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Replicacao viral

Os virus s@o parasitas intracelulares obrigatorios ¢ sua forma extracelular tem a propriedade
de interagir com o hospedeiro. Para se multiplicar, um virus precisa replicar seu genoma e para isso,
tem que infectar células alvo acessiveis no organismo hospedeiro. A célula que apresenta receptores
especificos para interagdo com o virus € considerada susceptivel. Se além disso, a célula apresenta
fatores celulares que permitam a replicagdo eficiente do virus, ela é considerada permissiva. Para
completar seu ciclo infeccioso o virus precisa ter acesso a outras células susceptiveis e permissivas
no organismo hospedeiro. A interagdo com elementos do sistema imunolégico do organismo
hospedeiro ¢ um fator importante para a progressdo do ciclo infeccioso, determinando o
estabelecimento, eliminacio ou persisténcia da infeccdo. Essa interagdo, ira entdo determinar se a
infec¢do sera produtiva ou abortiva.

- Infeccao produtiva: produgido de progénie viral viavel.
- Infecgdo abortiva: ciclo replicativo viral interrompido.

As etapas da multiplicacdo viral sdo: Adsor¢do / Ligagdo, Penetracdo, Desnudamento,
Expressao e replicagdo do genoma viral, Montagem / Maturagdo, e Liberagao.

A primeira etapa da replicagdo dos virus € o contato com a superficie das células a serem
infectadas. Através de uma “porta de entrada” no hospedeiro os virus atingem um tecido alvo em
que as células sdo suscetiveis a infecgdo (Fig 1). Os virus presentes nesse ambiente, por exemplo o
lumen intestinal ou alvéolos pulmonares, podem ficar adsorvidos ao epitélio de maneira
inespecifica (adsor¢do). Se o virus possuir na superficie uma proteina capaz de reconhecer um
receptor presente nas células, havera uma ligacdo desse anti-receptor com o receptor celular (Fig
2).



Fig 1. Portas de entrada.

Comecando pela figura do topo no sentido horario. Trato digestivo: alimentos ou agua
contaminados. Lesao de pele: drogas injetaveis, mordidas de animais ou picadas de insetos.
Pele e mucosas: contato com fomites (objetos contaminados) ou com a pele de individuos doentes
(aleitamento, relagdes sexuais). Vias respiratérias: particulas ou goticulas em suspensao.
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Fig 2. Ligacio do virion a receptores especificos da célula hospedeira

Como exemplos de receptor celular e anti-receptor presente no virion, podemos citar o CD4
nos linfocitos T4 e a gp120 no envelope do HIV, ou o acido sialico nas células de epitélio de vias
aéreas e a hemaglutinina na superficie do virus influenza. Essas interagdes ditam a especificidade, e
assim a gama de hospedeiros (conjunto de espécies animais ou diferentes linhagens celulares



suscetiveis e permissivas que pode ser infectada por um virus). Outro conceito relacionado ao
reconhecimento dos receptores, ¢ utilizado com frequéncia, € o tropismo (predilecdo por células de
alguns tecidos).
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Fig3. Mecanismos de penetracio na célula hospedeira

Apo6s as etapas de adsorc¢ao ¢ ligacdo, deve haver a penetracdo do virus no citoplasma
celular. O contato intimo do virion com a membrana citoplasmatica leva, na maioria dos casos, a
endocitose da particula viral. A endocitose ocorre no caso dos virus ndo envelopados e também
pode ocorrer para os virus envelopados. Uma alternativa para os virus envelopados é a fusao direta
do envelope com a membrana citoplasmatica (fusao de membranas). Existem ainda alguns virus
que injetam somente seu material genético na célula hospedeira, um mecanismo chamado
translocacao (Fig3).

A seguir havera um processo de liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma, ou
desnudamento, sendo que no caso da endocitose o capsideo saira da vesicula endossomal por fusao
com o envelope viral ou rompimento por ativacdo das proteinas da superficie viral desse capsideo
(Fig 3). Estando o capsideo liberado no citoplasma, ha uma série de mecanismos que podem ser
adotados para ativar o genoma viral. O tipo de mecanismo vai depender da natureza do acido
nucléico que compde o genoma e da familia a que pertence o virus. Ha varias alternativas para a
etapa de desnudamento. Pode haver uma desintegracao do capsideo com a liberacdo do acido
nucléico viral no citoplasma, processo em que alguma proteina viral estara garantindo a estabilidade
desse acido nucléico, como no caso dos enterovirus (ex.: hepatite A, poliomielite, com genoma de
RNA simples fita positivo). Outra alternativa ¢ o transporte para o nucleo, em que o capsideo €
levado para junto da membrana nuclear através de interagdo com elementos do citoesqueleto, como
os microtubulos. A liberagdo do genoma viral se da entdo nos poros nucleares, como ¢ caracteristico
para os adenovirus (DNA dupla fita). Apds o processo de fusdo, o nucleocapsideo helicoidal, como
no caso dos virus com genoma RNA simples fita negativo, pode ser liberado diretamente no
citoplasma e iniciar o processo de transcricdo dos genes virais. Finalmente, ha virus em que o



capsideo desintegra apenas parcialmente, permitindo a passagem de mRNA e metabolitos, como ¢é o
caso dos rotavirus (um Reovirus, com genoma de RNA dupla fita).

A Figura 4 temos um esquema das etapas da replicagio viral.
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Fig. 4.
Replicacio do genoma e sintese das proteinas virais

Depois da penetragdo na célula, sucede-se um periodo em que ndo ¢ possivel detectar
particulas virais (Fig 5). Este é chamado de periodo de eclipse, que ¢ seguido por um rapido
aumento dos virus presentes no meio de cultivo, reflexo de um periodo de crescimento, que se
estabiliza quando as células estdo destruidas. A curva de crescimento viral apresentada a Fig. 5
pode ser obtida experimentalmente para a maioria dos virus animais, quando dispomos de uma
célula em cultura suscetivel e conseguimos titular o estoque viral.
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Fig. 5 - Etapas da replicacio viral



Um ponto-chave para entendermos as diferentes estratégias de replicagdo é o fato de que
todo virus em algum momento precisa de mRNA, para que suas proteinas sejam sintetizadas, seja
qual for a natureza do genoma (Fig. 6).
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Fig. 6- O mecanismo de replicacio utilizado pelo virus depende da natureza de seu
genoma.

Além de produzir mRNAs para efetivar a expressdo génica, outro aspecto importante ¢ de
que os virus também tém que multiplicar seus genomas. Assim, havera necessidade de
intermediarios, dependendo do genoma viral considerado.
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A replicacdo dos virus do tipo I (DNA fita dupla) é feita em todos os casos pelo método
semi-conservativo. Os genomas circulares de pequenas dimensodes (ex: Poliomavirus) replicam-se
por meio de forquilha bidirecional, a partir de uma tinica origem, como os plasmideos bacterianos.
Entre os virus de animais, a replicacdo ocorre principalmente no nicleo, usando enzimas celulares.



Uma excecdo sdo os Poxvirus, cuja replicagdo ocorre em corpusculos de inclusdo no citoplasma,
usando enzimas codificadas pelos virus, a mais importante delas ¢ a DNA polimerase.

Como regra geral, os genomas virais DNA fita dupla devem estar dentro do nucleo para que
seus genes possam ser expressos, como ¢ o caso dos adenovirus. No nucleo o genoma viral estara
interagindo com fatores que estimulam transcricdo dos genes celulares. Nos genomas virais sao
encontradas sequéncias que respondem a sinais de estimulo a transcricdo, como por exemplo, para
ativacdo por hormonios. Ocorre entdo a expressdo de um conjunto inicial de genes virais, o que €
chamado de transcricao precoce. Os genes virais dessa fase, cujas proteinas sdo produzidas na
traducdo precoce, sdo tipicamente regulatdrios coordenando a expressdo dos genes virais e
podendo também interferir no padrio de expressdo génica das células. As células sdo entdo
preparadas para a fase seguinte em que ocorrem a transcricdo e tradugdes tardias. Temos entdo a
replicacdo do genoma viral e a sintese das proteinas estruturais dos virus e no caso da replicacdo
dos adenovirus, a montagem das particulas virais ocorre no nucleo Fig 7.
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A excecdo dentre os virus humanos com genoma de DNA fita dupla sdo os Poxvirus (Ex:
variola, vaccinia). Como sdo virus com genomas muito grandes, t€ém independéncia maior com
relagdo as fungdes nucleares. Eles tém por exemplo as suas proprias DNA e RNA polimerases, e
fazem o processo de replicagdo no citoplasma, como mencionado acima, deixando o nucleo das
células intacto. No entanto, também apresentam as fases caracteristicas da replicagcdo de DNA fita
dupla (precoce, intermediaria e tardia), cada uma com um conjunto proprio de genes expressos.
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= Os adenovirus utilizam a RNA polimerase da celula
hospedeira.

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

= Utiliza uma proteina como “primer”
= O DNA é replicado pelo “strand displacement mechanism’.

= N&o existem fragmentos de Okazaki e as duas fitas s&o
sintetizadas em forma continua.
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Fig. 8- Mecanismo de replicacdo do DNA do adenovirus por "strand displacement''.

O adenovirus possui uma proteina que € covalentemente ligada a extremidade 5' de
seu genoma e age como um iniciador para que a DNA polimerase sintetize uma nova fita de
DNA. Essa proteina funciona como iniciadora porque fornece uma hidroxila para que
aconteca a ligacdo com o grupamento tri-fosfato presente no nucleotideo a ser incorporado.
A medida que a DNA polimerase vai adicionando os nucleotideos complementares a fita
molde, a fita que ndo ¢ molde vai sendo deslocada, dai o nome "strand displacement"
(Fig8).
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Fig 9. Ciclo de replicacdo dos parvovirus, detalhes das extremidades do genoma e das

proteinas que codifica.

A replicagdo das formas de virus do tipo II requer a formagdo de uma intermediario
replicativo de DNA dupla fita. Esse intermediario é formado bem cedo apos a infecc¢do, pelas DNA
polimerases da célula hospedeira envolvidas na "reparagao" de regides de DNA fita simples. O
genoma codifica proteinas estruturais (VPs), e uma recombinase (Rep) que insere o genoma do
virus no genoma celular, e posteriormente dele retira fitas simples durante a replicagao (Fig. 9).
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Fig 10. Ciclo de replicagdo do rotavirus (Reoviridae) e esquema detalhado da particula viral

A particula do rotavirus carrega RNA polimerases dependentes de RNA, as quais irdo
sintetizar RNA+ (fita simples) a partir do RNA de fita dupla no interior dos capsideos
permeabilizados para entrada de nucleotideos, no citoplasma (Fig 10). Estas moléculas de RNA+
fita simples irdo atuar tanto como mRNA, para a sintese de proteinas, quanto como moldes para a
sintese de fitas complementares (RNA-) recompondo o RNA dupla fita dentro de novas particulas
virais em processo de montagem. Dessa forma ocorre o processo de replicacdo do genoma viral sem
exp0-lo no citoplasma, o que é importante para o virus pois RNA de fita dupla dispara uma resposta

antiviral.
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No caso de um virus com genoma de RNA simples fita positivo (RNA+) (virus do tipo 1V)
que funcione como mRNA, ao entrar na célula este pode ser utilizado imediatamente pelos
ribossomos para traduzir as proteinas virais (Fig 11). A RNA polimerase RNA-dependente viral,
codificada no genoma e produzida nessa primeira etapa de traducdo, ird entdo atuar na fita de
RNA+ original, gerando um RNA negativo molde (RNA-). Esse molde servira para essa mesma
enzima produzir mais fitas RNA+ que serdo incorporadas as novas particulas virais. Esse tipo de
genoma viral € dito infeccioso, ou seja se for inoculado artificialmente no citoplasma de uma célula,
dara origem a particulas virais. Essa sequencia de eventos pode ser apreciada de modo esquematico
a Fig 11, tendo como exemplo o virus da poliomielite.

Cell Membrane

/4 VPg-RNA

il
R
vpdmet S /v
- /f P2
8

RNA& Uncoated

5% protomer fation

VP-0-3-1

( o8, } € Cleawage of P1 Cenome

8 replication {-)
n VPg J’ -
= Poly-(4) 12-143 ¢<p e ot
Ribosome Pentamer © Cenome oy (07
B Replicase Virdon icati
Assembly Teplicetion (+)

Release @

- ® < Package VPg-RNA "g:h -
. m%

Mature Virion Cleave VPO
{150-160%) Smooth Endoplasmic Reticulumn

Fig 11. Ciclo de replicacao do virus da poliomielite.
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Se considerarmos um virus com genoma de RNA-, a tradug¢do das proteinas virais ndo €
possivel de imediato, esse genoma tem que ser transcrito. Para tanto, é necessario que na particula
viral seja transportada uma RNA polimerase RNA-dependente, que fard a transcrigdo de mRNAs
monocistronicos para que possam ser traduzidas as proteinas virais. Além das proteinas estruturais
de envelope e capsideo, teremos mais RNA polimerases capazes de converter a fita genomica RNA-
numa fita RNA+ complementar a todo o genoma. Esta sera o molde para a sintese das fitas RNA-
que se constituirdo nos genomas das novas particulas virais. Esse tipo de genoma viral ¢ dito ndo
infeccioso, ou seja se for inoculado artificialmente no citoplasma de uma célula, ndo dara origem a
particulas virais. Essa sequencia de eventos pode ser apreciada tendo como exemplo o virus da
Raiva a Fig 12. As familias Bunyaviridae, Orthomyxoviridae (Influenza) e Arenaviridaec possuem
genomas segmentados. Os ortomixovirus replicam no nucleo como sera detalhado na aula sobre
Influenza.
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e uma etapa obrigatoria de integracido no
genoma da célula hospdeira.

Os Retrovirus s@o envelopados ¢ liberam seus capsideos no citoplasma das células
hospedeiras, quando as duas copias do seu genoma (dois mRNAs) sdo submetidas ao processo de
transcricdo reversa (RNA — DNA) pela enzima transcriptase reversa que estd no interior do
capsideo. Ocorre a formagdo de um DNA dupla fita que ¢ transportado para o ntcleo da célula,
formando um complexo com outra enzima viral a integrase. Esta insere o genoma viral no genoma
celular, que passa a ser chamado de pro-virus e deste genoma viral s3o transcritos mRNAs pela
RNApol II celular. Esses mRNAs sdo traduzidos nas proteinas de capsideo e envelope do virus, que
passa a brotar da membrana citoplasmatica (Fig 13). Discutiremos em maior detalhe a replicagdo
do HIV em aula dedicada aos Retrovirus.
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Grupo VII - DNA dupla fita com intermediario de RNA (Hepadnavirus )
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Fig 14. Ciclo do HepaDNAvirus e esquema do genoma na particula viral

Finalmente, devemos comentar a familia dos hepaDNAvirus (hepatite B), que na particula
viral contém um genoma de DNA dupla fita com regides fita simples e restos de RNA (Fig 14).
Esse genoma ¢ inserido no nucleo das células hospedeiras, sendo reparado e circularizado, para
posteriormente ser transcrito produzindo os mRNAs virais. No entanto, ¢ também gerado um “RNA
total” que ao chegar no citoplasma serve de molde para a sintese do genoma viral (DNA), por um
processo de transcricdo reversa, feito pela polimerase viral! Esse processo de transcrigdo reversa
deixa as falhas observadas no genoma que ¢ encapsidado no processo de montagem da particula
viral. Comparando com os Retrovirus, temos nos dois casos a obrigatoriedade da passagem por um
intermediario de DNA dupla fita, gerado pelo processo de transcri¢do reversa, em que RNA ¢
convertido em DNA. A diferenga entre essas duas formas de replicacdo é que a transcri¢do reversa
ocorre na entrada na célula para os retrovirus (genoma de RNA na particula viral), e na saida para
os hepaDNAvirus (genoma de DNA na particula viral).



Montagem e liberacio das particulas virais.

Apobs o acumulo de proteinas estruturais e genomas virais em quantidade suficiente, inicia-
se a montagem das particulas virais em nucleocapsideos helicoidais ou icosaédricos, como vimos
ao discutir a estrutura dos virus. A liberacao das particulas virais ocorre entdo de duas formas,
falando genericamente. Os virus ndo envelopados libertam-se das estruturas celulares pela lise da
célula apos acumularem-se no nicleo ou no citoplasma, como é o caso dos poliovirus (Fig 15).

Ja os virus envelopados tém que fazer um brotamento através de regides da membrana
citoplasmatica ou internas, como a nuclear (herpes) ou do golgi (pox) em que foram inseridas as
proteinas virais de envelope (Fig 16). Para que esse processo ocorra com precisdo deve haver o
reconhecimento de onde essas proteinas estdo localizadas, o que se da através de interagdes
proteina-proteina, como no processo de montagem dos capsideos.

» Maturagao intracelular e liberagao dos virus sem envelope
- Virus ndo envelopado ja sai pronto do citoplasma (RNA) ou nucleo (DNA)

sendo liberados, quando ocorre a destruicdo das células infectadas.
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Fonte: Flores, 2007.

Fig. 15- Liberacao por lise
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Os virus podem causar diferentes efeitos nas suas células hospedeiras, que incluem lise,
fusdo de células, indugdo de transformacdo maligna, persisténcia e laténcia. Todos esses efeitos (Fig
17) estdo intimamente relacionados com o mecanismo de replicagdo viral.
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Fig 17. Possiveis efeitos causados em células pela infeccao viral.



