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Virologia, como ciéncia, tem uma historia notavel. Os virus, por causa de sua
natureza intrinsicamente interativa e sistémica, moldaram a historia e evolugao de
seus hospedeiros. Praticamente todos os organismos vivos, quando estudados em
detalhe, revelam estar associados com virus, numa propor¢ao logaritmica de virus
distintos para cada organismo celular. Estas menores das entidades vivas exercem
interferéncias homeostaticas significativas em todas as formas de vida, incluindo si
mesmas. Em particular, as consequéncias da morbidez e mortalidade de infecg¢des
virais humanas alteraram a nossa histéria e resultaram em esforcos extraordinarios por
parte de varias areas da ciéncia em estudar, compreender, controlar, utilizar em
contextos tecnologicos e terapéuticos e, eventualmente erradicar alguns esses agentes.
Virologistas elucidaram novos principios dos processos da vida e deram novas
direcdes importantes para a Ciéncia Biomédica em geral. Quase todos os conceitos
fundamentais e ferramentas da Biologia Molecular foram derivados do estudo dos
virus e suas células hospedeiras. Neste texto, analisaremos partes selecionadas desta
histéria no que se refere ao desenvolvimento de novos conceitos de Virologia e
Genética Molecular em particular e da Biologia Molecular em geral (53,54).

Os virus e 0 homem durante a historia

A interagdo do homem com agentes virais foi possivelmente, um fator-chave que
moldou a evolug@o humana, cultura e civilizagdo desde o seu inicio. As evidéncias do
efeito de doencas, desde as fases iniciais da especiagdo humana, através de tempos
pré-histdricos até o presente indicam que os tipos de virus associados com o homem
tem mudado com o tempo.

O progresso tecnoldgico permitiu "as popula¢des humanas crescerem em numero e
densidade. Como consequéncia, diferentes virus encontraram condi¢des adequadas
para prosperar e estabelecer duradouras associagdes com o homem. Embora nem
todos os agentes virais causam doencas e outros podem de fato ser considerados
benéficos, como por exemplo os virus de algas que controlam a composi¢do
atmosférica da terra, virus que sdo usados como agentes de controle bioldgico, virus
usados em processos biotecnologicos, &c. No entanto, a situagdo atual de pobreza,
superpopulacdo e desequilibrio ecoldgico pode ter efeitos devastadores para o
progresso humano. Isto porque, doengas recentemente surgidas causando pandemias
gigantescas (por exemplo, HIV-1, HCV, dengue, &c.) estdo se tornando desafios
formidaveis, que podem ter um impacto direto sobre o destino de nossa espécie (174).



A origem da Virologia

As primeiras evidéncias historicas de infec¢des virais remontam para depois da
revolugdo agricola. Para esta secdo usamos o material disponibilizado em:
(http://www.microbiologybytes.com/introduction/introduction.html)

Certos aspectos da interacdo com doengas infeciosas pode ser percebida até hoje em
habitos e costumes arraigados nas culturas de sociedades de coletores cacadores na
Africa expostas a agentes infecciosos como os filovirus (e.g., Ebola), que colocam
sinais em trilhas chegando em seus assentamentos quando ha um surto epidémico, ou
mesmo no isolamento estrito de doentes.

Os antigos Persas em 1000 AC tinham leis descrevendo as responsabilidades de
proprietarios de caes rabidos e Homero nas Iliadas descreve Heitor como ‘rabido’.

Baixo relevo de Memphis, capital do antigo Egito, de aproximadamente 3700 AC
mostrando um sacerdote denominado Ruma com sinais aparentes de poliomielite
paralitica.




O fara6 Sipta governou o Egito de 1200 a1193 AC, e morreu stibitamente com uma
idade aproximada de 20. Seu corpo mumificado ficou intocado em sua tumba no Vale
dos Reis até 1905, quando o timulo foi escavado. A mimia mostra que sua perna
esquerda era atrofiada e que seu pé estava rigidamente extendido em “pata de cavalo”,
que ¢ uma sequela classica de poliomielite paralitica.

O fara6 Ramsés V quarto fara6 da XX dinastia egipcia, filho da rainha Duatentopet e
do fara6 Ramsés IV, de quem herdou o trono governou o Egito de 1146 AC até
morrer em 1152 AC, supostamente de variola. Compare as marcas de no maxilar com
as pustulas em pacientes recentes, 'a direita.

No milénio passado as epidemias de variola foram especialmente tteis para a
submissao dos povos nativos e a repovoamento das Américas. A variola ajudou
Cortez e Pizarro, por exemplo, na conquista dos Astecas e os Incas. Além de
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Assim como no Egito, a variola era endémica na China por volta de 1000 AC.
Meédicos Chineses observaram que os sobreviventes de um surto se tornavam
protegidos em surtos subsequentes e desenvolveram a técnica de variolagdo que
envolvia inicialmente a inalacdo de p6 de crostas secas de lesdes de pacientes
convalescentes. Depois a técnica foi modificada e passou-se a fazer uso de pus de
lesdes na pele (pustulas) que eram arranhadas no antebrago de criancas.




Em 14 de Maio de 1796. Edward Jenner, usou material obtido de pustulas das maos
de uma tratadora de vacas leiteiras de sua vila natal de Berkley em Gloucestershire,
para “vacinar”, de forma analoga aos chineses, um menino de 8anos James Phipps.
Em 1 de Julho ele expds Phipps deliberadamente como material de um caso real de
variola e o menino ndo apresentou sintomas de doenga. A idéia de Jenner veio de sua
observagao que lesdes em vacas eram muito similares ‘as de humanos mas que os
tratadores de gado leiteiro, apesar de apresentar manifestagdes leves na pela das maos
ndo tinham problema com variola.

EDWARD JENNER

Ele raciocinou que os agentes patogénicos eram similares em suas manifestacdes mas
distintos em sua especificidade para com bovinos e humanos. O conceito
fundamental de Jenner foi usar uma forma menos patogénica da doenga para
estimular uma resposta que impedia a forma mais patogénica.



Caricatura da vacinacio por James Gillray de 1802

Apesar da enorme controvérsia no inicio do Sec. XIX, programas de vacinagdo em
massa foram rapidamente instituidos e em 1830 a variola foi erradicada de Londres e
em 1977 no ultimo reduto na Africa.

O desenvolvimento do conceito de virus
O periodo inicial: O século 19

Na ultima metade do século 19, a existéncia de um mundo microbiano diversificado
de bactérias, fungos, protozodrios e estava bem estabelecido. J4 em 1840, o famoso
anatomista alemao Jacob Henle de Gottingen (o descobridor da al¢ca de Henle e avo
do virologista do século 20 Werner Henle) levantou a hipotese da existéncia de
agentes infecciosos que eram muito pequenos para serem observados com o
microscopio de luz e que eram capazes de causar doengas especificas. Na auséncia de
qualquer evidéncia direta para tais entidades, no entanto, suas idéias ndo foram
aceitas. Naquele periodo, trés grandes avangos em microbiologia convergiram para
definir o cendrio para o desenvolvimento do conceito de um agente submicroscopicas
que viria a ser chamado de um virus.

A primeira destas ideias foi a demonstragdo de que a geragdo espontanea de
organismos ndo ocorria. Esta nog¢do tinha uma longa histéria, com experimentos tanto
apoiando-a como refutando-a. O crédito, no entanto, para finalmente refutar esta
hipdtese ¢ comumente dado a Louis Pasteur (1822 - 1895), que empregou seus frascos
de pescogo de cisne para dar um golpe mortal no conceito de geragdo espontanea em
1859. Pasteur passou a estudar a fermentagdo por agentes microbianos diferentes.
Durante estes estudos, ele deixou claro que “tipos de microbios diferentes estao
associados com diferentes tipos de fermentacdo” e estendeu esse conceito para
processos em doenga.



Louis Pasteur (1822-1895)

Partindo desta base, Robert Koch (1843 - 1910), um estudante de Jacob Henle e um
médico de uma pequena aldeia alema, demonstrou que o bacilo do antraz era causador
da doenca (1876) e que o bacilo da tuberculose era a causa de tuberculose em
humanos (1882). Pouco disto teria sido possivel sem a terceira maior contribui¢ao por
Joseph Lister (1827 - 1912). Uma vez que era evidente que 0s organismos
reproduzem novos organismos, a importancia de um campo estéril, seja na cirurgia ou
para o isolamento de novos organismos, tornou-se clara. Lister desenvolveu a técnica
da dilui¢do limitante, para obter culturas puras de organismos, ¢ Koch desenvolveu
meios solidos de cultura, o isolamento de coldnias individuais de bactérias para obter
culturas puras, bem como a utilizagdo de corantes para visualizacdo estes
microrganismos. Embora muitos cientistas da época contribuiram para estas
ferramentas e conceitos, foi principalmente Pasteur, Lister ¢ Koch que criaram uma
nova abordagem experimental para a ciéncia médica.

Robert Koch (1843-1910)

Estes estudos formalizaram algumas das ideias originais de Jacob Henle, que sao
agora incorporadas nos postulados de Koch para definir se um organismo ¢ o agente
causador de uma doenca. Estes postulados afirmam que (a) o organismo deve ser
regularmente presente nas lesdes da doenga, (b) o organismo tem de ser isolado em
cultura pura, (c) a inoculagdo de uma cultura pura de organismos em um hospedeiro
deve iniciar a doenga, e (d) o organismo tem de ser recuperado novamente a partir das
lesdes do hospedeiro. Ao final do século 19, esses conceitos tornaram-se o paradigma
dominante da microbiologia médica, que apresentaram um método experimental para
ser utilizado em todas as situacdes. Foi apenas quando estas regras foram violadas e



ndo conduziram ao isolamento de um agente causador que o conceito de um virus
nasceu.

O periodo de descoberta: 1886 - 1903

Adolf Mayer (1843 - 1942), um cientista alemao treinado no campo da tecnologia
quimica (que estudou a fermentagao e nutri¢do de plantas), tornou-se o diretor da
Estacdo Experimental Agricola de Wageningen, na Holanda, em 1876. Alguns anos
mais tarde (1879), ele comecou sua pesquisa sobre doencgas do tabaco e, embora ele
ndo tenha sido o primeiro a descrever tais doengas, ele nomeou a doenga de “doenca
do mosaico do tabaco” devido "as manchas claras e escuras nas folhas infectadas.

Numa de suas experiéncias, Mayer inoculou plantas saudaveis com o suco extraido de
plantas doentes, ap6s moer as folhas infectadas em agua. Esta foi a primeira
transmissdo experimental de uma doenca viral de plantas, e Mayer informou que, “em
nove de cada dez casos de plantas inoculadas havera doenca” (118). Embora estes
estudos estabeleceram a natureza infecciosa da doenga, nem um agente bacteriano ou
fingico puderam ser cultivados ou consistentemente detectados em extratos, assim os
postulados de Koch ndo foram satisfeitos.

Adolf Mayer (1843-1942)

Em uma comunicag¢do preliminar em 1882 (117), ele especulou que a causa poderia
ser uma forma “solivel de contagio, possivelmente como enzimas, apesar de qualquer
analogia para tal suposi¢ao ndo ter suporte cientifico”. No entanto, quatro anos mais
tarde, em seu trabalho definitivo sobre o assunto, Mayer concluiu que a doenga do
mosaico “¢ bacteriana, mas que as formas infecciosas ainda nao foram isoladas, nem
sdo as suas formas ¢ modos de vida conhecidos” (118).

O passo seguinte foi dado por Dimitri Ivanofsky (1864 - 1920), um cientista russo
trabalhando em Sao Petersburgo. Em 1887 e novamente em 1890, Ivanofsky foi
encarregado pelo Ministério da Agricultura da Russia para investigar a causa de uma
doenga do tabaco em plantagdes Bessarabia, Ucrania e da Criméia.



Dimitri Iwanowski (1864-1920)

Ivanofsky rapidamente repetiu as observacdes de Mayer, demonstrando que a seiva
das plantas infectadas continha um agente capaz de transmitir a doenga para as plantas
saudaveis, e acrescentou uma etapa adicional. Ele passou a seiva infectados através de
um filtro que bloqueava a passagem de bacteria - o filtro Chamberland, feito de
porcelana nao vidrada -. O filtro Chamberland, desenvolvido para purificar a 4gua por
Charles Chamberland, um dos colaboradores de Pasteur, continha poros
suficientemente pequenos para reter a maioria das bactérias. Em 12 de fevereiro de
1892, Ivanofsky informou a Academia de Ciéncias de Sao Petersburgo que “a seiva
de folhas infectadas com a doenga do mosaico do tabaco mantém suas propriedades
infecciosas, mesmo apos filtragdo através do filtro de vela de Chamberland” (84). A
importancia desta experiéncia ¢ que ela forneceu uma defini¢do operacional de virus,
via uma técnica experimental, através da qual um agente pode ser qualificado como
um virus.

Ivanofsky, como Mayer antes dele, ndo conseguiu cultivar um organismo a partir
filtrados da seiva ou macerados e ndo conseguiu satisfazer os postulados de Koch.
Ele, também, estava atrelado pelo paradigma dos tempos, que sugeriam que o filtro
poderia estar com defeito ou algo poderia haver algum erro seus métodos. Ele ainda
sugeriu a possibilidade de que uma toxina (ndo um organismo como reprodugao)
pudesse passar através do filtro e causar a doenga. Em 1903, quando Ivanofsky
publicou sua tese (85), ele ndo poderia afastar a possibilidade de que bactérias
causavam o mosaico do tabaco e que ele e os outros tinham de alguma forma falhado
no seu cultivo. O dogma daquele tempo devido sucesso evidente do postulados de
Koch impediu a maioria dos cientistas de interpretar os dados de uma forma diferente.
E igualmente curioso que naquele momento (1885), Pasteur estava trabalhando com
virus, no desenvolvimento da vacina anti-rabica (126), mas nunca investigou a
natureza Unica daquele agente infeccioso.

O terceiro cientista que desempenhou um papel chave no desenvolvimento do
conceito de virus foi Martinus Beijerinck (1851 - 1931), microbiologista de solo
holandés, que colaborou com Adolf Mayer em Wageningen. Beijerinck também
mostrou que a seiva das plantas de tabaco infectadas poderiam manter infectividade
apos filtracdo através de um filtro de vela de Chamberland. (Ele ndo tinha
conhecimento do trabalho Ivanofsky na época [1898]).



Martinus Beijerinick (1851-1931)

Ele entdo estendeu estes estudos mostrando que filtrados de seiva podem ser diluidos
e em seguida, recuperar sua for¢a apos a replicagdo em tecidos vivos em crescimento
da planta. O agente podia entdo reproduzir-se (o que significa que ndo era uma
toxina), mas apenas em tecidos vivos, € ndo na seiva livres de células da planta. Isto
explicava a incapacidade de cultivar o patdégeno fora do seu hospedeiro, e preparou o
cendrio para a descoberta de organismos menores que as bactérias (um agente
filtravel), ndo € observavel no microscépio de luz, e ¢ capaz de reproduzir-se apenas
em células vivas ou tecidos. Beijerinck chamou este um agente de “contagium vivum
fluidum”, ou um liquido vivo contagioso. Esse conceito deflagrou um debate de 25
anos sobre a natureza do virus, eram liquidos ou particulas? Este conflito acabou
quando d’Herelle desenvolveu o teste de placas em 1917 (34) e quando as primeiras
fotografias com microscopio eletronico foram tiradas do virus do mosaico do tabaco
(TMV) em 1939 (94). Assim, Mayer, Ivanofsky e Beijerinck, cada qual contribuiu
para o desenvolvimento de um novo conceito: um agente filtravel demasiado
pequeno para ser observado no microscopio de luz, mas capaz de causar a doenca
através da multiplicacdo em células vivas. Loeffler e Frosch (109) rapidamente
descreveram e isolaram o primeiro agente filtravel de animais, o virus da febre aftosa,
e Walter Reed e sua equipe, em Cuba (1901) identificaram o primeiro agente filtravel
humano, o virus da febre amarela (132) . O termo virus (do latim para o liquido
viscoso ou veneno [81]) era naquele tempo usado indistintamente para qualquer
agente infeccioso e por isso foi aplicado ao TMV. A literatura das primeiras décadas
do século 20 mais frequentemente se refere a essas entidades infecciosas como
agentes filtraveis, e este foi de fato a definicdo operacional de virus. Algum tempo
depois, o termo virus tornou-se restrito ao uso para aqueles agentes que cumpriram os
critérios desenvolvidos por Mayer, Ivanofsky e Beijerinck e que foram os primeiros
agentes causadores de doenga que ndo podiam ser provados utilizando os postulados
de Koch.

Os Virus de Plantas e do periodo da quimica: 1929-1956

O virus do mosaico do tabaco continuou a ter um papel central na exploracdo da
natureza e das propriedades dos virus. As primeiras décadas do século 20 viu o
desenvolvimento de técnicas para purificar enzimas (proteinas). A no¢do de que os
virus eram proteinas e assim poderiam ser purificados da mesma maneira foi



entendida e aplicada por Vinson e Petre (1927 - 1931), no Instituto Boyce Thompson
na Filadélfia. Eles precipitaram o agente infeccioso TMV, utilizando um ensaio de
infectividade desenvolvido por Holmes (80), a partir da seiva bruta de plantas
infectadas utilizando sais, acetona, ou de alcool etilico (158). Eles demonstraram que
o virus infeccioso poderia mover-se em um campo eléctrico, tal como proteinas. Ao
mesmo tempo, HA-Purdy Beale, também no Instituto Boyce Thompson, produziu
anticorpos em coelhos dirigidos contra TMV que podiam neutralizar a infectividade
deste agente (131). Na ocasido, isto foi considerado como mais uma prova da natureza
proteica dos virus. Com o advento das técnicas de purificacao de virus, ambas as
medicdes fisicas e quimicas do virus tornaram-se possiveis. A birrefringéncia de fluxo
forte de preparagdes purificadas de TMV foi interpretada (corretamente) para mostrar
uma particula assimétrica ou em forma de haste (147). Max Schlesinger (140), que
trabalhou em preparacdes purificadas de bacteriéfagos em Frankfurt, Alemanha,
mostrou que eles eram compostos de proteinas e continham fosforo e acido
desoxirribonucleico. Isso levou a primeira sugestao de que os virus eram composto de
nucleoproteinas. A cristalizacdo do TMV em 1935 por Wendell Stanley (144), que
trabalhava em Princenton no Instituto Rockefeller, Nova Jersey, trouxe este agente
infeccioso para o mundo da Quimica. Em um ano, Bawden e Pirie (7,8)
demonstraram que os cristais de TMV continham 0,5% de fosforo e 5% de RNA. A
primeira visdo, de um virion veio da cristalografia com raio-x usando estes cristais
que mostraram barras de didmetro constante alinhados em matrizes hexagonais
contendo RNA e proteinas foram obtidas por Bernal e Fankuchen em 1941 (14). As
primeiras micrografias eletronicas de qualquer virus, as do TMV, foram tiradas e
reportadas também em 1941 por Kausche e colegas com um microscopio eletronico
construido na Alemanha pela Siemens, que confirmaram a forma da haste da particula
do virus (94).
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O primeiro MET, instalado na I. G Farben-Werke, desenvolvido de 1928 a 1931.
Hoje no Deutches Museum em Munique. A direita o esquema de Ernst Ruska de
um prototipo.



Os padrdes de difracao de raios X (14) sugeriram que a particula em forma de haste
do TMYV foi construida a partir de subunidades repetidas. Estes dados e outras
consideragdes levaram Crick e Watson (30) a compreender que os virus mais simples
tinham que consistir de uma ou algumas espécies de subunidades idénticas de
proteina. Por volta de 1954 a 1955, varias técnicas foram desenvolvidas para dissociar
as subunidades de proteina TMV e TMV podem ser reconstituidas a partir de RNA e
as suas subunidades de proteina (61) para a producdo de virus infecciosos. O
principio de auto-montagem dos virions (21) foi elaborado usando TMV e, em 1962,
Caspar e Klug (24) elegantemente descreveram os principios geométricos da estrutura
do virus icosaédrico para muitos dos virus isométricos. Assim, de 1929 a 1962, ambas
as estruturas e as composigoes quimicas dos virus foram elucidados.

O virus do mosaico do tabaco

Ja em 1926, HH McKinney (119) reportou o isolamento de “variantes” de TMV com
uma morfologia da placa diferente que podia ser cultivado e podia ser isolado de
varias localizagdes geograficas (120). Em 1933, Jensen (91) confirmou as
observagdes de McKinney e demonstrou mutagdes de reversdo para este fenotipo.
Assim, estabeleceu-se que os virus, tal como com todos os seres vivos replicantes que
podem sofrer mutagdes, tem informagdo genética hereditaria. Que a informagao
genética reside no RNA do TMV foi mostrado 30 anos mais tarde por um ensaio de
RNA infeccioso (60,69). Esta foi a primeira demonstragdo de que o RNA pode ser um
material genético. Este achado aconteceu apos os experimentos de Avery de
transformac¢do de DNA com pneumococos (4) e da experiéncia de Hershey-Chase
com bacteri6fagos (77), ambos demonstrando que o DNA era o material genético
mais comum.

Nas décadas subsequentes a sequencia de nucleotidos do RNA do TMV RNA ajudou
a confirmar as atribui¢des de codons para o cddigo genético, acrescentando evidéncia
clara da universalidade do codigo genético, e ajudou a elucidar os mecanismos de
mutagdo por varios agentes mutagénicos diversos (59). Crucialmente, o bioquimico
Heinz Ludwig Fraenkel-Conrat alemao-americano descobriu os papéis
complementares das estruturas componentes dos virus. Em 1960 anunciou o
sequenciamento completo de 158 aminoacidos da capsideo do virus. As suas



pesquisas mais notaveis foram com o virus do mosaico do tabaco (TMV) e o virus da
tanchagem de Holmes (VFC). Ele descobriu que o elemento infeccioso do virus reside
no acido nucleico e que portanto controle genético da reprodugdo viral reside no RNA
que ¢ transportado no virion. Em 1955, ele e biofisico Robley Williams mostraram
que um virus funcional poderia ser criado a partir de RNA purificado e os
componentes de sua capa de proteina. O TMV e seus virus de plantas relacionados
contribuiram de forma significativa para as origens e o desenvolvimento da virologia.
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Os Bacteriofagos

O periodo inicial: 1915 - 1940

Em 1915, Frederick W. Twort era o superintendente da Instituicdo Brown em
Londres. Na sua pesquisa, Twort procurava variantes do virus da vacinia, usados na
vacina contra a variola, que replicassem em meio definido simples, fora de células
vivas. Em uma das suas experiéncias, ele inoculou numa placa de cultura em nutriente
de agar com uma aliquota da vacina contra a variola e, embora o virus ndo repliquem
nestas condi¢des, contaminantes bacterianos cresceram rapidamente em placas de
agar formando um tapete sobre o agar.

Frederick Twort (1877-1950)

Quando Twort continuou a incubar suas culturas, ele percebeu que algumas colonias
bacterianas sofriam uma mudanga visivel, tornando-se “como aparéncia aquosa” (ou
seja, mais transparente). Essas colonias ja ndo eram capazes de se replicar quando
subculturadas por re-plaquamento (ou seja, as bactérias haviam sido mortas). Twort
chamou isto de transformacao por “fendmeno vitreo”, e mostrou que coldonias normais
de bactérias infectadas com o ‘principio vitreo’ morriam. A ‘entidade vitrea’ passada
através de um filtro de porcelana, podia ser diluida em um milhao de vezes, e quando
aplicada sobre um tapete de bactérias frescas iria recuperar a sua forca, ou titulagao
(153, 154, 155). Twort (153) publicou uma nota curta descrevendo estes resultados e
sugeriu que uma explicagcdo de sua observacao era um virus de bactérias. A pesquisa
de Twort foi interrompida pela Primeira Guerra Mundial, em que serviu nas forgas
armadas. Quando ele voltou para Londres, ele ndo continuou nesta linha de pesquisa e
nao fez mais contribuigdes nesta area.

Ao mesmo tempo, Félix d’Herelle, um médico bacteriologista canadense, estava
trabalhando no Instituto Pasteur, em Paris. Em agosto de 1915, um esquadrdo de
cavalaria de soldados franceses foi aquartelado em Maisons-Lafitte, nos arredores de
Paris, quando um surto desenfreado de Shigella disentérica incidiu sobre a tropa.
d’Herelle prontamente isolou o bacilo da disenteria de emulsdes filtrados de fezes de
homens doentes e cultivou-os. Quando a bactérias cresciam e cobriam a superficie da



placa de Petri, d’Herelle observou ocasionalmente manchas claras circulares onde
bactérias ndo cresciam, chamando-as de “vierges colchetes”, ou placas. d’Herelle
(34,35) acompanhou o curso de infeccdo num Unico paciente, observando quando as
bactérias eram mais abundantes e quando as placas apareciam. Ele demonstrou que as
placas apareciam no quarto dia ap0s a infec¢cao e matavam as bactérias na placa de
cultura. Curiosamente, o paciente comegou a melhorar no quarto dia ap6s a infecgao.

Felix d'Herelle (1873-1949)

d'Herelle chamou esses virus de bacteriofagos, e passou a desenvolver técnicas usadas
até hoje em virologia. Ele desenvolveu a utilizacao de dilui¢des limitantes com o
ensaio de placa para titular preparagdes de virus. Ele raciocinou que o aparecimento
de placas mostrava que o virus deveriam ser “particulas”, ou “corpusculos” d’Herelle
também demonstrou que o primeiro passo de uma infec¢@o por virus envolvia o
agente prender-se (adsorver) na célula hospedeira, demostrado pela co-sedimentacao
do virus e hospedeiro apds a mistura dos dois. (Ele também mostrou que o virus podia
diluir-se no fluido sobrenadante). A ligacdo do virus ocorria apenas quando as
bactérias sensiveis ao virus eram misturados com ele, demonstrando a especificidade
de gama de hospedeiros do virus na fase de adsor¢do. Ele descreveu a lise celular e a
liberacao de virus infecciosos em termos claros e modernos. d’Herelle (35,36) foi de
muitas maneiras um dos fundadores da moderna virologia.

Em 1921, um numero crescente de estirpes de bactérias lisogénicas foram isoladas, e
tornou-se impossivel separar os virus de seu hospedeiro, em algumas experiéncias.
Isso levou Jules Bordet (19), do Instituto Pasteur, em Bruxelas a sugerir que o agente
transmissivel descrito por d’Herelle ndo era nada mais do que uma enzima bacteriana
que estimulava a sua propria producdo. Apesar de ser uma conclusio incorreta, ¢
notavelmente proxima das idéias atuais de estrutura e replicagdo dos prions.

Ao longo das décadas de 1920 e 1930, d’Herelle concentrou seus esfor¢os nas
aplicacdes potencialmante médicas de sua pesquisa. Tendo inclusive ido trabalhar na
India no controle do vibrio colérico usando bacteriofagos. No entanto ele teve
sucesso erratico, principalmente porque o principio de lise e lisogenia ndo era
entendido na época e portanto os resultados eram imprevisiveis. Em 1921 publicou o
texto seminal “Le bactériophage, son réle dans l'immunité” onde de forma pioneira
langa o conceito da fagoterapia em particular e reforca o conceito de uso de virus
como ferramenta para a medicina em geral. A pesquisa basica sendo realizada nesta
época foi muito influenciada e interpretada segundo as fortes personalidades dos



cientistas no campo. Principalmente, o enfoque pioneiro de d’Herelle foi deixado de
lado com o advento dos antibidticos na década de 1940. Embora estivesse claro que
havia muitos bacteridfagos diferentes e que alguns eram liticos e alguns eram
lisogénicos, as inter-relagdes permaneceram mal entendidas. Um dos destaque deste
periodo foi a demonstragdo por Max Schlesinger (139, 141) que os fagos purificados
tinham uma dimensdo maxima linear de 0,1 micron e uma massa de cerca de 4x10™'°g
e que eram compostos por proteinas € DNA em propor¢des aproximadamente iguais
(142). Em 1936, ndo se sabia bem o que fazer com essa observacao, que comecaria a
fazer sentido ao longo dos proximos 20 anos.

Bacteriofago T4 infectando uma célula

O Periodo Moderno: 1938 — 1975

Um dos aspectos fundamentais deste periodo foi resolver a questdo do base molecular
da hereditariedade e evolucdo. Isto atraiu os melhores pensadores da época para a
Biologia e rapidamente os virus foram entendidos como modelos “simples” e ideais.

Em 1944 foi publicada a primeira deducao baseada na fisica quantica do que devia
armazenar e transmitir a informag¢ao genética, o seminal: “What is Life? The Living
Aspect of the Living Cell.” de Erwin Schrodinger (a partir de uma série de aulas
dadas no Trinity College, Dublin). Onde ¢ postulado seu fino entendimento de
mecanica quantica da hereditariedade desenvolvido desde 1927.

Erwin Schrodinger (1887-1961)



Um pesquisador importante seguindo o mesmo caminho de Schrédinger foi Max
Delbriick. Ele foi treinado em fisica na Universidade de Gottigen, e sua primeira
posicao foi no Instituto Kaiser Wilhelm de Quimica, em Berlim. L4, ele se juntou a
um grupo diversificado de individuos ativamente discutindo como a fisica quantica se
relacionava com a compreensao da hereditariedade. O interesse de Delbriick nesta
area levou-o a desenvolver um modelo de mecanica quantica do gene e, em 1937, ele
solicitou e obteve uma bolsa para estudar no Instituto de Tecnologia da California.
Uma vez 14, ele se juntou com outro pesquisador, Emory Ellis (47), que estava
trabalhando com um grupo de bacteridfagos, T2, T6, T4 (os fagos T-pares). Delbriick
rapidamente entendeu que estes virus eram ideais para o estudo da replicagdo viral.
Estes fagos representavam um caminho para sondar como a informagao genética
pode determinar a estrutura e fun¢do de um organismo.

Max Delbriick (1906-1981)

Desde inicio, esses virus foram vistos como sistemas modelo para a compreensao de
virus de cancer ou até mesmo para entender como um espermatozoide fertiliza um
6vulo e um novo organismo se desenvolve. Ellis e Delbriick em 1939 (48)
desenharam o experimento da “curva de crescimento em uma etapa’:

http://www.microbiologybytes.com/LabWork/grow/grow2.htm

Nele uma bactéria infectada liberta centenas de fagos de uma forma sincrona depois
de uma laténcia definida de !5 hora (periodo eclipse). Este experimento definiu o
periodo de laténcia, quando nao hé infecciosidade viral. Isto tornou-se o paradigma
experimental do grupo de fagos.

Com a eclosdo da Segunda Guerra Mundial, Delbriick permaneceu nos Estados
Unidos na Universidade de Vanderbilt e colaborou com um refugiado italiano,
Salvador E. Luria, que havia fugido para a América e foi trabalhar na Universidade de
Columbia, em Nova York (com fagos T1 e T2). Eles se conheceram em um encontro
na Filadélfia em 28 de dezembro de 1940, e passaram os proximos dois dias
planejando experimentos em Columbia. Estes dois cientistas nuclearam e lideraram
um grupo crescente de pesquisadores que se concentrou em utilizar virus bacterianos
como modelo para a compreensdo de processos essenciais de vida. Central para o
sucesso deles foi um convite para passar o verdo de 1941 no laboratorio de Cold
Spring Harbor fazendo experimentos. O resultado foi que um fisico alemao e um
geneticista italiano uniram forcas ao longo dos anos da II Guerra Mundial para viajar



por todo os Estados Unidos e recrutar uma nova geracao de bidlogos que veio a ser
conhecido como o “Grupo dos Fagos™.

Salvador Edward Luria (1912-199)

Pouco tempo depois, Tom Anderson, um microscopista eletronico nos Laboratorios
RCA em Princeton, Nova Jersey, encontrou Delbriick, e em marco de 1942 os
primeiras fotos com boa defini¢ao de bacteriofagos foram obtidas (113).
Aproximadamente ao mesmo tempo, os primeiros mutantes destes fagos foram
isolados e caracterizados (111). Por volta de 1946, o primeiro curso de fagos estava
sendo ensinado em Cold Spring Harbor, e em Marco de 1947, a reunido de fagos
atraiu oito pessoas. A partir destas origens humildes cresceu o campo da Biologia
Molecular, que focalizou o hospedeiro bacteriano e seus virus.

Os proximos 25 anos (1950 - 1975) foi um periodo de intensa producao de pesquisa
de virus com bacteridfagos. Centenas de virologistas produziram milhares de
publicagdes em trés areas principais: (a) infecgdo litica de Escherichia coli com os
fagos T-pares, (b) a natureza da lisogenia, utilizando o fago lambda, e (c) a replicagio
e as propriedades de varios fagos Uinicos, tais como o PhiX174 (com DNA circular
fita simples), os fagos de RNA, T7, e assim por diante.

Microvirus
(PhiX174) 5.3Kb

Mapa fisico dos genoma do fago PhiX174 (esquerda) e modelo estrural do virion
(direita)



Simplesmente ndo ¢ possivel aqui rever toda esta literatura, que langou as bases da
moderna biologia molecular e virologia, portanto, apenas destaques selecionados
desta época serdo mencionados.

A partir de 1947 ou 1948, a idéia de examinar, no nivel bioquimico, os eventos que
ocorrem em células infectadas por fagos durante o periodo de laténcia tinha se
estabelecido. Seymour Cohen (que havia sido treinado primeiro com Erwin Chargaff
na Universidade de Columbia, estudando os lipidios e 4cidos nucléicos, e depois com
Wendell Stanley trabalhando com RNA de TMV, e que tinha participado do curso
sore fagos dado por Delbriick em 1946 em Cold Spring Harbor, examinou os efeitos
da infec¢do do fago nos niveis de DNA e RNA em células infectadas, utilizando uma
analise colorimétrica (27,28). Estes estudos mostraram uma alteracdo dramatica da
sintese macromolecular em células infectadas pelo fago: (a) O acumulo liquido de
RNA parou nestas células. Mais tarde esta observagao seria a base para a detecgdo de
uma espécie de RNA de rapida reciclagem e a primeira demonstragdo da existéncia do
RNA mensageiro [3]). (b) a sintese de DNA cessou durante 7 minutos, seguida por
uma retoma da sintese em uma taxa 5 - a 10 vezes maior. (¢) Ao mesmo tempo,
Monod e Wollman (121) mostraram que a sintese de uma enzima celular, a 12-
galactosidase indutivel, era inibida apds a infeccdo por fagos. Estas experiéncias
dividiram o periodo de eclipse viral em fases precoce (antes da sintese de DNA) e
tardia. Mais importante ainda, estes resultados deixaram claro que um virus pode
reorientar os processos celulares de sintese macromolecular em células infectadas
(29).

Ao final de 1952, duas experiéncias tiveram um efeito critico sobre este campo. Em
primeiro lugar, Hershey e Chase (77) usaram proteinas virais diferencialmente
marcadas por (35S0O4) e acidos nucleicos também marcados com (32PO4) para
seguir a adesdo do fago a bactéria. Eles foram capazes de cisalhar as capas de
proteinas virais das bactérias, utilizando um liquificador de Waring e, assim, deixar
apenas o DNA associado com as células infectadas. Isto permitiu-lhes provar que o
DNA tinha todas as informacgoes necessdrias para reproduzir 100 novos virus! A
experiéncia de Hershey-Chase veio no momento certo para ser apreciada a luz da
nova estrutura do DNA elucidada por Watson e Crick um ano depois e publicada em
25 de Abril de 1953 na Nature (160). Juntas, essas experiéncias formaram uma pedra
angular da revolugao da biologia molecular (22).

James D. Watson (1928) e Francis Crick (1916-2004)



O segundo experimento em virologia realizado em 1953, que teria uma influéncia
importante, foi feito por Wyatt e Cohen (170). Eles identificaram uma nova base,
hydroxymethylcytosine, em fagos de DNA T-pares; esta nova base tomou o lugar de
citosina, que estava presente no DNA bacteriano (i.e., a descoberta da metilagao do
DNA). Isto iniciou um estudo de 10 anos de como desoxi-ribonucledtidos eram
sintetizados em bactérias e células infectadas por fagos, e que conduziu a observagao
fundamental que o virus introduzem informagao genética para a uma nova enzima na
célula infectada (56).

Por volta de 1964, Cohen et al (29) provou que a hidroximethylase ndo existe nas
células ndo infectadas e deve ser codificada pelo virus. Estas experiéncias
introduziram o conceito de fungdes virais precoces (early genes), utilizadas na
biossintese de deoxi-pirimidina e replicacdo do DNA (96), e apresentou provas
bioquimicas claras que o genoma do virus contém informacgao genética que ¢
expressa como proteinas em células infectadas. A subsequente analise detalhada da
genética destes fagos identificou e mapeou os genes que codificam para as proteinas
de fagos, expandindo o conceito molecular da relagdo entre gendtipo e fenotipo. De
fato, a andlise genética do rlI cistrons A e B de fagos-T mesmo tornou-se um dos
exemplos mais bem estudados de uma “estrutura genética fina” (10,11). A replicagdo
do DNA viral utilizando mutantes de fagos e extratos para complementar e purificar
atividades enzimaticas in vitro contribuiu muito para o nosso entendimento moderno
de como o DNA ¢ duplicado (1). Em suma, uma andlise detalhada genética da
morfogénese de fagos, utilizando a complementacao de fagos mutantes na montagem
in vitro, ¢ um exemplo crucial e licido de como estruturas complexas sdo construidas
por organismos vivos utilizando os principios de auto-montagem (43). A andlise
genética e bioquimica da lisozima de fagos ajudou a elucidar a natureza molecular das
mutagoes (147), e as mutagdes ambar de fagos forneceu de forma clara para o estudo
de mutagdes supressoras ao nivel molecular (12). O mapa genético circular dos fagos
T-pares (146) foi entendido como tendo uma conformagao circularmente permutada,
com DNA com terminais redundantes (dando origem a fagos heterozigotos).

A notavel reprogramacao da sintese de proteinas virais e celulares em células
infectadas por fagos foi revelada de forma dramatica por um dos primeiros usos de
géis de poliacrilamida com dodecil sulafato de sédio (SDS) (100), mostrando que as
proteinas virais sdo traduzidas numa sequéncia especifica de eventos, em classes
temporais distintas, subdividindo as proteinas precoces das tardias, mostrando que
como em qualquer outro organismo vivo, a ontologia viral segue um programa de
desenvolvimento definido e recorrente.

O mecanismo subjacente a esta regulacdo temporal levou a descoberta dos fatores
Sigma que modificam a atividade da RNA-polimerase conferindo especificidade parar
genes distintos (71). O estudo da regulagdo genética em quase todos os niveis
(transcrigdo, estabilidade de RNA, sintese de proteinas, processamento de proteina,
&c.), foi possibilitado a partir de um conjunto de contribui¢des originais derivadas da
uma analise das infec¢des por fagos.



Fator Sigma E (http://en.wikipedia.org/wiki/Sigma_factor)

Embora este progresso notavel comegou com os fagos, ninguém sabia muito bem o
que fazer com os fagos lisogénico. Isso mudou em 1949, quando André Lwoff no
Instituto Pasteur comegou seus estudos com o Bacillus megaterium e seus fagos
lisogénicos. Através da utilizacdo de um micromanipulador, ele mostrou que bactérias
individuais dividem-se 19 vezes, sem nunca liberar um virus. Quando as bactérias
lisogénicas foram lizadas de fora, nenhum virus foi detectado. Mas, de vez em
quando, uma bactéria espontaneamente entrava em fase lisogénica produzindo muitos
fagos (115). A influéncia da luz ultravioleta, induzindo a liberagdo desses virus, foi
uma observacao fundamental que possibilitou delinear esta curiosa relagdo entre um
virus e seu hospedeiro (116).

Por volta de 1954, Jacob ¢ Wollman (87, 88), no Instituto Pasteur, tinham feito a
observacdo importante que um cruzamento genético entre uma estirpe lisogénica
bacteriana (Hfr, lambda) e uma recipiente nao-lisogé€nica resultava na indugdo do
virus apds a conjugac¢do, num processo de eles denominaram de indugao zigotica. De
fato, a posicao do fago lisogénico ou profago no cromossoma da E. coli hospedeira
era possivel de ser mapeada por experimentos de ‘acasalamento interrompido padrao’
durante o cruzamento genético (88). Este foi um dos experimentos mais criticos para
a compreensao conceitual da lisogenia viral por varias razdes: (a) mostrou que um
virus se comportava como um gene num cromossoma bacteriano numa bactéria, (b),
foi um dos primeiros resultados experimentais que sugeriu que o material genético
viral era mantido silencioso (i.e., ndo transcrito) em bactérias por regulagcdo negativa,
que era ativada quando o cromossoma de doadoras lisogénicas passava para
hospedeira receptora nao lisogénica, e (c) estes resultados auxiliaram Jacob e Monod
perceber em 1954, que a indugdo de sintese de enzimas e o desenvolvimento de fagos
sdo consequéncias de um mesmo fendmeno (115). Estes experimentos lancaram as
bases para o modelo do Operon ¢ a natureza da coordenacdo da regulacdo de genes.



Francois Jacob (1920) e Jaques Monod (1910-1976)

Embora a estrutura do DNA foi elucidada em 1953 (160) e a inducdo zigdtica foi
descrita em 1954, a relacao entre o cromossoma bacteriano € o cromossoma viral em
lisogenia ainda era mencionada como o “local de ligagao” e literalmente pensada
nesses termos. A relacdo estreita entre um virus e o hospedeiro ndo foi entendida até
que Campbell em 1968 (23) propds a integracao do genoma de DNA (inser¢do e
ligacdo covalente) do fago lambda no cromossoma bacteriano, com base no fato de
que sequéncias de marcadores de fagos eram diferentes no estado integrado das do
estado vegetativo ou replicativo. Isto levou ao isolamento do regulador negativo ou
repressor de lambda, uma compreensao clara da imunidade em liségenos, € um dos
primeiros exemplos de como os genes sdo regulados de forma coordenada (130). A
analise genética do ciclo de vida do bacteri6fago lambda ¢ uma das grandes aventuras
intelectuais da genética microbiana em particular e da biologia em geral (76), que
culminou com a elucidagdo do codigo genético por Crick em 1953. Esta fase
magnifica da aquisicdo do entendimento da interacdo de genes, genomas e
organismos embasa a Biologia moderna e de sistemas e merece ser conhecida e
revista em detalhes por todos os estudantes de Virologia e Biologia Molecular.



Os fagos lisogénicos (e.g., o fago P22 de Salmonella typhimurium) proporcionaram o
primeiro exemplo de transdugdo generalizada (172), ao passo que lambda proveu o
primeiro exemplo de transdugao especializada (123). O fato de que virus podem
carregar consigo genes celulares e transferir tais genes de uma célula para outra,
proveu um método para o mapeamento genético fino € um novo conceito em
virologia.
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Transducio (http://en.wikipedia.org/wiki/Transduction %?28genetics%29)

A medida que os elementos genéticos de bactérias foram estudados em maior detalhe,
verificou-se que existia uma continuidade notavel de fagos lisogénica, epissomos,
transposons, e retrotransposons, elementos de inser¢ao, retrovirus, hepadnavirus,
virdides, virosides (nas plantas), e de algum modo remoto até com prions (i.e., a
transferéncia de configuragdo patogénica de formas patogénicas para ndo patogénicas
por contato molecular em tecidos nervosos, apos ingestdo da forma patogénica). A
informagdo genética move-se entre virus e seus hospedeiros a ponto onde defini¢des e
classificagdes comecam a se confundir e perder o sentido.

Os conceitos genéticos e bioquimicos que derivam do estudo de bacteridfagos tornou
a proxima fase da virologia possivel. As ligdes dos fagos liticos e lisogénico foram
muitas vezes reaprendidas e modificadas ‘a medida que virus de animais foram sendo
estudados.

Os virus de animais
O periodo inicial (1898 - 1965): Descoberta e Cultura de Células

Alguns dos destaques do inicio do periodo de Virologia animal estdo resumidos na
Tabela 1 abaixo. Uma vez que o conceito de um virus filtravel foi estabelecido, este
procedimento experimental foi aplicado a muitos tecidos animais doentes. Foram
encontrados agentes filtrdveis invisiveis ao microscopio de luz, que replicavam
apenas em tecidos animais vivos. Houve algumas surpresas, como a identifica¢dao do
virus da febre amarela que ¢ transmitido por um mosquito vector (132), o achado de
corpos de inclusdo especificos visiveis em células infectadas (virions e efeito



citopatico) em tecidos infectados (85, 125), e mesmo agentes virais que podem causar
cancer (46, 134). Ao longo deste periodo inicial (1900 - 1930), uma grande variedade
de virus foram encontrados (Tabela 1) e caracterizados de acordo com o seu tamanho
(utilizando os diferentes tamanhos de poros de filtros), a resisténcia a agentes
quimicos ou fisicos (por exemplo, alcool, éter ), e efeitos patogénicos.

Apenas com base nessas propriedades, tornou-se claro que os virus eram um grupo
muito diversificado de agentes. Alguns foram até observados ao microscopio de luz
(por exemplo, vaccinia em microscopia de campo escuro 6tica e poliedros e granulos
de baculovirus em microscopia com contraste de fase), quando as estruturas eram
maiores que 450 nm. Alguns agentes eram inativados por éter, enquanto que outros
ndo. O que depois foi associado "a presenca ou auséncia de envelope lipidico de
origem celular envolvendo o virion. Foi observado que uma vasta gama de doengas
virais afetavam todos os tipos de tecido e, que virus davam origem a doengas cronicas
ou agudas, que eles eram agentes persistentes ou de recorréncia perioddica (surtos
epidémicos). Entende-se que os virus podem causar a destrui¢ao celular ou induzir a
proliferacdo celular.

Para os virologistas incapazes de ver seus agentes em um microscopio de luz e muitas
vezes confundidos por esta grande diversidade, certamente foi necessario um
elemento de fé conceitual nesta fase inicial da Virologia. Em 1912, Wolbach, um
patologista americano, observou que “¢ bem possivel que quando o nosso
conhecimento do virus filtraveis for mais completo, a nossa concepg¢do da matéria
viva mude consideravelmente, e que vamos parar de tentar classificar os virus
filtraveis como animal ou planta” (166). A resolucdo deste estado de indefinicao
conceitual inicial foi liderada pelos virologistas de plantas e pelo desenvolvimento de
técnicas para purificar virus e para caracterizar propriedades quimicas fisicas desses
agentes (ver seccao anterior, os virus de plantas e do Periodo de quimica: 1929 -
1956). O segundo caminho veio dos estudos com bacteridfagos, onde células
individuais infectados com virus em cultura que eram muito mais passiveis de
manipulacdo experimental deram respostas claras do que em infec¢des experimentais
em animais inteiros.

Enquanto os virologistas de plantas de entdo estavam atrelados as estufas e os
virologistas animais aos biotérios, os virus de bactérias foram estudados de forma
eficiente, expediente e comoda em placas de Petri e tubos de ensaio. O progresso na
simplifica¢@o dos sistemas experimentais em estudo foi obtido um passo de cada vez,
a partir de estudos em animais selvagens, depois em animais de laboratorio, tais como
o rato (63) ou os ovos de galinha embrionados (167), depois em culturas de explantes
de tecidos in vitro, e, em seguida, para células isoladas em culturas de tecido
primarias e depois estabelecidas.

Entre 1948 e 1955, a transi¢ao critica na conversdo da Virologia animal em uma
ciéncia de laboratorio ocorreu em quatro etapas importantes: (a) Sanford et al. (137)
do Instituto Nacional de Satde (NIH) dos USA estabeleceu a cultura de células
individuais, (b) Gey et al. (68) cultivaram células humanas para a primeira vez e
desenvolveram uma linha de células (HeLa) a partir de um carcinoma cervical, (c)
Eagle (42) no NIH desenvolveu um meio ideal para a cultura de células individuais, e
(d) Enders et al. (49), em uma demonstracao da utilidade de tudo isto, mostrou que o
poliovirus poderia replicar num explante ndo neuronal de tecidos embrionarios



humanos. Essas idéias, realiza¢des técnicas e materiais experimentais tiveram dois
efeitos imediatos na Virologia. Em primeiro lugar, levaram ao desenvolvimento da
vacina contra a poliomielite, a primeira vacina produzida em cultura de células. De
1798 a 1949, todas as vacinas em uso (variola, raiva, febre amarela, gripe) eram
cultivadas em animais ou ovos embrionados de galinha. Poliovirus foi cultivado em
células de rim de macaco (78, 106) incubadas em frascos. Segundo, o uso de cultura
de células para o estudo de virus iniciou a era moderna de Virologia Molecular.

O primeiro ensaio de placa (“plaque assay”) de um virus animal na cultura foi feito
com com poliovirus (38), e isto conduziu a uma andlise tdo detalhada e importante
como o trabalho sendo desenvolvido com bacteriéfagos da época. A maneira mais
simples para embasar esta afirmag¢do vem da comparagdo da primeira edi¢ao do
“General Virology” do Luria em 1953 (112) com a segunda edicao por Luria e
Darnell em 1967 (114) e examinar as descri¢cdes experimentais de infeccdo do
poliovirus de células. A era atual de virologia havia chegado, mas continuaria a ser
cheia de surpresas.

Data
1796
1885
1892
1898
1898
1901
1901
1903
1908
1909
1911
1912
1913
1915
1931
1931
1931
1933
1933
1933
1935
1936
1938
1939
1941
1941
1946

Tabela 1. Duzentos e vinte anos de descobertas (1796 a 2005, Preencha até 2012!)

Descoberta

Virus da variola bovina usado para vacinar contra a variola (Jenner)

Vacina contra a raiva é desenvolvida (Pasteur)

Descricdo do agente infeccioso filtravel (TMV) (Ilvanovsky)

Conceito de virus como uma forma viva contagiosa (TMV) (Beijerinck)

Primeira descricdo de um virus animal (FMDV) (Loeffler, Frosch)

Primeira identificacdo da gripe aviaria; virus da peste de aves (Lode, Gruber)

Primeira descricdo de um virus humano (virus da febre amarela) (Reed et al.)

O virus da raiva é identificado (Remlinger, Riffat-Bay); corpos de inclusdo de raiva descrito (Negri)
virus causador de Leucemia identificado (Ellerman, Bang)

Poliovirus identificado (Landsteiner, Popper)

Descoberta de virus de tumor sdlido (RSV) (Rous)

A cultura de tecidos de um explante embrido de galinha (Carrel)

Um dos primeiros exemplos da propagacao de virus em cultura de tecido (Steinhardt)
Primeira descri¢do de virus bacterianos (bacteriéfagos) (Twort, d'Herelle)

Propagacédo de virus em ovos de galinha embrionados (Woodruff, Goodpasture)

A utilizacdo de ratos, como hospedeiros de virus (Furth)

Identificacdo de virus da gripe suina (Shope)

Identificagdo do virus da gripe humana (Smith et al.)
Identificacdo do papilomavirus do coelho (Shope)

Tumores de ratos mamarias identificados (Equipe do Memorial Jackson Laboratory)
Virus do mosaico do tabaco cristalizado (Stanley)

Indugdo de carcinomas em outras espécies pelo papilomavirus coelho (Rous; Beard)
Vacina contra a febre amarela (Thieler)

Um ciclo de crescimento em uma etapa para fagos (Ellis, Delbriick)

Reconhecimento de hemaglutinacdo do virus da gripe (HA); HA inibicdo pelo anticorpo.
Descoberta do primeiro virus associado (enzima receptor destruindo, neuraminidase) enzima (Hirst)
Infecgdo com misturas de bacteriéfago distintos leva a recombinacdo genética (Delbriick)



1947
1948
1948
1952
1952
1952
1952
1954
1955
1955
1955
1957
1957
1958
1958
1961
1961
1961
1963
1964
1964
1966
1967
1967
1970
1972
1973
1973
1974
1976
1977
1978
1978
1979
1979
1981
1981
1983
1989
1990
1994
1997
2003
2005
2005

Mutacdo e de reparo do DNA em bacteriéfagos (reativagdo por multiplicidade) (Luria)

Replicacdo de poliovirus em cultura de células ndo neuronais (Enders, Weller, Robbins)

Cultura de células de animais individuais (Sanford)

Ensaio de placa para poliovirus (Dulbecco)

Genoma de bacteridfago é de acido nucleico (Hershey, Chase)

Transducdo de informacgdo genética (Zinder, Lederberg)

Restricdo e de modificacdo de ADN (Luria)

Vacina contra a poliomielite é desenvolvida (Salk)

Cultura estabelecida de células humanas (Hela) (Gey et al.)

Optimizacdo de meio de crescimento celular (Eagle)

Definicdo de um gene como um cistron (teste “cis-trans” de Lewis, 1951) (Benzer)

In vitro montagem de virus (TMV) (Fraenkel-Conrat, Williams)

Descoberta de interferon (Isaacs, Lindemann)

Bacteridfago lambda como paradigma de regulacdo génica (Pardee, Jacob, Monod)

Definicdo do episomo (Jacob, Wollman)

Descoberta do RNA mensageiro (mRNA), utilizando bacteriéfagos (Brenner, Jacob, Meselson)

Elucidacdo do cddigo de tripletes através de analise genética de bacteriéfagos (Crick et al.)

Definicdo genética de coddes sem sentido como sinais de paragem da traducdo em bacteriéfagos (Campl
Descoberta do virus da hepatite B (Blumberg)

Colinearidade de um gene bacteriéfago com a cadeia polipeptidica (Sarabhai, Stretton, Brenner)
Descoberta do virus do tumor primeiro humano, EBV (virus Epstein-Barr)

Caminhos da montagem macromolecular de bacteriéfagos (Edgar, Madeira)

Phage 1 »repressor isolado (Ptashne)

Descri¢do dos virdides (Diener)

Descoberta da transcriptase reversa retroviral (Temin, Baltimore)

Fago recombinante A tecnologia do DNA | »e SV40 (Berg)

Descoberta que o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) apresenta antigénios virais de linfos
Mapa de enzimas de restricdo de um primeiro genoma viral, SV40 (Nathans)

Vetores de fagos lambda virais para a tecnologia de DNA recombinante (Murray, Davis, Blattner, Enquist’
Oncogenes retrovirais sdo derivados de células (Bishop, Varmus)

Splicing de RNA descoberto em adenovirus (Roberts, Sharp, Chow, Broker)

Primeiro viral genoma sequenciado (phiX174, Sanger)

Estrutura de cristal do virus (TBSV) (Harrison)

A descoberta da proteina supressora de tumor p53 ligado ao virus simio vacuolar 40 (SV40), antigénio T (
Organizacdo Mundial de Saude declara a variola erradicada

Desenvolvimento de clone recombinante infeccioso para um virus de RNA, poliovirus (Racaniello, Baltim¢
Estrutura da proteina do envelope viral primeiro (Wiley, Skehel, Wilson)

Descricdao do HIV-1 como agente causador do sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Montagnie
O virus da hepatite C clonado (Houghton et ai.)

Terapia de gene humano com um vector de retrovirus

Herpesvirus sarcoma de Kaposi descoberto (HHV-8) (Chang, Moore)

Tratamento HAART para a AIDS

Sindrome respiratéria aguda grave surto (SARS) e contencdo; identificacdo rapida de coronavirus humana
Virus da hepatite C propagado em cultura de tecidos (Chisari; Rice; Wakita)

1918 genoma do virus influenza reconstruido e sequenciado (Palese, Tumpey, Taubenberger)



O periodo moderno: 1960 até o presente

No texto acima, vimos que a informacao foi apresentada em ordem cronoldgica ou em grupos
separados de virus (virus de plantas, bacteridfagos e virus de animais), o que reflete a
separac¢ao histdrica desses campos. Na proxima parte deste texto, o formato vai ser alterado
porque a motivagao para o estudo de virus comegou a mudar durante este periodo.
Virologistas comegaram a usar virus para sondar questdes centrais para a compreensao de
todos os processos da vida. Isto porque eles devem usar as regras, sinais, e vias reguladoras
do hospedeiro, uma vez que os virus se replicam e dependentes de suas células hospedeiras.

Virologistas comegaram a dar contribui¢des em todas as facetas da biologia. A revolugdo de
ideias que comegaram com o grupo de fagos foi abracada e extendida pelos virologistas
animais. Ademais, durante o periodo de 1970 até o presente, a revolu¢do do DNA
recombinante comegou, € ambos os bacteridfagos e virus de animais desempenharam um
papel critico e central na revolucdo. Os virus foram utilizados para sondar muitas questdes
diversas em biologia. Por estas razdes, a organizacao desta secao concentra-se nas realizagdes
da biologia celular e molecular, onde os virus foram usados. Alguns dos marcos da Virologia
desde 1970 estdo listados na Tabela acima.

Livro 1, Capitulo 1

Fonte: Flint et al., Principles of Virology (3rd & 4th Edition).
Edigdes por Daffiny Suman & Paolo Zanotto

We live and prosper in a cloud of viruses

« Viruses infect all living things
« We regularly eat and breathe billions of virus particles

« We carry viral genomes as part of our own genetic material

Virlogy Lectwes 2078 - Prol. Vincent Racaniello - Columbia University



The number of viruses on Earth is staggering

More than 1030 bacteriophage particles in the
world’s waters!

=

» A bacteriophage particle weighs about a femtogram (10-1° grams)

1030 X 10-5= the biomass on the planet of BACTERIAL VIRUSES
ALONE exceeds the biomass of elephants by more than 1000-fold!

*The length of a head to tail line of 1030 phages is 100 million light years!

http://www.phagehunter.org/2008/09/how-far-do-those-phages-stretch.html

A Nano-Sized DNA Injection Machine

Viclogy Lectures 2018 « Prol Vincent Racaniello « Columbia University

38nm particle Vlro! ctures 2018 « Prof. Vinesnt Race o University

Excretam 10E13 virions de calicivirus por grama de feses por dia.
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Biomass

There are Y101 HIV genomes
on the planet today




How ‘infected’ are we?

e HSV-1, HSV-2, VZV, HCMV
EBV, HHV-6, HHV-7, HHV-8

« Once infected, it is for life

Vaology Lectures 2018 - Prof. Vincent Racanielio - Columbla University OPrincipies of Virology. ASM Press

Microbiome




Viruses
67.7%

y tract
RNA viruses
(v ongve idoe

(-) sngle syanded RNA vwuses. Intervirology 2013:56:395 Science News 11 January 2014

Na esquerda vocé vé os virus comumente associados aos diferentes tecidos.
Na direita NGs mostra que 67.7% do DNA no seu sangue ¢ viral!



The Human Genome

LTR

retrotransposons

. DNA transposons ] =
Simple sequence <

8.3%

repeats
Segmental 3
duplications
Miscellaneous [ LINEs
heterochromatin  §
Miscellaneous _ )
unique sequences Protein-coding
genes

Introns

3.2 billion bases

LINES & SINES, LTR de retrotransposons

Porcos tem muitos virus endégenos. Em Harvard tiraram os ERV dos procos para orgaos.

Amazingly, the vast majority of the viruses that =
infect us have little or no impact on our health

% or well being
@ Why not?




Most viruses just pass through us

We ingest many non-animal viruses regularly with foods

..in one study it was found that cabbage purchased
from 5 different supermarkets in the Washington D.C.
area were all contaminated with baculoviruses to such
an extent that each serving (about 100 cm? of leaf
material) would contain up to 102 particles of a virus
pathogenic for the cabbage looper

+ Metagenomic analysis of RNA viruses in human feces reveal that most viral sequences are similar to plant viruses
+ Of 36,769 sequences obtained, 25,040 (91%) resembled plant viruses
« Most abundant human fecal virus: pepper mild mottle virus, 10° virions per gram of dry fecal matter.

Virus passam por vocé e ndo te afetam.

The good viruses

Colonized

Non-colonized

Dichanthelium
lanuginosum

Curvularia
protuberata

55°C



Gramas que crescem em ambientes quentes devido ‘a presenga de um fungo que tem termo
tolerancia devido a um virus CThTV. Mutialismo fungo-virus-planta.

An enteric virus can replace the beneficial
function of commensal bacteria

GF GF+MNV Conv

Norovirus restoram o desenvolvimento normal do intestino de roedores. GF: ratos Germ Free
(Esquerda), Conv, ratos convencionais. No painel abaixo vé-se que os GF tem poucos
linfocitos T (marrom) e 0 MMV (norovirus) restora células T nos ratos GF (GF + MNV)



Adaptive response

T cells © ™ @ B cells

ISM\\lgE
1gG
Cytokmes 8 Innate
Mot &‘“ response
Dendritic ccll /
f Opsonization Cla
D —— Complement =
*.*.%) Activation
< IFN-Y S Mast cells
Phagocytes L8 CSa and basophils
NK cell
| Chemokines LTE,
Eicosanoids / / Eicosanoids
(vasoactive T / Hisumipe
and regulatory) | T.¢ (vasoactive)

Bloodstream

A

Endothelium

Neutrophil/macrophage chemotaxis

O sistema immune controla a invasdo viral.

We have an amazing

immune system

Not all human viruses make you sick...

Poliomavirus humano, s6 ¢ patogénico em imunodeprimidos. Acompanha a migracao
humana (- - - -) melhor que 0 DNA (-----) humano.



Viruses are amazing

A V{Ql :A}ffl

o

" Virion Inner shell

Virology is an integrative science

Virologia integra ecologia, biologia molecular, epidemiologia, etc.
Course goals

« This course is designed to help you see the ‘big picture’ of
virology

« I'll show you how to think about virology as an integrative
discipline, not an isolated collection of viruses, diseases, or genes

« You will learn the fundamentals about these molecular wizards that
amaze the informed and frighten the uninformed

Curso baseado em principios ndo em virus!



T T

,#Can Ravage the Lungs

‘wSpreads Through Respiratory
System, Causes Lesions

» Doesn't Star in the Head Like

ngeasonal F

» Survivors of 1918 Flu are g

jmmune __.
' |NEW DEVELOPMENTS’ soaw.spwe | LIVE |

Shuttle

NI || h
U IS DIFFERI i
g\I\{'l[\:‘l'I:\NI con ravago ,l,

uroare Wi !

Imprensa distribui medo e apreensdao em 2009 HIN1 estudo em ferrets mas eles dizem que
isto € que acontece em humanos mas em ferrets a doenca ¢ muito mais séria e agressiva.

Which statement is true?

All viruses make us sick and can be lethal

Our immune system can manage most viral infections
Humans are usually infected with one virus at a time
The press is usually correct in their virology reporting
Our immune system cannot handle most viral infections

apwN S

2 Which statement is true?

83/110 students answered

'S 0 All viruses make us sick and can be lethal

- Our immune system can manage most viral infections 99%

'« W Humans are usually infected with one virus at a time 0%
>}l The press Is usually correct in their virology reporting '
= Wl Our immune system cannot handle most viral Infections

¥ SHOW EXPLANATION



An infectious, obligate intracellular
parasite comprising genetic material
(DNA or RNA) surrounded by a protein
coat and/or a membrane

v Lot Covenstling vaa's.

As viruses are obligate molecular parasites, every solution must reveal something
about the host as well as the virus

PR
L)
29 R
Y/
.




Are viruses alive?

Yes - (1917 votes)

No - (2102 votes )

They are something in between - (

1959 votes)

| don't know - ( 295 votes )

Total Answers 6368

Total Votes 6367

http://www.virology.ws/are-viruses-alive/



The virus and the virion

A virus is an organism with two phases

Viruses do NOT think!
(or employ, ensure, exhibit, display, etc...)

They do not achieve their goals in a human-centered manner

Viruses are passive agents!



Viruses are very small

1,000,000x

E. coli 100,000x

a) estruturas macromoleculares celulares: g) ribossomos, b) E. coli, ¢) virus do mosaico do
tabaco (TMV), d) HIV-1. H) poliovirus,

A

Plaﬁn Anlﬂ\al Bacterla  yjryses  Ribosomes Proteins ;malll Atoms
cells cells moiecules
E A€ ot L‘_| 1 | ’J_l
Lo b b Deeecce b hocco b i | wees
10-2 10-3 104 105 10-6 107 108 10-° 10-'10
(1 em) (1 mm) (1 um) (1 nm) 1A
Light microscope
Electron microscope
X ray
NMR
B

b Herpesvirus
Ribosomes (200 nm)
(20nm)

@ Poliovirus (30 nm)




How many viruses can fit on the head of a pin?

2 mm = 2000 microns

« 500 million rhinoviruses

« When you sneeze, you fire an aerosol that contains enough viruses to
infect thousands

Not as small as we once thought!

AMERICAN

Scientist

July-August 2011




Pandoravirus

Descobertos em 2014.

All cells infected

Viruses replicate by assembly

F
of pre-formed components into  §

many particles g Al

"g Start/dilute # 2

Make the parts, i #*%

assemble the final product 2 Feipsspiiod
Time
Bacteria

Cell number

Not binary fission like cells

T T T
0 60 120 180 240
Time (minutes)

Virus ndo dividem por fissdo bindria mas por producao explosiva de de componentes!



How old are viruses?

w00 £ " 3% 20 200 [}

O sprcies.
Homo sapiens,
Dinosaurs eviives
Firstuns JFiest ampivisisns volve Firt bees,
Fiesr
First n.nl \plants Fiov birde, Greatapes.
Imuumnw.. Eplinid ¢ Pt J ‘D
evahve wikin plants & swmoniive
Mammals et extinct
‘Firstlorests
Gews Homo™
evolves
End of the -
lest lco Age

Orthoceras, a nautiloid cephalopod, 488 Ma

Chcwves  Cwoas Oecn e Tevens o . E— . p—— e
Oumbreery
Nobu Tamurs (htp://spinops.blogspot com)

« Estimates of molecular evolution suggest marine origin of some
retroviruses >450 Ma, Ordovician period

« Likely originated billions of years ago - before cells?

Ancient references to viral diseases

Here this firebrand, rabid Hector, leads the charge.
Homer, The Iliad,

700B.C. s
1580-1350 B.C.




Immunization

« Variolation - China (11th century), Lady Montagu (1700s)

« No knowledge of agent
« Survivors of smallpox protected against disease

« 1790s - experiments by Edward Jenner in England
establish vaccination

Concept of microorganisms

Leeuwenhoek

Microscope
(circa late 1600s)

» Leeuwenhoek (1632 - 1723)
. Pasteur (1822 - 1895)
. Koch (1843-1910) C\ )

Leeuwenhoek viu pequenos organismos com seu primeiro microspcopio.



Primeiro virus conhecido!

Virus discovery - filterable agents

e 1892 - Ivanovsky
« 1898 - Beijerinck: contagium vivum fluidum
o Virus: slimy liquid, poison

A B

==

"~~~ Bacteria + virus

Berkefeld filters have three grades
of porosities, two of which hold
back all bacteria. These filters are
made of diatomaceous earth.

O filtrado era infeccioso! “liquido venenoso”



Virus discovery

« 1898 - Loeffler & Frosch - agent of foot & mouth disease is filterable

« Key concept: agents not only small, but replicate only in the host, not
in broth

« 0.2 micron filters (um, one millionth of a meter)

Which of the following is true concerning bacterial vs. viral replication?

Viruses must assemble using pre-formed components
Bacteria do not replicate via binary fission as viruses do
Bacteria must assemble using pre-formed components
Viruses do not have an "eclipse" period

Viruses replicate by binary fission

QIR

3 | Which of the following is true concerning bacterial vs. viral replication?

82/116 students answered

- Viruses must assemble using pre-formed components

. Bacteria do not replicate via binary fission as viruses do

- Bacteria must assemble using pre-formed components 4%
- Viruses do not have an "eclipse” period 1%

- Viruses replicate by binary fission 1%



Virus discovery

e 1906 - variola virus

e 1908 - chicken leukemia virus, poliovirus

e 1911 - Rous sarcoma virus

« 1915 - bacteriophages @

e 1933 - influenza virus % .

Historia da Virologia, recapitulando em um breve sumario!
O carater infeccioso dos virus contribui para a selecdo natural humana.

Os virus que puderam se manter em contato mais intenso com o hospedeiro, de menor
viruléncia, foram os primeiros a se adaptar no inicio da civiliza¢do. Ex: papilomavirus,
herpesvirus e os retrovirus.

O primeiro experimento inoculou o sumo de plantas doentes em plantas saudaveis e isso
levou o desenvolvimento da doenga nas saudaveis - Adolf Meyer.

“’Fluido vivo contagioso’’ - patdgeno menor que bacteria e incapaz de ser visualizado no
microscopio - Beijerinck (agentes filtraveis passavam por filtros nos quais as bacterias
ficavam retidas).

A lise de bactérias poderia ser causada por ‘particulas’ - bacteriofagos - d’Herelle - “’Virus
sdo solidos geométricos e precipitaveis’ que causavam placas transparentes em colonias
confluentes de bactérias crescidas em placas de agar.

Proteinas obtidas partir do extrato de macerado de folha de tabaco com a doenga do mosaico,
ap0s precipitacdo previa, eram sujeitas a eletroforese em gel. As amostras que formavam
duas bandas (banda de proteinas de TMV & banda de anticorpo de coelho) que indicavam
que a planta estava saudavel. No entanto, quando uma banda s6 era formada na presenca de
anticorpo, isto indicava que a planta estava infectada pois o anticorpo de coelho se ligava a
proteinas de capsideo do TMV.



We kpow Qﬁahy details about viruses

Chemical formula for poliovirus:

C332,652 Hao2,388 Nos 245 0131,196' P7,501

\Vireiogy Leciures 2018 - Prof. Vincent Racanielo » Columpia Uriversity

« Nature and sequence of nucleic acid in virion
« Symmetry of protein shell (capsid)

e Presence or absence of lipid membrane (envelope)




Virus classification
http://ictvonline.org/

Classical hierarchical system:
Kingdom
Phylum
Class
Order (-virales)
Family (-viridae)  Filoviridae (filovirus family)
Genus (-virus) Ebolavirus 2

Species Zaire ebolavirus

Virus discovery - Once driven only by disease
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Analyzed RNA from 220 invertebrate species, found 1,445 new viruses



Why do we care?

1) Horizontal gene transfer.

2) Ciclo de gases e nutrientes nos oceanos.

There is an underlying simplicity and order
to viruses because of two simple facts

« All viral genomes are obligate molecular parasites that can only
function after they replicate in a cell

« All viruses must make mRNA that can be translated by host

ribosomes: they are all parasites of the host protein synthesis
machinery

P N

&P

L
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Livro 1, Capitulo 4
- Estrutura dos Virus -

Fonte: Flint et al., Principles of Virology (3rd & 4th Edition).
Edicdes por Daffiny Suman & Paolo Zanotto

polio 7.4 kb genome

Sumario das propriedades gerais dos Virus
Alguns conceitos fundamentais sobre Morfologia e Estrutura viral:
Virions sdo entidade viral completa e infecciosa (particularmente virus maduros).

Unidade proteica equivale a uma cadeia polipeptidica. Uma subunidade estrutural ou
protéomero equivale a uma ou mais unidades proteicas, ndo idénticas, que se associam para
formar estruturas maiores denominadas capsomero;

Unidade de montagem equivale a um grupo de subunidades ou protomeros que ¢ formada
durante a montagem do virion no processo de sintese viral;

Capsomeros podem parecer protuberancias vistas nas superficies dos virions ndo
envelopados por microscopia eletronica. Os capsomeros interagem entre si de forma
ordenada geralmente seguindo um eixo de simetria. Essas unidades morfoldgicas formam o
capsideo, que geralmente ¢ formado por hexdmeros nas areas planas das faces dos virions e
pentameros nos vértices virais.



Capsideo ¢ a capa de proteina que envolve diretamente o acido nucleico;

Core ou cerne ¢ formado pelo acido nucleico viral mais as proteinas associadas ‘a
estabilizacdo do genoma e sua posterior replicacdo;

Matriz proteica ¢ a estrutura de proteinas ndo glicosiladas presentes em alguns virions,
localizada entre o envelope e o capsideo, que tem como principais fun¢des dar sustentacdo ao
envelope e servir de ancoragem para as proteinas de superficie;

Envelope ¢ a camada bilipidica proveniente da célula hospedeira que envolve certas
particulas virais. Nelas, encontram-se inseridas as glicoproteinas conhecidas pelo nome de
peplomeros ou espiculas virais;

Tipos de Estruturas Virais e suas Caracteristicas

O capsideo interage de forma energeticamente favoravel e estavel ao redor do genoma
funcionando como histonas e o nucleossomo estabilizando e protegendo o material genético.

Geralmente o capsideo ¢ composto por muitas copias da mesma proteinas ou mesmo de
poucas proteinas diferentes.

Existem formas geométricas que sdo mais favoraveis para virions. Que sdo definidas em
termos de simetrias. Elas sdo: (7)) simetria helicoidal, (if) icosaédrica ou, (ii{) complexa
(pseudo-simétrica).

1 — Icosaédrica. minimo de energia para a montagem; forma mais eficiente conhecida
(proteinas conseguem ocupar uma area externa menor com uma area interna maior); cada
face e constituida por protdmeros, hexameros e pentameros.

2 — Helicoidal. Na forma de cilindro ou tubo; proteinas interagem covalentemente umas com
as outras e com a molécula de acido nucleico; capsideo e rigido em plantas e longo e flexivel
em animais.

3 — Complexa. mistura das anteriores com variedades de espiculas e fibras na por¢ao
helicoidal.

O Envelope ¢ derivado de membrana celular. Ele ¢ gerado pelo brotamento (requer o
direcionamento de proteinas virais, espiculas virais, para a membranas internas dos
compartimentos celulares, como reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e vesiculas
intra-citoplasmaticas, onde acontece a posterior interacao de proteinas virais intra-
citoplasmaticas com essas proteinas virais inseridas em membranas. Virions podem adquirir
envelope intra-citoplasmatico ou na saida da célula na membrana plasmatica.

Acido Nucleico Viral. RNA genomico ou DNA gendmica sdo os acidos nucleico de virus.
Os virus tem genomas lineares, circulares, fita dupla ou fita simples, haploide ou diploide.
Apresentam genoma Unico (um s6 segmento) ou segmentado (Informacao genética e dividida
em diferentes segmentos do acido nucleico). Podem ter genomas de RNA polaridade positiva
(o RNA mensageiro e imediatamente traduzido), RNA polaridade negativa (complementar ao
RNA mensageiro) e RNA com intermediario de DNA durante os processos de replicacao
(retrovirus). Além de RNA ha virus de genoma de DNA com fita simples, dupla ou genomas
com genomas hibridos de DNA e RNA (virus da Hepatite B).



Proteinas Nao Estruturais s3o proteinas codificadas pelo genoma e traduzidas somente
durante a replicacdo viral com fungdo enzimatica e de modulagdo das atividades celulares.

Proteinas Estruturais sdo aquelas que compdem a estrutura da particula (empacotamento do
genoma nos novos capsideos, etc.).

Nucleocapsideo ¢ o capsideo mais acido nucleico quando envelopados.

Functions of structural proteins

> A

- Assembly of a stable, protective protein shell

Protection of the genome

- Specific recognition and packaging of the nucleic acid
genome

- Interaction with host cell membranes to form the envelope



Functions of structural proteins

Delivery of the genome

Bind host cell receptors
Uncoating of the genome
Fusion with cell membranes

Transport of genome to the appropriate site

Subunit

- Single folded polypeptide chain

Structural unit (protomer, asymmetric unit)
- Unit from which capsids or nucleocapsids are built; one or more subunits
Capsid (capsa = Latin, box)

- Protein shell surrounding genome

Nucleocapsid (core)
- Nucleic acid - protein assembly within virion
Envelope (viral membrane)
- Host cell-derived lipid bilayer
Virion

- Infectious virus particle
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Putting virus particles into perspective

Nanometer: 10° meters

Alpha helix in protein: 1 nm diameter

DNA: 2 nm diameter
Ribosome: 20 nm diameter
Poliovirus: 30 nm

Pandoravirus: 1000 nm

Virus particles are metastable

Must protect the genome (stable)

Must come apart on infection (unstable)

e
@\-@
\@

Uncoating



Virions are metastable

e Virus particles have not attained minimum free
energy conformation

e Unfavorable energy barrier must be surmounted

N
E

<>

e Energy put into virus particle during assembly (spring
loaded)

e Potential energy used for disassembly if cell provides
proper signal

How is metastability achieved?

e Stable structure

- Created by symmetrical arrangement of many identical
proteins to provide maximal contact

e Unstable structure
- Structure is not usually permanently bonded together

- Can be taken apart or loosened on infection to release
or expose genome



Viral capsids are metastable because:

1. They must protect the viral genome outside of the cell

They must come apart and release the genome into a cell

3. They have not obtained a minimum free energy
conformation

4. They are spring-loaded

5. All of the above

™

resp. 5

The tools of viral structural biology

Electron microscopy
X-ray crystallography
Electron cryomicroscopy (cryoEM) & tomography

Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR)

Flint volume |, chapter 3, pp 85-88



Beginning of the era of modern structural virology

1940: Helmuth Ruska
used an electron
microscope to take the
first pictures of virus
particles

Ruska, H. 1940. Die
Sichtbarmachung der
BakteriophagenLyse im
Ubermikroskop.
Naturwissenschaaften.
28:45-46).

Electron microscopy

e Biological materials have little inherent contrast: need
to be stained

e Negative staining with electron-dense material (uranyl
acetate, phosphotungstate), scatter electrons (1959)

e Resolution 50-75 A (alpha helix 10 A dia; 1 A=0.1 nm)

e Detailed structural interpretation impossible



Linda Stannard, University of Cape Town
http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/linda.html



CryoEM - cryo-electron microscopy 10A resolution, fast computation is key!!



Poliovirus + CD155

CryoEM cryo electron microscopy reconstruction of poliovirus bound to cell receptors (in
blue)

X-ray crystallography
(2-3 A for viruses)

Section of the diffraction
pattern generated by the
poliovirus crystal.

X-ray
source

Computerized
detector

Sample:

poliovirus crystal




1** X-ray crystal structure of a virus



X-Ray crystallography upper left (2A), CryoEM right (8A)



300 nm, >15,000 capsid proteins Chuan Xiao http://utminers.utep.edu/cxiao/#4

Caffeteria virus, huge!

Building virus particles: Symmetry is key

e Watson and Crick did more than discover DNA structure

e Their seminal contribution to virology:

- ldentical protein subunits are distributed with helical symmetry for
rod-shaped viruses

- Platonic polyhedra symmetry for round viruses



The symmetry rules are elegant in their simplicity
They provide rules for “self-assembly”

e Rule 1: Each subunit has ‘identical’ bonding contacts with its
neighbors

- Repeated interaction of chemically complementary surfaces
at the subunit interfaces naturally leads to a symmetric
arrangement

e Rule 2: These bonding contacts are usually non-covalent

- Reversible; error-free assembly

Symmetry and self-assembly

e Many capsid proteins can self assemble into ‘virus-like
particles’ (VLPs)

e The HBV and HPV vaccines are VLPs made in yeast




Helical symmetry

Coat protein molecules engage in identical, equivalent interactions with one another and with the

viral genome to allow construction of a large, stable structure from a single protein subunit

Coat protein subunit (+) RNA

10 nm
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Helical symmetry

Sendai virus nucleocapsid
(=) RNA NP subunic

p =041 nm
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Enveloped helical Sendai virus with a nucleocapsids because are enveloped.
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C Vesicular stomatitis virus

Tip

Trunk

Y
WA

bullet shaped CryoEM image

Enveloped RNA viruses with (-) ssRNA and helicz
capsids

® Paramyxoviridae (measles virus, mumps virus)

e Rhabdoviridae (rabies virus)

® Orthomyxoviridae (influenza virus)

® Filoviridae (Ebola virus)

e The nucleocapsid is the nucleic acid-protein assembly that is
packaeged within the virion

Helical symmetry & nucleocapsid examples



Which of the following describe virus symmetry and self
assembly?

1. The bonding contacts are usually covalent

2. Each subunit always has identical bonding contacts with its

neighbors

The bonding contacts of subunits are usually non-covalent

4. Each subunit has different bonding contacts with its
neighbors

5. None of the above

w

Resp. C

Always is part of a false statement.

How can you make a round capsid from proteins
with irregular shapes?

e Clue 1: All round capsids have precise numbers of
proteins; multiples of 60 are common (60, 180, 240,
960)

® Clue 2: Spherical viruses come in many sizes, but
capsid proteins are 20-60 kDa average



Caspar & Klug’s 1962 solution

e They knew from Watson & Crick’s work that round
capsids are icosahedrons - no other Platonic solids
were used

e Capsid subunits tended to be arranged as hexamers
and pentamers

Icosahedral symmetry

e |cosahedron: solid with 20 faces, each an equilateral
triangle

e Allows formation of a closed shell with smallest
number (60) of identical subunits

Fivefold axis

A
N \\/ _Twofold axis
/ \ %/ \?
25 ‘\#({, - f,:‘\' ~Threefold axis
AN .
ral & ) > L

\/ \ /

Threefold Fivefold Twofold OPrinciples of Virology, ASM Press



e Made of 60 identical
protein subunits

® The protein subunit is
the structural unit

e |nteractions of all
molecules with their
neighbors are identical
(head-to-head, tail-to-
tail)

each comma are a single protein

Adeno-associated virus 2 Parvoviridae (4-6 kb)

(parvovirus) . 5
25 nm - I\ -
T=1 A D D A

C C

60 copies of a single capsid
protein

T = triangulation number.



How are larger virus particles built? By adding
more subunits

T=3

Structural unit

e Three modes of
subunit packing
(orange, yellow,

purple)

e Pentamers &
hexamers

e Bonding interactions
are quasiequivalent:
all engage tail-to-tail
and head-to-head

180 identical protein subunits

OPrinciples of Virology, ASM Press
pentomers & hexomers quasi-equivalent (bonding similar but not identical) when capsids

have more than 60 subunits

Quasiequivalence

e When a capsid contains more than 60 subunits, each
occupies a quasiequivalent position

e The noncovalent binding properties of subunits in
different structural environments are similar, but not
identical



SV40 (polyomavirus) e Pt
50 nm '
T=6 ' 2
72 pentamers of VP1 = 360 subunits ——
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vP1
Pentamer with
6 neighbors

VP1
Pentamer with
5 neighbors

quasi-equivalent structure

Triangulation number, T

e The number of facets per triangular face of an icosahedron

e Combining several triangular facets allows assembly of larger face from
same structural unit

T=) T=4

(o]
60\
t Ca }
% — . 20y
> 1 3 T ‘\0 ¢
° 9 oo
O couhednal fivelold axes A Capsids with T>1 have
A osahedral threefold axes ’ a 6-fold axis of
@ Icosahedral twolold axes symmetry




Triangulation number (T) is number is the number of triangular structures (facets) you pack
at each face (see red triangle at the center of a face). T allows for bigger capsids.

Structural pnit Organization at 5-fold axes nrm
(sem)
¢ & -
Q/b\ 10

w0 2 T=13 ©OPrinc



Which of the following are characteristics of icosahedral
symmetry in viral capsids?

Produces a solid with 20 faces, each an equilateral triangle
Allows formation of a closed shell with 60 identical subunits
Fivefold, threefold, and twofold axes of symmetry

The T number describes the number of facets per icosahedral
face

All of the above

o o9 b B

o

Resp. Todas as acima

Large complex capsids
e Distinct components with different symmetries

e Presence of proteins devoted to specialized roles

Viral DNA

Adenovirus
e 150 nm
e T=25 capsid, 720 copies viral protein Il + 60 copies of protein Ill

* Fibers at 12 vertices ©Principles of Virology, ASM Press



Complex capsids with two icosahedral protein
layers

pic+ o3 ol +02

Inner layer
segments

VP7 trimers, T=13 VP3 monomers, T=2
Reoviruses

eT=13
*70-90 nm
etwo concentric shells

Tailed bacteriophages

A

Head

(4 external
proteins, DNA,
2 core proteins,
and other
nternal protesns)

Whisker (| protein)
Contracule il

(| protein in
outer sheath and
| in interral tube)

Long tail fiber
(4 proteins)

Baseplate
(~16 proteins)

The tail is attached at gne of the 12 vertices of the capsid
(capsid has icosahedral symmetry).

The tail is a complex rod
- uses helical symmetry in many places
- some tails are contractile

OPrinciples of Virology, ASM Press



An iron loaded spike

$82 gp138

iron lon bound by
three coples of the
conserved HxH motif
in an octahedral




Herpes simplex virus capsid
Holes for entry and exit of DNA

A Envelope proteins
(gB-gN)
(~12 proteins)

Tegument
(>20 proteins)

The portal or opening for viral DNA is built
at ONE of the 12, 5-fold vertices of the
T=16 200 nm herpesvirus capsid

©Principles of Virology, ASM Press

4-fold axis is a pore (D) in & out of DNA



Capsids can be covered by host membranes:
enveloped virions

e Envelope is a lipid bilayer derived from host cell
- Viral genome does not encode lipid synthetic machinery

e Envelope acquired by budding of nucleocapsid through a
cellular membrane

- Can be any cell membrane, but is virus-specific
e 3 T
> i&j;\ =Tk

e Nucleocapsids inside the envelope may have helical or
icosahedral symmetry

OPrinciples of Virology, ASM Press

Budding! ER Golgi plasma or nuclear membrane



Viral envelope glycoproteins

Integral membrane glycoproteins

Ectodomain: attachment, antigenic sites, fusion

Internal domain: assembly

Oligomeric: spikes

(L@ N D ) \UllUl("}k‘nuIfl(’(‘)l\‘l\l)l“((('ll\‘ IIH\('M\HH,U\
\l(l\\lmHM\l(h Hlvﬂlﬂ\\hl“{»ﬂlﬂmll)lbI\lIMH »mumnumm

Hemmaglutinin

OPrinciples of Virology, ASM Press



A Influenza virus HA trimer

-

Globular head

OPrinciples of Virology, ASM Press



Helical nucleocapsids - unstructured envelopes

Ganomic RNA coated Polymerase associated
with nucleoproteins proten (VPIS)
\

Neuramindane (NA) _~ Hemagghutinin (MA)

_ lon channel (M2)

RNA polymerase -
P81, PR2, PA)
———— Matr protein (M1)

Nuclesr export protein =
(NEPNS2)

with nudeocapud protein (NP) Glycoprotein (GF)

Icosahedral nucleocapsids - structured envelopes

©Principles of Virology, ASM Press

Poxvirus Pithovirus




Not helical no icosahedral — no symmetry

Other virion components

e Enzymes

polymerases, integrases, associated proteins
proteases
poly(A) polymerase

capping enzymes

topoisomerase

e Activators, mRNA degradation, required for efficient infection,
mMRNAS

e Cellular components - histones, tRNAs, myristate, lipid,
cyclophilin A, and many more



