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Leitura recomendada:

Fields Virology — Fifth Edition
Capitulo 5: Virus replication strategies

Capitulo 14: Antiviral Agents

Principles of Virology — Flint, Enquist, Racaniello, Skalka (3rd Edition)
Capitulos 6, 7 e 9 — Vol |

Capitulo 9 — Vol Il



DEFINICAO

Os virus sao parasitas sub-microscopicos,
Intracelulares obrigatorios

As particulas virais sdo montadas a partir de componentes
preexistentes (outros agentes crescem pelo aumento do numero de
seus componentes e se reproduzem por divisao).

As particulas virais (virions) nao “crescem” nem se dividem.

Os virus carecem da informacao genética para geracao de energia
metabdlica ou para sintese de proteinas (ribossomos).



Alguns fatos...

= Todos o0os genomas virails sao empacotados dentro de
particulas que permitem a transmissao entre hospedeiros.

= O genoma apresenta informacao para iniciar e completar o
ciclo infeccioso em células permissivas (desde a entrada
ate a formacao de novas particulas virais).

= Todos os virus sao capazes de se estabelecer na
populacao de hospedeiro para garantir a supervivéncia.



Multiplicacao viral



CLASSIFICACAO DOS VIRUS

Existem dois sistemas:
= Sistema hierarquico

= Sistema de Baltimore



CLASSIFICACAO DOS VIRUS

Sistema hierarquico de classificacao de virus

= Criado em 1962 por Lwoff, Horne e Tournier

André Lwoff

= Considera a estrutura phylum - classe - ordem - familia -
subfamilia - género - espécie - cepaltipo

= Principio: os virus devem ser agrupados em funcdo de suas
caractéristicas em comum e nao em funcao das caracteristicas
das celulas que infectam.



CLASSIFICACAO DOS VIRUS

S&o utilizadas 4 caracteristicas fundamentais:
= Tipo de acido nucléico (DNA ou RNA)
= Simetria do capsideo

= Presenca de envelope

= Dimensdes do virion ou capsideo



CLASSIFICACAO DOS VIRUS

Sistema de Baltimore

David Baltumore

= Baseado nas diferentes estratégias de replicacdo viral e na
dependéncia absoluta dos virus do sistema de traducao protéica

da célular.

= Principio: todos virus devem produzir mRNA a partir do genoma
para sintetizar proteinas e replicar seu material genético. O
mecanismo varia entre os diferentes tipos de virus.



CLASSIFICACAO DOS VIRUS

Sistema de Baltimore
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Mecanismos de replicacao
viral



REPLICACAO VIRAL

O estabelecimento de uma infeccao viral produtiva depende de:

Susceptibilidade: existéncia de receptores para 0 Virus

Permissividade: presenca de fatores celulares que
permitam a replicacao viral eficiente

Acessibilidade a célula alvo

Resposta imune: pode determinara o estabelecimento,
eliminacao ou persisténcia da infeccao




REPLICACAO VIRAL

Infecgéo - mecanismo pelo qual o virus introduz seu material genético
na célula.

Produtiva _— Novos virus infecciosos

Infecgdo <

Abortiva —¢&  Novos virus infecciosos



REPLICACAO VIRAL
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REPLICACAO VIRAL

Adsorcao
Penetracao
Desnudamento

Sintese dos componentes viralis:
= Proteinas
- Acido nucléico

Montagem

Maturacao

Liberacao



REPLICACAO VIRAL

Adsorcao

= |nteracdo com receptores presentes na membrana
celular.

= Receptores: proteinas de membrana que sao reconhecidas por
determinado tipo viral de maneira especifica.



REPLICACAO VIRAL

Adsorcao




REPLICACAO VIRAL

Penetracao

= Por endocitose

= Por translocacao

= Por fusao de membranas



REPLICACAO VIRAL

Penetracao
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REPLICACAO VIRAL

a Endocytic route: b Non-endocytic route:

clathrin-mediated fusion at the cell surface

endocytosis and
penetration

Penetracao




Penetracao

REPLICACAO VIRAL
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REPLICACAO VIRAL Penetragao
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REPLICACAO VIRAL
Penetracao e adsorcao

Virion intracelular i  Virion extracelular

Nucleocapsid

Flavivirus

40 a 60 nm



REPLICACAO VIRAL

Penetracao
EOTEC I
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virus do herpes, paramixovirus, HIV



REPLICACAO VIRAL
Desnudamento

= Desmantelamento parcial ou total do capsideo viral e
consequente liberacdo do acido nucléico:

= direto no citoplasma
= apos acidificacao da vesicula endossdmica

" N0 poro nuclear



REPLICACAO VIRAL

Desnudamento

Nucleus
+  Microtubules
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Desnudamento

Virus da Raiva

REPLICACAO VIRAL
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REPLICACAO VIRAL

Sintese dos componentes virais

= Sintese de proteinas:

= Transcricao dos RNAs mensageiros
* precoces — proteinas nao estruturais
« tardios — proteinas estruturais

= Sintese nos ribossomos

= 0u no reticulo endoplasmatico
= Acido nucléico — genémico

= RNA — no citoplasma

= DNA — no nucleo



REPLICACAO VIRAL

Sintese dos componentes virais
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Mecanismos de replicacao
do material genético viral



REPLICACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

Iniciador

A replicacao dos acidos

nucléicos é realizada por
polimerases \

Molde



REPLICACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS
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REPLICACAO DO DNA
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REPLICACAO VIRAL

A estratégia de replicacao dos virus depende da

N o O A~ w0 DN Pe

natureza do genomal!!

DNA dupla fita (Adenovirus; Herpesvirus; Poxvirus, etc)
DNA simples fita (+) (Parvovirus)

RNA duplafita (Reovirus; Birnavirus)

RNA simples fita (+) (Picornavirus; Togavirus, etc)

RNA simples fita (-) (Orthomixovirus, Rhabdovirus, etc)
RNA simples fita (+) com intermediario de DNA (Retrovirus)

DNA dupla fita com intermediario de RNA (Hepadnavirus)



REPLICACAO VIRAL

Sistema de Baltimore

Group | Group Il Group lll Group IV Group V Group VI Group VlI
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MECANISMOS DE
REPLICACAO VIRAL:
VIRUS DE DNA



REPLICACAO VIRAL

Sistema de Baltimore

Adenoviridae
Baculoviridae

Hepadnaviridae
+ DNA a Herpesviridae

r

I\

| + mRNA

"

Iridoviridae
Papillomaviridae
Polyomaviridae
Poxviridae

Alguns (ex. adenoviridae) replicam no nucleo
celular utilizando enzimas celulares. Outros
(ex. poxviridae) replicam no citoplasma
utilizando enzimas proéprias.



REPLICACAO VIRAL

= Areplicacao do DNA viral sempre requer a sintese de pelo
Mmenos uma proteina viral, as vezes varias.

= Virus simples dependem mais das proteinas da ceélula
hospedeira.

= Virus complexos codificam muitas das proteinas necessarias
para sua replicacao (pero nao todas).



REPLICACAO VIRAL

A origem da polimerase

= Virus pequenos de DNA n&o codificam um sistema de
replicacdo completo.

= Codificam proteinas que manipulam a célula hospedeira.
= Papillomaviridae, Polyomaviridae, Parvoviridae

= Virus complexos codificam boa parte do seu sistema de
replicacao.

= Herpesviridae, Adenoviridae, Poxvoviridae



REPLICACAO VIRAL

Proteinas virais

DNA polimerase e proteinas acessorias.

Proteinas que reconhecem a origem de replicacéo e proteinas
acessorias.

Exonucleases

Enzimas para o metabolismo de acidos nucléicos



REPLICACAO VIRAL
Diversas estruturas genomicas

A Adenovirus-associated virus type 2 (parvovirus), 4680 bp
. Viral origin-binding protein
Rep 78/68
. Cellular replication proteins
TR TR : - "
’Vlral replication proteins
B Simian virus 40 (polyomavirus), 5234 bp C Human adenovirus Type 5, 35,937 bpb
SI
A
Al
3'
3l G U 5l
Ori Ori
D Herpes simplex virus type 1 (Herpesvirus), ~150 kbp
TRL uL9 IRL IRS us TRS

OriL OriS Oris

E Vaccinia virus (poxvirus), ~200 kbp

ITR ‘ ITR

Ferminslloop C_)

©Principles of Virology, ASM Press



REPLICACAO VIRAL

Dois mecanismos de sintese de dsDNA

Replication fork Strand displacement (primer)

5

Primer 3
3' 5'

¢ Papillomaviruses * Adenoviruses (protein)

¢ Polyomaviruses e Parvoviruses (DNA hairpin)

e Herpesviruses e Poxviruses (DNA hairpin)

e Retroviral proviruses

RNA primers Never RNA primed

©Principles of Virology, ASM Press



REPLICACAO VIRAL

O problema da extremidade 5’

RNA primers
A

’

7 ’
3 DNA template S5




REPLICACAO VIRAL

POLIOMAVIRUS E PAPILOMAVIRUS

Papilomavirus virus SV40



REPLICACAO VIRAL
POLIOMAVIRUS

Genes Tardios

1499¢

EcoRl

VP11 [ Large T Ag

L IVvP2 [ Smallt Ag

1 VP3 [ Agnoprotein
B 17 kT

SV40 DNA

Genes precoces



REPLICACAO VIRAL

O antigeno T tem atividade de
helicase.

AgT reconhece a origem de
replicacéo

A sintese de DNA é realizada

POLIOMAVIRUS

SV40 origin of replication
\
I
I
INA [

H T
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REPLICACAO VIRAL
POLIOMAVIRUS

Recognition and unwinding of SV40 origin
l<—Minimal origin—|

LT binding
AT sitell  EP

@ Conformational
change of EP sequence

Rp-A binds LT! ) wa D

T has 3’-5’ helicase activity

©Principles of Virology, ASM Press



Synthesis of leading and lagging strands

Rp-A

Rf-C binds 3’0OH along with
PCNA and pol &

—RF-C a clamp loading
protein

—Allows entry of PCNA on
DNA

—Causes release of pol a
Form sliding clamps along
DNA

REPLICACAO VIRAL
POLIOMAVIRUS

LT

Synthesis of RNA primers

Synthesis of short DNA fragments

Synthesis of long DNA

©Principles of Virology, ASM Press



REPLICACAO VIRAL
POLIOMAVIRUS

Leading strands

©Principles of Virology, ASM Press



closed circular
template

REPLICACAO VIRAL

POLIOMAVIRUS

Function of topoisomerases

DNA replication
>

| —\\ }Unwound parental duplex

During replication

2

Yy

ATP ADP + P,

Topoisomerase
d L
over ol & {ndaned
- wound One strand 2 g P
region cleaved %@ _55)
L\f\,\,w"" )
oo J
lDNA replication
After replication c;e"'\ '\"‘1?
Topoisomerase II $ S %
P ¢ 3 + ¢ 2
Both : ¢ §
2 S
strands 4, yﬂ
cleaved rgngand

©Principles of Virology, ASM Press



REPLICACAO VIRAL

PAPILOMAVIRUS

l NE4
‘ Ef’ EsnEz

orn
human
paplllomavlrus 16
L1

-
""‘-——.—"'"
-
-'-"'——-.-l-l"'




REPLICACAO VIRAL

PAPILOMAVIRUS

DNA
polimerase

Acao combinada de proteinas virais e celulares



REPLICACAO VIRAL

= A amplificacdao do genoma do HPV occure nas camadas diferenciadas do
epitelio. Portanto, o HPV deve induzir a sintese de DNA em células
comprometidas em diferenciacao terminal.

Pequenas proteinas pleiotropicas.

E6 «Colaboram para imortalizar queratinocitos humanos.

- aumento do tempo de vida celular
E7 - replicacao de DNA nao programada
- resisténcia a apoptose

—_— - evasao da resposta imune

pPS3 | | PRDb

= Existem diferencas funcionais entre E6 e E7 de HPV de alto e
baixo risco oncogénico.

== «Promovem:




E7 e aregulacao do ciclo celular

= A expressao de E7 induz a sintese nao programada de DNA
e desacopla este processo da diferenciacao celular




REPLICACAO VIRAL

Caracteristicas importantes da estratégia de replicacao dos
poliomavirus e papilomavirus

= Funcdes precoces e tardias
= Proteinas multifuncionais (ex., Antigeno T, E6 e E7)

= A célula hospedeira proporciona a maquinaria para
sintese de RNA, modificacao do RNA, sintese de DNA e
histonas para o empacotamento do DNA.



REPLICACAO VIRAL
ADENOVIRUS

Os adenovirus utiizam a RNA polimerase da célula
hospedeira.

Os adenovirus codificam a propria DNA polimerase (proteina
precoce).

Utiliza uma proteina como “primer”
O DNA e replicado pelo “strand displacement mechanism”.

Nao existem fragmentos de Okazaki e as duas fitas sao
sintetizadas em forma continua.



REPLICACAO VIRAL

O “primer” dos adenovirus € uma proteina

Fiber
Terminal protein (TP) Penton fPenton
/base

Hexon Protein VI

Protease Protein VIII

IVa2

Protein V Protein Illa
Viral DNA Protein IX
'IB /Ori ('."ri\TP
3 5'
5' 3
ITR

™

= Qrigens de replicacao nas duas extremidades

= Replicacao semiconservativa por deslocamento de fita
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REPLICACAO VIRAL

FASE TARDIA: Replicagao por “strand displacement”

u
Proteina que liga a dCMP e fornece 3’-OH (primer)

TTTTTTTITITTTTTITTY

LU
&N
5
Polimerase viral ‘
ST T T T T T T I T T
: s
LU

5
3
5



REPLICACAO VIRAL
O “primer” dos adenovirus € uma proteina

\ TP
.“‘ 5 /A
Ser—C —OH @ A .
1 3 5
3'0H <GpT T=5' .-
<GpTpApGpT—5'| -
dNTPs
i = @ Pol Dissociation Pol
Ad DNA pol links a fiom preTB
phosphoryl of dCMP pTP~

to OH of Ser residue
only when pTP is
assembled with DNA
pol into preinitiation
complex at ori

Protease

No end problem!



REPLICACAO VIRAL

HERPESVIRUS

= A replicacao acontece pelo mecanismo de “rolling
circle” formando repeticoes em tandem.

* Finalmente estes repetidos sao clivados.



REPLICACAO VIRAL

Tegument
(>20 proteins)

S e Ies ... Herpes simplex virus

A
v ] |'-..I
- o A=

e ULS5, 8 and 53 - primase
e  UL42 - processivity protein
dsDNA - e UL9 - origin binding protein
? e UL29 - ssDNA binding protein
Nucleocapsid L] UL30 - DNA polymerase
< L > - >
TRL UL IRL IRS uUs TRS
OriL Oris OriS

= Duas origens de replicacédo S e uma L
= O DNA entra como molécula linear e circulariza

= Replicagao por circulo rolante “rolling circle”.



REPLICACAO VIRAL

Initiation of herpesvirus DNA replication

TRL UL IRL IRS US TRS

H

Circular genome

DNA ligase IV/XRCC4

TRL

TRS

us
UL

IRS

Host proteins are responsible for circularization

©Principles of Virology, ASM Press



No end problem!

REPLICACAO VIRAL

HERPESVIRUS

Rolling Circle

Continuous
DNA synthesis

Discontinuous
DNA synthesis

/ Concatemer

5

Genome length

Genome length

©Principles of Virology, ASM Press



REPLICACAO VIRAL

VIRUS DE DNA QUE REPLICAM NO CITOPLASMA

POXVIRUS

Virions grandes

Morfologia complexa

Envelopados

Genoma de DNA, dupla fita (130-375x10° pb)

Os Poxvirus se replicam no citoplasma, portanto devem produzir
a propria maquinaria para a sintese de mRNA e DNA.



REPLICACAO VIRAL

POXVIRUS

Apos a perda do envelope o virus pode produzir um ndmero
limitado de mMRNAs (MRNASs precoces imediatos).

RNA polimerase do hospedeiro encontra-se no nucleo. Assim, 0s
poxvirus codificam uma RNA polimerase dependente de DNA para
a sintese de seus RNAs.

Esta polimerase € necessaria logo apos a infeccdo. Portanto,
encontra-se presente nos virions.

O DNA de vaccinia, ap0s a remocao de todas as proteinas néao é
iInfeccioso uma vez que nao tem a RNA polimerase.



REPLICACAO VIRAL

Cell surface GAGs
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Nature Reviews | Microbiology



REPLICACAO VIRAL

Poxvirus

ITR ITR

Tarminal Inop M

= Replicam no citoplasma



REPLICACAO VIRAL

c Poxvirus DNA replication
Too e

C
D E F f e
B
dje f F E
A
Nick l®
44 ABCDEF f e
3'Dabcde*f F E

o
Y%EF f e

5’

gef FE
Yl
o=

At least 15 viral proteins
involved in viral DNA synthesis

b «— res

No end prOblem! ©Principles of Virology, ASM Press



REPLICACAO VIRAL

Sistema de Baltimore

VAVAN

T DNA

l Parvoviridae

SONON

+ DNA

l Replicacao nuclear dependentes de enzimas

celulares.

-+ mRNA




REPLICACAO VIRAL

O “primer” dos parvov

e DNA

1 4

IrUsS ViIrus

I 4

FOOFLVOLLOLY LOLLLVLVLVL «
v T U TV R ) ] R
FLOL<LVLLVLVVULFVULVLLLVLLLLVX

©Principles of Virology, ASM Press



REPLICACAO VIRAL O “primer” dos parvovirus
virus € DNA

C C
3 : 5
1 7 N9
: Host DNA
: polymerase
C ¥ C
>a D d ;<
: » 5
B A : 3 a b
Parvovirus

¢ nickase” ¥

>\10 dAcbaS,
. » 3
B Ad : DaCBA

C
Sem problemas 9 % dAcba
para replicar as /LY. DRCER
terminacgdes :

3.<AcbaD Y dAcba

Uacead : DaCBA




MECANISMOS DE
REPLICACAO VIRAL:
VIRUS DE RNA



REPLICACAO VIRAL

Virus de RNA
Poliovirus

Reovirus
Influenza
Rhabdovirus
Retrovirus

Hepatite Delta

Genoma
Simples fita (+)
Dupla fita segmentado
Simples fita (-) segmentado
Simples fita (-)
Simples fita (+) diploide
Simples fita (-) circular



REPLICACAO VIRAL

Sistema de Baltimore

r_"’ R ——

)M m Reoviridae

| + mRNA | <€—— + RNA Birnaviridae

Genoma segmentado. Cada segmento é
transcrito  para produzir um mMRNA
monocistronico. Replicacéo citoplasmatica.



Virus de RNA: do genoma a proteina

RNA polaridade +

5 -CAP H T T T T T T T TTTTTTTTAAAAAAA

MRNA

@5 Proteina

RNA polaridade -

@5 Proteina



Virus de RNA: do genoma a proteina

RNA dupla fita

Fita +
T

@B Proteina



Lembrar:

= Se 0 virus “quiser” fazer uma coisa que a célula nao pode fazer
ele tera que fornecer a informacao.

= A necessidade do virus carregar uma polimerase no momento
da infeccao (para transcrever e/ou replicar seu genoma) vai
depender da topologia do genoma:
= Pode ser traduzido diretamente?

= E um retrovirus?



v\

+ RNA ——>

REPLICACAO VIRAL

Sistema de Baltimore

"\ N\\

Astroviridae
Caliciviridae
Coronaviridae
Flaviviridae
Picornaviridae
Togaviridae

- . - a— -

~-RNA — + mRNA

.

o

Replicacao citoplasmatica.

a) Genoma = mMRNA. mRNA é infeccioso!!!
Producéo direta de uma poliproteina (virus da
hepatite A, Picornaviridae).

b) Padrao complexo de transcricdo e traducao
(ex. Togaviridae)



Virus da hepatite C (HCV)

Virion

Virion-host Receptor-
receptor DAt mediated
Host receptor interaction —»=3 ™" % endocytosis

Virion
release

Virion
- morphogenesis



REPLICACAO VIRAL

Sistema de Baltimore

, Filoviridae
M Rhabdoviridae
Bunyaviridae
+ mRNA Orthomyxoyi.ridae
Paramyxoviridae

Arenaviridae

O RNA (-) deve ser transcrito por uma RNA
polimerase dependente de RNA, de

f‘_\

“ \J/ ° origem viral.
- RNA a) Aqueles com genoma ndo segmentado
replicam no citoplasma.

b) Aqueles com genoma segmentado
replicam no nucleo



REPLICACAO VIRAL

Sistema de Baltimore

,- Vi ~:
v\ SONON

+ RNA =% _DNA —& 1+ DNA

l

NaVaX

+ mRNA

o Genoma DIPLOIDE, n&do serve como mRNA.
Retroviridae
Existe transcricao reversa de RNA para DNA

e uma etapa obrigatoria de integracdo no
genoma da célula hospdeira.



REPLICACAO VIRAL

RETROVIRUS

a Entry b Exit Bl P Release from surface
\ “ and maturation
\ Viral budding
= & 5 & Membrane
Plasma . Receptor " R fusion
membrane < bmdmg | '
- Reverse .aﬁd \n.ral.RNA
Cytosol transcrlptase Release from viral core genome
and partial uncoating packaging
Reverse
transcription
Nuclear entry —
o=
& = = -~
” < ~
/ l \ \ - -
4 Nucleus \ Translation of Nuclear export of RNA
Integration into viral proteins - ~=n ’
host-cell genome \ P = -
Integrase, WAYAVASFAA o ~
f o) ’ / \
SPAFAPATSFATATATATAPAPAPAFAPAF / %
\ Host genomic DNA 1 J AVAVAVAV VAV A \

\ .YAYI\V)\VAYMWWAVAY/\YAVA , ’ Transcription and sp“cingl

Provirus
N\ & 5 7 ) RNAPII '
¥

SPAPALAPS PSS PSR S FAPALAFASAS
= - == \
an aue o

Nature Reviews | Microbiology



REPLICACAO VIRAL RETROVIRUS

PBS PPT
LTR o LTR
g’ R gag ||pro | pol env R ——AAAA... ¥
SD SA

cap

Genoma de um retrovirus

daCcessory genes

s TN

gdag | |Pro env R
illlii b

host DNA
DNA da forma proviral de um retrovirus



REPLICA(;AO VIRAL  RETROVIRUS: Transcriptase reversa

tRMA primer
5

cDNA - 3 -i
B s

5 FES




¥ PES
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REPLICACAO VIRAL

DNA dupla fita com intermediario de RNA (Hepadnavirus )

Group VII
DNA(+/-)

'

Reverse
transcription

ANV AN (7 |

mRNA

K

proteins




REPLICACAO VIRAL

= DNA dupla fita com intermediario
de RNA (Hepadnavirus).

— ; 3
Q Nucleus &N ~ ™",
‘ Reverse
| transcription

Covalentcly l e e 4 c
closed ' \‘,/F
circular 000 v ;
DNA S R g
episome Fin
\J / (Core particles)
Nucleocapsid

| NNANANANANS with P protein /]
Pregenome RNA and pregenome
. Cytoplasm




REPLICACAO VIRAL

DNA Viruses RNA Viruses Reverse transcribing viruses
ssRNA (+)
Group IV
dsDNA (+/-) sSDNA (+) - dsRNA(+/-) s~~~  ssRNA(-) ssRNA (+) dsDNA (+/-)
Group | Group II Group III GroupV  Group VI Group VII
XSOTSCX TN N e XOOTSCX

RNAC(-)
dsDNA (+/-)

XSO

Image credit: Microbiologynote.com



REPLICACAO VIRAL

= O genoma de todos os virus de RNA (com excecao dos
retrovirus) codifica uma RNA polimerase dependente de
RNA.

= Esta enzima catalisa a sintese de novos genomas e de
MRNA



REPLICACAO VIRAL

= Carregam polimerase no virion
Genomas simples (seus genomas néo podem ser
fita (-) ou dupla fita =% transcritos ou traduzidos pela
maquinaria celular).

/ = Genomas NAO s&o infecciosos.
Virus de

RNA
\ = Nao carregam polimerase.

= Esta enzima pode ser traduzida

Genomasimples _  ietamente a partir do RNA viral.

fita (+)

= Genoma infeccioso.



REPLICACAO VIRAL

= RNA livre

Virus de RNA (+) ==——=> . pgsibilita traducao direta

= Excecao: Retrovirus

RNA polimerase
dependente de
RNA

= Organizados em nucleocapsideos
gue incluem a polimerase

= A polimerase s6 copia o RNA
Virus de RNA (-) ==»| quando o mesmo esta associado a
proteinas.

= Possibilita transcricao logo apoés
infeccao.




REPLICACAO VIRAL

Geracao de novos
genomas completos

Virus de
RNA

Producao de mRNA

= Discriminar o RNA viral dos RNA da célula (estrutura interna do
RNA viral).

= Decidir se sera produzido um genoma ou RNA mensageiro
(RNA segmentado, sintese de poliproteina, seqiiéncias internas)



REPLICACAO VIRAL

= Polimerase incapaz
de corrigir erros.

Os virus de RNA
apresentam alta
taxa de mutacao

= Reordenamento de
segmentos em virus com
genomas segmentados

Exemplo: Virus influenza



REPLICACAO VIRAL

Montagem
= | ocalizacao — Montagem - Maturacao
= citosol
= reticulo endoplasmatico — Golgi
= membrana celular

= nlcleo



REPLICACAO VIRAL

Montagem

CORPUSCULOS DE INCLUSAO

= |[ntracitoplasmaticos = Intranucleares
2 Poxvi,rus = Herpesvirus
= Reovirus | = Adenovirus
= Paramyxovirus = Parvovirus

= \/irus da raiva




REPLICACAO VIRAL

Montagem

CORPUSCULOS DE INCLUSAO

3

10 ym 10 um

imunofluorescéncia microscopia eletronica



REPLICACAO VIRAL

Liberacao

Lise
Brotamento
Passagem para as celulas vizinhas

Formacéao de sincicios



REPLICACAO VIRAL

Liberacao
ligand receptor v envelope
%/ -~ protein
viral capsid

JIrUs or ~ ﬁ @
delivery

-I'E!Eliﬂr R - \

Jar E

O

l Budding

ok

g:

w

lipid bilayer
Brotamento



REPLICACAO VIRAL

Liberacao

Brotamento




REPLICACAO VIRAL
Liberacao

HTLV-l-infected T cell Uninfected T cell

—

Transmissao do HTLV-1 / \
Passagem para as celulas vizinhas [ \

/
Formation of /
virological synapse / S

\
. / |
/
Viral RNA s //
pre-integration complex — \ S
&) / \
/
B Lral Q Tax \\ //
 caMl OG S
o8 Nawls HTI V- infartad T ~all

Masao Matsuoka & Kuan-Teh Jeang. Nature Reviews Cancer 7, 270-280, 2007
Nature Reviews | Cancer



REPLICACAO VIRAL E
EFEITO CITOPATICO

(Estudo dirigido para a aula
pratica)



ESTRATEGIAS PARA CULTIVO DE VIRUS

Efeito citopatico

= A presenca de virus em células em cultura pode induzir
alteracdes visiveis ao microscopio.

= Estas alteracOes sao conhecidas como conjuntamente
como efeito citopatico

= Estas alteracObes sao resultantes das alteracoes
fisioldgicas da celula hospedeira por interferéncia do virus.

= O efeito citopatico ndo permite a identificacdo do virus,
mas fornece uma base para um agrupamento preliminar
destes.



EFEITO CITOPATICO

Efeito citopatico refere-se a alteragdes
degenerativas em células (especialmente em cultura)
associadas a multiplicacido de certos virus.

As alteracoes incluem:
. Forma alterada

Perda de adesao ao substrato
Lise

Fusao de membrana (sinsicios)
Presenca de corpos de inclusao

Apoptose



EFEITO CITOPATICO

A cultura normal

células confluentes
morfologia esperada:

1 poligonais - epiteliais

1 fusiformes - fibroblastos
citoplasma eosinofilo
nucleo basofilo

presenca de dois a trés
nucleolos




EFEITO CITOPATICO

O efeito litico

arredondamento celular

perda da adesao

perda de material citoplasmatico
alteracoes nucleares

lise celular



EFEITO CITOPATICO

Células Vero antes e apos infeccao com poliovirus tipo 1

- nucleoli

nucleus

rounded shrunken cells



EFEITO CITOPATICO

Poliovirus

m Ccélulas peguenas,
arredondadas

m citoplasma eosindfilo

m nucleo picnotico

m lise rapida do tapete
celular

m tempo de incubacéao:
de 2 a7 dias










EFEITO CITOPATICO

Adenovirus

células arredondadas
aumentadas em tamanho
nucleo alterado

corpusculo de incluséo
nuclear, basofilo

descolamento do tapete
lise celular

formacao de “cachos de uva”
sem lise

tempo de incubacéo: de 4 a
21 dias




Normal Poliovirus Adenovirus




EFEITO CITOPATICO

HSV-1 (0-8-12-24hs)

o




EFEITO CITOPATICO

Corpos de inclusédo em glandula salival infectada por CMV (olho de coruja)




EFEITO CITOPATICO

Fusao de células

m freqlente nos virus envelopados

m formacao de sincicios

m resultante da fusao das membranas

m passagem dos virus de uma célula a outra
m presenca ou nhao de alteracoes nucleares



EFEITO CITOPATICO

eosinophilic intracytoplasmic
inclusion bodies

Sincicios gerados por virus do
Sarampo e por HSV

syncytia

B cytoplasmic tails

altered nucleus




EFEITO CITOPATICO

Sincicio gerados por virus do Sarampo
b

Corpos de
inclusa




EFEITO CITOPATICO

Virus do sarampo

® Sincicios gigantes, com
30 a 100 nucleos

m formacao de pontes
citoplasmaticas

m nucleos integros

m corpusculos de inclusao
citoplasmaticos

m tempo de incubacao: de 7
a 21 dias




Virus herpes

células mono ou
multinucleadas

sincicios com forma
estrelada — pontes
citoplasmaticas

nucleo com corpusculo de
Inclus&o eosinafilo,
circundado por halo claro

tempo de incubacéo: de 7 a
21 dias




EFEITO CITOPATICO

Virus vaccinia

sincicios pequenos
arredondados

nucleos integros com
visualizac&o dos nucléolos

corpusculos de inclusao
citoplasmaticos

tempo de incubacéo: de 4 a
21 dias




EFEITO CITOPATICO

Corpos de Negri em neurdnios infectados pelo virus daraiva (lissavirus)




EFEITO CITOPATICO

Virus de Wallal: Sindrome de cegueira em cangurus (Reoviridae)
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EFEITO CITOPATICO

Amostras de figado de paciente com
virus Ebola, Zaire.




EFEITO CITOPATICO

Epitélio da cérvice uterina normal e
infectado por HPV.

Coilécitos
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EFEITO CITOPATICO

Efeito citopatico

Retracédo e adensamento do nucleo (picnose),
“proliferagdo” da membrana nuclear

“proliferacao” da membrana nuclear
Vacuolos no citoplasma

Sincicios

Quebras cromossémicas

Arredondamento celular e perda de adesao ao
substrato

Corpos deinclusao

Virions no nucleo

Virions no citoplasma (corpos de Neri)
“Fabricas” no citoplasma (corpos de Guarnieri)
Agregados de ribossomos em virions

Agregados de cromatina no nucleo

Tipo de virus

Picornavirus

Alfavirus, Herpesvirus
Poliomavirus
Paramixovirus, Coronavirus
Herpesvirus

Herpesvirus, Rabdovirus, Adenovirus,
Picornavirus

Adenovirus
Virus da raiva
Poxvirus
Arenavirus

Herpesvirus



RESUMAO: REPLICACAO VIRAL

Casos Particulares:

« Hepadnavirus

Virus DNA

Virus RNA

Casos Particulares:

* Retrovirus

» Hepatite Delta

Replicacao Nuclear (reqgra):

= Polimerase celular (poliomavirus,
papilomavirus). Replicacdo semelhante a
do DNA celular.

= Polimerase viral (adenovirus, herpesvirus)
(deslocamento de fita e “rolling circle”)

Replicacao no citoplasma:

= Polimerase viral (poxvirus)

Replicacao no citoplasma (reqgra):

= Polimerase viral (RdRp) (poliovirus,
flavivirus, etc.)

Replicacdo no nucleo:
= Polimerase viral (RdRp) (influenza)



Obrigado!!!



