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NOCOES DE VIROLOGIA

META

Introduzir os conceitos basicos de Virologia, essenciais na compreensdo de mecanismos biolégicos
realizados pelos virus.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera
ntender a classifica do dos virus
efinir os crit rios dos sistemas de classifica &o dos virus
ntender a import ncia da Virologia na atualidade
elacionar a uestao do taman o dos virus e dos demais microrganismos
econ ecer a atua o dos virus nos ecossistemas
ntender a import ncia dos estudos com virus bacterié agos
escrever as principais caracteristicas dos virus
econ ecer 0s principais virus agentes causadores de doen as
econ ecer as aplica es do con ecimento da Virologia para outras ci ncias

PRE-REQUISITOS

ara acompan ar mel or esta aula voc devera rever temas como a origem da vida, metabolismo
microbiano, estruturas basicas das ¢ lulas eucariotas e procariotas.

Virus HIV atacando leucécito. O virus HIV (em vermelho) ataca preferencialmente o
leucécito (branco) denominado por linfécito T auxiliar. O virus penetra nesta célula e a
destréi. O linfocito T auxiliar tem a fungéo de coordenar a funcio de defesa imunologica
contra virus, bactérias e fungos. A sua destrui¢do pelo virus HIV da inicio a deficiéncia
imunolégica. Microscopia de varredura: aumento de 20.000 vezes.

(Fontes: http:/ /www.ciencianews.com.bt/)
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INTRODUCAO

Os virus sao particulas infecciosas muito pequenas para serem observados
sob um microscépio 6ptico e seu cultivo exige um hospedeiro vivo. Portanto,
embora as doengas virais nao sejam novas, a identificagao dos virus como seus
agentes soO foi possivel no século XX. Em 1886 o quimico holandés Adolf
Mayer demonstrou a transmissibilidade da doenga do mosaico do tabaco
entre plantas porem nao conseguiu cultivar o agente infeccioso. Finalmente o
bacteriologista russo Dmitri Iwanowski filtrou a seiva de plantas doentes com
um filtro de porcelana construido paro reter bactérias. Ele esperava encontrar
o micrébio preso no filtro. Descobriu, ao contrario, que o agente infeccioso
havia passado através dos diminutos poros do filtro. Quando ele infectou o
fluido filtrado em plantas sadias, elas contrairam a doenca. Esse fato levou
o uma série de experimentos conduzidos por outros cientistas para isolar os
agentes filtraveis da doenga. A primeira doenca humana associado com um
agente filtravel foi a febre amarela.

Como os primeiros pesquisadores nao podiam imaginar particulas tio
pequenas, descreveram o agente infeccioso como um “fluido contagioso”.
Na década de 30, os cientistas ja haviam comecado a usar o termo virus,
(palavra em latim para veneno), para descrever esses agentes filtraveis. A
natureza dos virus, contudo, permaneceu uma incognito até 1935, quando
o quimico norte-ameri'cano Wendell Stanley isolou o virus do mosaico do
tabaco tornando possivel, pela primeira vez, o desenvolvimento de estudos
quimicos e estruturais com um virus purificado. Na mesma época, a inven-
¢do do microscépio eletronico possibilitou pela primeira vez a visualizagao
dos virus. Sabemos, hoje, que os virus sao encontrados infectando todos
os tipos de organismos vivos e, embora necessitem se manter e replicar
dentro das células do hospedeiro, nem todos causam doengas. Em 1997,
pesquisadores japoneses descobriram um virus simbionte (inofensivo) em
humanos que foi chamado de virus TT (T'TV), que sao as iniciais do paci-
ente de quem o virus foi isolado pela primeira vez.

Os avangos nas técnicas de biologia molecular, e de bioinformatica
nos anos 80 e 90, permitiram a identificacdo e caracterizacao de diversos
virus humanos, animais e vegetais. O virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), o virus da hepatite C, os Hantavirus e o virus do Oeste do Nilo sao
alguns exemplos.

Diversos aspectos dos virus serdo apresentados a seguir. Leia o texto
com atencdo e resolva as questdes apresentadas. Boa sorte.
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CARACTERISTICAS GERAIS DOS VIRUS

Os virus nao sio considerados organismos vivos porque sao inertes
fora das células hospedeiras. No entanto, quando penetram em uma célula
hospedeira, seu acido nucléico da inicio a expressao de genes celulares e
virais, ocorrendo a replicagao viral. Sob esse ponto de vista, os virus estao
vivos quando replicam dentro da célula hospedeira infectada. Do ponto de
vista clinico, os virus podem ser considerados vivos, pois causam infec¢ao
e doenca, da mesma forma que outros agentes infecciosos como bactérias,
fungos e protozoarios. Dependendo do ponto de vista, um virus pode ser
considerado um agente infeccioso de natureza quimica excepcionalmente
complexa ou, um microrganismo vivo excepcionalmente simples. Composto
apenas de estruturas basicas e o acido nucléico.

Como, entdo definimos um virus? Os virus foram, originalmente, dife-
renciados de outros agentes infecciosos por serem extremamente pequenos
(filtraveis) e, por serem parasitas intracelulares obrigatérios - ou seja, neces-
sitam de células vivas hospedeiras para a sua multiplicagao. Contudo, essas
duas propriedades sio compartilhadas por determinadas bactérias pequenas
como algumas riquétsias. Os virus e as bactérias sio comparados por car-
acterfsticas como sua organizacao estrutural simples e seu mecanismo de
multiplicacao. Dessa forma, os virus sio entidades que:

Possuem um unico tipo de acido nucléico, DNA ou RNA;

Possuem uma cobertura protéica (as vezes recoberta por um envelope
de lipideos, proteinas e carboidratos) envolvendo o acido nucléico;

Replica-se dentro de células vivas usando o metabolismo de sintese das
células para produzirem novos virus;

Induzem a sintese de estruturas especializadas capazes de transferir o
acido nucléico viral para outras células.

Os virus possuem poucas enzimas proprias ou mesmo nenhuma para
seu possfvel metabolismo. Por exemplo, ndo possuem enzimas para a sintese
protéica e para a geracao de energia (ATP). Os virus devem-se apossar do
metabolismo da célula hospedeira para a sua replicacao. Esse fato tem uma
grande significancia clinica para o desenvolvimento de diagnostico, vacinas,
e o desenvolvimento de drogas antivirais, porque a maioria das drogas que
interfere na replicagao viral pode interferir também no metabolismo da
célula hospedeira sendo, dessa forma, toxicas.

TAMANHO DOS VIRUS

Os tamanhos dos virus variam consideravelmente de 202 1.000 nm e é
determinado por comparagao com particulas de latex de tamanho conhecido
com o auxilio do microscopio eletronico. Apesar de a maioria ser menor
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que as bactérias, alguns dos maiores virus (como o virus da vaccinia) sdo
praticamente do mesmo tamanho de algumas bactérias muito pequenas
(como os micoplasmas, as riquétsias e as clamidias).

ESPECTRO DE HOSPEDEIROS

O espectro de hospedeiros de um virus consiste na variedade de células
hospedeiras que o virus pode infectar. Podemos utilizar o termo tropismo
viral para identificar as células alvo principais, como por exemplo: hepatot-
ropismo; afinidade pelas células hepaticas; neurotropismo, afinidade pelas
células do cérebro; epiteliotropismo, afinidade pelas células do epitélio e etc.
Existem virus que infectam invertebrados, vertebrados, plantas, protistas,
fungos e bactérias. Contudo, a maioria dos virus infecta tipos especificos
de hospedeiros e células. Ocasionalmente os virus podem infectar outros
hospedeiros de baixo tropismo.

Os virus que infectam bactérias sao chamados de bacteriéfagos ou
fagos. Este assunto sera tratados ao longo deste capitulo.

O espectro de hospedeiros de um virus ¢ determinado pela exigéncia
viral quanto a sua ligacdo especifica a célula hospedeira, pela disponibili-
dade de fatores celulares do hospedeiro em potencial necessarios para a
replicagio viral e fatores externos ou ambientais. A superficie externa do
virus (aceptores) deve interagir quimicamente com receptores especificos
na superficie da célula, para que ocorra a penetragao do virus. Os dois
componentes complementares sao unidos por ligacoes fracas. Para alguns
bacteriéfagos, o receptor faz parte da parede celular do hospedeiro; em
outros casos, faz parte do pilim, fimbrias ou dos flagelos. No caso dos virus
de humanos e de animais, os receptores estao na membrana plasmatica da
célula hospedeira (marcadores celulares).

A possibilidade de se usar virus em tratamentos diagnostico e vacinas
¢ intrigante, devido a seu espectro restrito de hospedeiros e sua capacidade
de matar as células alvo. Tais idéias ja existem hd cerca de 75 anos. Infeliz-
mente, maiores estudos devem ser realizados para obtencdo de sistemas
confiaveis que possam ser utilizados nas rotinas clinicas

ESTRUTURA VIRAL

A particula viral completa, totalmente formada e infecciosa é composta
por um acido nucléico envolto por uma cobertura protéica que o protege
do meio ambiente e serve como veiculo na transmissao de uma célula
hospedeira para outra. Os virus podem ser classificados de acordo com as
diferencas na estrutura desses envoltorios.
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ACIDO NUCLEICO

Os virus podem possuir tanto o acido nucléico DNA como RNA, mas
nunca ambos. Podemos encontrar em células infectadas um possivel acido
nucléico (DNA ou RNA) genomico e os RNAs virais expressos pela célula.
O 4cido nucléico dos virus pode ser de simples fita ou dupla fita. Assim,
existem virus com DNA de dupla fita, DNA de simples fita, RNA de dupla
fita e RNA de simples fita. Dependendo do virus, o 4cido nucléico pode ser
linear ou circular. Em alguns virus (por exemplo, o virus da gripe), o acido
nucléico é segmentado. O RNA viral pode ser ainda no sentido positivo
ou seja funciona diretamente como mensageiro, sendo assim infeccioso.

As porcentagens de acido nucléico em relacao a proteina podem
variar de 1 %, no caso do Influenzavirus e de 50% em determinados bac-
teriofagos. A quantidade total de 4acido nucléico varia de poucos milhares
de nucleotideos (ou pares) até 250 Kb (O cromossomo de E. coli possui
aproximadamente 4 milhdes de pares de nucleotideos).

CAPSIDEO E ENVELOPE

O acido nucléico dos virus é envolvido por uma cobertura protéica
chamada de capsideo. A estrutura do capsideo é determinada basicamente
pelo genoma viral e constitui a maior parte viral, especialmente nos virus
pequenos. O capsideo é formado por subunidades protéicas chamadas
de capsoémeros. O capsideo viral é composto por capsdmeros que quase
sempre formam um icosaedro. Em alguns virus, as proteinas que compoem
os capsomeros sao de um unico tipo; em outros, podem estar presentes
varios tipos de proteinas (pentameras e ou hexameras). Os capsomeros sao
visivels muitas vezes nas micrografias eletronicas, servindo de referéncia
morfologica e taxondmica. A organizacao dos capsomeros ¢é caracteristica
para cada tipo de virus.

Em alguns virus, o capsideo ¢ coberto por um envelope que, normalmente
consiste de uma combinacao de lipideos, proteinas e carboidratos. Alguns virus
animais sao liberados da célula hospedeira por um processo de extrusio, em
que a particula ¢ envolvida por uma camada de membrana plasmatica celular
que vai constituir o envelope viral. Em muitos casos, o envelope contém pro-
tefnas (espiculas) codificadas pelo genoma do virus juntamente com materiais
derivados de componentes normais da célula hospedeira.

Dependendo do virus, os envelopes podem ou nao apresentar espiculas,
que sao complexos de carboidrato-proteina que se projetam da superficie do
envelope. Muitos virus usam as espiculas para ancorar na célula hospedeira.
As espiculas sdo tao caracteristicas de muitos virus que sao usadas na sua
identificacdo. A capacidade de determinados virus, como o Influenzavirus,
em agregar eritrocitos, estd associada a presenca das espiculas. Esses virus
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ligam-se aos eritrécitos formando pontes entre eles. A agregacao resultante
¢ chamada de hemaglutinacdo e é a base para diversos testes laboratoriais
de identificagdo. A composi¢ao da estrutura das espiculas pode ser alterada
devido a mutagoes em genes virais especificos. Tais alteragoes sao bastante
importantes para o virus escapar dos mecanismos de defesa (anticorpos)
do hospedeiro. Tais anticorpos sdo produzidos especialmente para se ligar
as espiculas e inativa os virus.

Os virus cujas capsides nao estao cobertas por um envelope sio con-
hecidos como virus nao-envelopados. Nesse caso, ¢ o capsideo que protege
o genoma viral do ataque pelas enzimas nucleasses nos liquidos biolégicos
e promove a aderéncia da particula as células hospedeiras susceptiveis.

MORFOLOGIA GERAL

Os virus podem ser classificados em varios tipos morfologicos diferen-
tes, com base na arquitetura do capsideo. A estrutura do capsideo tem sido
elucidada por meio da microscopia eletronica e de uma técnica chamada

de cristalografia de raios X. Os virus podem ser helicoidais, poliédricos,
envelopados, complexos.

Os virus helicoidais lembram longos bastonetes, que podem ser rigidos
ou flexiveis. O genoma viral estd no interior de um capsideo cilindrico oco
com estrutura helicoidal.

Muitos virus animais, vegetais e bacterianos sao poliédricos. O capsideo
da maioria deles tem a forma de um icosaedro, um poliedro regular com
20 faces triangulares e 12 vértices. Os capsoémeros de cada face formam
um triangulo equilatero.

Como mencionado anteriormente, o capsideo de alguns virus é cobe-
rto por um envelope. Os virus envelopados sao grosseiramente esféricos.

Alguns virus, especialmente os virus bacterianos, possuem estruturas
mistas de helicoidal e poliédrico: sao denominados virus complexos.
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TAXONOMIA DOS VIRUS

A taxonomia dos virus ¢ bastante complexa devido as particularidades
das particulas virais e a dificil identificacdo de caracteristicas de similaridade.
Existe desde 1966 um comité internacional de taxonomia de virus (CITV)
que periodicamente trabalha na inclusao e agrupamento dos virus. Quando
novas técnicas de caracterizacao de virus sao desenvolvidas e estabelecidas
na comunidade cientifica, novos grupamentos podem surgir. A classifica-
¢do mais antiga dos virus é baseada na sintomatologia. Esse sistema nao é
aceitavel cientificamente, porque o mesmo virus pode causar mais do que
uma doenca. Além disso, esse sistema agrupa artificialmente virus que nao
infectam seres humanos.

Os virologistas atualmente tém agrupado os virus em familias baseado:
(1) no tipo de acido nucléico, (2) no modo de replicacao e (3) na morfologia.
O sufixo-virus ¢ usado para os géneros enquanto as familias recebem o
sufixo-viridae; a nomenclatura das ordens termina em --ales. No uso formal,
os nomes das familias e dos géneros sao utilizados da seguinte maneira:
Familia Herpesviridae, género Simplexvirus, virus do herpes humano tipo 2.

Uma espécie viral compreende um grupo de virus que compartilham
a mesma informagao genética e o mesmo nicho ecolégico (espectro de
hospedeiros). Epitopos especificos nao sao usados. Dessa forma, as espé-
cies virais sao designadas por nomes descritivos vulgares, por exemplo,
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virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e, as subespécies (se existirem),
sao designadas com um numero (HIV-1).

Principais familias de virus patogénicos

Podemos destacar como as principais familias de virus patogénicos
para o homem as seguintes:

Familia Parvoviridae género Parvovirus humano;

Familia Adenoviridae género Mastadenovirus;

Familia Papovaviridae género Papillomavirus;

Familia Poxviridae género Orthopoxivirus;

Familia Herpesviridae géneros Simplexvirus, Varicelovirus, Lympho-
cryptovirus, Cytomegalovirus, Roseolovirus, Sarcoma de Kaposi;

Familia Hepadnaviridae género Hepadnavirus;

Familia Picornaviridae género Enterovirus, Rhinovirus;

Familia Caliciliridae género Virus da Hepatite E;

Familia Togaviridae género Alfavirus Rubilivirus;

Familia Flaviviridae género Flavivirus, Pestivirus, virus da hepatite C;

Familia Coronaviridae género Coronavirus;

Familia Rabdoviridae género Vesiculovirus, Lyssavirus;

Familia Filoviridae género Filavirus;

Famfilia Paramixoviridae género Paramixovirus, Morbilivirus

Familia Deltaviridae género Hepatite D;

Familia Orthomixoviridae género Influenzavirus;

Familia Bunyaviridae género Bunyavirus, Hantavirus;

Familia Arenaviridae género Arenavirus;

Familia Retroviridae género Oncovirus, lentivirus;

Familia Reoviridae género Reovirus, Rotavirus.

CULTIVO DE VIiRUS BACTERIOFAGOS EM
LABORATORIO

Os bacteriéfagos podem replicar tanto em culturas bacterianas em
meio liquido em suspensao ou, em meio semi-sélido. O meio semi-solido
torna possivel o uso do método da placa de lise para a detec¢ao e conta-
gem das particulas virais. Mistura-se uma amostra de bacteribfagos com as
bactérias em agar fundido. A mistura é, entdo, colocada em uma placa de
Petri contendo uma camada de meio de cultivo com agar solidificado. A
mistura virus-bactéria se solidifica, formando uma camada com a espessura
aproximada de uma célula bacteriana. Todos os virus infectam uma bactéria,
multiplica-se e libera varias centenas de novos virus que infectardo as bac-
térias vizinhas que, por sua vez, produzirdo novos virus. Depois de varios
ciclos de replicagao viral, sao destruidas todas as bactérias nas proximidades
do virus original. Isso produz um determinado numero de zonas claras ou



Nocoes de virologia

Aula

placas de lise, visiveis contra uma camada de bactérias que se desenvolvem
na superficie do agar. Enquanto as placas de lise se formam, as bactérias
nao-infectadas, em outras regides da cultura, continuam proliferando e
produzem um fundo tarbido.

Cada placa de lise corresponde, teoricamente, a uma unica particula viral
da suspensao original. LLogo, a concentragao das suspensdes virais, medida
pelo nimero de placas de lise formadas, é, geralmente, dada em unidades
formadoras de placas (UFP).

CULTIVO DE VIRUS ANIMAIS

O cultivo de um determinado virus animal ¢ limitado pela necessidade
de um tecido vivo em que as células possuam receptores apropriados, e que
sejam suscetiveis a replicacdo dos virus apos a penetra¢dao no citoplasma.
Inicialmente dispunha-se apenas de animais de experimentacao em que
se conseguia obter a multiplicagdo dos virus, como o virus da Raiva em
coelhos. Hoje em dia essa pratica persiste, sendo um exemplo importante a
vigilancia de arboviroses (de “artropod-born” ou veiculado por artrépodes,
como os virus da dengue e febre amarela, transmitidos por mosquitos do
genero Aedes). Nesse procedimento hemolinfa de mosquitos ou sangue de
animais silvestres sao inoculados em cérebro de camundongos neonatos,
observando-se ocorre o aparecimento de sintomas de paralisia quando
ha presenc¢a de um arbovirus. Uma alternativa ¢ a inoculacdo desses flui-
dos nas cavidades (ex.: alantéide) de ovos embrionados, cujo epitélio ou
eventualmente o proprio tecido embrionario seja suscetivel a infec¢ao por
determinados virus (por exemplo, os virus do Sarampo, Influenza, Pdlio e
Herpes crescem bem nessas condices).
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O estudo dos virus animais teve um grande avango a partir dos anos
40, quando se comegou a utilizar as culturas celulares, desenvolvido inicial-
mente por Enders e colaboradores, para a multiplicagao in vitro do virus
da poliomielite.

As células podem ser obtidas a partir de culturas de explante. Essa
técnica consiste na utilizacao de fragmentos de tecidos ou 6rgaos, que sao
cultivados em meio adequado de crescimento celular. Os fragmentos ade-
ridos a superficie de um frasco apropriado vao liberar espontaneamente as
células, de maneira a formar uma camada monocelular. Essas culturas de
células em monocamada podem também ser preparadas pelo tratamento
do tecido original, ou da linhagem estabelecida ja cultivada em frascos, com
agentes dispersantes tais como: enzimas proteoliticas (ex.: tripsina) e/ou
substancias quelantes (ex.: EDTA). Assim, com a retirada das proteinas,
do calcio e do magnésio, necessarios para a ligagdo na estrutura do tecido
ou a superficie de cultivo (plastico ou vidro), as células sdo dispersas. Isso
¢ feito em meio nutritivo, sendo que apos algumas horas de incubagio as
células aderem-se a superficie do novo frasco, e multiplicam se formando
outra camada celular. A esse procedimento ¢ dado o nome de sub-cultivo,
passagem ou repique.

As culturas primarias sao derivadas diretamente dos tecidos. Esse tipo
de cultura celular ¢ constituido por células dipldides (contém o mesmo
numero de cromossomos da espécie que deu origem a cultura). A cultura
primaria ¢ geralmente mais sensivel que as demais para o cultivo de virus, e
pode ser utilizada para a produgao de vacinas. Entretanto, apresenta algumas
desvantagens, entre elas, a maior dificuldade de obtencio, o alto custo e
a possibilidade de contaminacdo por virus latentes. As culturas primarias
quando sub-cultivadas, em geral, degeneram e morrem apds a segunda ou
terceira passagem.

No decorrer de sub-cultivos das culturas primarias, pode haver a
selecdo de clones, capazes de sobreviver e se multiplicar por 50 ou mais
passagens. Esses clones dao origem as chamadas linhagens celulares, tam-
bém denominadas de linhagens estabelecidas ou continuas, que podem ser
aneuploides (com nimero de cromossomos alterado). Sdo sensiveis para o
isolamento de virus e sao de manutencao relativamente facil. Os estoques
devem ser congelados em baixo numero de passagens, e reativados quando
necessario, mantendo assim a mesma sensibilidade a infeccao. Quando a
cultura de espante ¢ feita a partir de tecido tumoral, em geral as linhagens
celulares sao obtidas mais rapidamente e sdo aneupléides. Estas podem ser
uteis para fins de diagnéstico, isolamento e propagacao de virus, produgao
de reagentes, mas nao para produg¢ao de vacinas.

Outro método, utilizado para a obtengao de culturas celulares, baseia-
se no cultivo de células em suspensio, obtidas de tecido originalmente nao
aderente ou adaptadas a essa condi¢ao. Neste caso, grandes populagoes de
células podem ser obtidas, sendo uteis para o preparo de grandes volumes
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de virus com altos titulos, como na producdo de antigenos para confecgiao
de vacinas ou reagentes para diagnostico.

IDENTIFICACAO VIRAL

A identificacdao de um isolado viral nao é uma tarefa facil. Para comecar,
os virus s6 podem ser visualizados por meio do uso do microscopio ele-
tronico. Os métodos sorologicos, como o ELISA e o Western blotting, sdo
os métodos de identificacao mais comumente usados. Nesses testes o virus
¢ detectado e identificado por sua reacio com anticorpos.

A observagiao dos efeitos citopaticos dos virus nas células hospedeiras,
também ¢ util na identificacao dos virus.

Os virologistas usam os métodos moleculares modernos como as
analises do polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricio (RFLPs)
e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) na identificagao e na caracter-
izacao dos virus. A RT-PCR ¢ utilizada para a identificagao de virus RNA.

ISOLAMENTO VIRAL A PARTIR DE MATERIAL
CLINICO

Como vimos acima, os sistemas celulares mais utilizados para o isola-
mento dos vitus sao: as culturas de células in vitro, os ovos embrionados
de galinha e os animais de laboratério. A grande variedade de métodos e
sistemas utilizados no isolamento de virus de amostras de material clinico
reflete, de fato, que as condi¢oes 6timas de isolamento sdo distintas para
cada virus. Se um hospedeiro insensivel ¢ inoculado com uma amostra
contendo determinado virus, este provavelmente nao serd isolado, e um
resultado falso negativo sera obtido. As culturas celulares apresentam grande
variagao na sua suscetibilidade aos diferentes virus, por exemplo: para o
isolamento de poliovirus as culturas mais indicadas sao as culturas primarias
de rim de macaco ou as linhagens celulares de rim de macaco (GMK - rim
de macaco verde ou LLC-MK2 - rim de Macaca mulata) ou ainda linhagens
celulares humanas (RD - rabdomiosarcoma humano). Para adenovirus a
linhagem mais indicada é a HEp-2 (carcinoma epitelial humano); para o
virus do sarampo e o virus Herpes, a linhagem celular mais indicada ¢ a
VERO (rim de macaco verde). Quando pequenas quantidades de virus
estdo presentes numa amostra, um resultado positivo s6 pode ser obtido
quando o sistema mais sensivel ¢ utilizado. Portanto, é muito importante
que o laboratério seja informado da sindrome clinica, ou do virus suspeito,
para que se possa utilizar o melhor método de detecgao. Nenhuma técnica
laboratorial (ou cultura celular), no entanto, sera eficiente, se a amostra nao
for colhida, transportada, armazenada e processada de forma adequada.
As amostras precisam ser colhidas na fase aguda da infecgdo e sua escolha
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deve ser apropriada: fezes, para virus entéricos; secre¢do nasal para virus
respiratorios; sangue, para virus de transmissao sangtiinea, etc. As amostras,
quando colhidas com "swab" (tipo de cotonete), devem ser imediatamente
colocadas em solu¢ao salina tamponada ou meio de cultura, para evitar que
ressequem com a conseqiente desnaturacao dos virus. De forma geral,
todas as amostras devem ser transportadas em temperatura de geladeira
para o laboratério imediatamente, e assim conservado até o momento do
diagnostico, para evitar a inativagao dos virus pelo calor. As amostras, antes
da inoculagao em culturas celulares, ou antes, de serem usadas em qualquer
teste de diagnostico, deverao ser processadas adequadamente. Esse proces-
samento, de modo geral, inclui fases de eluicao dos virus da amostra, com
uso de salina tamponada; clarificagao por centrifugacgao, para eliminacao de
residuos indesejaveis, e descontaminagao com agentes antibactetianos e/
ou antifungicos. Evita-se assim, que residuos toxicos ou microrganismos
contaminantes interfiram no isolamento dos virus e no diagndstico

REPLICACAO VIRAL (MODELO BACTERIOFAGO)

O acido nucléico do virus possui poucos genes necessarios para a sintese
de novos virus. Entre esses, estao os genes que codificam componentes
estruturais, como as proteinas do capsideo e genes que codificam algumas
das enzimas usadas no ciclo de replicagao viral. Essas enzimas sao sintetiza-
das e funcionam somente quando o virus esta dentro da célula hospedeira.
As enzimas virais estao quase que exclusivamente envolvidas na replicagao
e no processamento do acido nucléico viral. As enzimas necessarias para
a sintese protéica, os ribossomos, o tRNA e a energia sio fornecidos pela
célula hospedeira e sao usados na sintese de proteinas e enzimas virais

Assim, para que um virus se multiplique, de precisa invadir a célula
hospedeira e tomar conta da sua maquinaria metabolica. Um tnico virion
pode originar, em uma unica célula hospedeira, desde alguns até milhares
de particulas virais semelhantes. Esse processo pode alterar drasticamente
a célula hospedeira, podendo até mesmo causar sua disfungao e morte.

Embora possa variar a maneira pela qual um virus penetra e se replica
dentro da célula hospedeira, o mecanismo basico ¢ muito semelhante para
todos os virus. O ciclo melhor conhecido é o dos bacteriéfagos. Os fagos
podem se replicarem por dois mecanismos alternativos: o ciclo litico ou o
ciclo lisogénico. O ciclo litico termina com a lise e a morte da célula hos-
pedeira enquanto que no ciclo lisogénico a célula permanece viva.

Durante o ciclo litico os virus bacteriéfagos T que sao: grandes, com-
plexos e nao-envelopados, com uma estrutura caracteristica de cabeca e
cauda, possuem a capacidade de infectar a bactéria E. coli. O tamanho de
seu DNA ¢ somente cerca de 6% do da E. coli, apesar de ser suficiente para
codificar mais de 100 genes. O ciclo de replicagio desses e dos demais virus



Nocoes de virologia

Aula

ocorre em cinco estagios distintos: ancoragem ou aderéncia, penetragao,
biossintese, maturacao e liberacao.

Adsorc¢ao: Apds uma colisdo ao acaso entre as particulas fagicas e as
bactérias, ocorre a adsor¢ao. Durante este processo, um sitio de aderéncia
no virus se ancora ao sitio receptor complementar na bactéria. Os bacte-
ri6fagos possuem fibras na extremidade da cauda que servem como sitios de
aderéncia. Os sitios receptores complementares estao na parede bacteriana.

Penetragdo: Apos a aderéncia, os bacteriéfagos injetam seu DNA (dcido
nucléico) dentro da bactéria. Para isso, a cauda do bacteriéfago libera uma
enzima, a lisozima, que destr6i uma parte da parede bacteriana. Durante o
processo de penetragao, a bainha da cauda se contrai, e o centro da cauda
atravessa a parede celular. Quando a ponta da cauda alcan¢a a membrana
plasmatica, o DNA da cabeca do fago passa para a bactéria, através do lumen
da cauda e da membrana plasmatica. O capsideo permanece do lado de fora.

Biossintese: Assim que o DNA do bacteriéfago alcanga o citoplasma da
célula hospedeira, inicia-se a biossintese do acido nucléico e das proteinas
virais. A sintese protéica do hospedeiro ¢ interrompida pela degradaciao do
seu RNA induzida pelo virus, pela acdo de proteinas virais que interferem
com a transcri¢do, ou pela inibicdo da tradugao.

O fago usa, inicialmente, nucleotideos e varias enzimas do hospedeiro
para sintetizar muitas copias do seu DNA. Logo a seguir se inicia a bios-
sintese das proteinas virais. Todo oRNA transcrito ¢ mRNA do bacteriéfago
que sintetiza enzimas virais e proteinas do capsideo viral. Os ribossomos,
as enzimas e os aminoacidos do hospedeiro sao usados na tradugao.Con-
troles genéticos regulam a transcri¢do de diferentes regides do DNA do
fago durante o ciclo de multiplicagao. Por exemplo, mensagens precoces
sao traduzidas em protefnas virais precoces, que sao as enzimas usadas na
sintese do DNA viral. Da mesma forma, mensagens tardias sao traduzidas
em proteinas tardias usadas na sintese das proteinas do capsideo.

Durante varios minutos ap6s a infecgao, nao sao encontrados na célula
hospedeira fagos completos. Somente podem ser detectados componentes
isolados - DNA e proteina virais. Durante a multiplicagao viral, chama-se
periodo de eclipse, aquele em que ainda nio estao formados os virions
completos e infectivos.

Maturagao: Nesse processo, virus completos sao formados a partir do
DNA e dos capsideos. Outros componentes virais se organizam esponta-
neamente formando as particulas virais, eliminando a necessidade de muitos
genes nao-estruturais e de outros produtos genicos. As cabegas e as caudas
sao montadas separadamente a partir de subunidades protéicas: a cabega é
preenchida com DNA viral e se une a cauda.

Liberagao: O estagio final da replica¢ao viral consiste na libera¢ao dos
virions da célula hospedeira. O termo lise é geralmente usado para esse es-
tagio da replicacdo dos fagos porque, nesse caso, a membrana plasmatica se
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rompe (lisa). A lisozima, que é codificada pelo genoma do fago, ¢ sintetizada
dentro da célula e destréi a parede celular, liberando os bacteriéfagos recém-
produzidos. Os fagos liberados infectam novas células nas proximidades, e
o ciclo de multiplicagio se repete.

Alguns virus, ao contrario dos bacteriofagos, ndo causam lise nem
morte da célula hospedeira ap6s a infeccao. Esses fagos lisogénicos (tam-
bém chamados de fagos temperados) podem realizar um ciclo litico, mas
eles também sdo capazes de incorporar seu DNA ao da célula hospedeira
para iniciar um ciclo lisogénico. Na lisogenia, o fago permanece latente
inativo. As células bacterianas hospedeiras, nesse caso, sao conhecidas
como células lisogénicas.

O DNA do fago, originalmente linear, forma um circulo. Esse circulo
pode multiplicar-se e ser transcrito, levando a produgao de novos fagos e
a lise celular (ciclo litico). Mas alternativamente, o circulo pode sofrer re-
combinagio e se tornar parte do DNA do cromossomo da bactéria (ciclo
lisogénico). O DNA do fago inserido chama-se agora profago. A maioria
dos genes do profago ¢é reprimida por duas proteinas repressoras codifi-
cadas pelo genoma do fago. Esses repressores ligam-se aos operadores,
interrompendo, dessa forma, a transcricio de todos os outros genes do
fago. Assim sio desligados os genes do fago que conduziriam a sintese e
a liberaciao de novos virus, da mesma forma que sdao desligados os genes
de E. coli.

A LISOGENIA APRESENTA TRES
CONSEQUENCIAS IMPORTANTES:

Em primeiro lugar, as células lisogénicas sao imunes a reinfecgao pelo
mesmo fago (no entanto, nao sao imunes a infecgao por outros tipos de fagos).

A segunda consequéncia é afago conversao, isto €, as células hospe-
deiras podem vir a apresentar novas propriedades. Por exemplo, a bactéria
Corynebacterium diphtheriae, que causa a difteria, ¢ um patdégeno cujas
propriedades causadoras da doencga estao relacionadas com a sintese de
uma toxina. Hssa bactéria s6 produz a toxina quando possuir um fago
temperado, pois o gene que codifica para a toxina esta no profago. Em um
outro exemplo, somente 0s estreptococos que carregam um fago temperado
sao capazes de produzir a toxina relacionada com a escarlatina. A toxina
produzida pelo Clostridium botulinum, que causa o botulismo, ¢ codificada
por um gene de um profago, assim como a toxina da célera, que é produzida
por linhagens patogénicas de Vibrio cholerae.

A terceira consequéncia da lisogenia é que ela torna possivel a trans-
ducio especializada. Qualquer gene bacteriano pode ser transferido por
esse processo porque o cromossomo do hospedeiro esta fragmentado em
pequenos pedagos que podem ser empacotados em um capsideo de fago.
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Na transducao especializada. No entanto, somente podem ser transferidos
determinados genes bacterianos.

Determinados virus animais podem sofrer processos muito semelhantes
a lisogenia. Os virus animais que permanecem latentes por longos periodos
nas células hospedeiras, sem se multiplicarem e sem causarem doengas,
podendo estar inseridos no cromossomo do hospedeiro ou permanecer
separados, mas em um estado reprimido (como alguns fagos lisogénicos).
Virus que causam cancer podem também estar latentes.

REPLICACAO DE VIRUS DNA E RNA

A replicacido dos virus animais segue um padrio basico da replicagao
dos bacteriéfagos, mas apresenta algumas diferengas importantes como:

Os sitios de ancoragem sido proteinas da membrana plasmatica e en-
voltorio viral;

O capsideo entra por endocitose ou por fusao;

A decapsidag¢iao ocorre por remoc¢ao enzimatica das proteinas do
capsideo;

A biossintese ocorre no nicleo ou no citoplasma;

Pode ocorrer laténcia, infec¢des lentas ou cancer;

A liberagio ocorre por brotamento em virus envelopados ou por lise
da membrana plasmatica nos virus nao-envelopados.

Nos bacteriofagos seu mecanismo de entrada na célula hospedeira é
diferente. Além disso, uma vez dentro da célula, a sintese e o arranjo dos
novos componentes virais sao ligeiramente diferentes, em parte devido as
diferencas entre as células procaridticas e eucarioticas. Os virus animais
possuem determinadas enzimas nao encontradas nos fagos. Finalmente,
existem diferencas entre os virus animais e os fagos quanto aos mecanismos
de maturacdo e liberacao e quanto aos efeitos sobre a célula hospedeira.

Os processos comuns aos virus animais contendo DNA e RNA sio
aderéncia, penetra¢do, decapsidacao e liberagao. Examinaremos, também, as
diferencas entre os dois tipos de virus, com rela¢ao aos processos de biossintese.

Os virus de RNA multiplicam-se essencialmente da mesma forma que
os de DNA, exceto que os diferentes grupos utilizam varios mecanismos
para a sintese de mRNA. Embora os detalhes desses mecanismos estejam
fora do objetivo deste texto, devemos entender que os virus de RNA se
multiplicam no citoplasma da célula hospedeira e as principais diferencas
entre os processos de multiplicagao desses virus residem na forma como o
mRNA e o RNA genomico viral sio produzidos. Apos a sintese do RNA
e das proteinas virais, o processo de maturacao ¢ similar a todos os outros
virus animais.
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INFECCOES VIRAIS LATENTES E PERSISTENTES

Um virus pode permanecer em equilibrio com o hospedeiro por um
longo periodo de tempo, freqiientemente por muitos anos, sem se replicar
ou produzir doenga. Os herpes virus humanos permanecem nas células
hospedeiras por toda a vida do ;individuo. Quando os herpes virus sao
reativados por imunossupressio (por exemplo, a AIDS), a infec¢do resul-
tante pode ser letal. A infecgdao de pele causada pelo virus do herpes que
produz o herpes labial ¢ o exemplo classico de uma infeccio latente. Esse
virus penetra as células nervosas do hospedeiro, mas s6 causa dano quando
for ativado por um "estimulo como febre ou queimadura solar.

Em alguns individuos, os virus sao produzidos, mas os sintomas nunca
aparecem. Embora uma grande porcentagem da popula¢ao humana possua
o virus do herpes, somente 10 a 15% dessa populacdo apresenta a doenga.
Os virus causadores de algumas infec¢Oes latentes existem em estado
lisogénico dentro das células hospedeiras.

O virus da varicela (do género Varicellavirus) também pode existir,
em estado latente. A varicela (catapora) ¢ uma doenga de pele, geralmente
contraida na infancia. Os virus chegam a pele através do sangue. A partir
do sangue, podem também atingir os nervos onde permanecem latentes.
MudanT¢as na resposta imunologica (células T) podem, mais tarde, ativar
os virus latentes, causando herpes zoster. Os exantemas aparecem na pele
ao longo do nervo em que o virus estava latente. Herpes zoster ocorre em
10 a 20% das pessoas que tiveram varicela

As infec¢oes virais persistentes por virus sio mortais. Demonstrou-
se, na verdade, que algumas infecgdes virais persistentes sio causadas por
virus convencionais. Por exemplo, o virus do sarampo ¢é responsavel por
uma forma rara de panencefalite subaguda esclerosante (SSPE), varios anos
apos causar sarampo. Uma infecg¢ao viral persistente difere aparentemente
de uma infeccao viral latente porque, na maior parte dos casos, o virus
infeccioso ¢ detectado gradualmente por um longo petiodo, ao invés de
aparecer repentinament

PRIONS

O nome prion foi originado da expressao proteinaceous infectious
particle (particula protéica infecciosa). Existem, atualmente, nove doen-
cas animais incluidas nessa categoria, entre elas, a "doenca da vaca louca"
que apareceu em bovinos na Gra-Bretanha em 1987. Todas sao doengas
neuroldgicas denominadas encefalopatias espongiformes devido ao desen-
volvimento de grandes vaciolos no tecido cerebral. As doengas humanas
sao kuru, doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD), sindrome de Gerstmann
Straussler-Scheinker e insOnia familiar fatal. Essas doencas se manifestam
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em membros da mesma familia, o que indica uma possivel causa genética.
No entanto, ndo podem ser puramente herdadas, ja que a doenca da vaca
louca surgiu em bovinos alimentados com rag¢io feita com carne de ovelhas
contaminadas com scrapie, e a nova variante (bovina) foi transmitida para
individuos que ingeriram carne bovina mal-cozida. Além disso, a CJD foi
transmitida por tecido nervoso transplantado e por instrumentos cirurgicos
contaminados.

Essas doencas sdo causadas por uma glicoproteina normal do hospe-
deiro denominada Prpc, de proteina prion celular, que ¢ convertida em uma
forma infecciosa denominada prpsc, de proteina scrapie. A localizagao da
Prpc na superficie da célula sugere que ela pode estar associada com a ad-
esao celular e o reconhecimento celular, ou a incorporagao de um elemento.

Nos humanos, o gene para Prpc esta localizado no cromossomo 20.
A Prpc ¢ produzida pelas células; e secretada para a superficie celular. A
Prpsc reage com a Prpc na superficie celular convetendo a Prpc em PrpSc.

A Prpsc ¢ absorvida por meio de endocitose e se acumula nos lisos-
somos. A causa real do dano celular nao é conhecida. Os fragmentos de
moléculas Prpsc se acumulam no cérebro, formando placas, que siao usadas
no diagnostico post-mortem, mas nao parecem ser a causa do dano celular.

ATIVIDADES

1. Por que estudar Virologia?

2. Quais as principais caracteristicas gerais dos virus?

3. Justifique. Os virus ndo sao considerados seres vivos!

4. Em que se baseia a atual sistematica taxonomica dos virus?

5. Qual a diferenca entre as infecgdes produtivas, latentes e persistentes?
0. Justifique: os virus sé podem ser isolados (cultivados) em sistemas vivos?
7. O que sdo bacteriéfagos?

COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

1. Todos os ambientes naturais do nosso planeta estao albergando virus
e outros microrganismos. Estes virus infectam todos os seres vivos
presentes nestes ambientes. Os resultados destas infec¢des podem
determinar o tipo de seres que irdo predominar nestes ambientes e
conseqiientemente os produtos metabdlicos que serdo disponiveis no
ambiente natural. Devemos entender a Virologia como uma ciéncia
fundamental para compreensao destas alteragdes e destes processos
inclusive do ponto de vista evolutivo.

2. Conhecer as caracteristicas gerais dos virus é importante para
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estabelecer parametros e estratégias utilizados nas diversas medidas
de controle, profilaxia, diagndstico, imunizag¢ao, novas biotecnologias
e outras. Podemos utilizar estas caracteristicas virais como modelos
biolégicos eficientes.

3. Todos os seres vivos possuem caracteristicas comuns! Devemos
pesquisar quais sao estas caracteristicas e como os virus se apresentam.
Entender melhor as diferencas entre multiplicar e replicar; dividir e
reproduzir.

4. Com o avan¢o do conhecimento cientifico (Biotecnologia,
Bioinformatica, Biologia Molecular, Celular e outras) novas fontes de
informacao sao utilizadas para a caracterizagao dos microrganismos.
Estas informacoes sao fundamentais para a sistematica. Os académicos
devem conhecer estas novas ferramentas e como utiliza-las.

5. Os virus podem infectar uma ampla gama de hospedeiros e
células. Estas infeccbes podem determinar diferentes alteragoes no
metabolismo das células infectadas. Tais modificacdes sao muito
importantes para a avaliacio diagnostica, terapéutica e medidas de
prevencao e controle das doengas virais. Politicas de saide publica
como campanhas de vacinagoes e de educacao e saide sao baseadas
nas possiveis infeccdes. Os profissionais das areas de saude, meio
ambiente, agricultura, pecuaria e ciéncias bioldgicas devem conhecer
tais diferencas e implica¢Oes de cada caso.

6. Durante a discussdo sobre os virus serem particulas inanimadas
foram apresentadas suas caracteristicas gerais. A particula viral nao
possui enzimas do metabolismo energético para obten¢ao e utilizagao
de energia. Como ele pode se replicar?

7. A origem da palavra bacteriéfagos significa “O que come bactérias”.
Se o virus nao utiliza metabolismo proprio como ele pode ser o que
“comer bactérias”?

CONCLUSAO

A Virologia ¢ uma ciéncia cujo campo de atuacao engloba o estudo
de diversas particulares sub-microscépicas: os virus, viroides, virusoides e
prions. Esta area do conhecimento teve seu inficio com a descoberta de um
agente infeccioso que nio era retido em filtros de porcelana. E uma area
que tem grande importancia nas ciéncias basicas e aplicadas. Sio muitas as
areas de estudo da Virologia. Alem das areas basicas e aplicada podemos
destacar o estudo dos virus bacteridéfagos, aplicagao de virus em novas bio-
tecnologias, Virologia veterinaria, Virologia clinica medica humana, terapia e
desenvolvimento de drogas anti virais, virologia vegetal entre outras. Como
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ja foi apresentado em capitulos anteriores ocorreram profundas mudangas
no curso das civilizacOes, decorrentes das doencas infecciosas, se as doencas
virais representam aproximadamente setenta por cento destas, podemos
afirmar que os virus foram decisivos. Como os virus também servem de
modelos biolégicos sofisticados tornam-se importantes ferramentas para
estudos. Seu monitoramento ambiental com isolamento, identificacao e car-
acterizacdo sao fundamentais para o estabelecimento de politicas nacionais
e internacionais de prevencao de futuras epidemias e pandemias.

RESUMO

Os virus ndo sao considerados organismos vivos. No entanto, quando
penetram em uma célula ocorre a replicagao viral, onde ¢ produzidos no-
vos virus. Os virus podem causar infec¢ao e doenca, da mesma forma que
outros agentes infecciosos como bactérias, fungos e protozoarios. Os virus
podem ser definidos como particulas extremamente pequenas (20 a 100 nm)
parasitas intracelulares obrigatorios, possuem um unico tipo de acido nu-
cléico, DNA ou RNA, possuem uma cobertura protéica (as vezes recoberta
por um envelope de lipideos, proteinas e carboidratos) envolvendo o acido
nucléico, replica-se dentro de células vivas usando o metabolismo de sintese
das células para produzirem novos virus e induzem a sintese de estruturas
especializadas capazes de transferir o acido nucléico viral para outras células.
Os virus possuem um amplo espectro de hospedeiros podendo infectar
de bactérias (bacteribfagos) ao homem, animais e vegetais. Os virus sdao
formados basicamente por acido nucléico, capsideo e envelope. O acido nu-
cléico pode ser DNA ou RNA simples ou duplos. O capsideo ¢ de natureza
protéica sendo constituido por subunidades chamadas de capsémeros. O
envoltério de natureza lipoglicoprotéica tem origem da membrana celular
citoplasmatica, da célula infectada. Quanto a morfologia os virus podem
ser helicoidais, poliédricos e complexos. A taxonomia dos virus é bastante
complexa e se baseia atualmente em: (1) no tipo de acido nucléico, (2) no
modo de replicagao e (3) na morfologia. As principais familias de virus que
infectam o homem e os animais sao: Familia Parvoviridae, Adenoviridae,
Papovaviridae, Poxviridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae, Picornaviridae,
Caliciliridae, Togaviridae, Flaviviridae, Coronaviridae, Rabdoviridae género
Vesiculovirus, Lyssavirus; Filoviridae, Paramixoviridae, Deltaviridae, Ortho-
mixoviridae, Bunyaviridae, Arenaviridae, Retroviridae e Reoviridae. Os virus
bacteri6fagos podem ser isolados da natureza e cultivados em laboratério
tanto em culturas bacterianas em meio liquido em suspensio ou, em meio
semi-solido. O cultivo de um virus animal ¢ limitado pela necessidade de
um tecido vivo em que as células possuam receptores apropriados podemos
utilizar: cultivo de células, animais de laboratério ou ovos embrionados de
galinha ou ganso. Para a identifica¢ao dos virus podemos utilizar: o ELISA,

-y
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Western Blotting, a observacao dos efeitos citopaticos dos virus nas células
hospedeiras e os métodos moleculares modernos como as analises do poli-
morfismo (RFLPs) e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os virus se
replicam por um processo bastante complexo e particular de cada particula,
entretanto observamos cinco estagios comuns a todos os virus: ancoragem
ou aderéncia, penetracao, biossintese, maturacao e liberacao. A replicagao
pode ser litica gerando lise da célula infectado ou lisogénico formando
um genoma proviral que se integra ao genoma da célula hospedeira. As
infec¢oes virais podem ser produtivas, latentes ou persistentes. Infecgoes
produtivas sao aquelas que ocorrem a produgdo de novos virus com a
manifesta¢ao da sindrome sinica. As infec¢Oes latentes sdo aquelas sem a
producao de novos virus e persistentes aquelas com produ¢ao de novos
virus durante toda a vida do hospedeiro. Os prions também sdo estudados
na virologia. O nome prion foi originado da expressao proteinaceous in-
fectious particle (particula protéica infecciosa). Existem, atualmente, nove
doengas animais incluidas nessa categoria. Todas sao doencas neurolégicas
denominadas encefalopatias espongiformes devido ao desenvolvimento de
grandes vactolos no tecido cerebral. Essas doengas sao causadas por uma
glicoproteina normal do hospedeiro denominada Prpc, que é convertida
em uma forma infecciosa denominada prpsc.
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