

codificado pelo hospedeiro e ] .y
empacotado no virion anteriormente ——

| Encapsidation |

ssRNA"J‘ﬂn —Mucleocapsid

Esta enzima degrada o RNA viral original | s

m—
/“( Host cytoplasmic

-\\ membrane

DNA ¢é integrado ao DNA cromossomico S
da célula hospedeira (provirus) e nunca | [Releax]

..

abandona o cromossomo. m]--::.

. =
| le Progeny retrovirus
/'®  virions

— Estdgio latente

— Transcricdo (produzir novos retrovirus) o
FiguTE Q.24 Replication process of a retrovirus. R, direct repeats;

LTR, long terminal repeats. For more details on the conversion of RNA to
DNA (reverse transcription, step 3), refer to Section 21.11.




Sitio de adsorcao

Glycoprotein spike:
gpi20

gp41
YT T T transmembrane

T

1',/ transcriptase

o~

“* Envelope

Core with
protein coat

Capsid

Structure of HIV and infection of
a CD4+T cell. The gp120 glyco-
protein spike on the membrane
attaches to a receptor on the CD4+
cell. The gp41 transmembrane
glycoprotein probably facilitates
fusion by attaching to a proposed
fusion receptor on the CD4+ cell.

Familia Retroviridae

Adsor¢ao

Fusao

Penetracao

€) Attachment. The gp120 spike
attaches to a receptor and to a
CCRS5 or CXCR4 coreceptor
on the cell.

Viral envelope

P

I

e Fusion. The gp41 participates

in fusion of the HIV with the
cell,

Figure 19.13 HIV structure and attachment to receptors on target T cell.

Envelope
remains
behind

o Entry. Following fusion with the
cell, an entry pore is created.
After entry, the viral envelope
remains behind and the HIV
uncoats, releasing the RNA
core (see Figure 19.14b) for
directing synthesis of the new
viruses.




p e .
rocesso de multiplicacdao e heranca dos Retroviridae. Um retrovirus pode se tornar um provirus
gue se replica em estado latente, podendo também, produzir novos retrovirus.

Tl’anscriptase reversa: DNA Iersgfsoriptcse CapsideO/Envelope Fus3o

polimerase dependente de RNA. Virus | IN5) Duas fitas de RNA

posifivas idénticas

o O retrovirus
ﬁene?rct na célula
ospedeira.

Célula hospedeira

DNA de um dos
cromossomos da

ir % .
9 O retrovirus maduro célula hospedeira.

deixa a célula hospedeira,

4091-‘-“ adquirindo um envelope _
durante o brotamento. Transcriptase DNA viral

reversa

i ) Apbs a decapsidacde,
RNA viral I‘—S 9 a dupla fita de DNA

é produzida por

transcrigdo reversc

-_'???IHOS Fitas idénticas
virais de RNA

o Pode ocorrer também a
transcricdo do provirus,
produzindo RNA
para novos genomas Provirus
de refrovirus que codifica
as proteinas do capsideo

e do envelope.
\ e O novo DNA viral é
transportado para o nicleo

[’\f da célula hospedeira e se
fﬁu integra ao seu DNA como um
provirus.O provirus pode ser

duplicado indefinidamente
com o DNA do hospedeiro.




Familia Retroviridae

CD4 receptors CCRS or CXCR4 receptors
i Provirus

CD4* T Cell

Linfocitos T . Virus beginning to bud from T cell
Progeny HIV

(a) Latent infection. Viral DNA is integrated into cellular (b) Active infection. The provirus is activated, allowing it to

DNA and forms a provirus (see page 389) that can later be control the synthesis of new viruses, which bud from the host cell.

activated to produce infective viruses. Final assembly takes place at the cell membrane, taking up the
viral envelope proteins as the virus buds from the cell.

Figure 19.14 Latent and active HIV infection in CD4" T cells.




Familia Retroviridae

Macréfago

Macrophane Provirus

\J- )/L_&\

Core with viral BNA
{b) Activated macrophage. MNew viruses are produced from provirus,

{a) Latently infected macrophage. HIV can persist either as a provirus Completad virions are either released or persist in the macrophage
oF a5 a complate virien in vacuoles. within vacuoles.

Figure 19.15 Latent and active HIV infection in macrophages.




Gripe

Sarampo
Caxumba

Rubéola

Varicela

Poliomielite

Raiva

Hepatite B

Hepatite A

Variola

Virus inativado

Virus atenuado
Virus atenuado

Virus atenuado
Virus atenuado
Virus inativado (Salk)
ou atenuado (Sabin)

Virus inativado

Fragmentos
antigénicos do virus

Virus inativado

Virus da vaccinia vivo

Pessoas saudaveis com mais de 65 anos; pessoas com
doencas respiratorias cronicas

Lactentes com 15 meses de idade
Lactentes com 15 meses de idade

Lactentes com 15 meses de idade; mulheres em idade
fértil que nao estejam gravidas

Lactentes com 12 meses de idade

Criancas; adultos, gd risco justifica

Profissionais em contato com vida selvagem em areas
endémicas ou mordidas por animais; veterinarios

Criancas; adultos (profissionais da saude, usuarios de
drogas injetaveis, pessoas com multiplos parceiros
sexuais, familiares em contato com portador)

Pessoas em viagem para areas endémicas e durante
surtos

Certas pessoas ligadas ao servico de saude ou militar




Drogas antivirais

Droga Antiviral

Modo de agao

Analogos de nucleosideos e nucleotideos

Comentarios

Aciclovir, ganciclovir,
ribavirina, lamivudina

Inibem a sintese de DNA ou RNA

Usados principalmente
contra herpesvirus

Cidofovir

Inibe a sintese de DNA ou RNA

Possivelmente eficaz
contra a variola

Zidovudina (AZT),
didanosina, zalcitabina,
tenofovir

Antiretrovirais que bloqueiam a
sintese de DNA pela transcriptase
reversa

Usado para
guimioterapia contra HIV

Outros inibidores enzimaticos

Indinavir, saquinavir

Inibe a protease viral

Usado para quimioterapia contra HIV

Fixacao e decapsidacao

Zanamivir, fosfato de
oseltamivir

Inibem a neuraminidase no virus da gripe

Tratamento da gripe

Amantadinag,
zimantadina

Inibem a decapsidacao

Tratamento da gripe

Interferons

o-interferon

Inibe a disseminacao do virus para novas células

Hepatite viral
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Guanina HN Cc Ny
l | CH

HQN_C%N/C\N/

Deoxiguanina Aciclovir

(a) Semelhanca estrutural entre aciclovir e o nucleosideo contendo guanina

Estrutura da droga anti-viral Aciclovir.




Fosfato

Enzima
timidina
quinase

na célula do

hospedeiro /H_F»ﬁ_‘
. i % NARARY

Incorporada no DNA

Nucleotideo DNA polimerase

=L guanina
Nucleosideo

(b) Sintese do nucleotideo guanina do DNA viral normal

Fosfato

. Enzima
timidina

quinase
viral

DNA polimerase é

bloqueada pelo falso

nuclectideo.

A incorporacdo no
Nucleotideo falso DNA ndo ocorre.
(aciclovir trifosfato)

Aciclovir

(€) A sintese do falso nucleotideo do DNA viral na presenca de aciclovir

Mecanismo de acao da droga anti-viral Aciclovir.




Neuraminidase auxiliam a liberagao dos virus de dentro das células animais
por clivar as ligagoes glicosidicas de glicoproteinas e glicolipidios de células
animais

The concept of neuraminidase inhibition

Influenza infection

Host cell

Influenza wviruses
turning them *flu factares" A
Hemagglutinin

Neuraminidase inhibition s

dase inhibition
virus from escaping

http://homepage.smc.edu/wissmann_paul/anatomy1/1antiviraldrugs.html




Entidades subvirais

Prions

» Forma extracelular distinta de natureza totalmente proteica
» Nao contém DNA ou RNA

*1982: neurobiologista Stanley Prusiner — sugeriu que proteinas infecciosas eram
a causa do scrapie (doenca neurolégica de ovelhas).

*1997 — Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina

e Causam doencas neuroldgicas animais do tipo encefalopatias espongiformes
transmissiveis (TSEs).

* bovinos: “doenca da vaca louca” (BSE)
* Humanas: doenca de Creutzfeldt-Jakob variante (CJDv)

* Podem ser transmitidos por meio de carne/tecido contaminado ou por racao
feita a partir de animais contaminados.




Prions

*1 e 2: gene para PrPC esta
no cromossomo 20. A PrpP¢
é produzida e secretada
para a superficie celular.

*Principalmente neurdnios

Como uma proteina pode
*3ab5:aPrP<reagecoma

PrPC na superficie,
convertendo-se em PrPsc,

ser infecciosa.
PrP¢ — proteina pridnica
celular (normal).
PrPsc forma infecciosa da

proteina pridnica celular

Llsossomo

*6 a 8: a PrP>c é absorvida (anormal).

por endocitose e seus %. ,,sF‘P 6’ s PrPscinduz a conformagdo
agregados se acumulam 1. | :
nos lisossomos.

,,f\ 6, U incorreta das PrPCe as

Endossomo acumula na célula.

(8] 74




Prions

*1 e 2: gene para PrPC esta
no cromossomo 20. A PrpP¢
é produzida e secretada
para a superficie celular.

*Principalmente neurdnios

*3 a5:aPrP>*reage coma
PrPC na superficie,
convertendo-se em Prpsc,

*a PrPsc contém mais folha
beta-pregueada,
provocando perda da
funcao normal da proteina
a qual se torna resistente
a proteases =2 insoluveis

Endossomo——

-

Como uma proteina pode
ser infecciosa.
PrPC — proteina pribnica
celular (normal).
PrPsc forma infecciosa da
proteina pridnica celular
e (anormal).

PrPscinduz a conformacao

incorreta das PrPCe as

acumula na célula.
75




Ha destruicao do tecido
Porém nao se sabe ao
certo se esta se deve ao
acumulo dos prions nas
células!!

2
e - a

(@) Tecido cerebral mostrando lesées espongiformes

Mecanismos pelos quais podem ser observados a doenca:

1) Doenga prionica infecciosa — transmissao da proteina pridnica entre humanos
e animais;

2) Doencga pridnica esporadica — dobramento incorreto aleatério em individuo
normal e ndo infectado (atinge 1 individuo em 1 milhao);

3)Doenca pridnica herdada — mutacao no gene que codifica o prion
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(Capitulo 8 — Virus e virologia)







Diagnostico Y o

o Antibody is adsorbed to well. o Antigen is adsorbed to well.

- !
ELISA

(Enzyme-linked
immunosorbent assay) - A

9 Patient sample is added; o Patient serum is added,
complementary antigen binds complementary antibody
to antibody. binds to antigen.

Detectando antigeno ! !

ou
Anticorpo
no soro do paciente

o Enzyme-linked antibody specific 9 Enzyme-linked anti-HISG (see
for test antigen is added and binds page 513) is added and binds
to antigen, forming sandwich. to bound antibody.

.

Enzyme's substrate () is added, o Enzyme's substrate (1) is added,
and reaction produces a product that and reaction produces a product that
causes a visible color change (@). causes a visible color change (@).

(a) A positive direct ELISA to detect antigens (b) A positive indirect ELISA to detect antibodies

ire 18.14 The ELISA method. The components are usually contained in small wells of a microtiter plate.
in illustration of a technician carrying out an ELISA test on such a microtiter plate and the use of a computer to
the results, see Figure 10.11 on page 288.




Diagnostico imunolégico Diagnostico Molecular
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Nao envelopado

Envelopado

1) acido nucléico:
2) capsideo:

subunidades — capsomeros (4).
3) Nucleocapsideo

5) envelope:

* podem apresentar
espiculas (6):




Virus complexo. Bacteriofago T-par.

g

mmm

i1
Adsorcao do bacteriofago em uma bactéria
através das fibras da cauda

Cytoplasm




Virus — Morfologia
Baseada na arquitetura do nucleocapsideo

nuclescapsides

———

Acido nueléico

- hltamada |Ipigica

Acide nucléico Proteina ppev o
- (unidades monoméricash T ) COMPLEXO

nucleocspsidio

= (A macka Hpiaica

__ expicula de glicoprotena
3 gl G|




Doencas virais do sistema nervoso

* Poliomielite (poliovirus)
* Raiva (rabdovirus)
 Encefalite arboviral (arbovirus)

Doencas virais do sistema digestivo

e Caxumba (paramixovirus)
* Hepatite (HVA, HVB, HVC, HVD, HVE)
 Gastroenterite viral (rotavirus, virus tipo Norwalk)

Doencas virais do sistema reprodutor

* Herpes genital (virus herpes simples tipo 2 ou 1)
* \Verrugas genitais (papilomavirus)
* AIDS (HIV - Lentivirus)




Doencas virais dos sistemas cardiovascular e linfatico

* Linfoma de Burkitt (virus Epstein-Barr)

* Mononucleose infecciosa (virus Epstein-Barr)

* Febres hemorragicas virais classicas
 febre amarela (arbovirus do género Flavivirus)
* dengue (arbovirus do género Flavivirus)

*Zika (género Flavivirus)
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/zika/pt/

* Febres hemorragicas virais emergentes
* Hantavirose (hantavirus)

* Ebola (filovirus)




Doencas virais do sistema respiratorio

* Sistema respiratorio superior

* Resfriado comum (adenovirus)
* Sistema respiratorio superior

* pneumonia viral

e gripe (Influenzavirus)

Doencas virais da pele

* Verrugas

* Variola (ortopoxvirus)

* Varicela (catapora ) e Herpes Zoster (cobreiro) — herpesvirus varicela
zoster

* Herpes simples (herpes simples tipo 1 e 2)

» Sarampo (Morbilivirus)

* Rubéola (Rubivirus)
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Zika virus is in the genus Flavivirus in the Flaviviridae viral family.

Characteristics of the Flaviviridae family include mammalian and human hosts
with infections spread by arthropod vectors, as in the case of Zika Aedes
mosquitoes.

Flavivirus particles are enveloped, possess icosahedral-like symmetry, and
have a diameter of “40 nm.3 More importantly, flaviviruses have positive-
sense, single-stranded RNA genomes of ~11 kilobases in length.2,3 Their
genomes have a 5'-capped untranslated region (UTR), a code for 10 proteins,
three structural (C, prM, and E) and seven non-structural (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, and NS5), as well as a 3'-UTR essential for viral replication.

The proteins are translated directly from the RNA genome as a polyprotein that
is cleaved to the individual proteins by host and viral proteases.

A cryo-EM structure for the Zika virus particle has recently been determined,5
as well as an x-ray structures for NS1, the NS3 helicase, and the NS2B-NS3
protease. 6-8 In contrast, the global structure of the RNA genome is not
known.9




