
02/10/2023

1

HERPESVÍRUS

Prof. Jansen de Araujo

ICB-II/USP

Disciplina 0420136 – Integrado de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP)

O termo Herpes vem do grego e significa latente, crônico. 

HERPESVÍRUS

 São uma das principais causas de doenças humanas associadas
a vírus.

 Quando a infecção acontece é para a vida toda do indivíduo.
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FAMILIA HERPESVIRIDAE

 Isolado a primeira vez em 1960- Possui mais de 130 representantes;

 Co-evoluem com seu hospedeiro a mais de 200 milhões de anos;

 Síntese e a montage do capsídeo ocorrem no núcleo da célula;

 O envelope no trânsito pela membrana;

 A produção de particulas resulta na destruição da célula hospedeira;

 Possui capacidade de latência assumindo uma forma circular!

Mamíferos, 
aves e répteis

Bivalves

Peixes e 
anfíbios

HERPESVÍRUS
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Infectam
células vizinhas sem 
passar
pelo meio extracelular 

Herpesvirus
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 Vírus envelopados, com capsídeo icosahédrico.

 Partícula de diâmetro entre 100-200nm.

 Genomas de DNA dupla fita, linear, grandes (até 235kbp)

 São vírus complexos (vírions com ~35 proteínas diferentes)

 Codificam uma variedade de enzimas envolvidas no metabolismo
e síntese de DNA e no processamento de proteínas.

 Os tipos diferem na sequência do seu genoma e suas proteínas,
mas são semelhantes em termos de estrutura do vírion e
organização genômica.

 Replicação: Nuclear.

 Montagem: Nuclear.

HERPESVÍRUS

HERPESVÍRUS
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HSV DOENÇA CLÍNICA

Lesões cutâneas (oral);

Lesões genitais;

Pode ser assintomático com reativações.

Patogênese
Células epiteliais são lisadas e espalham nas células adjacentes

Complicações

Doença ocular

Envolve problemas no SNC (encefalites) 
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Alfa
Vírus Herpes simplex (HSV-1/HSV-2, HHV1/2)
Vírus Varicela zoster (VZV/HHV-3) (Catapora)

Beta
Citomegalovírus humano (HCMV/HHV-5)
Herpesvírus humano 6, 7 (HHV-6, HHV-7)

Gama
Vírus Epstein Barr (EBV/HHV-4) (oncovirus)
Herpesvírus humano 8 (HHV-8/KSHV)

HERPESVÍRUS

Patogénicos em humanos

Herpesvírus

HERPESVÍRUS
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 Expressão dos genes precoces imediatos, precoces e tardios

HERPESVÍRUS

 Ciclo viral

HERPESVÍRUS

Viruses 2009, 1(3), 420-440; doi:10.3390/v1030420

 Organização do genoma
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HERPESVÍRUS

Viruses 2009, 1(3), 420-440; doi:10.3390/v1030420

 Organização do genoma

Pergunta de prova!!!!

 Expressão dos genes precoces imediatos, precoces e tardios

HERPESVÍRUS

 Ciclo viral
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HERPESVÍRUS

 Expressão dos genes precoces imediatos, precoces e tardios

HERPESVÍRUS

 Ciclo viral
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REPLICAÇÃO: ADSORÇÃO E ENTRADAHERPESVÍRUS

Nature Reviews Immunology 11, 143-154 (February 2011) | doi:10.1038/nri2937



02/10/2023

11

HERPESVÍRUS

HERPESVÍRUSCiclo viral
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HERPESVÍRUS

 A replicação acontece pelo mecanismo de “rolling circle”
formando repetições em tandem.

 Finalmente estes repetidos são clivados.

HERPESVÍRUS
REPLICAÇÃO DO GENOMA



02/10/2023

13

HERPESVÍRUS

HERPESVÍRUSCiclo viral
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HERPESVÍRUS
REPLICAÇÃO: MONTAGEM E ADQUISIÇÃO DO ENVELOPE

HERPESVÍRUS
REPLICAÇÃO: MONTAGEM E ADQUISIÇÃO DO ENVELOPE
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HERPESVÍRUS
REPLICAÇÃO: MONTAGEM E ADQUISIÇÃO DO ENVELOPE

HERPESVÍRUS

 Três subfamílias (Patogénicos em humanos):

 Alphaherpesviruses (HSV-1/HHV1; HHV2/HSV-2; VZV/HHV-3) 

 Betaherpesviruses (HCMV/HHV-5; HHV-6; HHV-7)

 Gammaherpesviruses (EBV/HHV-4; HHV-8/KSHV)

 Estabelecem infecções latentes e persistentes após a infecção primária.

 A reativação acontece principalmente em períodos de imunossupressão.

 A infecção primária e a reativação são mais graves em indivíduos 
imunossuprimidos.
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INFECÇÃO LATENTE

Latência - Estado transcricional e traducional único do vírus. O ciclo produtivo
não funciona mas pode ser ativado a qualquer momento.

HERPESVÍRUS
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O aciclovir é um nucleosídeo sintético análogo da purina 

Nucleotídeos

• Os nucleotídeos, unidades básicas dos ácidos 
nucléicos, são constituídos de
– Uma base nitrogenada (anel heterocíclico de átomos de carbono 

e nitrogênio)

– Uma pentose (açúcar com cinco carbonos)

– Um grupo fosfato (molécula com um átomo de fósforo cercado 
por 4 oxigênios)
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Ligação entre os Nucleotídeos (2/4)

Ligação entre os Nucleotídeos (4/4)
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Estrutura 1ª 
do DNA 

POLÍMERO FORMADO POR 
NUCLEOTÍDEOS
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Aplicações Clínicas dos Antivirais mais utilizados

HERPESVÍRUS
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Gingivostomatitis

HERPESVÍRUS

 O Re-estímulo pode ser por um desequilíbrio hormonal ou estresse
(irradiação solar, nervosismo, etc...

 O vírus migra para região da pele através dos axônios com novo surto
de replicação

 Até 3 a 4 episódios por ano, alguns até 12 vezes

Herpes simplex Herpes zoster- Catapora

Latência em Gânglios Nervos sensoriais (trigêmeo/sacral)
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HERPESVÍRUS

Vírus Epstein-Barr

(Herpesvírus 4)
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HERPESVÍRUS

Vírus Epstein-Barr (EBV)
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 Mais de 90% da população mundial
esta infectada por este vírus.

 É transmitido pela saliva infectando
as células epiteliais de orofaringe e
linfócitos B.

Receptor: CD21 (linfócitos B e células epiteliais da naso- e orofaringe)

Vírus Epstein-Barr (EBV)

 Etiologicamente associado com:

 Mononucleose

 Linfoma de Burkitt, 

 Doença de Hodgkin

 Carcinoma naso-faríngeo

Os linfócitos B são semipermissivos para a
replicação viral. A infecção pode ser latente ou as
células podem ser estimuladas e, eventualmente,
transformadas pelo vírus.

As células epiteliais permitem o ciclo lítico completo. 

Vírus Epstein-Barr (EBV)
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 Mononucleose

Vírus Epstein-Barr (EBV)

 Faringite e adenopatias...

Linfoma de Burkitt

Vírus Epstein-Barr (EBV)
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Leucoplasia pilosa

Vírus Epstein-Barr (EBV)

Leucoplasia pilosa

Vírus Epstein-Barr (EBV)
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Carcinoma da nasofaringe (NPC):

 Tumor maligno do epitélio escamoso da nasofaringe.

 A forma mais indiferenciada está sempre associada 
à infecção por EBV.

 Cópias de EBV podem ser detectadas nas células 
malignas de todos os NPC indiferenciados.

 As células malignas expressam EBNA-1 (algumas LMP).

 Linhagens celulares derivadas de NPC produzem 
partículas virais infecciosas

Carcinoma nasofaringeo

Vírus Epstein-Barr (EBV)

Carcinoma nasofaringeo

Vírus Epstein-Barr (EBV)
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Cytopathic Effect of HSV in cell
culture: Note the ballooning of
cells. (Linda Stannard, University

of Cape Town, S.A.)

Positive immunofluorescence test for 
HSV antigen in epithelial cell. 
(Virology Laboratory, New-Yale Haven 
Hospital)
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Diagnóstico em Virologia
Métodos de estudo & Diagnóstico viral

Métodos Diagnósticos

Diagnóstico

Cultivo viral

Microscopia eletrônica
Detecção Antígenos

Detecção ácidos 
nucléicos

Sorologia
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Isolamento e Crescimento viral

Laboratório NB3 Prof Dr Klaus Eberhard Stewien ICB II-USP-SP

Forma de isolamento:
• Cultura celular com célula C6 36.
• camundongos recém-nascidos

Forma de crescimento viral:
• Cultura celular com célula C6 36.
• Cérebro de Camundongo recém-nascidos.

Laboratório
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Laboratório

Teste de Esterilidade
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Ovoscópio (movimentação/vasos sanguíneos do embrião) –

embriões entre 5 a 16 dias;

OVOS EMBRIONADOS

- Utilização de animais SPF;

- camundongo, coelhos, cobaias, ratos, primatas, pintos e
galinhas;

ANIMAIS VIVOS

InoculaçãoInoculação SintomasSintomas NecropsiaNecropsia

Cultura / Efeito 
Citopático

Cultura / Efeito 
Citopático HistopatologiaHistopatologiaResultadoResultado
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NPR-ICB/USP

TESTE DE INOCULAÇÃO EM 
CAMUNDONGOS

Período de Observação

 21 dias para cães ,  gatos e humanos 

 30 dias para outras espécies

Camundongo albino suíço 
apresentando sintomas de 
infecção com vírus rábico

(Foto: CCZ-SP)

(Foto: CCZ-SP)
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NPR-ICB/USP

IMUNOFLUORESCÊNCIA DIRETA

Imunofluorescência Direta - IFD (foto). 

As setas indicam inclusões em tecido nervoso típicas de 
infecção rábica. 

Foto: CCZ-SP

Imunofluorescência
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Imunofluorescência

Imunofluorescência Direta
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Imunofluorescência Direta

Imunofluorescência Direta
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Imunofluorescência Direta

• Leitura

Imunofluorescência Indireta
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Imunofluorescência Indireta

Imunofluorescência Indireta
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Imunofluorescência Indireta

Imunofluorescência Indireta
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Imunofluorescência Indireta

• Leitura

Cultivo em células animais

- Utilizado para vírus hemaglutinantes que não geram efeito citopático

Ex: Influenza e Parainfluenza

- Testes de aderência de hemácias em células infectadas ou vírions

HEMADSORÇÃO
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Reação de Hemaglutinação

- Utilizado para vírus hemaglutinantes

. Ligação viral a hemácias animais

. Gera agrupamentos visíveis a olho nú

- +     - +       -

Hemaglutinação- HA

Y

Y

Hemaglutinina
9 nm

7 µm 7 µm
H5N1
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Inibição da Hemaglutinação- HI

7 µm 7 µm

Anticorpos

Y

Y
H5N1

HEMAGGLUTINATION-INHIBITION TEST
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Sorologia

- Diagnóstico de infecções virais por medição de resposta de anticorpos

- Diagnóstico importante para viroses que:

1. não podem ser prontamente cultivadas

2. cultivadas lentamente (demora na liberação dos resultados)

3. vírus não cultiváveis

- 2 tipos de anticorpos envolvidos: IgM e IgG

-Evidências sorológicas de infecções agudas
1. Soroconversão
2. Aum/Diminuição títulos Anticorpos
3. Presença de IgM 

- Verificação da [ ] anticorpos em diferentes 
fases da infecção

- aumento em 4x na [ ] indica infecção

Sorologia

Ensaios indiretos

- imobilização de antígenos virais em meio sólido

- anticorpos específicos do soro de pacientes ou animais se aderem ao antígeno

- anticorpos são detectados por anticorpo anti-anticorpo ligado a uma enzima
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ELISA
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Reação Imunoenzimática: Detecção de antígenos ou anticorpos 

através de conjugação enzimática

ELISA
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Reação Imunoenzimática: Detecção de antígenos ou anticorpos através de 

conjugação enzimática
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ELISA

Detecção de Antígenos 
Virais

Vantagens:

- técnica de resultado rápido

- não requer a presença de vírus viáveis (maior flexibilidade de transporte)

Limitações

- não aplicáveis para todos os vírus

. Ex: Rhinovírus (grupo com 90 sorotipos) e com reação cruzada de anticorpos

. Ex2: presença de substâncias naturais da amostra que interferem na

metodologia
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Microscopia Eletrônica

. Única técnica viável para visualização direta de vírus

. Útil p/ amostras com alta quantidade de partículas virais

- Vantagens

1. Comum p/ todos os vírus

2. Detecção de vírus não cultiváveis

3. Técnica barata qto aos insumos

- Desvantagens

1. Alta capacidade técnica (profissional bem treinado)

2. Baixa sensibilidade (106 partícluas/ml)

Ex: exame de fezes de pacientes com 
gastroenterites por rotavírus

Diagnósticos Moleculares

- Detecção de ácidos nucléicos específicos virais 

. Vantagens

1. Possível detecção de ácidos nucléicos virais de vírus não cultiváveis

2. Grande estabilidade de ácidos nucléicos

3. Alta especificidade

- 2 categorias principais

. Hibridização direta

. Amplificação de um alvo específico
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Extração de ácidos nucléicos

- Isolamento do DNA ou RNA total de uma amostra

Ex: DNA humano + DNA viral + DNA bacteriano

- Existem diferentes metodologias para extração

PCR – POLYMERASE CHAIN REACTION
(Reação em cadeia da DNA polimerase)

Kary B. Mullis
Prêmio Nobel de Química (1993)
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Comparando as Reações

In vivo- Célula In vitro- Microtubo

Helicase
Primase
DNA polimerase
MgCL2

Tampão
dNTP

Desnaturação
Primers
Ampli TAQ DNA polimerase
MgCL2

Tampão
dNTP

98

Bactérias com potencial biotecnológico

Produzem Enzimas específicas - Exemplo: Thermus aquaticus 

Fontes Termais
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Kary B. Muliis - Antes Kary B. Muliis- Depois

www.karymullis.com

Inventor da PCR

Síntese de DNA in vitro

DNA molde

Deoxinucleotídeos (dNTPs)

Oligonucleotídeos (Primers)

DNA polimerase

Tampão (pH e Mg++)

Requerimentos Básicos da PCR
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TERMOCICLADORES

PCR
(Polymerase chain reaction)

Anelamento (50-65 oC)

Desnaturação (95 oC)

Extensão (72 oC) 
C

óp
ia

s 
de

 D
N

A
Ciclos da PCR

PCR
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Corrida em gel de agarose

Detecção do produto
- O produto da PCR tem tamanho 
conhecido, podendo ser detectado 
de gel agarose através da 
comparação com marcador de peso 
molecular

Gel de Agarose

M   1   2   3  4   5  6   7  8   9  10  11  12 13  14  15

M  16  17 18  19 20  21 22  23  24 25  26  27  28 29  30

1000 pb

1000 pb

Gel do 1ºPCR
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Gel de Agarose

M  1   2   3   4   5    6   7   8   9   10  11  12  13   14  15

M  16  17   18  19 20   21  22  23 24  25   26  27  28  29  30
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PCR – Exemplo Resultado

PCR RSV
Valor esperado: 380pb

A1       A2     A3      A4     C+1   C+2    C-1    PM    C-2

100pb

200pb

400pb380pb

Real-Time RT-PCR

Taq Man Sybr Green

Sistemas de Detecção
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Tipos de PCR em tempo real

• Sem sonda (SYBR Green)

• Com sonda (Taqman, Molecular Beacons, outras)

Sybr Green

 Material Fluorescente 

 Intercalante de DNA Fita dupla

 Permite fazer curva de dissociação
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Método SYBR Green

Detecção de primer dimer através da 
análise da curva de fusão

Reações 
otimizadas

Reações 
Não-otimizadas

Primers dimers e produtos 
inespecíficos têm temperaturas de 
fusão distintas à do produto específico
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Sonda- TaqMan

 Probe Fluorescente

 Possui moléculas especiais (Reporter-Quencher)  

 Alta especificidade
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Características
• Permite quantificar

• Mais sensível

• Pode ser mais específico (com uso de 
sonda)

• Dispensa a verificação da amplificação 
através de eletroforese em gel de agarose

PCR em tempo real ou PCR quantitativo 
(qPCR)

• Método que permite acompanhar a reação de amplificação 
em tempo real, através da medição da fluorescência 
emitida

• A intensidade da fluorescência é proporcional à quantidade 
de DNA amplificado

• Mas qual é a vantagem de poder acompanhar a reação de 
amplificação a cada ciclo?
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PCR em tempo real ou PCR quantitativo (qPCR)

• O acompanhamento ciclo-a-ciclo permite verificar 
quando a reação de amplificação atinge a fase 
exponencial

• Quanto antes se atinge a fase exponencial, maior a 
concentração do DNA inicial

PCR Quantitativo – Real Time

PCR REAL TIME 
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RT-PCR para detecção do vírus X

1        2        3       4        5         6

Qual amostra tem maior quantidade do vírus Patogênico?

RT-PCR para detecção do vírus X

Qual amostra amplificou maior quantidade de DNA?

Qual amostra tem maior quantidade do vírus X?
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Sequenciamento
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Detection of emergent viruses in Brazilian bats by Real-time PCR & NGS.
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