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HISTORICO E
PROPRIEDADES DOS
VIRUS



O que € um virus?

Definicao construida com a evolucao
do conhecimento cientifico e
tecnologico



~1880: Louis Pasteur e Robert Koch
consolidam a teoria microbiana das doencas

Postulados: agente patogénico presente em todos
0s casos; passivel de isolamento in vitro; reproduz
a doenca em individuos suscetiveis saudaveis; e
destes é possivel recuperar o mesmo agente

Pasteur tentou cultivar o agente da Raiva

Nao conseguiu, ai o chamou de virus
que no latim significa veneno ou toxina



Mosaico do Tabaco

Filtros esterilizantes

Dmitri Iwanowski 1892, mostrou que o agente que
provoca o mosaico do tabaco é filtravel (extrato
das folhas contaminadas filtrado provoca doenca).

Martinus Beijerinck 1898, confirmou e afirmou
trata-se de um germe soluvel, filtravel,
associado ao protoplasma vivo das células



A técnica foi aplicada a diversos agentes patogénicos,
nao cultivaveis, demonstrando-se que sao filtraveis:

Doenca dos pés e boca que afeta bovinos em 1898,
Loefer e Froch

Poliomielite humana em 1909, Landsteiner e Popper
(experimento em macacos Rhesus)

Bacteriéfagos em 1915, Twort e d’Herelle

Todos sao virus!



Invencao do microscépio eletrénico, em 1931 Ernst Ruska e Max Knoll.
Primeira visualizacao de um virus foi do Mosaico do Tabaco em 1939,
Gustav Kausche, Edgar Pfankuch and Helmut Ruska.
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Desenvolvimento das culturas celulares possibilitou a
visualizacao de muitos virus humanos

o

Virus Ebola Herpes virus Virus da Influenza



Os virus sao microrganismos:

— pequenos, de 20 a 300 nm (10° m) de diametro
— possuem apenas um tipo de acido nucleéico
— desprovidos de estruturas celulares
— nao crescem, nao metabolizam
— nao sofrem divisao
— inertes fora de células vivas

— sao parasitas intracelulares obrigatorios



Salvador Luria e James Darnell, nos dao uma
definicao bem concisa e completa de virus:

“Virus sao entidades cujo genoma é composto
por DNA ou RNA, que se reproduzem dentro de
células vivas e usam sua maquinaria para
efetuar a sintese de particulas especializadas, os
virions, que contém o genoma viral e o
transferem para outras células”.



COMPOSICAO QUIMICA

Acidos nucléicos (genoma)

DNA
fita dupla (ds)
fita simples (ss)
linear
circular

RNA
fita dupla (ds)
fita simples (ss)
linear
circular
fita Unica
segmentado



Proteinas codificadas pelo
genoma viral

Estruturais Nao estruturais
(presentes na particula viral) (presentes na célula infectada)
- protecao do genoma - atividades enzimaticas diversas

(ex.: replicagcao do genoma)

- reconhecimento da célula - regulacao da expressao génica



* Lipideos
- provenientes das membranas celulares
- compoem o envoltorio ou envelope

 Acucares
- presentes nas proteinas de envoltério
(glicosilacao feita pela célula hospedeira)



ESTRUTURA

Acido nucléico protegido pelo capsideo viral.

Nao-envelopados . proteinas  nuckic aci

- capsomeros
- capsideo

Envelopados
Nucleocapsideo

Envoltorio: membrana lipo-protéica
- lipideos da célula
- proteinas virais




Simetria icosaédrica

icosahedval Wid
Nucloic acid Capsd
Capsomeros
(protein)

A

Simetria helicoidal




Virus com simetria icosaédrica

R
RIS

rotavirus HIV herpesiru



Virus com simetria helicoidal

V|rus do mosalco do tabaco

virus influenza virus da raiva



Virus de simetria complexa

Poxvirus




Guia de estudos

Porque Pasteur ndo conseguia cultivar agentes patogénicos posteriormente
conhecidos como virus?

Como o experimento de lwanowski com o mosaico do tabaco contribuiu para o
desenvolvimento do conceito de virus?

Defina o que é um virus.
Qual a composicao das particulas virais?

Quais os padrdes estruturais dos virus? Descreva e dé exemplos.



CLASSIFICACAO DOS
VIRUS



Um critério geral que ajudou foi a organizacao
segundo o hospedeiro:

— Virus de vertebrados

— Virus de invertebrados

— Virus de plantas

— Virus de bacteérias (Bacteriofagos)
— Virus de fungos (Micovirus)



Critérios atuais em ordem decrescente de importancia:

Tipo de acido nucléico e similaridade de sequencia
Morfologia (estrutura e simetria do capsideo)
Presenca de enzimas na particula viral
Suscetibilidade a agentes fisicos e quimicos
Propriedades imunolégicas (deteccao por anticorpos)
Vias de transmissao (ex.: respiratoria)
Tropismo por tecidos / hospedeiros
Patologia ao nivel tecidual
Sintomatologia



INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES (ICTV)

https://talk.ictvonline.org

Atual presidente € brasileiro:
Prof. Murilo Zerbini,

Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigcosa, MG

Esta havendo uma reformulagao na nomenclatura dos virus

Year Release Info

2020 EC 52, Online meeting, October 2020;
- Email ratification March 2021 (MSL #36)

6 dominios, 10 reinos, 17 filos, 2 subfilos,
39 classes, 59 ordens, 8 subordens, 189

familias, 136 subfamilias, 2224 géneros,

70 subgéneros, 9110 espécies


https://talk.ictvonline.org/

Bacteria Algae, Fung!

S———— International Committee on Taxonomy of Viruses




O que é polaridade de um genoma viral RNA fita simples?

DNA genomico fita dupla:

5 3’ Fita codificante*

- 3 5’ Fita molde
» Transcrigao

l

+ g 3’ mRNA

Genomas virais RNA fita simples:

+ 5 3’ Polaridade positiva

- 3 5° Polaridade negativa

*Fitas codificantes sao as que apresentam de 5’para 3’ (sentido da traducao
do mRNA no ribossomo) uma sequencia de trincas de bases, significando
uma sequencia de aminoacidos no polipeptideo (fase aberta de leitura).



DNA FITA DUPLA

FAMILIA EXEMPLO | Genoma Kpb Envelope Simetria
Papovaviridae | Papiloma- | circular 8 Nao I
virus

Adenoviridae | Adenovirus linear 36-38 Nao I
humanos

Herpesviridae Herpes linear 120-230 Sim I
Simples

Poxviridae Variola linear 130-280 Sim Complexa




FAMILIA EXEMPLO Genoma Kpb/Kb | Envelope | Simetria
DNA FITA DUPLA E SIMPLES
Hepadnaviridae | Hepatite B circular 3 Sim I
DNA FITA SIMPLES
Parvoviridae Parvovirus (+) ou (=) 5 Nao I
humano

B-19




RNA FITA DUPLA

FAMILIA EXEMPLO Genoma Kpb Envelope | Simetria
Reoviridae Rotavirus 10-12 16-17 Nao I
segmentos




RNA FITA SIMPLES

FAMILIA EXEMPLO Genoma Kb Envelope | Simetria
Picornaviridae | Poliovirus (+) 7.2-8.4 Nao I
Togaviridae Rubéola (+) 12 Sim I
Flaviviridae Febre (+) 10 Sim I
Amarela
Coronaviridae Corona- (+) 16-21 Sim H
virus
Rabdoviridae Raiva (<) 13-16 Sim H
Paramixoviridae | Sarampo (<) 16-20 Sim H
Ortomixo- Influenza (<) 14 Sim H
viridae 8 segmentos
Buniaviridae Hantavirus (-) 3 segq. 13-21 Sim H
circulares
Arenaviridae Corio- (<) 10-14 Sim H
meningite | 2 segmentos
linfocitica | circulares
Retroviridae HIV (+) 3-9 Sim I

2 idénticos




Guia de estudos

Porque utilizar o tipo de genoma e a similaridade de sequencia nucleotidica como
critérios mais importantes de classificagdo dos virus, comparados aos demais?

Qual a importancia do ICTV para a organizagcao do conhecimento sobre os virus?
Explique o racional para definir a polaridade dos genomas virais de fita simples.

Escolha exemplos de virus patogénicos para humanos, com os diferentes tipos de
genoma, e comente suas caracteristicas.



Cultivo, i1solamento e
quantificacao dos virus.



Sistemas de cultivo
de virus animais

Animais de experimentacao

Ovos embrionados

Culturas celulares



Animais de experimentacao

Pouco utilizados para cultivo e isolamento
atualmente.

Exemplos de praticas abandonadas, cultivo de:

- virus Vaccinia em dorso de bezerros, para
imunizacao contra a Variola

- virus da Raiva em medulas de coelhos ou

camundongos (também para imunizacao)

Apos infeccao, é feito o acompanhamento de
sintomas de doenca ou desenvolvimento de
uma lesao.



Ovos embrionados

Ainda muito utilizados para expandir virus

]

Casca

Membrana da casca

Saco aéreo

Membrana
corigiantéide

Cavidade
alantéide

Cavidade amnidtica

Membrana do
saco vitelino

EmbriGdo

Saco vitelino

Membrana amnidtica

Cavidade
extra-embridnica

Albumen

Inoculacao nas cavidades ou no proprio embriao.
Influenza, Sarampo, Polio e Herpes

Observacao de danos no epitélio, e outros testes para detectar virus
nos liquidos dessas cavidades (ex.: teste de hemaglutinacao).



Culturas celulares

Obtencao de culturas celulares

A partir de uma biopsia (6rgao, tumor, pele), faz-
se a dispersao do tecido por tratamento mecanico
e adicao de proteases. Em meio nutritivo,
contendo soro fetal bovino (para células animais),
ocorre a proliferacao das ceélulas.




Culturas celulares

As culturas celulares sao amplamente utilizadas no
isolamento viral, e podemos classifica-las genericamente
em dois tipos.

Primarias

As culturas primarias sao consideradas as melhores pois
suportam a multiplicacao de uma maior variedade de virus,
entretanto, sua obtencao é muito dispendiosa além de ser
dificil contar com um suprimento confiavel.

Linhagens continuas (ex.: HelLa, Hep2)

A linhagens continuas sao as de mais facil manipulacao,
porém a variedade de virus que nelas se multiplica & mais
limitada, limitacao superada pela manutencao de uma
colecao dessas linhagens.



Cultivo de celulas animais

As celulas podem crescer aderidas a superficies (ader
€ I ent
ou em suspensao (nao aderentes). P { =

Esquema de expansao de uma cultura de células aderentes:

Nutrient medium
Adherent monolayer of cells

xrypsin: cells detach and round up
z
Diluted into fresh medium,
cells attach and flatten

Each cell divides in about 24h and

the monolayer becomes confluent

o




Cultivo de células animais

Cabine de fluxo laminar (ar livre de particulas) Estufa com atmosfera de CO;
Bomba de vacuo para aspirar meio de cultivo



Observacao de culturas celulares com microscopio invertivo.

E) alamy stock photo oy oo




Indicamos a seguir dois bons videos sobre cultura celular de
fornecedores de equipamentos e reagentes (em inglés).

No link abaixo um breve histérico e embasamento tedrico das técnicas
de cultura celular.
https://youtu.be/RpDke-Sadzo

No link abaixo clique no video 3: Passaging cells. E ilustrativo das
técnicas de cultivo celular, e da utilizacdao dos equipamentos e
reagentes que mencionamos.
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=video
&cd=&ved=2ahUKEwj786ennvDgAhV5HLKGHU JAksQtwlwCHoECAKQA
Q&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Ftr%2Fen%2Fhome
%2Freferences%2Fgibco-cell-culture-basics%2Fcell-lines®%2Fadherent-
vs-suspension-culture.html&usg=A0OvVawOAuuhHsUheiCc0ZgpTU30oV



https://youtu.be/RpDke-Sadzo
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=video&cd=&ved=2ahUKEwj786ennvDqAhV5HLkGHU_JAksQtwIwCHoECAkQAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Ftr%2Fen%2Fhome%2Freferences%2Fgibco-cell-culture-basics%2Fcell-lines%2Fadherent-vs-suspension-culture.html&usg=AOvVaw0AuuhHsUheiCc0ZqpTU3oV

Isolamento de virus

Colheita do material clinico:

Espécimes apropriados dependendo da
sintomatologia (swab nasal, fezes, sangue).

Momento ideal da colheita, em geral durante a
sintomatologia.

Acondicionamento em frascos resistentes e
transporte adequado, rapido e com refrigeracao.

Escolha da melhor linhagem celular ao chegar no
laboratorio, com base na sintomatologia.



Deteccao

Os virus em crescimento podem produzir:

Efeitos citopaticos (ECP), como arredondamento
celular, formacao de sincicios, formacao de
corpusculos de inclusao, que podem ser especificos
ou nao.



Demonstracao de efeito citopatico induzido por alguns virus em
células cultivadas "in vitro"

O ECP nao permite a identificacao do virus, mas fornece uma base para um
agrupamento preliminar deste virus. As alteracoes mais detalhadas podem ser
estudadas através da infeccao de células em monocamada, cultivadas sobre laminulas.

Ap0ds o aparecimento do efeito citopatico,
causado pela infeccao com virus, as laminulas sao fixadas, coradas através de
métodos citoldgicos de coloracao, como por exemplo o método da
hematoxilina-eosina e montadas em laminas de microscopio.

Os virus multiplicam-se no nucleo ou no citoplasma das células, onde se agrupam
formando os "corpusculos de inclusao".



Mon ocomada ceidor confiuenta

Células do tipo epitelial, de cultura normal formando
camada monocelular continua. Apresentam o citoplasma
corado em rosa e o nucleo em roxo, com um, dois
ou trés nucléolos bem evidentes.

Universidade de Sao Paulo Fotos de autoria de:

Instituto de Ciéncias Biomédicas Telma A. Monezi e
Departamento de Microbiologia Charlotte M Harsi
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Coradscuos de incluson

Efeito citopatico produzido por adenovirus: as células infectadas apresentam-se
grandes, arredondadas, e, as vezes, reunidas em "cachos”
(no menor aumento), com alteragdes nucleares evidentes e caracteristicas.
Corpusculos de inclusao: eosindfilos nucleares.

Universidade de Sao Paulo Fotos de autoria de:

Instituto de Ciéncias Biomédicas Telma A. Monezi e
Departamento de Microbiologia Charlotte M Harsi



Nocleo picnofico

Efeito citopatico produzido por poliovirus e outros
picornavirus: as células apresentam-se pequenas, com formas
irregulares, isoladas ou em grupos, com o citoplasma
eosindfilo e nucleo picnoético (reduzido em volume).

Instituto de Ciéncias Biomédicas Telma A. Monezi e
Departamento de Microbiologia Charlotte M Harsi

! Universidade de Sao Paulo Fotos de autoria de:

&




Efeito citopatico produzido pelo virus do sarampo: as células infectadas
mostram-se multinucleadas, mas seus nucleos apresentam estruturas
ainda conservadas.

Corpusculos de inclusao: eosinodfilos citoplasmaticos.

I:I Universidade de Sdo Paulo Fotos de autoria de:

Instituto de Ciéncias Biomédicas Telma A. Monezi e
Departamento de Microbiologia Charlotte M Harsi



Quantificacao

ECP x diluicao limitante, “end point”

Yirus

o S Cytopathic effect

dilution ytop

10 + . - + . - - - -
10 - - - - - - - -

107 + } - $ } + ‘ ¢ +
10 - } } - } - - } -
10 - - - - - - ; - -
10

Metade das culturas apresenta efeito citopatico na diluicao 10->. Esse € o
end point. a diluicao de virus em que 50% das culturas celulares estao
infectadas. Esse numero € expresso como a dose infecciosa 50% (DlIs)
por mililitro, e o estoque viral dessa amostra contém 10> DIsq por ml.



Quantificacao

Ensaio de placas de lise

10ul 1000l 100ul 100wl — 100wl 100ul
= =
990ul 900ul Serial dilution
~7 ~/ s’
Virus stock 10-2 10-3 104 105 106 107

Adsorb virus dilutions to cell monolayer

Plagues develop in the cell monolayer

Observe for appearance of plaques

! 3x106 pfu/ml

Fix and stain the cells; count plaques



10-2 10-3 10~

5x10° pfu/ml

PFU permite calcular a multiplicidade de infeccao MOI
Particulas virais viaveis

(nimero de particulas fisicas € sempre maior)



Guia de estudos

Qual a importancia dos diferentes sistemas de cultivo de virus?

O cultivo de células, em particular as de mamiferos, foi um desafio que demorou a
ser superado. Porque foi dificil e como esse problema foi resolvido?

Quais sao as caracteristicas dos diferentes tipos de cultura celular e que
equipamentos sao importantes para manté-las?

Como os efeitos citopaticos observados a microscopia optica podem nos dar
informacdes sobre um virus, mesmo sem lancarmos méo de técnicas moleculares?

Porque ocorre a formagao de sincicios em culturas celulares infectadas por
diferentes virus?

Qual o significado dos corpusculos de inclusao?

No ensaio de placas de lise para quantificar virus, porque ha necessidade de fazer
uma cobertura de agarose sobre as células apds a infecgao?

Qual a utilidade de titular um estoque de virus?



