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
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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.




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
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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
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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

* \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
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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

. i
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 — 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.”
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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.
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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
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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




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.




Sitio de adsorcao

Glycoprotein spike:
gpi20

gp41
YT T T transmembrane

T

1',/ transcriptase
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“* 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.




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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Deoxiguanina Aciclovir

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

Estrutura da droga anti-viral Aciclovir.
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(b) Sintese do nucleotideo guanina do DNA viral normal

Fosfato

. Enzima
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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.
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Entidades subvirais

Prions
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Entidades subvirais
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Prions

> Forma extracelul ™
> N3o contém DNA

*1982: neurobiologi
a causa do scrapie («

*1997 — Prémio Nob

* Causam doencas nji}
transmissiveis (TSES

* bovinos: “doe
* Humanas: doe

* Podem ser transm giesse
feita a partir de aniné




Prions

A w7l

Prion normal [PrF¢) Prion causador de doenca(PrP*)

Cadeia de reagdo

Como uma proteina pode ser
infecciosa.

PrPC — proteina pridnica celular
(normal).

PrPsc forma infecciosa da proteina
priénica celular (anormal).
PrPscinduz a conformacao

incorreta das PrPCe as acumula na

célula.

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

*Principalmente neurdnios

*3a5:aPrP<reage coma
PrPC na superficie,
convertendo-se em PrpPse,

*6 a 8: a PrPsc é absorvida
por endocitose e seus
agregados se acumulam
nos lisossomos.




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




Deteccao - diagndatico

Molecular: Detectar a presenca do material genético

Imunoldgico: Detectar a proteina do virus
Detectar a presenc¢a de anticorpos anti-virus




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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