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Programa — Turma V1 (1° periodo 2019)

18/03 - Introducé&o ao estudo dos virus
Replicacéo Viral

25/03 - Resposta as infeccdes virais
Patogenia das viroses

01/04 - Diagndéstico das viroses
Aula pratica: PCR

08/04 —Prevencéo e Controle das Viroses
Rhabdoviridae

15/04 - 12 VA
Reoviridae

22/04 — Recesso

29/04 — Poxviridae
Paramyxoviridae / Vista da 12 VA

06/05 - Parvoviridae / Coronaviridae
Aula pratica: Elisa

13/05 - Orthomyxoviridae
Discussao do estudo dirigido

20/05 - Dinamica de grupo

27/05 - 28 VA
Herpesviridae

03/06 - Papillomaviridae
Flaviviridae Vista da 22 VA

10/06 - Picornaviridae

17/06 - Retroviridae
Discussao do estudo dirigido

24/06 - Dinamica de grupo
01/07 — 32 VA
08/07 - 22 chamada / Vista da 32 VA

15/07 - VS



Programa — Turma T1 (1° periodo 2019)

19/03 - Introducé&o ao estudo dos virus
Replicacao viral

26/03 - Resposta as infeccdes virais
Patogenia das viroses

02/04 - Diagnostico laboratorial das viroses
Prevencéo e Controle das Viroses

09/04 - Rhabdoviridae
Aula pratica: PCR

16/04 - 1a VA
Reoviridae

23/04 - Feriado

30/04 — Poxviridae
Paramyxoviridae/Vista da 12 VA

07/05 - Parvoviridae / Coronaviridae
Aula pratica: Elisa

14/05 - Orthomyxoviridae
Discusséo do estudo dirigido

21/05 - Dinamicade grupo

28/05 - 22 VA
Herpesviridae

04/06 — Papillomaviridae
Flaviviridae/ Vista da 22 VA

11/06 — Picornaviridae

18/06 - Retroviridae
Discussao do estudo dirigido

25/06 - Dinamica de grupo
02/07 — 32 VA
09/07 - 22 chamada/ Vista da 32 VA

16/07 - VS



Avaliacao: nota 12 VA (VA) - peso 1
nota 2a VA (DG + 22VA) - peso 1
nota 32 VA (DG + 32VA) - peso 1

Média = nota 18VA + nota 28VA + nota 33VA
3

DG = dinamica de grupo: atividade n&do obrigatdria a
ser realizada em sala de aula de acordo com o
cronograma da disciplina- valor de até 0,5 ponto a
somar com a nota da VA

VA: valor =10,0 (dez)



- Primeira Dinamica de grupo

6.Controle vacina

Current status, challenges and
perspectives in the development of
vaccines gainst yellow fever, dengue,

Zika and chikungunya viruses

1. Historico

Yellow fever outbreak in
Brazil: the puzzle of rapid
viral spread and challenges
for immunisation

2. Fatores
ambientais e
climaticos

Behavioral, climatic, and
environmental risk factors for Zika
and Chikungunya virus infections
in Rio de Janeiro, Brazil, 2015-16

5.Controle vetor

Mission Accomplished? We Need a

Arbovirus Guide to the ‘Post Release’ World of
Wolbachia for Aedes-borne Disease

Control

4.Modelo primata

Development of a Zika Virus Infection
Model in Cynomolgus Macaques

3.Doencas
Humanas
emergentes

Mosquito-transmitted viruses
— the great Brazilian challenge



As doengas virais comegaram a ser registradas nas civilizagoes
egipcias...

O Fara6é Ramses V,

que morreu em

O primeiro relato de

uma infeccdo viral: Faraod egipcio (1200-1193 a.C.): 1196 d’C, parac? ter
hieroglifo de Memphis | Mimia mostra perna esquerda conntraldo variola:
(370 a.C.) definhada e pé rigidamente les6es pusliula-res
estendido como ‘“pata de na face da mumia
cavalo”: sequela de
poliomielite?




Caracteristicas dos virus

Extremamente pequenos, nao visualizados em microscopia otica
Parasitas Intracelulares obrigatorios, necessitando de metabolismo

celular ativo para replicacao

Possuem uma unica espécie de acido nucléico: DNA ou RNA

1 micron

Chlamydia m
cm  102m

-3
Pox virus mm 10°m

Hm 10°m
Herpes virus l

nm 10°m
Influenza virus l

Picornavirus (polio) A 10-10m

Bactéria (Staphyllococcus aureus)



Caracteristicas dos virus

Extremamente pequenos, nao visualizados em microscopia otica
Parasitas Intracelulares obrigatorios, necessitando de metabolismo

celular ativo para replicacao

Possuem uma unica espécie de acido nucléico: DNA ou RNA

Bacteria . vjruses

™,

» living organism, unicellular;one cell B th
4 o .+ notliving, no cells

* larger (1000nm) « smaller (20-400nm)

/+ *fission- a form of asexual reproduction  / + can cause disease cducion T o
. * reproduction- invades a hos
* *localized sp.reads by .routs & : cell, taking control and copies
.mugh'"g'snge:'"g' iy | the DNA/RNA destroying the
« usually treated with antibiotics into contact with cotaminated | host call
| animals,people, iteams
* in latin means little stick |« *systemtic

~* does not have a nuclei
‘ - possibility to be vaccinated * antibiotics will not effect the disease

» capable of killing humans * in latin means poison
and raging human health |



Historico

1882: Meyer- Deteccao de particulas nao filtraveis
"“Virus do mosaico do tabaco”

Filtrabilidade dos virus: material filtrado continha um veneno ou
um agente desconhecido tao pequeno que era capaz de atravessar
os poros de um filtro que retinha bactéria

FILTER

Virus = Veneno

1898: Beijenrick - Diluicoes seriadas -

Natureza reprodutiva do agente
“Fluidum vivum contagiosum” =

1898: Loeffler & Frosch =
virus da febre aftosa

1901: Walter Reed =
virus da febre amarela




Historico

1953: W M Stanley et al. cristalizou o virus do mosaico do
tabaco

Evidéncia de estrutura e composicao quimica

1950-1960: Necessidade de classificacao e nomenclatura
universal

Virus = acido nucleico (DNA ou RNA) + proteinas

18 nm

upload.wikimedia.org



Observacao das particulas virais:

= Fonte de elétrons
/

/ Lente condensadora

Espécime

Lente objetiva

e

Imagem a Vifidae (NS-) )

intermediaria

Lente projetora

Lentes de
observagao

Tela fluorescente
ou filme fotografico
(imagem final)

(a)

P
T

Microscopio eletronico

http://www.virology.net/Big_Virology/ Herpesviridae



Historico

Células de linhagem continua o anseneo

Hela

http://www.helacells.com/

SN DESTAQUE DO AND
- VEIA

AVIDA IMORTAL
DE HENRIETTA LACKS

Em 1951, uma mudher negru ¢ humilde morre
de concer; svas celulos ~ retirados tem sou
consentimento ~ sdo mantides vivos, ddo origem
o uma revolugdo no medicine ¢ o uma inddstria
myltimilionario. Mais de vinte anos depois, seus
fithos descobrem a histécio e tém sues vidas
completamente modificades.

| REBECCA SKLOOT Il

o

Y
A 1A% LETRAS




Historico THE HISTORY OF PCR

(Polymerase Chain Reaction)

First reports of replication of single-stranded

- Taq polimerase: DNA polimerase extraida da DNA from a templiate using synthetic primars
and a DNA polymerase,
bactéria Thermus aquaticus, que vive em agua Ty DAS pohymenses, one of e Desr TR

thermophilic bacterial species Thermus agquaticus.

com temperatura de 750C.

PCR technique is invented by Kary B. Mullis.

Introduction of the first thermal cycler
automates the PCR process.

Tag DNA polymerase is named “Molecule
of the Year" by the journal Science,

Kary B, Mullis is awarded the
Nobeal Prize in Chemistry.

»

&
.‘ﬂ:& ~
P o 2
N -

e S8 g

« Karys Muller: Primeira descri¢gdo da PCR no final da década de 80
* Em 1989 o processo foi patenteado

* Nobel de Quimica em 1993
* Usado rotimeiramente nos laboratérios de investigagao médica e biolégica



Estrutura de um virion:

Viral Structure

Capsid (protein sheath) Envelope
‘ protein

\ /

Bacteriophage Tobacco Human
mosaic virus  immunodeficiency
(TMV) virus (HIV)




Estrutura de um virion:

Informacao genética
o Infectividade

O

Genoma DNA ou

RNA
NUCLEOCAPSIDEO o Protecdo do genoma
(todos) Capsideo Proteinas o Uniao a receptores
celulares
o Determinantes
antigénicos
ENVELOPE Lipideos
(alguns) ) , 0 Uniao a receptores
GI|c0|_)ro_te|- celulares
nas virais o Determinantes

antigénicos



Simetria do Capsideo:




Capsideo: Simetria icosaédria (cubica)

Icosaedro: 20 faces (cada face = 1 triangulo equilatero)
12 vértices (cantos)

(a) (b)

pentons

hexons

www.web-books.com

cada face 3 unidades idénticas = 60 sub-unidades

capsomeros




Capsideo: Simetria icosaédria (cubica)

Adenovirus

Base do
Penton

www.web-books.com Adenovirus



Individual capsomers

associate to form disc

Viral RNA

——\ Specific sequence
_ ) element initiates
Y assembly

~ Disc translocates to form
a "lockwasher" structure,
\ beginning of helix

Virion RNA binds
to disc

) Virion RNA loop feeds
through central hole to
continue helix elongation

www.erain.com

Capsideo: Simetria helicoidal

nucleic acid

protein

adapted from:
Klug and Caspar Adv. Virus Res. 7:225

Rhabdoviridae (NS-)



Capsideo: Simetria complexa

Internal Mature Virus External Enveloped Virus
(IMV) (EEV)

Lateral bodies
Surface proteins ds genomic DNA

LB

External membrane

Outer membrane

Inner membrane

Core wall

Poxvirus

www.elu.sgul.ac.uk

Capsid (head)

Bacteriofagos

Sheath

Baseplate

http://microbialuniverse.blogspot.com.br/2012/01/virology.html www.mansfield.ohio-state.edu




Estrutura de um virion:

Envelope:

Camada bilipidica

Glicoproteinas que projetam para o exterior
(peplomeros)

Derivado de membranas celulares com
incorporacao de glicoproteinas codificadas
pelos virus

Enzimas:

Polimerases ou transcriptases necessarias a
replicacao viral


http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.prof2000.pt/users/alcobia/he5a.gif&imgrefurl=http://www.prof2000.pt/users/alcobia/componentes.htm&usg=__9OPqlUlOCN608nhZTPykciPvNik=&h=319&w=316&sz=11&hl=pt-BR&start=62&tbnid=RIo7q0-oQhBzmM:&tbnh=118&tbnw=117&prev=/images%3Fq%3Denvelope%2Bviral%26gbv%3D2%26ndsp%3D20%26hl%3Dpt-BR%26sa%3DN%26start%3D60

Estabilidade da particula viral:

Temperatura

pH

Solventes de lipideos e detergentes = virus envelopados
Hipoclorito de sodio = proteinas

Formaldeido = proteinas

Luz UV = genoma




Variabilidade genética

BEQQMBINANQM

MUTATIONS



Variabilidade genética

Mutation rate (mutations/site/replication)

Retro

ssDNA ' dsDNA |

100 102 104 10-¢ 10-8 10-10

ssDNA . asDNA |

Retro

Substitution rate (substitutions/site/year)

Comparison between viral mutation and substitution rates. The ranges of mutation rates, given as
mutations per site per round of replication, for viruses with different genomic architectures.
www.nature.com/reviews/genetics



Classificacao dos Virus (ICTV)

- ESTRUTURA:

TIPO DE GENOMA, SIMETRIA DO CAPSIDEO,
PRESENCA OU NAO DE ENVELOPE, TAMANHO, FORMA,
ENZIMAS ADICIONAIS, SUSCEPTIBILIDADE A
AGENTES QUIMICOS E FISICOS, ESTRATEGIAS DE
REPLICACAO, QUADROS CLINICOS,
EPIDEMIOLOGIA...:

. FAMILIAS
. GENEROS
. ESPECIES

. SUB-ESPECIES, VARIANTES...



Vorlebrates Bacteria Algae, Fund!

FONALED Danrians
FLANT SCiesce CeNTER

—— International Committee on Taxonomy of Viruses




Replicacao viral

Fases da replicacao viral:

1. Adsorcao

1. Virus attaches

tooa cell.
ot

6. Liberacao Nucleic acid (DNA or RNA)

2. Wirus penetrates cell
rmermbiane and injects
nucleic acid (DM A or
REM&Y into cell.

ot

5. Maturacao | -«

2. Penetracao

i

g, Mew wiral
nucleic: acids are
packaged into wiral particles
and releazed from the cell.

Sr,. 3. Desnudamento

The host cell may be 3. Miral nusledc acid

destroyed in the process,

cellular machinery.

replicates using host 4. Replicagﬁo

http://encarta.msn.com/




1. Adsorcao

> Uniao do virus ao receptor celular

> Receptores: proteinas, carboidratos ou lipideos na
membrana celular

> Suscetibilidade celular = presenca de receptor

Membrane
protein receptor
Viral glycoprotein
Host plasma membrane Host plasma Viral
membrane AN @ envelope off
v & HIV
Membrane % 2 aadionon
. OA dA\ i e
protein . @ . :‘l : P
Rhinovirus capsid e (0 NN o ){\ N e Y
. N AR .l.. (AN ) - X
with capsomeres \ X Bl W s
g 8 N/
G v 4
]
=3
a Q J
"*‘-
=
S, o
(b) =0 Virus envelopado




1. Adsorcao

Tabela 5.1. Receptores celulares e mecanismos de penetracao dos principais virus animais

Herpesviridae

Adenoviridae

Poxviridae

Polyomaviridae

Papillomaviridae

Parvoviridae

Asfarviridae

Herpes simplex

Fseudoraiva

Adenovirus 2

Vaccinia

Sv-40
Papilomavirus
bovino
Farvovirus
canino

Peste suina
africana

Sulfato de heparina/receptor homdlogo
ao fator de necrose tumoral (TNF) e
fator de crescimentonNeuronal (NGF)

Sulfato de heparan (HS),
proteoglicanos (HSPG) e coreceptores

Receptor para adenovirus e
virus Coxsackie B (CAR)

Fator de crescimento epidermal (EGF)

Moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC)
classe |

Integrina -6 e moléculas
semelhantes ao heparan

Receptor da transferrina

nd’

Fusdo na membrana plasmatica

Fusdo na membrana
plasmatica

Endocitose dependente
de clatrina

Membrana plasmatica e/ou
macropinossomo

Endocitose caveolar efou
reticulo endoplasmatico

Endocitose dependente
de clatrina

Endossomos

Endossomos



2. Penetracao

> Entrada do virus na célula

e Translocacao: passagem direta da particula viral através

da membrana celular

e Endocitose mediada por receptor: virus envelopados

virus nao envelopados

e Fusao: somente para virus envelopados



2. Penetracao

Endocitose mediada por receptor: virus envelopados

Apos adsorgao

e TT2Y
Membrana da célula CTTh Golgi
forma uma ve,sicula coated e e, : apparatus
ao redor do virus vesicle - = -
¥ l::f- ]
Vesicula funde com g
endosoma e
Y
virus no endosoma

By

Fusao do envelop WWW.Fsc.org

virus com membrana

do endosoma
Nucleocapsideo viral
no citoplasma



2. Penetracao

Endocitose mediada por receptor: virus nao envelopados

Cell membrami/

%7 S ]’)é\f\ N
%4?‘5?&%

xR

Apos adsorgcao )

Membrana da célula
forma uma vesicula
ao redor do virus

Endocytosis

-200 nm \

Vesicula funde com ) RNA
- : endosoma S /
U Desestruturacao

virus no endosoma do capsideo viral

!

Genoma viral no
citoplasma

microbiologybytes.wordpress.com



2. Penetracao

> Fusao do envelope do virus com a membrana celular: somente
para virus envelopados

= = PENETRATION
Fusao direta do e
envelope do virus com UNCOATING

ApoOs adsorgao
a membrana celular

GO
., - _ :
lv-U-m-l H}-‘HHPHM-[HHH W Pv-%:' ‘E-{HH'-{H}
PN YYETYRYNEY rrw—Y )
® o TN

l

Nucleocapsideo viral
no citoplasma

www.cat.cc.md.us/.../images/u2figbala.jpg

pathmicro.med.sc.edu



3. Desnudamento ou Decapsidacao

> Refere-se a separacao fisica das proteinas do capsideo e genoma
viral. Apés o desnudamento o genoma viral fica livre no citoplasma
ou nucleo da célula para o processo de replicacao viral.

Capsid

Virion
DNA

Adsorption and fusion
with cell membrane

Host ¢

Host cell
nuclear membrane

http://www-micro.msb.le.ac.uk/109/structure.html



4. Replicacao
e Formacao de novas copias do genoma viral
e Sintese das proteinas virais: enzimas associadas ao genoma

proteinas de capsideo

glicoproteinas de envelope



4. Replicacao

Genoma viral

Transcricao dos genes precoces = RNAm early

Proteinas fase precoce (early): proteinas nao estruturais
- param a sintese de acido nucleico e proteinas celulares

- regulam a expressao do genoma viral
- enzimas requeridas para a replicacao do genoma viral

Replicacao do genoma
Transcricao dos genes tardios = RNAm Jate

Proteinas fase tardia (/ate) = proteinas estruturais



De acordo com o tipo de acido nucléico os virus utilizam

diferentes estratégias para assegurar a replicacdao do genoma e a
sintese de proteinas virais, confome o esquema abaixo:

Virus DNA Virus RNA
Poxwviridae Circovindae Wirnus gue realizam Reoviridae Paramyxowviridae Picomawiridao
Adhervownolad Parvowindae transcrigio reversa Birrvawd miooe Orthomyxo wviridae Fiawviridae
Herpeswviridae (Classe 1) (Classe |II) Argnaviridae Calicivin dae
Polyomawiridae . . Rabdowviridae Asrowvindae
Papiliomavindas Hepadravirdae Retrowviridae Bunyaviridae Comnavindae
{Classe I (Classe VII) (Classa V1) Filpwiridae Artenviridae
(Classa V) Togawviridae
(Classe IV)
dsDMNA ssDMNA pdsDMA ssRMA dsRNA ssRNA ssRNA
(+) (+1-) -} (+)
ssDMA
7 dsDNA dsDMNA 4 5 [ rd
dsDMNA
2 3

Tradugao



Virus RNA

Virus DNA

Adsorcao ) .
. Decapsidacao
Penetracao U
Replicacao
Sintese de prot
U
Montagem
Liberaca
< citoplasma
Adsorgao L
~ Decapsidacao
Penetragcao U
Replicagao
Sintese
de prot
Montagem
Liberagao

| nacleo

<&
<«

citoplasma



4. Replicacao

Retrovirus

1. ATTACHMENT 6. RELEASE

HIV Virus
O

rlost Czll

} 5. ASSEMBLY

rlogi DyLA

Vieul DA SR

[/ Ravarsa
g F o Vit
ranseripiss Virzll
FNA
\ HIIVARNAY
§ TSI

o}o Viral proizins
Proviral DA ° <A
Nuslas (5 )

4. BIOSYNTHESIS




5. Maturacao ou Montagem

> Proteinas estruturais se associam espontaneamente =
= onde o acido nucleico é inserido

6. Liberacao

> Virus nao envelopados: Lise da célula

> Virus envelopados: Brotamento = envelope da membrana celular

Exocitose = envelope de membranas internas



6. Liberacao de virus envelopados: Brotamento

13. Virus adquire o
envelope da
membrana celular com
as glicoproteinas virais
inseridas

9. glicoproteinas
na membrana

8. Transporte das
glicoproteinas para a
membrana = Golgi

Rabies virus

Mucleocapsid protein
Lipid hilayer
Matrix protein

\{.:::ption
Budding?@ 0

I (2
Fusion .-
oy

T Progeny capsid
O assembly

Transpu;tf

= protein

Matrix and Viral RNA

f @ nucleocapsid polymerase
Transport @ synthesis Heplinalicm

R‘ Viral mRNA~.

7. Sintese das glicoproteinas =
ribosomas associados ao RER

JJL,W

?m\n

Receptor-hinding
glycopratain

Genome RNA
Viral RNA polymerase

Virus receptor

E i "

Assembly at
membrang

11. Proteinas se
associam ao
genoma viral

a .
|2/} Endocytosis

Matrix protein
~_—— Nutleocapsid

- .
90 & \
Tra nscr;&;;?"\n 3 M

Releass

Cytoplasm

Glycoprotein
synthesis

6. Sintese das proteinas
nao glicosiladas =
ribosomas livres no
citoplasma




o

Spike protein

<\
Viral release

=
?, CEACAM-1 ? t
WA
Uncoating % g o :
D
: - © a
Genomic RNA (positive) \, a/
s gl 8 b7
N N Ny
Translation of ORF1a Exocytosis 1
and ORF1b s
(\ Vcsicle/ RN
NG o3 o
RNA-dependent k = Y
RNA polymerase 13
Iranscription —
Replication I
3’/ M 5'(negative)
Translation
5 El N —S5 ¢
Yl [ —————— NSP

ST m—>Ne

S'EY/

Bl 3'(positive)

AGAL 4

Copyright © 2006 Nature Publi
Nature Reviews | M

6. Liberacao de virus envelopados: Exocitose

N4 Attachment and entry
o . Q, Y

virus é liberado para o meio
extracelular = Exocitose

T

Vesicula contendo virus se funde
com a membrana da célula

T

Virus é transportado pelo
citoplasma através de vesicula

Virus adquire envelope de
membranas intermas



Curva de crescimento dos virus: one-step growth curve

200 — 2]
N
\;¢
@
T Ry
()
% 150 —
(@]
L
)
Q.
32
E::; 100
7]
3
s Latent period
(]
€ 50 .
Eclipse period
l | | | LY
5 10 15 20 25 30

Time in minutes

Periodo de eclipse: periodo em que as particulas virais
nao podem ser detectadas no interior da célula



Interacao Virus - Célula

Morte celular ocorre:
e Inibicao da transcricao do RNA da célula hospedeira

e Inibicao do processamento de RNAmMm célula
hospedeira

e Inibicao da sintese de macromoléculas (proteinas)

e Acimulo de produtos virais (DNA, RNA, proteinas)
que podem ser toxicos para a célula

Outros tipos de interacao virus-célula

e Transformacao celular (HPV)



