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OBJETIVO

Este material de estudo tem o objetivo de servir como texto basico para as disciplinas onde
a virologia faz parte do curriculo. Foi preparado com a colaboracdo de muitos estudantes que
trabalharam (ou ainda trabalham) junto ao Laboratério de Virologia, ou freqlientaram as aulas de
virologia em determinado momento. O texto foi elaborado visando a familiarizacdo do aluno com o
papel dos virus na natureza, em particular daqueles que causam doengas aos homens e animais.



LITERATURA RECOMENDADA [e observacdes]:

Fields Virology (2005) Fields BN, Knipe DM, Howley PM, Chanock RM, Melnick JL, Monath TP,
Roizman B & Straus SE (eds). Fifth edition. Lippincott-Raven. [Este livro é a “Biblia” da virologia;
porém, muito extenso e complexo para estudos de graduacaol.

Virologia Veterinaria (2007) E.F. Flores (org). [Excelente livro, com oOtima parte bésica, em
portugués, e a parte especial dedicada aos virus de interesse veterinario].

Manual of Clinical Microbiology (Publicado pela American Society of General Microbiology, Ultima
edicao 1999). [Otimo em métodos recentes de diagndstico para virologia humana].

Human Virology: A Text for Students of Medicine, Dentistry, and Microbiology (Oxford Medical
Publications) by Leslie Collier and John S. Oxford (Paperback - Oct 1, 1993).

Virology Methods Manual, First Edition by Hillar O. Kangro (Plastic Comb - Jan 15, 1996). [Otimo
para o laboratdrio].

Veterinary Virology, Frederick A. Murphy, E. Paul J. Gibbs, Marian C. Horzinek, and Michael J.
Studdert (Hardcover - Oct 15, 1999).

Human Virology. Leslie Collier and John Oxford (Paperback - Jul 20, 2006).

Clinical Virology by Douglas D. Richman, Richard J. Whitley, and Frederick G. Hayden (Hardcover -
May 2002).

Jawetz, Melnick, & Adelberg's Medical Microbiology (LANGE Basic Science) by Geo. F. Brooks,
Janet S. Butel, Stephen A. Morse, and Geo. Brooks (Paperback - April 2, 2004) [Ou versGes mais
recentes].

Colecdes especificas disponiveis na biblioteca do | CBS ou no Portal periodicos da CAPES:
Revistas e periédicos:
* Virology
* Intervirology
* Archives of Virology
e Journal of General Virology
* Advances in Virus Research
* Virus Research
* Science
* Nature
e e muitas outras !!!

Sites na Word Wide Web:
Sites de busca:
»  Wikipedia; [Muito bom em todos os temas da virologia; muito Util].
* Google: [Digite: "All the Virology on the WWW" ou “ATV"].
Sites:
* www.tulane.edu/~dmsander/www/224/Replication224.html [site relacionado a replicacédo
viral; dentro do "all the virology"]
* www.micro.msb.ac.uk
* www.umu.se/virology/alistair [Site com jogos interativos sobre virologia]
» http://duke.usask.ca [Cursos de virologia, etc, etc]
* http://life.anu.edu.au/viruses/welcome.htm

Obs.: Outros sites foram incluidos nos capitulos apropriados, quando possivel.



Aula 1- HISTORICO DA VIROLOGIA // PRINCIPIOS DE VIROLOGIA BASICA

ATENCAO: CONSULTE O SITE: Introduction to Molecular Virology - Preparado por Ed
Rybicki, Department of Microbiology at the University of Cape Town, South Africa.
www.uct.ac.za/microbiology/tutorial/virtutl.html

OBJETIVOS:
Ao final destas aulas o aluno sera capaz de:

» Reconhecer alguns dos momentos historicos importantes da virologia;

» Reconhecer quais os métodos mais comumente empregados para o estudo, isolamento e
multiplicac¢&o viral;

» Definir o que € um virus e identificar seus componentes essenciais;

» Compreender que existem virus em praticamente todas as espécies, sendo apenas alguns
deles patogénicos.

HISTORICO

e Seculo X A.C.: China: variola (casos pouco documentados, tentativas de imunizagdo com
crostas).

e Século XIV - Holandés voador: Os navios singrando os mares sem tripulacdo — poderiam
ser causados por episddios de febre amarela.

e O velho marinheiro: outra histéria em que os virus desempenham papel.

e Raiva: desde o tempo dos faraés - cdes mordendo pessoas em desenhos nas piramides.

e Século XVIII - Jenner: por volta de 1798:; se torna o pai da vacinacdo => vacina James
Phipps com suspenséo de crostas de “cowpox”.

e Beijerinck (1899): com o virus do Mosaico do Fumo — demonstra que séo agentes filtraveis
e transmissiveis. - € considerado o "pai da virologia".

- Transmissao com filtrados:
"Humores malignos" (= virus)
"contagium vividum fluidum"

» Loeffler & Frosch (1898): (um pouco antes de Beijerinck, mas n&o tdo bem documentado):
demonstraram a filtrabilidade do virus da febre aftosa, primeiro virus de mamiferos
identificado.

» Ellerman & Bang (1908): descobriram que a leucose das aves é uma doenca transmissivel
(causada por um retrovirus!).

 Rous (1911): descobriu o virus do “Sarcoma das aves” (Sarcoma de Rous) (outro
retrovirus!). Mais adiante, 0 mesmo Rous mostrou que um papilomavirus causava cancer
de pele em coelhos.

e Stanley (1935): trabalhando com o virus do mosaico do fumo, observou que em
determinadas situacdes os virus podiam ser cristalizados (e isso gerou um prémio Nobel
para ele, mas também muita confusédo: seriam os virus elementos de transi¢cdo entre os
reinos mineral e animal ?).

EXISTEM VIRUS EM TODAS AS ESPECIES QUE TEM CELULAS :

» Bactérias (bacteri6fagos ou fagos ) — muito utilizados hoje em dia na biologia molecular
para a transferéncia e expresséo de genes;

+ Plantas — uma infinidade de virus afetam vegetais;

* Animais - ONDE SE CONCENTRA ESTE CURSO - neste pequeno numero de virus que
causa doencas em animais, incluindo o homem, claro.

AFINAL, O QUE E UM VIRUS ?

a) Sao microorganismos que se replicam sempre dentro de células vivas

b) Utilizam (em maior ou menor grau) o sistema de sintese das células ;

¢) Induzem a sintese de proteinas capazes de transferir 0 genoma viral para outras
células.



UM VIRUS COMPLETO = UM VIiRION = UMA PARTICULA VIRA L INFECCIOSA
ESTRUTURA DOS VIRUS:

e Genoma ou Nucleo : RNA ou DNA.
Por vezes, o genoma esta envolto
em uma camada de proteinas distinta
do capsideo.

» Capsideo (formado por caps6meros)
O conjunto de nucleo mais capsideo é
denominado nucleocapsideo .

* Envelope (glicoproteinas -> pepldmeros).
Muitas vezes as glicoproteinas formam
"espiculas" (projecOes a partir do envelope)

TIPOS DE ACIDO NUCLEICO VIRAL: Foto-montagem do Dr. Vikram Misra,
Saskatchewan Vet
d FITA SIMPLES de DNA (fSDNA), Med SchooL Canada.

* FITA DUPLA de DNA (fdDNA);
* FITA SIMPLES de RNA (fsRNA);
* FITA DUPLA de RNA (fdDNA).

Os virus que tem seu genoma composto por uma fita simples de RNA pode ainda ser
subdivididos em:
» Virus cujo genoma tem a mesma orientagdo do mRNA, chamado genoma de polaridade
positiva, ou simplesmente genoma de fita simples positiva;
» Virus cujo genoma tem a orientacao inversa do mRNA, chamados de polaridade negativa,
ou genoma de fita simples negativa.

O CAPSIDEO VIRAL:

Composicdo essencialmente protéica. Composto por um nimero variavel de proteinas.
Alguns virus: possuem uma "matriz" protéica, que preenche o espaco entre o genoma e o envelope
(ex. herpesvirus, paramixovirus). Esta matriz, também protéica, exerce fun¢des variaveis dentro da
multiplica¢@o ou encapsidacéo viral.

SIMETRIA DO NUCLEOCAPSIDEO:
» Icosaédrica ou cUbica : picornavirus, parvovirus, adenovirus;
* Helicoidal : rhabdovirus, filovirus, bunyavirus;
e Complexa : somente os poxvirus, mais complexos do que os demais.

Precisamos também saber um pouco sobre quais as

MEDIDAS COMUMENTE USADAS EM VIROLOGIA:
«  MICRON (i) =1/1000 mm (10° mm)
«  NANOMETRO (nm) = 1/1000 000 mm (10°® mm)
« ANGSTROM = 1/10 000 000 mm (10 mm)
«  DALTON ( x 1000= kiloDalton, kDa) = 1.66 x 10 g




Caracteristicas gerais, estrutura e taxonomia viral
Extraido de: http://www.ivis.org/advances/carter/p  artlchapl pt/chapter.asp?la=7

In: A Concise Review of Veterinary Virology, CarterR5 Wise D.J. and Flores E.F. (Eds.).
International Veterinary Information Service, Ithacay Nwww.ivis.org), Last updated: 6-Dec-2004;
A3401.1204.PT

D.J. Wisé, G.R. Cartérand E. F. Florés

1- Department of Biology, Concord University, AtlseiWVest Virginia, USA.
2- Virginia-Maryland Regional College of Veterigadvledicine, Virginia Tech, Blacksburg, Virginia, BS
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Generalidades

» Os virus sdo 0s menores e mais simples microorgancpmeosxistem.

e S&o0 muito menores que células eucariotas e procariotas.

« Ao contrario destas, possuem uma estrutura simplstsca.

* N&o possuem metabolismo proprio.

« Dependem da maquinaria celular para a sua replicagdo sitparaintracelulares
obrigatérios).

 Possuem DNA ou RNA como genoma, mas ndo possuem nibasse outros fatores
necessario para a producéo de proteinas. Por isso nenetaitduncdes e do metabolismo
celular para produzir suas proteinas e se multiplicar.

« O genoma viral, acido ribonucléico (RNA) ou deoxiriboniccié(DNA), codifica as
informac6es minimas para: 1. Assegurar a sua replicac&mpacotar o seu genoma e 3.
Subverter fungdes celulares em seu beneficio.

e Alguns virus infectam células procariotas (bacteri6fggamitros infectam células
eucariotas.

» Alguns virus destroem as células infectadas, produzindongdéades; outros persistem em
estado latente ou persistente na célula; e outros poaesarctransformacao tumoral nas
células infectadas.

Estrutura viral
Os virus sdo compostos, pelo menos, do genoma de acidcouRNA ou DNA e uma cobertura
de proteinas. Muitos virus possuem uma membrana exteri@natidblenominada envelope.

e A cobertura protéica ou capsideo de um virion (virus compatparticula virica) € composta de
cOpias multiplas de uma ou mais tipos de proteinas. Ess@snais se associam entre si, formando
unidades estruturais denominadas capsémeros.

» O conjunto do genoma mais o capsideo de um virion é denonteatecleocapsideo.

»  Os virus mais simples ndo possuem envelope e possuem RBNA de cadeia simples (Fig. 1.1).

* Os virus envelopados contém uma membrana externa queer@cabcleocapsideo (Fig.1.2). Essa
membrana externa (ou envelope) é derivada de membranadutta ligspedeira (nuclear, do
aparelho de Golgi, do reticulo endoplasmatico ou merabpaasmatica). Assim como essas



membranas, o envelope é constituido de uma membranadigigbla com proteinas nela inseridas.
As proteinas do envelope viral séo codificadas pelo seu genoma

e Alguns virus, como os bacteriéfagos, possuem caudas protéicgdexas que sdo necessarias para
a ancoragem e introducéo do genoma viral na célula hospedei

Capsomeres

Nucleccapsid 4

Figura 1-1. Virion sem envelope, com capsideo icosaédrico. Qo auittléico localiza-se no interior do
capsideo. llustracéo cortesia de A. Wayne Roberts.

Capsomeres

Nucleocapsid

Envelope

Figura 1-2. Virion envelopado, com capsideo helicoidal. O acido re@licaliza-se no interior do virion,
como indica a linha pontilhada em forma de espiralifksab na superficia externa do envelope representam
espiculas glicoprotéicas. llustracao cortesia de A.n&&oberts.

O genoma viral
O genoma dos virus é constituido de DNA ou RNA. Nenhumsvdentém DNA e RNA

simultaneamente. O DNA pode ser de fita simples (pamw®we circovirus), fita dupla (poliomavirus,
adenovirus, herpesvirus) ou fita dupla parcial (hepadnavirugen®dma DNA pode ter as suas extremidades



covalentemente ligadas entre si (genoma circular —rpaliirus e circovirus) ou possuir as extremidades
livres (linear — adenovirus, herpesvirus, parvovirus). O gendos poxvirus € DNA de fita dupla linear e
possui as extremidades ligadas entre si.

Todos os genomas virais de RNA séo lineares. A maiteias € RNA de fita simples, poucos
possuem RNA de fita dupla (reovirus, bornavirus). A maidois genomas RNA possui um (nico segmento
(monopartite), enquanto alguns possuem o genoma divididodein segmentos (arenavirus), trés
(bunyavirus), 7 ou 8 (otomyxovirus) ou 10 segmentos (reovi@sjenomas RNA de fita simples podem ser
classificados em:

* RNA de sentido positivo (RNA +): se o RNA gendémicoveede RNA mensageiro e é traduzido
pelos ribossomas da célula hospedeira.

* RNA de sentido negativo (RNA -): se 0 RNA gen6mico énglementar ao RNA que é traduzido, e
por isso ndo pode ser traduzido diretamente pelos rimasso

* Nos arenavirus e bonyavirus, um segmento do RNA gend(sientido negativo) é transcrito e
origina copias de RNA de sentido positivo (que funcionama RNA mensageiro). No entanto,
copias destes RNAs (que seriam de sentido negativo) tarsbérem de mensageiros e sdo
traduzidas. Essa estratégia € denominada de ambissense.

O genoma dos virus pode codificar desde poucas proteinesntife (Polyomavirus, 6 a 7 genes,
5000 nucleotideos de extensdo) até mais de 70 - 100 produtassg@eipesvirus, 60 a 120 genes, 120.000 a
220.000 pares de bases de extensdo). Em geral, 0 genoma doRN#&usdo menores, atingindo uma
extensdo maxima de pouco mais de 30.000 nucleotideos (Corahallima hipotese para explicar isto seria
a de que as polimerases virais de RNA tendem a cometeremas do que as polimerases de DNA no
processo de replicacdo do genoma. Assim, a fidelidadeptieagdio poderia limitar o tamanho do genoma.
Ao contrario, os genomas de virus DNA podem atingir uki800.000 pares de bases, como se observa em
alguns herpesvirus.

O capsideo

A funcéo do capsideo é empacotar e proteger o genoma vaatelarsua transferéncia entre células
e hospedeiros. O capsideo pode ser formado por coOpias lasiltip uma mesma proteina ou por uma
associacdo de vérias proteinas diferentes. Os capsidesguidos por cépias de uma Unica proteina
representam um exemplo de economia genética, poissapemgene pode codificar os produtos necessarios
para construir o capsideo e recobrir completamente 0 genom

e O capsideo de um virus pode possuir varias formas geoméitieasdo caracteristicas de cada
familia viral. Essas incluem:

o0 Capsideo icosaédrico sem envelope (picornavirus, polyomsgvirau envelopado
(herpesvirus). Essa forma geométrica possui vérias faaegulares e angulos (Fig. 1.1.); 0
namero de faces e angulos pode variar de acordo com @o@nipo de associacdo entre
as proteinas estruturais constituintes.

o Capsideo helicoidal, sem envelope (virus do mosaico dodpbaenvelopado (rabdovirus,
paramyxovirus), (Fig. 1.1 e Fig. 1.2.).

e Os virus variam de tamanho, desde os circovirus com 17 - 22 diardetro, até 0os poxvirus, que
podem atingir os 300 nm. Esses virus possuem uma forma evé&tesuficientemente grandes para
serem visiveis sob microscopia Gtica, ao contrariod#gwmsais cuja visualizacdo requer microscopia
eletrénica.

e Varias técnicas tém sido utilizadas para a visualizacaoviilos. A cristalografia de raios X é
utilizada para determinar a estrutura fisica, assim casndimensdes e morfologia das proteinas e
estruturas componentes da particula virica. As infodsm@btidas pelo uso dessa técnica sdo
utilizadas para construir um modelo da estrutura da plartigtal. A microscopia eletrbnica é
utilizada para determinar-se a morfologia dos virus edemtom fins diagnésticos para a deteccéo
de virus em amostras clinicas. No capitulo 2 sdo descdm detalhes os métodos utilizados para a
visualizag&o de virus.

Cinco formas estruturais bésicas
De acordo com a sua morfologia, existem cinco tipascba de estrutura de particulas viricas,
citadas a seguir com exemplos:

» lIcosaédrico sem envelope: adenovirus e picornavirus.



» Helicoidal sem envelope: virus do mosaico do tabaco; e&mshece virus humanos ou animais
com essa estrutura.

» Icosaédrico com envelope: togavirus e flavivirus.

* Helicoidal com envelope: rabdovirus e paramyxovirus.

e Complexos: bacteri6fagos e poxvirus.

Envelope

O envelope viral, presente em virus de algumas famiiagina-se de membranas da célula
hospedeira através de brotamento, que ocorre durante secedesgirions maduros da célula hospedeira. Essa
membrana freqlientemente é derivada de uma regiao da menpeiamatica, mas pode originar-se também
das membranas do aparelho de Golgi, do reticulo endafii@snou da membrana nuclear, dependendo do
virus e do compartimento celular onde ocorre a replicdg@lependentemente de sua origem, o envelope é
composto de uma camada dupla de lipidios — de origem celgtam proteinas associadas. As proteinas do
envelope séo codificadas pelo virus e constituem-se emainaa de glicoproteinas. O nimero de proteinas
do envelope pode variar de uma até mais de dez, dependendasioAgrglicoproteinas do envelope
desempenham varias fun¢bes, incluindo a ancoragem inicialirib;m na célula, penetracdo, fusdo e
disseminacdo do virus entre células. A ancoragem irdoiavirion na superficie da célula requer que o
envelope esteja intacto e que as glicoproteinas estajamsua conformacédo natural. Algumas drogas
antivirais séo dirigidas contra as proteinas do envelguelem reduzir a capacidade dos virus de se ligarem
na célula e iniciarem a infec¢éo, reduzindo assim andetividade.

O processo de brotamento e a conseqliente aquisicdo dmpenpet virions recém-formados podem
ou ndo resultar na destruicdo da célula infectada. Aatifer de um ndmero muito grande de virus
simultaneamente pode comprometer a integridade celutasudtar na morte da célula. Muitas vezes, a
liberagdo da progénie viral € lenta e resulta em excnalccontinua e infecgdo crbnica ou persistente. Ao
contrario dos virus sem envelope, cuja liberacéo é geageres acompanhada de morte celular, o egresso de
virus envelopados é muitas vezes compativel com a sobreldvda célula hospedeira. Portanto, o processo
de brotamento representa um mecanismo de liberacdoginmrairal sem induzir morte celular.

Proteinas virais

O genoma dos virus codifica dois tipos de produtos: as pastestruturais e as ndo-estruturais. As
proteinas estruturais sdo aquelas que fazem parte da esfisitar da particula virica (capsideo, envelope),
enquanto as proteinas ndo-estruturais sdo produzidas dentéluldainfectada e desempenham diferentes
fungBes na replicacdo viral. O niumero de proteinasicad#s pelos virus varia amplamente, desde poucas
até centenas.

As proteinas estruturais incluem aquelas que fazem padapd@eo e associam-se e empacotam o
genoma viral. Em alguns virus envelopados, existe uma camatfdicardenominada tegumento entre o
capsideo e o envelope. As proteinas que compfe o tegumentntasé@b estruturais. As proteinas da
superficie do capsideo e do envelope sao ligantes, quegentereom receptores na superficie da célula
hospedeira. Algumas dessas proteinas (as glicoproteinas)preftessadas no lumen do reticulo
endoplasmatico, onde residuos de acUcar (oligossacar&fms)corporados a cadeia polipeptitica. Essas
proteinas sdo enviadas ao aparelho de Golgi, a vesieatasosas e finalmente se fusionam com a membrana
plasmatica, podendo estar presentes na superficie di& ¢ééfectada. As glicoproteinas do envelope
desempenham papel importante nas interacdes entre assuirias células (ligacdo, penetracdo, fuséo,
disseminacdo entre células) e sdo alvos importapsga anticorpos neutralizantes produzidos pelo
hospedeiro.

As proteinas estruturais sao principalmente enzimasp caquelas envolvidas no processo de
transcricdo do genoma, replicacdo e processament@dnas. Um exemplo de proteina ndo-estrutural € a
transcriptase reversa dos retrovirus, que produz cépias de DNartir de um molde RNA para serem
incorporadas ao genoma da célula hospedeira. Alguns virdgcaodvarias proteinas nao-estruturais que
desempenham papéis acessorios na regulacao da expressacajélica viral, regulacdo das varias etapas
do ciclo replicativo do virus, neutralizacdo dos mecarssd®mdefesa do hospedeiro, transformacgéo celular,
entre outras.

Outros componentes dos virions
Lipidios



Os lipidios presentes nas particulas viricas envelopadadesivadas das membranas celulares. Séo,
em sua maioria fosfolipidios (50 - 60%) e o restantelésterol. O envelope dos virus contém lipidios
derivados das membranas celulares e proteinas codifigedasvirus, as vezes formando projecdes
(espiculas). A composicao lipidica total dos virus empaglos representa aproximadamente 25 a 30% do seu
peso seco. O restante é formado pelo genoma e partegrotéi

Carboidratos

Os carboidratos estdo presentes essencialmenterma e oligossacarideos nas glicoproteinas,
glicolipidios e mucopolissacarideos. A composicéo deo@atos corresponde aproximadamente aquela da
célula hospedeira. No entanto, as glicoproteinas freqiéiente contém uma ligacao glicosidica N- ou O-. Os
carboidratos encontram-se principalmente no envelope.nélgirus complexos contém glicoproteinas
internas ou proteinas glicosiladas também no capsideo.

Taxonomia Viral

Os virus constituem um grupo numeroso e heterogéneal&&ificados em categorias hierarquicas
baseadas em varias caracteristicas. A classifiGacBmamica, ja que novos virus estdo sendo continuamente
descobertos; e novas informacg8es se acumulam sobifeuega conhecidos. A classificagdo e nomenclatura
utilizadas neste texto estavam atualizadas até a suass@bmAs alteracdes mais recentes podem ser
verificadas em informativos peridédicos do Comité Irdefonal para Taxonomia Viral (ICTV). (Disponivel
em amazon.com).

O esquema bésico de classificac@o hierarquica é: Ordeamilia - Subfamilia - Espécie - Cepa /
Tipo. Determinadas caracteristicas virais definem cada dessas categorias taxondmicas. As Ordens
possuem o sufixo: virales; as familias possuem o sufikdae; e 0s géneros e espécies: virus. Uma espécie
de virus é representada por uma linhagem replicativa que ocupsdcho ecoldgico, por exemplo, uma
enfermidade particular.

Os virus sédo classificados em familias com base eitasraaracteristicas. Uma caracteristica basica
€ o tipo de &cido nucléico (DNA ou RNA) e a morfologia,seja, o tamanho e forma do virion, assim como a
presenca ou ndo do envelope. O espectro de hospedeirpsopredades imunoldgicas (sorotipos) também
sdo utilizados. Propriedades fisico-quimicas como amasslecular, densidade, inativacdo térmica,
estabilidade ao pH e sensibilidade a solventes tamb@nti§Zados na classificacéo viral.

Alguns aspectos importantes na taxonomia atual s alé Acido nucléico, se o genoma possuli
cadeia dupla ou simples, a organizacdo dos genes no genarpeesenca de determinados genes. Essas
caracteristicas sao utilizadas para classificarenmsseiras em ordens ou familias. Por exemplo, a ordem
Mononegavirales esta composta pelos virus que possuem o gehArde fita simples, polaridade negativa.
Finalmente, a classificacdo se baseia nas macronedépuoduzidas (proteinas estruturais e enzimas),
propriedades antigénicas e propriedades biolégicas (infemdiwjd capacidade hemaglutinante, etc.).
As vérias familias sdo ordenadas no sumario de acordaas diversas caracteristicas de seu acido nucléico.
Neste poligrafo, as familias sdo apresentadas utiizamdesana ordem apresentada na tabela a seguir. A
tabela 1.1 apresenta informacdes basicas sobre cad#asmancipais categorias taxondmicas virais.

Tabela 1.1. Classificaciio e Caracteristicas Basicas de Virus de Vertebrados |

virus DNA de cadeia simples |

Familia Simetria do capsideo e Subfamilia Géneros Espécies representativas
difimetro do virion (nm)
Circoviridae Icosaédrica; 17-25 Circovirus virus da doenca do bico e
das penas
Gyrovirus Anemia infecciosa das
galinhas
Parvoviridae Icosaédrica: 18-26 Parvovirinae ‘ Parvovirus ” Parvovirus canino e felino |
‘ Erythrovirus ” virus B19 |
‘ Dependovirus ” virus 2 adeno-associado |

virus ADMV-like virus da doenca aleutian
de martas

‘ virus BPV-like ” Parvovirus bovino |




Virus DNA de cadeia dupla

Familia Simetria do Subfamilia Géneros Espécies representativas
capsideo e
diimetro do
virion (nm)
Poxviridae Complexa; Cordopoxvirinae | Orthopoxvirus “ virus da vacina da variola |
140-260
a | Parapoxvirus “ Ort virus |
220-450 | Avipoxvirus “ virus da variola aviaria |
Capripoxvirus virus da variola ovina
Leporipoxvirus virus do mixoma
| Suidpoxvirus “ virus da variola suina |
| Molluscipoxvirus “ virus do molusco contagioso |
Yatapoxvirus virus tumoral dos macacos de
Yaba
Herpesviridae Icosaédrica; 120- || Alfaherpesvirinae Simplexvirus virus do herpes simplex 1
200
Varicellovirus virus da varicela zoster
Marek’s disease- Herpesvirus galideo 2
like virus
Laringo-traqueite Herpesvirus galideo 1
virus
Betaherpesvirinae | Cytomegalovirus “ Herpesvirus humano 35 |
| Muromegalovirus “ Cytomegalovirus murino 1 |
| Roseolovirus “ Herpesvirus humano 6 |
Gammaherpesvirinas || Lymphocryptovirus || virus Epstein-Barr
Rhadinovirus Herpesvirus ovino 2
| Polyomaviridae ” Tcosaédrica; 40-45 " ” Polyomavirs “ virus SV-40 |
| Papillomaviridae ” Icosaédrica; 52-55 " ” Papillomavirus “ Papilomavirus bovino 1 |
Adenoviridae Icosaédrica: 80- | Mastadenovirus “ Adenovirus bovino |
110
Aviadenovirus Adenovirus aviario A
Atadenovirus Adenovirus ovino D
Siadenovirus virus da enterite hemorragica
dos perus
Asfaviridae Complexa; 175- Asfivirus virus da peste suina africana
215
Iridoviridae Icosaédrica; 125- | Ranavirus “ virus das ras 3 |
300
| Lymphocystisvirus “ virus da doenga linfocitica 1 |
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virus DNA e RNA que realizam transcricao reversa

Familia Simetria do capsideo e Subfamilia Géneros Espécies
difimetro do virion (nm) representativas
Hepadnaviridae Icosaédrica; 42-47 | Orthohepadnavirus “ virus da hepatite B |
Avihepadnavirus virus da hepatite B dos
patos
Retroviridae Tcosaédrica: 80-100 | Alfaretrovirus l virus da leucose aviaria |
Betaretrovirus virus da adenomatose
pulmonar ovina
| Gammaretrovirus ” virus da leucemia felina |
| Deltaretrovirus H virus da leucose bovina |
Epsiloretrovirus virus do sarcoma cutaneo
de Walley
Lentivirus virus da imunodeficiéncia
felina
Spumavirus Espuma virus os bovinos
virus RNA de cadeia dupla
Familia Simetria do capsideo e Subfamilia Géneros Espécies representativas
didmetro do virion (nm)
Reoviridae Icosaédrica; 60-80 Orthoreovirus Ortoreovirus dos
mamiferos
[ Orbivirus ” virus da lingua azul
[ Rotavirus ” Rotavirus A
Coltivirus virus da febre dos
carrapatos do Colorado
[ Aquareovirus ” Aquareovirus A
Birnaviridae Icosaédrica: 60-70 Aquabirnavirus virus da pancreatite
infecciosa
Avibirnavirus virus da bursite infecciosa
das aves

11



virus RNA de cadeia simples, polaridade negativa

Familia Simetria do capsideo e Subfamilia Géneros Espécies
diametro do virion representativas
(nm)
Paramyxoviridae Helicoidal: Paramyxovirinae Respirovirus virus da parainfluenza
150-200 bovina 3
a . - .
1000-10.000 l Rubulavirus H Rubulavirus suino |
Morbilivirus virus da cinomose; e do
sarampo
l Henipavirus H virus Hendra |
Avulavirus virus da doenca de
Newcastle
Pneumovirinae Pneumovirus virus sincicial
respiratério humano e
bovino
l Metapneumovirus H Pneumovirus aviario |
Rhabdoviridae Helicoidal: Vesiculovirus virus da estomatite
45-100 vesicular
a
100-430 [ Lyssavirus H virus da raiva |
Ephemerovirus virus da febre efémera
de bovinos
Novirhabdovirus virus da hematopoiese
necrética infecciosa
Orthomyxoviridae Helicoidal: Influenzavirus A virus da influenza (gripe)
80-129 tipo A
a ; - - :
2000 [ Influenzavirus B H virus da mfluenza tipo B |
[ Influenzavirus C H virus da influenza tipo C |
l Thogotovirus H virus Thogoto |
Isavirus virus da anemia
infecciosa dos salmdes
Bunyaviridae Helicoidal: [ Orthobunyavirus H virus de Akabane |
80-100 . .
[ Hantavirus H virus Hantaan |
Nairovirus virus da doenga de
ovelhas de Nairobi
Phlebovirus virus da febre do Vale
Ruft
Bornaviridae Tcosaédrica: Bornavirus virus da doenca de
100-130 Borna
Arenaviridae Helicoidal; 50-300 Arenavirus virus da coriomeningite
linfocitica
Deltavirus H virus da hepatite D
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virus RNA de cadeia simples, polaridade negativa

Familia Simetria do capsideo e Subfamilia Géneros Espécies representativas
didmetro do virion (nm)
Filoviridae Helicoidal; ‘ Marburg-like virus H virus Marburg
80 x 1400 —— ‘
‘ Ebola-like virus H virus Ebola
virus RNA de cadeia simples, polaridade positiva |
Familia Simetria do capsideo e Subfamilia Géneros Espécies representativas
didmetro do virion (nm)
Picornaviridae Icosaédrica: 22-30 [ Enterovirus H virus da poliomielite |
‘ Rhinovirusirus H virus do resfriado |
Cardiovirus virus da
encefalomiocardite
[ Aphtovirus H virus da febre aftosa |
[ Hepatovirus H virus da hepatite A |
[ Parechovirus H Parechovirus humano |
l Erbovirus H virus da rinite eqiiina A |
l Kobuvirus H virus Aichi |
Teschovirus virus da doenca de
Teschen
Caliciviridae Icosaédrica; 35-39 Lagovirus virus da doenca
hemorragica dos coelhos
[ Norovirus H virus Norwalk |
[ Sapovirus H Calicivirus suino |
Vesivirus virns do exantema
vesicular de suinos
Astroviridae Tcosaédrica; 27-30 l Mamastrovirus H Astrovirus humano |

[ Avastrovirus

H Astrovirus do pavio

Coronaviridae Helicoidal; 60-220 Coronavirus virus da bronquite
infecciosa das aves
l Torovirus H Torovirus eqiiino |
Arteriviridae Icosaédrica: 40-60 H Arterivirus H virus da arterite eqiiina |
Togaviridae Icosaédrica: 70 [ Alphavirus H virus Sindbis |
[ Rubivirus H virus da rubéola |
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virus RNA de cadeia simples, polaridade positiva |

Familia Simetria do capsideo e Subfamilia Géneros Espécies representativas
diametro do virion (nm)
Flaviviridae Icosaédrica; 40-60 ‘ Flavivirus H virus da febre amarela |
Pestivirus virus da diarréia viral
bovina

‘ Hepacivirus virus da hepatite C |

Nodaviridae Icosaédrica; 29-32 Betanodavirus virus da necrose do gato
rajado

Particulas viricas atipicas associadas com infecc¢des:

Virions defectivos

Os virions defectivos ou incompletos sdo aqueles cujongemiBo possui um ou mais genes
especificos, devido a mutagdo ou dele¢do. Por isso, sffmares de completar o ciclo replicativo na célula.
No entanto, se a célula for co-infectada com outresvirdenominado virus “helper” (auxiliar) o produto do
gene ausente no virus defectivo € complementado peloavirilar e aquele pode replicar. Para alguns virus,
a quantidade de particulas incompletas ou defectivas produzidaaior do que os virions completos (até
1:1000). A producédo de particulas defectivas é caracteristialyuimas espécies de virus e acredita-se que
possa moderar a severidade da enfermidade clinica in vivuir@ides, que sdo exemplos de virus
defectivos, serdo discutidos a seguir nesse capitulo.

Pseudovirions

Pseudovirions podem ser produzidos durante a replicacdo gurahdo o genoma da célula
hospedeira se fragmenta. Como resultado disso, segni#ntoBlA celular sédo incorporados em particulas
viricas, em substituicdo ao DNA viral. Esses pseudoviriodemdigar-se na célula hospedeira, penetrar,
mas ndo sao capazes de replicar, pois ndo possuem s¥iaisenecessarios.

Prions

Os prions ndo sdo virus. S&o particulas protéicas infasciassociadas a encefalopatias
espongiformes transmissiveis (TSEs) de humanos e aniA®il SEs inlcuem a doenga de Creutzfeldt-Jacob
(CJD) em humanos, scrapie em ovinos e BSE em bovimass e TSEs sdo abordados com mais detalhes no
capitulo 29. Resumidamente, o exame microscopico @ébmerevela grandes vacuolos nas regifes do cortex
e cerebelo, dai a denominacéo de encefalopatia espomgifexames mais detalhados das regides afetadas
revelam depdsitos de fibrilas e placas amildides astamxiaom a proteina prion. Essas enfermidades se
caracterizam pela perda do controle motor, deménciajgi@m inevitavelmente morte. Maiores detalhes da
patogenia ainda ndo sédo conhecidos.

Virdides

Os virdides séo acidos nucléicos de baixo peso moteadanudos, extremamente resistentes ao
calor, a radiacdo ultravioleta e radiacdo ionizantsag&®articulas se compdem exclusivamente de um
fragmento de RNA circular de cadeia simples, com alguegides de cadeia dupla. Os viréides causam, em
sua maioria, doengas em plantas como a doenca do tieb&gitorme da batata.

Virusdides

Os virusoides (também chamados de RNA satélites) siilargs aos viréides, pois sdo segmentos
de 4cido nucléico de baixo peso molecular, extremamesnistentes ao calor e a radia¢des ultravioletas e
ionizantes. No entanto, dependem de um virus auxiliar patea aeplicacdo. Os virusoides replicam no
citoplasma da célula, através de uma polimerase de Rpkdente de RNA.

Nova familia de virus — Mimiviridae

Mimiviridae é uma familia viral que contém apenas membro, Mimivirus. O nome do virus é
derivado do termo "micrébio imitador”. O agente foi desdmbem 1992, infectando um protozoario e até o
presente € 0 maior virus que se conhece, com aproximadad@itnm de didmetro. O capsideo possui
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forma icosaédrica, ndo possui envelope e o genoma émaézula de DNA de cadeia dupla de 1.2 Mb
contendo aproximadamente 1260 genes. A seqiiéncia completaanagdo Mimivirus foi recentemente
publicada (2004).

Glossério

Bacteriéfago:virus que infecta células procariticas e possui muitaacteristicas de virus de
plantas e animais. Requer uma bactéria viva para reséimaziclo reprodutivo.

Brotamento processo através do qual os virus adquirem envelope. Edileata insercdo de
glicoproteinas virais nas membranas da célula hospedssa processo ocorre mais freqlientemente na
membrana plasmaética e confere infectividade ao virus.

Mucopolissacarideouma classe de polissacarideo como heparina, acido higlirénsulfato de
condroitina, que absorvem agua para formar um matepakso, mucdide, gelatinoso.

Oligossacarideoum aclcar que contém um numero pequeno e conhecido de unidedes
monosacarideos.

Obs.: Direiros reservados: este documento esta disp@miveivw. ivis.org. Documentd®®3401.1204.PT.
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MULTIPLICACAO VIRAL

Os virus seguem 0s mesmos principios do dogma central da multiplicacao bioldgica:

DOGMA CENTRAL DA BIOLOGIA
DNA >RNA >PROTEINA

Transcrigédo Tradugéo

Alguns virus podem se utilizar do processo reverso de transcricdo (através da enzima
transcriptase reversa) para originar "copias" de DNA, a partir do RNA viral (ex. HIV).

RNA(viral)------- > DNA >RNA >PROTEINA

Transcrigdo Transcricdo  Tradugdo reversa

Os hepadnavirus (ex. virus da hepatite B) apresentam uma estratégia de multiplicacédo
ainda mais incomum. Embora seu genoma seja de DNA, eles produzem novas cépias de DNA por
transcricao reversa a partir do RNA gerado pelo virus.

DNA(Viral)---------- S =T\ V— > DNA >RNA >PROTEINA

Transcri¢éo Transcri¢éo Transcri¢do Tradugdo reversa

O mRNA é fundamental para produgcdo de proteinas virais. Por isso, o0 mMRNA é
considerado a "chave" da multiplica¢éo viral.

Um virus RNA ¢é dito de "polaridade positiva" quando seu genoma tem a mesma polaridade
ou orientagcdo do mRNA. Em outras palavras, seu genoma pode servir como mRNA e portanto,
iniciar a sintese de proteinas. Virus que possuem genoma de RNA "positivo" possuem o genoma
infeccioso.

Porém, na natureza, nenhum genoma viral é de fato infeccioso, pois necessitamos um
virion (particula viral completa) , para dar inicio a um ciclo replicativo. Como isto se explica?

Em condi¢cbes de laboratdrio, é possivel transferirmos o genoma de um
determinado virus para dentro de uma célula. Um virus cujo genoma € constituido por
RNA de polaridade positiva é capaz de iniciar um ciclo replicativo a partir deste genoma
isolado. Ja os virus cujo genoma é formado por RNA de polaridade negativa necessitam
carregar para dentro da célula uma RNA polimerase RNA(viral)-dependente , enzima
esta que ndo encontra presente nas células e sem a qual ndo pode ser gerado 0 mRNA
viral. Assim, somente com a introdug¢édo do genoma dentro de uma célula, ndo pode ter
inicio um ciclo infeccioso. Portanto, esses virus que contém genoma de RNA de
polaridade negativa necessitam levar junto consigo essa enzima, a qual deve estar
presente nos virions, por ocasido da infeccéo.

ESTAGIOS DO CICLO DE MULTIPLICACAO VIRAL (esquema  geral)
ADSORCAO E PENETRACAO PELO VIRION
DESNUDAMENTO DO ACIDO NUCLEICO VIRAL
SINTESE PRIMARIA DE MRNA
SINTESE PRIMARIA DE PROTEINAS VIRAIS
MULTIPLICAGAO DO GENOMA VIRAL
SINTESE TARDIA DE MRNA
SINTESE TARDIA DE PROTEINAS VIRAIS
MONTAGEM DE VIRIONS NOVOS
LIBERACAO DE VIRIONS DA CELULA

CoNOOR~ONE

Fases:

Primaria ou "early" = periodo antes da replicacdo do acido nucléico, ocorre a producéo de
proteinas ndo estruturais.

Tardia ou "late" => ocorre a producado de proteinas estruturais.
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Replicacéo viral
A replicacdo dos virus é um processo muito complextiverso. Os mecanismos de replicacao

dependem fundamentalmente do tipo de &cido nucléico e dazagfmido genoma de cada virus. Apesar da
diversidade de estratégias de replicacdo, existem vépestas em comum nas diversas etapas de replicagéo.
O ciclo replicativo de todos os virus contém as segslietapas: ligacao/adsorcdo, penetracdo, desnudamento
(se necessario), sintese protéica (expressao génmlaagcao do genoma, montagem e egresso ou liberagéao.

A adsorcao (ou ligacdo) depende da interacao fisica estv&ions e a superficie da célula-alvo. A
adsorcdo é essencialmente uma interacao ligante-oec&umo conseqiiéncia, a especificidade de
células-alvo e de hospedeiros susceptiveis € determbBanaadsorcao/ligacédo a infec¢cdo ndo pode
ocorrer. Por outro lado, nem todos os eventos de @saesultam em infeccdo produtiva. Em
outras palavras, a adsorgao é necessaria, mas ngorasgee a replicacdo ird ocorrer.

Penetragdo refere-se a introducéo do &cido nucléidonaireélula, internalizagdo do nucleocapsideo
via endocitose mediada por receptor, ou fusdo do envelgeomn a membrana plasmatica. Como
resultado, o genoma viral é liberado e se localiza nsdlibu em vesiculas endociticas.

O desnudamento do genoma das proteinas componentes do msitEmrapode necessitar a
participacdo de proteinas celulares ou outros fatoredesbBudamento é um pré-requisito para a
expressdo do genoma. Apds o desnudamento, 0 genoma prosseiglereplicativo ou uma cépia
dele é integrada no cromossoma do hospedeiro e permateete até ser ativado (retrovirus).
Sintese protéica (ou expressdo génica) — O RNA mensag&ian{Ré produzido e traduzido em
proteinas. Independentemente do tipo (DNA ou RNA; cadeplessnou dupla; segmentado ou nao-
segmentado), o genoma deve ser capaz de originar RNAs mersage sejam reconhecidos e
traduzidos pela maquinaria celular de traducéo.
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Como sera descrito para cada grupo de virus, existe um mmeainisco pelo qual a maquinaria
celular torna-se amplamente dedicada a sintese de podtas em detrimento da sintese de
proteinas celulares.

Replicacdo do genoma: o mecanismo de replicacdo depenim die acido nucléico, estrutura e
topologia do genoma. Nos virus mais simples, a re@lcap genoma é uma tarefa executada por
enzimas celulares; outros virus mais complexos cadghifias suas proprias enzimas replicativas.
Maturagdo € a montagem completa das particulas vidcasontagem dos virus ndo-envelopados
consiste primariamente da associacdo do genoma conotafnps que formam o nucleocapsideo.
Esse processo ocorre espontaneamente através @gdeieentre proteinas e entre estas e o genoma.
Na maturacdo dos virus envelopados, 0 nucleocapsideo eadquienvoltério externo (envelope)
qgue consiste de membranas celulares (nuclear, Golgguloe endoplasmatico ou membrana
plasmatica) contendo uma camada dupla de lipidios desivdalaélula e proteinas virais inseridas.
O envelope é adquirido por um processo denominado de "brotdmento

Egresso (liberagdo) dos virions. Na replicacdo dos véosenvelope, milhares de virions recém-
formados sédo liberados pela morte e lise celular. Nos envelopados, a progénie viral é liberada
através de brotamento, sem necessariamente implicana@te celular. No entanto, muitos virus
envelopados também podem ser liberados pela morte e degiatedeacélula.

Replicacdo dos virus DNA

Em geral, os virus DNA replicam no nacleo. Excecd@saspoxvirus e os iridovirus (virus de
insetos e peixes) que utilizam "fabricas" citoplasmaticas

Os virus DNA gque replicam no nuicleo utilizam a RNA polaserdependente de DNA celular para
a transcricdo. A maioria dos poxvirus e iridovirus trazeanscriptases nos virions, o que lhes
permite replicar no citoplasma.

A replicagdo dos virus DNA é semiconservativa e siog&tcom ambas as cadeias sendo replicadas.
Em virus DNA de cadeia dupla, como os adenovirus, a refidicdas duas cadeias ndo segue
necessariamente o0 mesmo mecanismo.

As enzimas DNA polimerases da célula eucariota podmticar genomas pequenos ou médios
(papilomavirus, poliomavirus), enquanto os genomas grandamgate codificam as suas préprias
polimerases (adenovirus, herpesvirus, poxvirus).

A maturacao dos virus DNA (excec¢do dos poxvirus e iridoviresire no nicleo.

As proteinas estruturais sdo transportadas do citoplasmaopaicleo, onde interagem entre si e
com o0 genoma e séo integradas na estrutura do capsideovgle o0 acido nucléico.

Os virus envelopados completam a maturacdo através do éntbama membrana nuclear
(iridovirus) ou da membrana plasmatica.

Replicagdo dos virus DNA de cadeia dupla
Esses incluem as seguintes familias de virus animaisaviAdde, Poxviridae, Iridoviridae,

Herpesviridae, Polyomaviridae, Papillomaviridae e Adenowridiag. 3.1).

Os genomas variam entre 5 - 8 kb (Polyomaviridae) e aeaB800 kb (Poxviridae e Iridoviridae).

Em geral, a replicacdo do genoma ocorre no nucleo,ngimas do hospedeiro (para pequenos virus
como os poliomavirus e papilomavirus) ou por replicasesficadtis pelo virus (adenovirus,
herpesvirus). A replicagdo dos poxvirus e alguns iridoviongsre no citoplasma, resultando na
formacdo de corpusculos de inclusdo que contém as enviragsnecessarias para a replicagéo,
como as polimerases de DNA dependentes de DNA.

O DNA de cadeia dupla pode apresentar-se circular, linedinear com as extremidades ligadas.
Os genomas circulares pequenos sao replicados em dbielp@zional, semelhante ao que ocorre
com os plasmidios. Acredita-se que a replicagdo do DBb\poliomavirus (cadeia dupla circular)
seja mediada por um mecanismo giratério que contém a wridase e ligase. A endonuclease
clivaria uma das cadeias, permitindo a replicacdo de um pegegmento. Esse "corte" seria entdo
reparado (ligado) pela ligase.
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dsDNA Virus Replication
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Figura 3-1. Esquema geral de replicagcao dos virus DNA deacduigla.

Replicagdo dos virus DNA de cadeia simples

Inclui as familias Circoviridae e Parvoviridae de vaanais

Os genomas variam de 3 a 6 kb.

O DNA circular dos circovirus parece ser replicado pomenanismo de "rolling circle".

A replicacdo ocorre no nicleo e envolve a sinteser@decadeia de DNA sentido negativo (DNA -)
para servir de molde para a sintese da cépia gendémica flpblos virions. Esse processo envolve a
producéo transiente de um DNA de cadeia dupla, denominadoncke feplicativa.

A penetracdo do DNA de cadeia simples no nulcleo estimeu "reparo” por enzimas celulares,
originando a forma replicativa (cadeia dupla). No casogdm®mas circulares, a forma replicativa
associa-se com histonas celulares e outras proteiitdeares e passa a ser comportar como um
cromossoma do hospedeiro. Formas lineares possuem mezsanierivados que permitem o
genoma ser replicado sem perda de DNA a cada ciclo deagi.

Os genomas DNA de cadeia simples podem ser lineares daiconcomponente (Parvoviridae) ou
circulares de um unico componente (Circoviridae).

(Fig. 3.2).
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ssDNA Virus Replication
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Figura 3-2. Esquema geral de replicagdo dos virus DNA deacsidgiles.

Virus DNA de cadeia dupla com transcricao reversa

Inclui a familia Hepadnaviridae

O genoma é constituido de uma molécula circular (ndaelente) de DNA parcialmente cadeia
dupla, com 3.2kb.

Apés a penetracdo e desnudamento parcial, o DNA gendpdpnetra no nucleo e a cadeia
incompleta é completada pela DNA polimerase viral e/@imas celulares. Uma vez completada,
uma enzima ligase realiza a ligacao das extremidades.

No ndcleo, o genoma comporta-se como um minicromoss@majugando-se com histonas
celulares. No entanto, as DNA polimerases celulggeseplicam o genoma viral.

O genoma é entdo transcrito em sua integridade, originamd&NAmM com a extensao total do
genoma, denominado de pgRNA (RNA pré-gendmico), que € maiquel@ molde DNA do qual
foi transcrito, devido a adicdo de uma cauda poli-A produBdse intermediario RNA que serve de
molde para o DNA do virion. RNAs mensageiros menoresas@ibém produzidos, dando origem a
polimerase viral e proteinas do capsideo. A montagem pdodaapsideos prossegue.

Algumas coépias do pgRNA sdo encapsidadas nos virions recérados, onde servem de molde
para a polimerase viral sintetizar o cDNA (transcrigrsa). Apos a sintese da primeira cadeia de
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DNA complementar (cDNA), a polimerase degrada o pgRNA sprgiu de molde e sintetiza a
cadeia complementar de DNA. Os virions que séo liberadosétidas por brotamento contém um
genoma DNA de cadeia dupla.

Replicagéo dos virus RNA

A replicacdo da maioria dos virus RNA ocorre estritaimeno citoplasma das células e é
independente da maquinaria nuclear. Excecbes sdo os awmméx que requerem fatores da
transcri¢éo celular e os retrovirus que replicam viantemrnediario DNA.

A ligacdo (adsorcéo) ocorre por interacdes eletrostddotre os virions e os receptores celulares
especificos.

Os virus penetram na célula através de endocitose mepladi@eceptor ou através de fuséo na
membrana celular ou na vesicula endocitica (virus envispa

O desnudamento ocorre no citoplasma, ou durante a passagesio¢acdo) através da membrana
celular, como parece ser o caso dos picornavirus. O RbBAreovirus, no entanto, nunca é
completamente desnudo, permanecendo em particulas pemial desmontadas durante a
transcricdo e replicacao.

O genoma de alguns virus RNA é constituido de uma Unicaut@lde RNA (ndo-segmentados);
em outros constituim-se de mais de um segmento (ségaodn

O RNA de alguns virus animais possui fungcdo de RNA memsagséntido +) e pode ser
diretamente traduzido, enquanto o genoma de outros € sem@ddivo (anti-sense) e deve ser
inicialmente transcrito em RNAs de sentido + por pelimses de RNA dependentes de RNA virais
(transcriptases).

Os retrovirus possuem uma enzima transcriptase reymtadgrase de DNA dependente de RNA),
0 que permite a formac&o de uma molécula de DNA cadeia tiptmediaria (provirus DNA), que
€ incorporada no genoma da célula hospedeira e é subsequeetdnamscrita em RNAs
mensageiros por polimerases de RNA dependentes de DNA plededs.

Em geral, a replicacdo do RNA é semi-conservativa e ssgpela formacdo de um intermediario
replicativo (R1). O R1 consiste do RNA parental que sdevenolde para a transcricdo de varias
cadeias de RNA, que eventualmente se destacam do moldem ske molde para a sintese de RNA
viral.

A replicacdo do RNA de cadeia dupla dos reovirus é consereatissimétrica; apenas uma cadeia é
replicada, ao contrario do DNA de cadeia dupla. O procdssreplicacdo exige polimerases de
RNA dependentes de RNA (replicases) que séo codificadasipes.

A maturacdo ocorre no citoplasma da célula, com o RNA s&associando com as proteinas do
capsideo e formando o nucleocapsideo. Os virus envelopadgdetzom a maturacédo pelo
brotamento na membrana do reticulo endoplasmatico ,llapae Golgi ou membrana plasmatica.

Virus RNA de cadeia dupla

Inclui as seguintes familias de virus: Reoviridae ed®indae.

Os genomas desses virus varia entre 4 a 20 - 27 kb emsdxte

A adsorcéo ocorre via endocitose mediada por receptairidd € parcialmente desnudo e o nucleo
da particula permanece na vesicula endocitica.

A replicacdo é através de mecanismo conservativo; o B&gadeia dupla serve de molde para a
producdo de RNA mensageiro por uma enzima polimerase dedeNéndente de RNA. Grande
parte do restante da replicacédo ainda é pouco conhecida.

A replicagdo ndo envolve a formacédo de intermediéRibs Ndo ocorre a formacdo de RNA de
cadeia dupla no citoplasma da célula infectada hospedeira.

Todos possuem genomas lineares, segmentados. Cada teegonesponde a um RNA mensageiro
monocistronico.

Todos os genomas sao lineares, mas podem ter doisrgegniBirnaviridae) ou varios segmentos
(os reovirus possuem 10 a 12).

(Fig. 3.3).
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Double-stranded RNA Virus Replication
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Figura 3-3. Esquema geral de replicacdo dos virus RNA deacidah.

Virus RNA de cadeia simples, polaridade positiva

Incluem as seguintes familias de virus animais: Calidadr, Picornaviridae, Astroviridae,
Nodaviridae, Flaviviridae, Coronaviridae, Togaviridae esAviridae.

O tamanho do genoma varia entre menos de 5 até mais- B9 2

A penetracdo é via endocitose mediada por receptoioEatvirion € desnudo e o RNA cadeia
simples é liberado no citoplasma.

Os genomas possuem sentido de mensageiro e séo totalmep@c@imente traduzidos em
proteinas na primeira etapa da replicagédo viral.

Os picornavirus e flavivirus possuem um genoma RNA de gatiipositiva como genoma, que se
comporta como um mensageiro policistronico. O genoma rétadiente traduzido em uma
poliproteina extensa, que é processada co- e pés-traduca@oiasnpvoteinas virais por proteases do
hospedeiro e virais.

Os coronavirus apresentam um padrdo complexo de tiggcreenvolvendo vérias etapas de
traducdo para completar o ciclo replicativo.

Possiveis formas de genomas lineares sdo: Unico-segneemt vérias ORFs (togavirus e
calicivirus); Unico segmento com uma Unica ORF (p&weinus); dois segmentos com Unica ORF
(nodavirus).

(Fig. 3.4).
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Positive-Sense ssRNA Virus Replication
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Figura 3-4. Esquema de replicacdo dos virus RNA de cadeiavposi

Virus RNA de cadeia simples, sentido negativo

Inclui as seguintes familias de virus animais: Orthomiyiktae, Rhabdoviridae, Paramyxoviridae,
Bornaviridae, Filoviridae, Deltavirus, Arenaviridae, Bunyalae.

Os genomas variam entre 10 a 14 kb e 11 a 20 kb de extensfo.dSogenomas sédo de sentido
negativo, ndo séo traduzidos diretamente. Por isso,s esf@ls devem trazer a suas
polimerases/replicases nos virions para realizanadrg&o/replicacédo do genoma.

Os ortomixovirus possuem genomas segmentados. O pripassep na replicacdo € a transcricdo
dos RNA de sentido negativo pela polimerase de RNA dependieRBIA viral.

Os rabdovirus possuem genomas ndo-segmentados. A replieagdém requer a transcricdo pela
polimerase de RNA dependente de RNA viral.

No caso dos virus ambissense, a transcriptase écealdifpela regido de; polaridade positiva que
eventualmente mediard a transcrigdo das regides dépdilmnegativa.
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Possiveis arranjamentos gendmicos incluem: segmento @oico ORFs mudltiplas (filovirus,
paramixovirus, rabdovirus), dois segmentos ambissenseayaes), trés segmentos polaridade
negativa ou ambissense (buniavirus) e seis a oito segiertimomixovirus).

Negative-Sense ssRNA Virus Replication
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Figura 3-5. Esquema de replicacao dos virus RNA de cadeiavaega

Virus RNA de cadeia simples, polaridade positiva, com trang¢ao reversa

Inclui os virus de vertebrados da familia Retroviridae

Este genoma viral é formado por copias dipléides de umlécala de RNA de cadeia simples
mantidas juntas por proteinas. Possui cap na extremidagleo@ssui poli-A na extremidade 3’ é
possui quatro regibes codificantes caracteristicas (gagghenv). Essas regides sdo: gag
(antigenos grupo-especifico: genes da proteinas da maitleoproteina, capsideo); pro (gene da
protease); pol (genes da transcriptase reversa e RNAsnW)genes do envelope, que ligam nos
receptores).

A conversdao do RNA em DNA de cadeia simples é mediadaepeleana viral transcriptase reversa.
O DNA cadeia dupla resultante chamado de provirus, érierde integrado aos cromossomas do

hospedeiro pela enzima viral integrase.
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* Uma vez integrado no genoma do hospedeiro, o DNA viral (ouirps) permanece latente até ser
ativado em producédo ativa de virions. O provirus é entisdrito em RNAs mensageiros pela
RNAs polimerase Il celular.

Genética viral

A selecdo natural atuando nos genomas virais durantengo Hos anos tem resultado em grande
diversidade genética para alguns virus. Os genomas \@aisiss chaves para se entender como 0s virus
interagem com as células que eles infectam. O rapidbecimento crescente da genética viral tem levado a
muitas aplicac@es e técnicas muito Uteis. Algumas itaptes areas de interesse séo discutidas a seguir.

Mutacao

Mutacéo € uma alteracéo na seqiiéncia do genoma de um m@aRi®rganismo possui a mutacdo
€ denominado de mutante. A alteracao baseia-se na cofpam@m o virus de campo (virus de referéncia).
Dessa informacéo, cepas (virus de campo de um mesmo tifFas)(soroldgicos ou biolégicos) e variantes
(fenotipicamente diferentes do virus de campo por ragéesticas desconhecidas) podem ser identificados.
MutacBes sdo eventos neutros que podem ser atuados lppfioseatural. Se a mutagcdo aumenta a
sobrevivéncia (transmissdo e replicacdo) do organism@osksui uma vantagem seletiva. Se a mutacao é
prejudicial a multiplicagdo e sobrevivéncia, o organisa eventualmente eliminado da populagdo. Se a
mutacéo ndo altera a sobrevivéncia do organismo sobrexiverseu fenotipo, entdo a mutacdo pode passar
despercebida. Mutacdes podem ocorrer por dois mecanismmntbie mutagfes espontaneas ou mutacdes
induzida.

* Mutagbes espontaneas sdo enddgenas, sendo resultadosddasrpolimerases de DNA e RNA ao
incorporar formas tautoméricas naturais dos nucleotid@esvirus DNA sdo tipicamente mais
geneticamente estaveis do que os virus RNA; a taxa deanuéade 16 a 10™ por nucleotideo
incorporado. Isso se deve, em parte, que as polimeraseNAldr&uentemente possuem alguma
habilidade de correcdo de erros. Os virus RNA sdo coas@&mente menos geneticamente
estaveis, com taxas de mutacdo espontanea ernfrea 100° por nucleotideo incorporado. As
polimerases de RNA tipicamente ndo possuem capacidaaerdedo de erros. Apesar disso, alguns
virus RNA sdo relativamente estaveis geneticamentgoyiils). Acredita-se que esses virus
possuem taxas de mutacao tdo altas como os outros WAysnias sdo tdo precisamente adaptados
para a replicacdo e transmissdo que pequenos errosmmesaitaua eliminagao.

» MutacBes induzidas sdo exdgenas, o resultado da expasiggentes mutagénicos (quimicos ou
radiacdo) que aumentam significativamente a taxa decwi@daquele organismo. Os mutagénicos
guimicos agem ou diretamente nas bases ou indiretaprentecando mal-pareamento de bases. A
radiacao ultravioleta pode provoca a formacdo de dsnéeopirimidina, radiagcdo ionizante pode
danificar o DNA diretamente pela quebra de ligagGes quiricasdiretamente por formar radicais
livres que, por sua vez, danificam o DNA.

Existe uma variedade de fenétipos que sao produzidos coultadesde mutacbes. Alguns dos mais
comuns sao:

Mutacéo de espectro de hospedeiro

Mutacdes que permitem a alterarcdo de hospedeiros de umidativ virus do original associado
com o virus de campo. Esse tipo de alteracdo acreditenrba ocorrido com o parvovirus felino, que
extendeu seu espectro de hospedeiros e tornou-se capaz de aifest

Mutacdes letais condicionais

Inclui uma série de mutacgdes que replicam sob algeowdicdes, afora estas o virus de campo é
capaz de replicacdo, mas o condicional ndo. Exengdosutantes condicionais letais sdo os mutantes
temperatura-sensiveis (TS) e mutantes adaptados ao friantésitemperatura sensiveis tém sido utilizados
na producdo de vacinas e mutantes adaptados ao frio tém adtus ymra analise dos ciclos replicativos
virais.

Mutantes de tamanho/morfologia de placa

Como resultado de mutagdes, esses virus podem produzs pleealiferem daquelas do virus de
campo. Essa informagdo algumas vezes se correlaciomaa dofectividade de uma determinada cepa de
virus.
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Mutacdes nonsense (dmbar)

Refere-se a mutages em ponto que resultam na formagdim cédon stop de tradugdo na posicao
em que um aminodcido é incorporado na proteina do vircardpeo. Como resultado, a proteina é truncada e
geralmente afuncional. A mutagdo mais comum é paraandddG, chamado de ambar.

Mutacdes de delecéo

Séo resultado da perda de nucleotideos em algum local dmaevariando de apenas uma simples
base até secdes inteiras do genoma. Essas podem aeturaimente ou ser produzidas em laboratério, e sao
usadas no desenvolvimento de vatores virais ou para atenwétusrpara vacinas.

Shift e drift antigénicos

Shift antigénico (sem termo equivalente em portuguésjeske a troca de um antigeno associado
com um patdgeno viral devido a aquisicdo de um gene nowiooirttu alteracdo de um gene pré-existente.
Tipicamente, shift antigénico é observado naqueles viruspqesuem genomas segmentados, como 0sS
ortomixovirus, buniavirus e arenavirus. A coinfeccdo de céhsla com dois isolados numa mesma célula
pode resultar no empacotamento de genomas misturadcesdomrtiguns segmentos de um virus e outros do
outro virus.

Drift antigénico refere-se é o resultado da acumuldedmutacdes em ponto (substituicbes simples
de bases) e tem sido identificada como o0 mecanismoiads@om a varia¢do antigénica observada nos virus
da influenza e pode ser o mecanismo responsével pela vdadbibbservada nos rinovirus.

Interagdes entre dois virus

InfecgBes com dois ou mais virus diferentes sabidanpaatem ocorrer na natureza como também
em cultivo. Essas sdo chamadas infecgBes mistas pedeftar em novas combinagéoes virais e originar
novas variantes dos virus. A seguir sdo descritas algdasagteracdes que podem ocorrer em infecgdes
mistas:

Complementacgéo

A complementagdo pode ocorrer durante uma infecgaa emistque um dos virus é deficiente em
um dos seus produtos génicos. Sem essa proteina, o vieumeapaz de ser transmitido e replicar e seria,
portanto uma particula defectiva. Numa infeccdo mistap segundo virus envolvido sintetiza o produto
(complementa o defeito), a particula defectiva é cdpazompletar o processo de transmissao e replicacao.
Na natureza, complementacéo ocorre com o virusoide i hepatite D. O virusoide é defectivo em um
antigeno de superficie que € provido pelo virus da hepatiteiffezpdes mistas.

Recombinagéo

Recombinacdo genética é a troca de um segmento deamgtarético entre dois cromossomas
virais em locais onde existe grande homologia. Comoltaeley a progénie é diferente dos dois virus
parentais. A recombinacdo é frequente em virus DNA e mas RNA que possuem uma fase de DNA
(retrovirus). Atualmente, trés mecanismos de recombirjaddacam identificados:

Recombinacéo intramolecular

Recombinagdo que é mediada por enzimas celulares entreedjides de uma Unica molécula de
DNA de cadeia simples, resultando numa alca da regt@omediaria, liberando uma molécula de DNA
cadeia dupla menor e uma molécula separada de DNA dexchgda. O reverso dessa reacdo também pode
ocorrer, resultando na integracdo de uma molécula de &idAaia dupla em uma outra molécula de DNA
cadeia dupla. Esse tipo de recombinacéo ocorre tipicaraentérus DNA ndo-segmentados.

Recombinacédo por escolha-de-cdpia

Recombinagdo genética em que a nova molécula de &acidéicousiurge pela replicacdo de
determinadas partes de cada molécula parental e pela rdiarefitre as duas (maternal e parental). Esse
mecanismo € pouco conhecido e ocorre em virus RNA naoesggdos.

Ressortimento
Ocorre em infecgbes mistas com variantes virais gssuamn genomas segmentados infectando a
mesma célula. A progénie viral pode conter alguns segmdetam parente e outros do outro parente. Esse é
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um processo efetivo que ocorre em ortomixovirus, reqvdmgnavirus e buniavirus. Esse mecanismo nao é
bem entendido. O ressortimento tem sido implicadopasezimento de cepas novas altamente virulentas do
virus da influenza durante o século 20.

Reativagdo genética

E um caso especial de recombinacdo/ressortimento que @m infeccdes mistas quando um ou 0s
dois virus sdo nao-infecciosos. A progénie resultante demi@nacdo ou ressortimento pode ser agora
infecciosa e contém marcadores dos dois parentaippedasaum dos parentais era defectivo, o processo é
chamado de reativacdo cruzada ou resgate de marcador. ddés odrus eram defectivos, o processo €
chamado de reativagdo multipla.

Mistura fenotipica

Mistura fenotipica € um exemplo de interacao nao @enéntre dois virus. Como resultado de uma
infeccdo mista, a progénie individual possui proteinasitesais (envelope, capsideo) de um ou de ambos os
parentais. O genoma de um dos virus parentais pode seridadapesm um dos trés tipos de capsideo
(envelopes), originando seis tipos de progénie. Portantqyatife e o gendtipo de muitos desses virions
progénie ndo se correspondem.

Aplicacdes da genética viral: terapia genética e vacinas recomhintes

Possivelmente as duas mais intrigantes aplicacdesoloecimento adquirido sobre replicacéo e
genética viral sdo a terapia genética e o desenvolvimentaaeas recombinantes. Essas técnicas sao
altamente promissoras para o desenvolvimento de novaaégiis para doengcas genéticas e conferir
protecdo contra doengas humanas e animais.

Terapia genética

A terapia genética € baseada no uso de virus sem propsegatbgénica, mas retendo a sua
habilidade de seletivamente interagir com e transmitirs sgenes (mais outros genes geneticamente
manipulados) a células e tecidos especificos do hospedeiro.

Os retrovirus séo excelentes meios para a entregends para células-alvo do hospedeiro. A forma
DNA dupla cadeia de seu genoma € estavel e integra-sedaté ao genoma do hospedeiro. Os virus sao
manipulados geneticamente de modo que, uma vez o provirustegfado ao genoma, ele ndo seja capaz de
replicar.

Freglientemente isso significa o uso de virus auxiliares faailitar a entrada inicial do virus
manipulado nas células, através de complementacaolitditegdo desse método de terapia genética é a que
em alguns casos o0 gene em questdo necessita estar peasdéotias as células do hospedeiro e ndo somente
em um grupo seleto de células e tecidos. Os retrovirussidonutilizados em terapia genética para a
incorporacdo do gene da deaminase de adenina (ADA) nas aidukistema imune de pacientes com a
sindrome de imuodeficiéncia ADA. Além dos retrovirus, algouisos virus atualmente sendo pesquisados
para uso potencial como vetores em terapia genéticassaenovirus, virus adeno-associados (parvovirus) e
herpesvirus.

Vacinas recombinantes
Os trés tipos de vacinas preparadas com técnicas de ragégpglenética sdo discutidos no capitulo
6. Algumas dessas vacinas ja estdo em uso para prevemgadagdricas humanas e animais.

Glossério

AmbissenseRefere-se a um genomas RNA que contém seqiiénciamatieas que sdo ambos
sentido positivo (pode ser usado diretamente como mermagesentido negativo (deve ser transcrito para
produzir RNA mensageiro).

Replicacdo conservativikeplicacdo de DNA e RNA de cadeias duplas de maneirasjoadaias
originais ndo se tornam parte de cadeia recém-formada.

Vesicula endociticaZesicula formada no processo de endocitose, o engolfamervirus, que pode
ser mediada por receptores de superficie ou por interac@esnalarana celular.

Membrana do GolgiMembranas associadas com o aparelho de Golgi nas céldasiotas. O
aparelho de Golgi recebe lipidios e proteinas recératgiados do reticulo endoplasmatico, e modifica - os
guimicamente e 0s envia aos locais apropriados da célula.
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Corpusculos de inclusdésses representam "fabricas" de virus nas quais os acidiéicos ou
proteinas virais estdo sendo sintetizados.

Ligase:Enzima do hospedeiro que produz ligagbes covalentes nos éxidigicos associadas com
guebras na cadeia backbone de agucar-fosfato.

MonocistrénicoContém informagao para um s6 gene ou produto génico.

N&o-segmentado&enoma contendo apenas um segmento.

Genomas multi-componenté&senomas que possuem mais de uma molécula de acido nwdéico
genoma.

Mutagenos:Agentes fisicos ou quimicos que aumentam a taxa de mutagd&NA de um
organismo.

DNA de polaridade negativ®NA cuja transcricdo ndo origina moléculas de RNAs ppeem ser
diretamente traduzidos como RNAs mensageiros. E o moldeapariacdo de genomas RNA de sentido
negativo.

Policistronico:Que contém informagao para varios genes ou produtos génicos.

DNA de polaridade (sentido) positiv@NA cuja transcrigdo origina os genomas RNA de polagdad
positiva ou que podem ser usados diretamente como mensageir

Transcriptase reversnzima viral que usa RNA como molde para produzir DNA.

Replicacdo semi-conservativReplicacdo de RNA ou DNA de cadeia dupla na qual as cadeias
originais (uma original, outra recém-sintetizada) tonmarte das recém-produzidas progénie DNA ou RNA
de cadeia dupla.

Nao-segmentado&enomas que possuem uma Unica molécula de acido nudéicogenoma.

TautdmerosFormas isoméricas de compostos organicos e quando daisdisiem em equilibrio é
referido como tautomerismo.

TranscriptaseEnzima viral capaz de usar uma molécula de RNA comdermdra transcri¢ao.

Virus de campaO virus natural, esses virus sao usados como cepas deadiefgrdra comparacao
com mutantes e variantes de um virus particular.

Direitos reservados: este documento esta disponivel emiwsorg. Documento nim. A3403.0205.PT
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Defesas do hospedeiro

Efeitos imunologicos das infecgdes virais
Glossério

Assim como os virus, que pela sua capacidade de infettkasog iniciar a replicacdo mediada pelo
hospedeiro sdo capazes de causar doencgas, 0 hospedeswas aslulas possuem alguns mecanismos para
prevenir, minimizar ou conter infeccdes virais. Estdtofipdiscute essas defesas, desde as respostasinatas
barreiras protetoras até a resposta imunoldgica espedd resultado da interacdo entre o hospedeiro e o
virus pode se refletir na caracteristica da doenca.

A tabela 5.1 lista os mecanismos do sistema imunolédictospedeiro e os aspectos do ciclo
replicativo viral aos quais estes séo dirigidos.

Tabela 5.1. Interacdes entre as defesas do hospedeiro e o virus.

|
Tipo de defesa ” Defesa efetora ” Alvo efetor ‘
‘ Febre ” Replicacdo viral ‘
‘ Inflamacao ” Replicacdo viral ‘
Resposta imune inespecifica ‘ Interferons ” Replicacdo viral ‘
‘ Células NK* ” Células infectadas com virus ‘
‘ Fagocitose “ Particulas viricas ‘
Anticorpos Particulas viricas, células

infectadas com virus

Resposta especifica humoral
Particulas viricas, células

Sistema complemento . ;
infectadas com virus

‘ Linfocitos citotoxicos ” Células infectadas com virus ‘

Células infectadas com virus,

Resposta imunoldgica celular || Macréfagos ativados . .
particulas viricas

‘ ADCC** “ Células infectadas com virus ‘

* NK= Células "assassinas por natureza" (natural killer).
** ADCC= Citotoxicidade celular dependente de anticorpos.

29



Defesas do hospedeiro
Barreiras fisicas e quimicas
As barreiras fisicas e quimicas fazem parte da resposta ou natural, sendo inerentes a cada

hospedeiro ao nascer. Essas barreiras previnem ounfingitanfeccdo. Qualquer comprometimento na
integridade de uma dessas barreiras permite ao virus smoaage células do hospedeiro. Por outro lado,
devido ao seu ciclo replicativo, alguns virus sdo capazebrdpassar essas barreiras facilmente.

» Pele: A pele € uma barreira eficiente contra muitas irfiesg inclusive contra aquelas
viricas. Isto € porque a pele é composta, em parte pdaséhortas, queratinizadas, que
ndo suportam replicagdo viral. Para ultrapassar esszirBaos virus necessitam penetrar
mais profundamente no epitélio através de cortes, qdaimas ou picadas de insetos.

« Membranas mucosa&ssas agem como barreiras fisicas, prevenindo o adi&sto as
células do hospedeiro. Alternativamente, 0 muco interfemra a ligacdo dos virus as
células fornecendo receptores virais no muco. Por ereroplparamixovirus ligam-se em
receptores acido-sidlico associados com as células adpedieiro. A presenca de
glicoproteinas com residuos de &cido sialico no mucdaéntéecom essa ligagdo.

» Epitélio ciliado: A acdo combinada dos cilios com o muco nos epitébadith o
movimento fisico dos virus apreendidos para fora do coegoizindo a sua infectividade.
Os seguintes fatores sdo associados com a penetregse arreira: volume do indculo,
tamanho da goticula, corrente de ar, umidade e temperatura.

* pH acido:O pH &cido do trato gastrointestinal (pH 2) rapidamensmatara as proteinas
associadas com muitos virus. No entanto, os entaseinseguem suportar esse pH ou
usam a exposicdo a ele para facilitar o desnudamentsine sasrem infecciosos no trato
digestivo.

» L&grimas:Estas proporcionam lavagem continua para minimizar gidada de particulas
viricas disponiveis para infectar as células da conjuntiva.

» Auséncia de receptordsso envolve o0 espectro de hospedeiros ou receptoresfiegisede
tecidos. Se o receptor necessario para a ligagdo dondioussta presente, entdo a infec¢éo
ndo pode ocorrer.

Respostas inespecificas
As respostas inespecificas ocorrem em qualquer infeccdd. Hissas respostas servem

principalmente para limitar a disseminacéo do virus arghotsitio de infec¢do, impedir a replicagédo viral e
auxiliar a resposta imunologica especifica num ataqeeidhado contra o virus.

Febre Inibe a replicagcdo viral estimulando outros mecanisimasnolégicos e reduzindo assim a
replicacdo viral. Além disso, a temperatura alta tampéde inativar diretamente as particulas viricas. A
importancia da febre isoladamente durante a infeccdondmaé conhecida.

Inflamacéo: Refere-se a resposta inespecifica local, caracterpaddiperemia, edema, calor e dor.
Neutrofilos e macréfagos sao recrutados para a aremdafpelas citoquinas. Esse recrutamento auxilia
na limitacdo da infeccdo. A producdo continua de citoguena recrutamento de células continuam até
que o antigeno é efetivamente neutralizado. O repardutdceéntdo comeca a ocorrer. Em algumas
situagOes, a resposta inflamatoria se torna crémigantdo a imunopatologia induzida pelo virus.
Interferons (IFN):E um grupo de glicoproteinas hospedeiro-especificas, que irb@mlicacdo viral
através da degradacdo de RNAs mensageiros virais e inibigatraducdo de proteinas virais.
Adicionalmente, os IFNs conferem resisténcia anghas células vizinhas. Existem trés tipos principais
de IFNs produzidos pelo organismo: alfa, beta e gamma. KBsdFa e beta sdo chamados interferons
tipo | e estdo envolvidos na resposta inata ou inespecid&N gamma estd envolvido na resposta
imunolégica especifica e serd abordado posteriormbiitis. alfa e beta atuam especificamente inibindo
a traducado de proteinas virais, tendo pouco efeito na tradigc@mteinas celulares. Esse fendmeno é
denominado inibicao seletiva. RNAs mensageiros viraisreéanhecidos por seqiiéncias nucleotidicas
especificas do virus que ndo sédo encontradas nas célsfaedbmas. Além disso, o IFN estimula a
expressdo de moléculas do complexo maior de histocdidaiie classe (MHC-I) e Il (MHC-II) na
superficie das células do hospedeiro. Isso facilita @nrerimento das células infectadas e o
desencadeamento de uma resposta imunolégica especifi@alas infectadas pelo virus.
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 IFEN alfa Estavel a pH 2; a sua produgdo € induzida por produtos daagdplicziral (virus RNA
estimulam mais do que virus DNA) e RNA de cadeia dugla.t8&mbém conhecidos como interferons de
leucdcitos.

» |EN beta:Estavel a pH 2; producéo induzida por produtos da replicagigvirus RNA estimulam mais
do que virus DNA) e RNA de cadeia dupla. S&o também conheaddws|ENs de fibroblastos.

e Células NK (natural killer) Sdo células brancas do sangue, da linhagem linfopoi&aa.também
chamadas de terceira populagdo de linfocitos (T, B g bulas nulas ou linfécitos grandes granulares.
Alguns virus, como partede seu ciclo replicativo, reduaeexpressdo de moléculas de MHC-I pela
célula infectada. As células NK reconhecem as céfjlasdo expressam ou expressam menos MHC-I e
as destroem por apoptose. Portanto, elas identifican@t@m células infectadas por virus. As células NK
destroem células infectadas através de mecanimos setaslhams utilizados pelos linfoécitos T
citotoxicos, descritos a seguir. Sdo também importambeseconhecimento e destruicdo de células
tumorais.

» FagocitoseAcao dos macrdfagos e neutréfilos ao internalizéesgruir particulas virais. Os macrofagos
se tornam ativados (mais eficientes para capturar eudgstm resposta ao IFN gamma e outras
citoquinas.

+ Cascata do complementA:maioria dos virus ndo é capaz de ativar o compleneitovia alternativa.

No entanto, como a via classica utiliza a interagétc@ po-antigeno para desencadear a cascata, esse
mecanismo pode facilmente lisar particulas viricasidatinfectadas.

Resposta imunolégica especifica

A resposta imunologica especifica € moldada e dirigispecificamente contra o respectivo
patégeno. Leva varios dias a varias semanas parassavidver. Portanto, o organismo depende das
respostas inespecificas para limitar a infeccdo até qoecanismos especificos tenham sido produzidos. A
resposta imunoldgica especifica pode ser humoral (proddedanticorpos) ou mediada por células. Em
algumas situagdes, a infeccao viral resulta em imunimggaiccaracteristica ou induz imunossupressao.

Resposta imunoldgica humoral

A resposta imune humoral envolve a producao de anticegpexificos contra antigenos especificos
virais pelos plasmoécitos, que séo derivados dos lin@toA estimulacdo da producédo de anticorpos € o
mecanismo primario envolvido na recuperacdo de infeccdes, vem particular das infecgdes viricas
citoliticas acompanhadas de viremia e infec¢Bes viraicédidas epiteliais superficiais. Os anticorpos
produzidos podem ou ndo possuir atividade neutralizante aati-eom base na sua interacdo com as
particulas viricas e nos seus efeitos no ciclo replica

Na maioria dos casos, a producao de anticorpos é résulta infec¢éo viral. Isto é imunidade ativa.
Alternativamente, um hospedeiro pode receber anticongefopnados de um individuo recuperado. Isto é
um exemplo de imunidade passiva. Anticorpos pré-formadpadinistrados a individuos que possam ter
sido expostos a um determinado virus, como o virus da raaanas sdo discutidas no capitulo 6.

e Anticorpos neutralizantesSdo anticorpos que interferem com a capacidade dos virusgreme
replicar nas células. Eles podem interferir com ackg do virus no receptor, penetracdo e/ou
desnudamento. Além disso, sdo capazes de danificar o enwdopdrus com o auxilio do
complemento (via classica). Anticorpos neutralizasEs mais efetivos no momento da infec¢éo ou
durante a viremia.

» Anticorpos ndo-neutralizantedNdo possuem atividade neutralizante direta, mas auxikam
controlar/combater a infec¢do por outros mecanismmepcaumentando a degradacdo dos virions
por exemplo. Adicionalmente, podem servir de opsoninasaareentar a eficiéncia de fagocitose
de particulas viricas. Anticorpos antivirais que se ligapnadeinas virais na superficie de células
infectadas podem também desencadear a cascata do coniplentevar a lise celular mediada por
complemento.

Resposta imunolégica mediada por células

A imunidade mediada por células (IMC) envolve a acdlidédcitos T citotoxicos, citotoxicidade
celular mediada por anticorpos (ADCC), acdo das céNla® macréfagos ativados. A IMC representa o
mecanismo de defesa mais importante em infeccdes tdditiedis nas quais as membranas das células
infectadas sédo alteradas pelo virus.
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» Linfocitos T citotoxicos Sao linfocitos T especificos que reconhecem antigenais associados
com moléculas do MHC-I na superficie da maioria daslaglinfectadas. Esses linfocitos T
possuem um antigeno de superficie chamado de CD8. A idedlagacélulas infectadas como os
linfécitos T citotoxicos resulta na liberagdo de perfsipelo linfocito T, que produzem poros na
membrana da célula infectada. Também liberadas pelositog0r citotdxicos sdo as granzimas, um
grupo de protease de serina. A acdo conjuntayeimas e perforinas resulta na destruicdo das
células infectadas. Além disso, os linfocitos citotogiativam a proteina FAS, que induz apoptose
nas células infectadas com virus.

» Citotoxicidade celular dependente de anticorpo (AD(RBfere-se a uma resposta imune na qual
células infectadas por virus séo recobertas por anticerpmream-se alvos para ataque das células
do sistema imune como células NK, macréfagos e ndagof

» Linfocitos T auxiliares Esses linfécitos T possuem o antigeno de superficie G&dl.capazes de
reconhecer antigenos protéicos associados a molémulsi$iC-1l, que sdo encontrados apenas em
alguns tipos de células, como macréfagos, linfocitos Bélalas dendriticas. Os linfocitos T
auxiliares coordenam a resposta imune especifica agerRosi através da secrecdo de citoquinas
gue estimulam a producao de anticorpos pelos linfécitosBtimwam producdo de resposta imune
mediada por células.

Efeitos imunoldgicos da infecgéo viral
S&o dos resultados das interacdes entre o sistamalingico do hospedeiro e a replicagdo viral.

Imunopatologia induzida por virus

Imunopatologia induzida por virus é o dano tecidual reseltdatresposta imunolégica contra o
virus. Essa imunopatologia pode resultar de varias gitesaimunologicas, como complexos antigeno-
anticorpo e lesbes teciduais devidos aos linfocitos dtéeiicos, anticorpos ou complemento. O tipo e
localizagdo da imunopatologia depende da infeccéo virglagticular. Alguns exemplos de imunopatologia
produzida por virus sao:

» Uveite anteriarComplexos antigeno-anticorpo se depositam no oltiopidando inflamacéo local
gue resulta em uveite anterior. Além disso, compléxases que permanecem na circulacdo se
depositam nos rins, resultando em imunopatologia e gldomefrite. Isto é freqlientemente
observado durante o estagio de convalescenca da hepfatitEddsa canina.

» Coriomeningite linfociticaCausada por um arenavirus de camundongos, que resulta esriesé
sistema nervoso central (SNC) resultado da destruigcélulas infectadas por virus, pelos
linfécitos T citotoxicos. A encefalite dos cdes velhebus da cinomose, um paramyxovirus) &
similar em sua patogenia, pois a imunopatologia é ezkulla resposta imunolégica mediada por
células contra a infeccao viral persistente.

» Virus da hepatite B das marmotas e dos p&oande parte da lesdo hepética associada com essas
infeccBes sdo atribuidas a continua acdo dos linfTitoitotoxicos dCD8+ destruindo hepatdcitos
infectados, e ndo a acao direta do virus em si.

Imunossupresséo induzida por virus

Alguns virus, como resultado da replicagdo, deprimem a sespmunolégica do hospedeiro, e
assim sdo capazes de estabelecer a infeccdo. Imuresssigorinduzida por virus pode ocorrer tanto em
infeccdes liticas como em infecgbes ndo liticasefifentemente observada como conseqiiéncia de infeccbes
viricas que envolvem infeccao de linfécitos, como a irffeqeelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
virus da imunodeficiéncia felina (FIV).

Escape do sistema imune

Alguns virus pelo seu mecanismo de replicagdo utilizadaadazes de escapar do sistema imune
do hospedeiro. Existem véarios mecanismos através dos gtaigoide ocorrer durante a infeccdo. Alguns
exemplos incluem a infeccdo de sitios imunolégicos deilgmio, variabilidade antigénica dos virions,
inibicdo do IFN-beta, reducdo da expressdo de MHC-I, @mbdp processamento de peptideos e expressao
de estruturas homélogas as do sistema imunolégicos $tiinoldégicos de privilégio sdo aqueles tecidos do
corpo que ndo estdo em contato direto com a circulagiotanto ficam separados do sistema imunolégico.
Esses incluem o cérebro, testiculos, prostata, @ mimlho e as bolsas da bochecha dos hamsters.

A producdo de substancias/estruturas homdlogas as do sistensaincluem:
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» O citomegalovirus produz glicoproteinas que sdo analogasaaees de Fc da IgG.
e O virus do fiboroma Shope produz um analogo do receptor alodatnecrose tumoral (TNF).
* O virus do Epstein-Barr produz um analogo da interleucina-10)i|

Os topicos sobre variabilidade antigénica (Capituloe8igao da expressdo do MHC-I (Capitulo 4)
e inibicdo do interferon-beta (ver acima neste chy)ija foram abordados.

A laténcia (herpesvirus, retrovirus) também é um merande escape imunoldgico.

Os adenovirus produzem pequenos segmentos de RNA que blogaizagado dos interferons.

Glossario
Via alternativa do complement®ia de ativagdo do complemento no qualo componente €l®atlo e o
complexo C5-C9 é formado sem a necessidade do C1, C2 d&G4equer anticorpos.
Complexo antigeno-anticorpdE um complexo macromolecular formado pela interagimeddfica entre
anticorpo e antigeno. Também chamado de complexos imunes
Via classica do complement&érie de reacdes enzimaticas-substrato de ativsegfieencial desencadeada
por complexos antigeno-anticorpo e envolvendo todos opamntes do complemento.
Citoguinas:Moléculas soltveis que mediam intera¢des entreatlul
Proteina FAS:Proteina transmembrana do tipo 1 da superfamilia receptdatdr de necrose tumoral
(TNFR). E expressa em varios tipos de células incluindelas da linhagem mieloide.
Interleukin (1L)-10: Citoquina que pode reduzir a resposta imune contra virusnilgilzio da producao de
IFN-gamma.
OpsoninaSubstancias que liga-se a particulas, incluindo microorgasjdacilitando a sua fagocitose.
Fator de necrose tumoralitoquina produzida por mondcitos/macréfagos (TNF-alfajgeins linfocitos T
(TNF-beta). Séo diretamente toxicos para células neogéas sdo também envolvidas na inflamacéo.

Direiros reservados: este documento esta disponivel emiwswarg. Documento nim. A3405.0305.PT
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Generalidades

Prevencdo de infec¢es

O Unico método seguro de evitar a infeccdo viral é eamiterposicdo. Na prética, isso pode ser
obtido permitindo a convivéncia apenas de animais sem eiddémexposicdes prévias. Esse contato restrito
é referido como "rebanho fechado". Para manter efetimtamesse status fechado, todos 0os novos animais
anexados ao rebanho e animais que vao a exposicdes-feras sky isolados dos demais por pelo menos 2 a
3 semanas.

Durante esse periodo, estes animais sdo monitoradosineasaclinicos e testados sorologicamente
para evidéncia da infeccdo. Prevenir a infeccao atrda ésstricdo de contato é um método efetivo em areas
onde certos agentes, sdo relativamente raros, magrétichvel em areas onde esses virus sdo endémicos.
Nesses casos, 0s esforcos devem ser redirecionadogpreaemir-se a doenca, ao invés de evitar-se a
infeccéo.

Controle de infeccdo e doenca

O fundamental para o controle de infec¢fes e enfermida@és sdo boas praticas manejo. Fatores
de estresse desempenham importantes papéis predispondo af a@nimfeccdo e na disseminagdo da
enfermidade. Particularmente importantes sdo os estremssociados a subnutricdo, superpopulagdo e
alojamento em condigBes sem ventilagc&o.

As praticas de manejo devem incluir medidas prevenpess proteger os fetos e recém-nascidos.
Alguns virus que produzem infec¢des subclinicas ou levesnamaia adultos podem causar abortos ou
doenca grave em neonatos (exemplo: parvovirus em yulimi@o, esforcos devem ser feitos para restringir o
contato de fémeas prenhes e recém nascidos com oninesisa E também muito importante se assegurar
gue os recém-nascidos recebem colostro, que contémrpatogue conferirdo protecdo durante as primeiras
semanas de vida.

Outro aspecto de bom manejo é a necessidade de minonizatato entre diferentes espécies de
animais, pois alguns virus causam infec¢des inaparentafgamas espécies e doenca grave em outras. Um
exemplo é o virus da pseudo-raiva, que causa infecgfes staxkEm suinos adultos, mas é freqiientemente
fatal para leitdes, ovinos, cées e gatos.

Limpeza e desinfeccéo rigorosos, uso de aventais limpgaedilivios, sdo essenciais para evitar a
disseminacao de virus através de fomites (Tabela 6.8s Esgs do manejo devem ser praticados sempre,
mas especialmente durante surtos da doenca. Quando umosarte, todos os animais devem ser
submetidos a quarentena (isolados e observados) e,sElmdiratados sintomaticamente.

Por exemplo:
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» Receber a necessaéria fluidoterapia de suporte, comoig@&pate liquidos, em casos de diarréia
severa.

* Solucdo aquosa de hipoclorito de sédio é efetiva na desiofedfer tabela 6.1 para outros
desinfetantes.

e Tratamento com antibiéticos pode ser recomendada para&niresontaminacdes bacterianas
secundarias.

‘ Tabela 6.1. Alguns desinfetantes comerciais comuns com atividade antiviral®

Derivados do fenol

Lysol, Dettol,
Staphene, Sudol

instrumentos com lentes

Maos, mesas de exame,
gaiolas, outras superficies

‘ Desinfetante H Exemplos ” Usos Observacoes
Alcool Etanol. Mios, termometros Acdo virucida moderada a 7 - 80%:; etanol é
isopropanol preferivel
Clorohexidina Hibitane, Varios usos, incluindo Tolerante & presenca de compostos
Nolvasan mesas de exame, gaiolas e organicos, fluidos corporais: caro
superficies
Detergentes Betadine, Agua de beber, alimentos e Aco baseada na liberacio do iodo e acdo
iodoforos Wescadine, utensilios, estabulos, detergente; menos afetada por altos niveis de
Redene desinfeccio localizada. proteina; caros
Diéxido de etileno Para materiais sensiveis ao Disponivel como gas comprimido a 10%
calor com 90% CO 2: sendo é téxico e explosivo
Formaldeido Formalina Lavanderia e superficies de || Pequeno poder de penetracio: pode causar
cama: como vapor para hipersensibilidade irritante
outras superficies
Glutaraldeido Cidex Esterilizacfo a frio para Solucdo a 2% tamponada com bicarbonato

de sodio: virucida (10 minutos, pH 7.5 - 8.5);
caro

Solucdo aquosa a 2.5%: eficacia é
dependente da concentra ¢do e temperatura:
alto contetido de proteina reduz a eficdcia

Compostos de
amoénia quatern aria

Zephiran,
Roccal, Savlon

O Zephiran (cloreto de
benzalc énio) € utilizado
para feridas

Ineficaz contra muitos virus: alto contetido
protéico reduz a efic dcia

Hipoclorito de Chlorox, O mesmo dos detergentes Altamente eficaz, a¢gio rdpida; proteina alta
sodio Chlorise 1odoforos reduz eficacia; wrritante; barato

*Informac¢des aplicdveis 4 maioria dos virus, porém ha excecdes.

Vacinas

Em algumas situacdes a ocorréncia de doenca pode senigeeatravés de vacinagdo. Embora a
vacinacdo ndo necessariamente previna a infeccéosibibescdo prévia do sistema imunolégico permite
uma resposta rapida e eliminagdo do virus, antes que a amengg ou fazendo com que a doenca seja leve
e de curta duragdo. De fato, a vacinagdo € o métodoeresiiso e com melhor relagdo custo-beneficio em
salide animal. Existem dois tipos principais de vacinas deaiso veterinario: que sdo amplamente utilizada
na pratica veterinaria as produzidas com o virus mantaiifado); e aquelas produzidas com o virus vivo
modificado (atenuado).

Vacinas virais mortasconsistem do virus, geralmente cultivado em cultiviolae ou em ovos
embrionados e posteriormente inativado quimicamentecipalmente por formalina ou beta-propiolactona.
Essas vacinas geralmente contém adjuvantes para &srnéxis imunogénicas. Vacinas inativadas
normalmente requerem mais de uma dose para induzir imunidaeleacinacdes periddicas para manter
imunidade adequada. As vacinas inativadas geralmente indumenidade que € menos protetiva e de
duracdo mais curta que aquela induzida pelas vacinas vivas mdagicvantagens das vacinas inativadas:
nao revertem a viruléncia e séo seguras para uso eradérenhes e em animais imunodeprimidos.

Vacinas vivas modificada€onsistem de virus tornados menos virulentos por algumdmétsso
geralmente obtido através de mudltiplas passagens emosuttelulares, ovos embrionados ou animais de
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laboratério. Os virus também podem ser atenuados peladetis; genes especificos responsaveis pela
viruléncia. A manipulacdo genética de virus foi utilizada poduzir uma vacina atenuada contra a pseudo-
raiva. Vacinas atenuadas geralmente conferem longa ingignigeois a vacinagcdo mimetiza a infeccao
natural. Uma vacina adequadamente atenuada ndo deve causga ¢hms animais vacinados; mas
potencialmente pode causar doenca em individuos imunocomffosneti em fetos. Algumas vacinas vivas
modificadas podem ser administradas pelas vias oral, maggenital (prepucial, vaginal) onde irdo induzir
resposta humoral secretoria local (IgA). A principal detagem das vacinas atenuadas € a possibilidade de
causarem sinais clinicos suaves, infec¢des fetais ketaisisco do virus atenuado reverter a viruléncia. O
virus vacinal atenuado pode ser transmitido a animais etatoo

Varios novos métodos tém sido explorados no esfbegoroduzir vacinas mais seguras e eficientes.
Alguns desses métodos sdo descritos a seguir:

Vacinas de subunidadeE um tipo de vacina inativada que contém porcdes (protdiagsentos)
do virus, necessarios para induzir imunidade.

Peptideos sintéticosSao produzidas através de sintese quimica de pequenosiseg(peptideos)
de proteinas virais e utilizadas como vacinas de subunidadeafinadas.

Vacinas recombinantesExistem trés tipos principais:

Proteinas recombinante3:gene do antigeno viral de interesse é clonado e o ébiN#oduzido no
genoma de bactérias ou leveduras através de um plasqudiproduzem a proteina em grandes quantidades.
Esse antigeno é entdo utilizado como vacina.

Vetores virais:O gene (ou genes) de um virus grande (geralmente um poxaftasovirus,
herpesvirus) é deletado e substituido por um gene (genespdijtieacn o antigeno desejado; o Gltimo &
introduzido no animal e expresso nas células infectada&u® que carrega o gene do antigeno desejado é
chamado de vetor.

Vacinas com delecdes de gerlégm virus virulento é tornado menos virulento pela deletsigenes
ou pela substituicdo de regibes-chave nos genes comroatesial genético. Varias vacinas recombinantes
estdo sendo usadas, incluindo a proteina do virus da hepateréssa em levedura; proteina do virus da
raiva expressa no virus vaccinia; proteinas F e HA diausinomose inseridos no genoma do poxvirus do
canario.

Vacinas anti-idiotipicas Vacinas anti-idiotipicas sdo produzidas em duas etapiasmlmente, o
antigeno é introduzido num organismo para induzir a respmstaoldgica. Esses anticorpos sdo entdo
utilizados para imunizar um segundo animal, contra o qudligreesposta imune. Alguns desses anticorpos
possuem as caracteristicas do antigeno original. Esesrpos sdo chamados de anti-idiotipicos. Até o

presente, vacinas anti-idiotipicas tém sido apenaad@sexperimentalmente.

Vacinas de DNA Nesta estratégia, o gene viral (ou genes virais) dgeanttiprotéico é introduzido
no individuo por um plasmideo, estimulando uma respogezifisa e protetora de anticorpos. Até o presente
esse tipo de vacina tem sido utilizado experimentalmé&mbeesfor¢cos para se obter uma vacina efetiva para
prevenir uma pandemia potencial de influenza, a estratégiacitea de DNA esta sendo investigada. A sua
eficacia em induzir uma resposta imunoldgica apropriadahemanos deve ainda ser estabelecida. No
entanto, uma vacina de DNA j& foi licenciada nos Estaditidos para a prevencdo da infeccao pelo virus do
Nilo Ocidental em equinos.

Vacinas com marcadores antigénicosEssas vacinas Unicas sao defectivas em uma proteina ou
possuem uma proteina a mais do que ndo esta presente mariginad. Dessa forma, a proteina a menos ou
a mais pode servir de marcador para o virus vacinal. Istitpguara os testes diagndsticos a diferenciacdo
soroldgica entre animais vacinados e animais infecta@sstestes soroldgicos diagnoésticos detectam
anticorpos contra o virus de campo, mas nao contra ® wainal alterado. Os métodos utilizados para criar
vacinas de marcadores sé@o a delecdo de genes (falta detioegeou a producéo de vacinas de subunidade
(peptideo novo). Vacinas diferenciais estdo comereialendisponiveis para o virus da pseudo-raiva (gene
deletado) e herpesvirus bovino tipo 1 (gene deletado) es@sit@o atualmente sendo produzidas ou em testes
para outras doencas.

Vacinagdoin ovo
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Esse tipo de vacinacdo é utilizado para a prevencdo egadde Marek. Ovos embrionados sao
inoculados com o uso de um aparelho automatico aos 4 8elimcubacéo. Esse procedimento, que é seguro
e eficaz, também é utilizado para vacinar contra agoiitminfecciosa e bursite infeciosa. Em geral, vacinas
eficazes sdo disponiveis para os virus que possuem um ou fipasamntigénicos e que podem ser obtidos
em grande quantidade para a producdo de vacinas. Curiosaéndetéjo a grande variabilidade antigénica
do virus que a composicdo da vacina contra a influenza hunegessita ser regularmente (anualmente)
alterada, de acordo com as cepas circulantes.

Imunizacgao passiva

Imunizacdo passiva refere-se a transferéncia de gikopara um animal ndo imune. As
imunoglobulinas presentes no soro imune contém aptisoneutralizantes que previnem a ligacdo do virus
as células susceptiveis. Imunidade passiva natural maleéebimento de anticorpos maternos via placenta
(IgG), colostro (IgG), ou amnio da gema do ovo (lgY). Cebédmento de quantidades insuficientes de
anticorpos maternos pode resultar em morbilidade e ldada altas por varias doencgas viricas de animais
jovens. Na prética clinica, as imunoglobulinas saolgerse administradas antes da exposi¢cdo ou durante o
periodo de incubagédo para alterar o curso da infeccaesdwati(produzido em animais doadores) protege por
um periodo curto de tempo e possui uso limitado na prewetigddoencas viricas. Anti-soro tem sido
utilizado para prevenir a cinomose canina, panleucopenia telitenca do Nilo Ocidental em eqiinos. Em
algumas criagdes de eqliinos e bovinos, armazenagemadtrea posterior administracdo a neonatos €
utilizado para aumentar a sua imunidade.

Imunidade de rebanho

Esse fenbmeno ocorre quando uma propor¢éo suficierteigiemde de uma populagéo (“rebanho™)
foi imunizada e portanto é imune a um determinado Vifosindividuo que eventualmente ndo esteja imune
contra o agente fica protegido, pois o restante dmhebé incapaz de transmitir o virus. Para ser efaiva,
vacina em questdo deve prevenir a doenca causada pelo @rggaetransmissdo. Um efeito semelhante
podem ser visto em doencgas naturais, se a maioria da pfputacupera-se da doenca e fica imune por
longo tempo, alguns poucos animais que ndo tenham sidoamdscficam protegidos pela imunidade de
rebanho desde que n do haja reservatorios animais noeebanh

Drogas antivirais

Drogas antivirais possuem uso muito restrito em vetégin&o entanto, € provavel que algumas
drogas que sé&o efetivas contra virus humanos possaamg®m efetivas contra virus homdlogos de animais.
Essas drogas podem ser classificadas em duas categorigsaisj de acordo com o seu mecanismo de agéo.
Essas séo as drogas analogas de nucleosideos e ooteagiodas de nucleosideos discutidas abaixo.

Em 2006, o CDC relatou que uma cepa do virus da influenza huiparA desenvolveu resisténcia
a duas drogas anti-virais comumente utilizadas, rimargagliamantadina. A cepa H3N2, predominante na
estacdo da gripe, anteriormente e rotineiramente trataaessas drogas, havia desenvolvido resisténcia.
Essa informacéo indica a necessidade do desenvolvimemtmgas antivirais adicionais e possivelmente a
necessidade do uso de um coquetel de drogas para o tratdmérftoenza.

Nucleosideos inibidores
Tabela 6.2 — Propriedades de alguns nucleosideos inibidores.
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Tabela 6.2. Propriedades de alguns nucleosideos inibidores
Nucleosideo . . e .
R Tipo de anialogo Virus-alvo
inibidor
Aciclovir Analogo da guanosina Virus do herpes simplex
Virus da varicella zoster
‘ Ganciclovir ” Analogo da guanosina ‘ Citomegalovirus ‘
Cidofovir Analogo da citosina Citomegaloviius
Papilomavirus humano
‘ Vidarabine ” Adenina com arabinose ‘ Os herpesvirus ‘
‘ Tododeoxiuridina ” Timidina: iodo no lugar do grupo metil ‘ Virus do herpes simplex ‘
Trifluorotimidina Analogo da timidina; 3 atomos de fltor no local de 3 atomos || Virus do herpes simplex
de hidrogénio
Azidotimidina Timidina: grupo azida no lugar da 3’OH da ribose Virus da imunodeficiéncia
humana
Dideoxiinosina Inosina sem o grupo 3 "OH Virus da imunodeficiéncia
humana
Dideoxicitidina Citosina sem o grupo 3’OH Virus da imunodeficiéncia
humana
Stavudina Timdina Virus da imunodeficiéncia
humana
Lamivudina Citosina Virus da imunodeficiéncia
humana
Virus da hepatite B
Abacavir Analogo da guanosina Virus da imunodeficiéncia
humana
‘ Tabela 6.2. Propriedades de alguns nucleosideos inibidores ‘
‘ Nucleosideo inibidor ” Tipo de analogo Virus-alve ‘
‘ Tenofovir ” Andlogo da adenosina monofosfato Virus da imunodeficiéncia humana ‘
Ribavirina Andlogo do precursor da guanina Virus respiratério sincicial
Virus da influenza B

Varias drogas antivirais comerciais sdo analogos destmagleosideos, que interferem com a acao
das polimerase de acido nucléico virais. Os mais comunsasi&loguanosina (aciclovir), dihidroxipropoxi-
metilguanina (ganciclovir), adeninaarabinosida (vidarabine) e midina (zidovudine). Veja a Tabela 6.2
para uma lista de alguns nucleosideos inibidores e osodnig os quais eles sdo utilizados. As drogas
antivirais ndo possuem amplo uso em medicina veteri@réiclovir é eficaz contra herpesvirus e tém sido
utilizado no tratamento de infec¢édo ocular por herpesveimi gatos. Essa droga também tem sido utilizada
para tratar preventivamente passaros psitacideos cartenhaen sido expostos ao herpesvirus.

Inibidores n&o-nucleosideos

Interferons e drogas antivirais tém sido utilizados mateatamento de algumas infecc¢des virais
especificas. Os interferons foram discutidos no clapfu Possuem fungdo antiviral importante, pois
aparecem cedo na infec¢do e desempenham um papel impogaeiiperacdo. O mecanismo de acéo € a
inibicdo da sintese de proteinas virais. O tratament@nimais com IFNs exdgenos ndo é praticado
amplamente pela falta de IFNs espécie-especificosofnts IFNs ndo sejam necessariamente hospedeiro
espécie-especificos, a sua acdo depende de interagbe®ga@ptores especificos nas superficie celular. O
IFN-alfa humano, disponivel no comércio como de DNAnaiginante, possui alguma atividade cruzada com
outras espécies e tem sido utilizado para tratar oradngeibs infectados com o virus da leucemia felina.
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e Além dos IFNs, outras drogas que inibem a traducdo de RNAns & a fomiversina e
methisazona. A fomiversina (Vitravene) € uma moléalda DNA antisense que bloqueia a
replicacdo do citomegalovirus. A methisazona (N-metiédbesemicarbazone) é especifica para
RNAmM dos poxvirus.

e A amantadina (Symmetrel) e rimantadina (Flumadingerierem com a penetracdo e/ou
desnudamento de alguns virus envelopados, mas € eficaz apetnasocvirus da influenza A em
humanos. Essas drogas ndo sdo comumente utilizad&tJAos

e Saquinavir (Invirase), indinavir (Crixivan), ritonavir (Na) e nelfinavir (Viracept) séo inibidores
de proteases virais. Elas atuam ligando-se no sitio déivproteases, impedindo a enzima de clivar
outras proteinas. Essas droguas séo freqlientemente asilizacho parte do coquetel de drogas no
tratamento do HIV em humanos.

e Zanamivir (Relenza) e oseltamivir (Tamiflu) inibenlilzeracdo do virus das células hospedeiras.
Sao especificos para a proteina neuraminidase do virus daz#jumpedem a liberagéo do virus e
portanto limitam a disseminacé&o do virus.

Glossario

Adjuvantes:Sao substancias ou formulagdes quimicas utilizadas pamangar a resposta imune
contra vacinas inativadas. Atuam pela retencéo/depod@@#mundgeno no local da inoculagdo, retardando a
sua eliminacao (efeit@epot) e consequentemente retardando a sua liberacdo; o tempstichellacdo
antigénica é prolongado e conseqlentemente aumentado. Adgijinsntes podem também estimular
macroéfagos, linfécitos e outras células envolvidasespasta imunoldgica. Sais de metais, como aqueles de
aluminio, emulsdes de 6leo (adjuvante de Freund)suwlas lipidicas sintéticas (lipossomas) sdo também
usados como adjuvantes.

NeuraminidaseGlicoproteina presente como proje¢do na superficierextw envelope dos virus
da influenza. Cliva um inibidor da proteina hemaglutinina do dausfluenza.

Direitos reservados: este documento estd disponivel eww.iws.org. Documento num.
A3406.0306.PT
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Vérios métodos para 0 armazenamento, visualizacao,ifipeapdto (direta e indireta) e propagacéo
de virus foram desenvolvidos. Existem também métodos parmli@acdo do diagndstico de doencas
produzidas pela infe¢cdes viricas, muitos deles sdo baseaddsstes soroldgicos, os quais detectam a

resposta do hospedeiro ao agente.

Historicamente foi observado que alguns agente causadm@sencas poderiam passar através de
filtros nos quais as bactérias eram retidas. Os filgagmndo inoculados em meios seletivos para bactérias
apresentavam resultado negativo para esse microorgarpem@n mantinham a capacidade infectante e
eventualmente continham virus. Normalmente ndo é pbsdigervar os virus com o uso de microscopio
Optico, com execcdo dos poxvirus. A visualizacdo de plasicviricas somente pode ser feita com o uso de
microscopio eletrénico. Alguns métodos bésicos apleg@doa o estudo de virus serdo descritos abaixo.

Tabela 2.1. Importantes propriedades biologicas e fisico-quimicas de virus envelopados e
nao-envelopados.

Caracteristicas Virus nio envelopados | Virus envelopados
Radiacdo ultravioleta Sensivel | Sensivel
Radiacio gamma | Sensivel H Sensivel ‘
Termoestabilidade | Termoestavel H Termosensivel ‘
Susceptibilidade aos cristais de gelo Nio I Extensiva

Inativacdo por solventes lipidicos e
detergentes

Nio ‘ Sim

Como discutido anteriormente, existe uma considerdvetsidade nas caracteristicas fisicas dos
virus de animais. A principal caracteristica que reflettivarsidade viral € a presenca ou auséncia do
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envelope. Como demonstrado na Tabela 2.1, os virus ndamgeades de uma maneira geral sdo sensiveis a
radiacao ultravioleta, relativamente termoestavaiseeptiveis a danos produzidos pelos cristais de gelo.

Devido a presenca de camada lipidica que compde o pavelml, os virus envelopados séo
inativados por solventes lipidicos (cloroférmio e tedetergentes (deoxicolato), séo sensiveis as radia¢cfes
ultravioletas e gama, relativamente termosensiveigis facilmente danificados por cristais de gelo do que
0s virus que nao possuem envelope.

Métodos de propagacao viral
Para o isolamento, caracterizacéo, identificagmducéo de vacinas uma consideravel quantidade
de particulas viricas é geralmente necessaria. Isscspodbtido pela através de técnicas de propagacéo.

Inoculacdo de animais

Durante muito tempo a inoculacdo de susceptiveis foalmaneira de se obter grande quantidades
de virus. Atualmente, o uso de animais para multiplicatifiwirus € limitada devido a questbes éticas.
Somente utiliza-se animais para a amplificacdo virah pjueles virus que apresentam dificuldade de
adaptacdo ao cultivo celular. Por exemplo, cepas vadoavirus da Enterite Hemorragica dos Perus podem
ser propagadas em animais ou em cultivo celular. No tentaruso de amostras oriundas do bago de aves
parece ser mais empregada.

Com o proposito de diagndstico, a inoculacdo de anipmale ser utilizada, em amostras suspeitas
de raiva utiliza-se a inoculagdo de camundongos lactantes

Inoculacdo de ovos embrionados

Previamente ao desenvolvimento das técnicas de culliviargeo uso de ovos embrionados para a
propagacéo viral foi umas das primeiras alternativas ahn§io se utilizava animais. A inoculagdo em ovos
embrionados é um método amplamente utilizado para agac@a de virus influenza tipo A e a maioria de
virus aviarios. Esse sistema pode ser empregado paraendiégéo de alguns virus que produzem lesdes
semelhantes, como virus do cowpox e do pseudocowpox. Natendédguns virus de mamiferos, como o
virus da Lingua Azul, se adaptam bem a esse sistema quendraatente utilizado para propagacéo,
diagnéstico e pesquisa.

Algumas consideracfes devem ser tomadas quando do empsegdéimica, dentre elas a presenca
de anticorpos maternais (IgY) no saco da gema. Devidmadsndicado o uso de ovos oriundos de criatorios
SPF (specific pathogen-free — livres de patdégenos espsagifitoconstante passagem de viroses em ovos
embrionados também é uma técnica de atenuacdo que pogdicsetaapara a obtencado de amostras virais
utilizadas em vacinas vivas modificadas.

Cultura de células e tecidos

A cultura de tecidos refere-se ao crescimento e magadette tecidos vivos in vitro. Existem dois
tipos bésicos: cultivo de explante e cultivo celu@ultivo de explantes sédo pequenos fragmentos de tecidos
oriundos do hospedeiro e mantidos em cultivo, enquanto guéiwo celular é resultado da dissociacéo do
tecido em células individuais seguido de sua manutencdalgwo cVarios sistemas utilizados em virologia
sdo baseados no emprego de cultivos celulares e nddtino de tecidos, sendo muitas vezes ambos termos
aplicados indiscriminadamente. O cultivo de células podsuslividido em cultivo primario, semi-continuo
e continuo ou linhas celulares.

Cultivos de explante

Sao culturas de pequenos fragmentos de tecidos espec#igaslos de animais. Cultivos de
explante sdo Uteis para isolamento viral e sdo ne@esgdara 0 isolamento de alguns coronavirus.
Demonstracdo de laténcia por alfaherpesvirus humanosnaiamode exigir o uso de cultivos de explantes
de ganglios nervosos (trigémeo).

Cultivo celular primério

Cultivo de células primarias sdo originados de tecidescds que foram submetidos ao tratamento
com enzimas (tripsina ou outras proteases) para a indiizdgao das células. Como resultado, esse tipo de
cultivo muitas vezes é composto de varios tipos aelslaNas condicdes in vitro, os cultivos primarios
raramente se dividem ou entdo o fazem a uma freqiiéndia baixa, isso € denominado como limite de
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Hayflick. Portanto, sdo limitados quanto ao nimero de passgueém sdo ideais para o isolamento de
alguns virus. Cultivos primarios raramente sobrevivem gag6agens in vitro.

Figura 2-1. Cultivo celular normal. Cortesia do A. Wayne Roherts

Cultivo semi-continuo

Conhecido como linha celular dipléide, o cultivo seorténuo contém o namero normal de
cromossomos de uma célula dipléide da espécie da qualdmiado. Cultivos semi-continuos sao originados
de cultivos primarios na qual algumas células podem so®reriais que o limite de Hayflick. Esse tipo de
cultivo geralmente sobrevive entre 30 e 50 passagens inNirentanto, esses cultivos séo amplamente para
a propagacédo de uma grande variedade de virus. Geralmentergiustos por fibroblastos.

Cultivo continuo ou linhas celulares

As células desse tipo de cultivo apresentam um ninmmenonal de cromossomos, sendo chamados
de cultivos heteroploides. Essas células sdo origirdmléscidos normais ou neoplasicos e sdo caracterizados
pela habilidade de propagacao indefinida in vitro. Geralmesteultivos continuos ou linhas celulares séo
menos susceptiveis a propagacdo viral do que os cultivosriprimi& semi-continuo. Porém, possuem a
facilidade de multiplicacdo em grande escala 0 que éiberpira a pesquisa e producdo de vacinas. Muitas
linhas celulares estdo disponiveis em repositdrios, comémerican Type Cell Culture (ATCC).
Os laboratérios de virologia geralmente mantém estodeelnhas celulares com um baixo ndmero de
passagens, pois essas linhas continuas s@o susceptilteim@des nas suas caracteristicas. As alteracfes
podem ser produzidas pela infegdo com micoplasmas ou doat@m com alguns virus (circovirus suino e
virus da diarréia viral bovina).

Concentracéo e purificacéo viral

ApOs a adaptacdo e propagacdo inicial, os virus podem seadEpalos debris celulares e
purificados. Isso é obtido ap6s um nimero de processos quevesn centrifugacdes (diferentes
velocidades), didlise, precipitacdo, cromatografiaagligntes de densidades. O passo inicial desse processo é
uma centrifugacao diferencial (baixa velocidade) (~ 2000 xug) € utilizada para remocgdo dos debris
celulares. O seguinte passo é uma centrifugacédo eeddizEidade (40 000 a 80 000 x g) que objetiva reduzir o
volume da amostra, em alguns casos em que deseja redualuroe ainda mais pode ser feita uma
concentracdo por dialise e precipitacdo com metangiatiatilenoglicol realizada a baixa temperatura (-
70°C). A purificacdo é obtida através de cromatografiaemtritugacao através de gradientes de densidade.
Virus envelopados podem ser purificados através da velocidasktloleentacdo em gradientes de sacarose.
J& os virus ndo envelopados, podem ser purificados peldugattéio em gradientes de cloreto de césio.

Infectividade e armazenamento
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Infectividade

Infectividade € a habilidade que o virus tem de infectar céhala hospedeira. A temperatura
exterior & célula hospedeira afeta diretamente a ichuec do virus manter a sua infectividade,
particularmente nos casos do virus envelopados. Os virupassoem atividade metabdlica prépria, a
infectividade é a maneira de avaliar a integridade da plrt#pds a exposicao a determinadas temperaturas.
Alguns parametros sdo considerados criticos:

e a60°C, ainfectividade ird diminuir rapidamente em segundos

* & 37°C, ainfectividade ir4 diminuir em minutos.

* & 20°C, infectividade ir& diminuir em horas.

» a infectividade, a temperaturas acima citadas, ira irdlaera transmisséo pelo contato direto (a
37°C) e pelos fomites (a 20°C).

* a4°C, ainfectividade nos tecidos é mantida por diasicGirdevem estar atentos para esse tipo de
amostra clinica.

Temperaturas abaixo da temperatura de congelamento g#as ysra armazenamento de virus
durante prolongados periodos. Nesse caso é importanter raaftemacdo de cristais de gelo a niveis
minimos. Deve ser considerado que a resisténcia e lalailickria muito entre os virus. Alguns sao capazes
de resistir por horas, dias, ou até meses em condig@i®#srdais, enquanto outros sdo inativados em minutos
sob condi¢cdes semelhantes.

Trés métodos principais de conservacao de virus sao:

» congelamento a -70°C com ou sem criopreservantes.

» congelamento a -196°C nitrogénio liquido, para armazenamentorplongo periodo de tempo.

» liofilizacdo ou congelamento a seco, podendo ser ekteaatemperatura ambiente ou congeladores
convencionais.

Visualizacgao de virus

Os dois métodos mais utilizados para visualizar a estaut morfologia dos virus séo a microscopia
eletrbnica e microscopia de forca atdmica. Outros t@esnicroscopia sdo empregados para observar as
alteragGes celulares induzidas pela replicacdo viral. &emécnicas de visualizagdo dos virus existe uma
dificuldade muito grande em se estudar a estrutura oeragab virus-célula. A capacidade de visualizacao
das particulas permitiu se estimar o nimero de partipnésentes em uma suspensao. Alguns métodos
permitem estimar o nimero de particulas presente emsalmgdo de forma indireta. Em ambos os casos,
direta ou indireta, a quantificagdo € sempre uma estmaA estimativa € importante na preparagédo de
vacinas, na determinagdo do nimero minimo para produgimedea ou em investigagao viral.

Microscopia Optica
Com o uso da microscopia éptica ndo € possivel avagser das particulas viricas, com excec¢éo
dos poxvirus, esta técnica pode ser utilizada para avelder do efeito da infeccdo viral na célula
hospedeira. A alteracdo ou destruicdo causada pelo vioédute é referido como efeito citopético (CPE). Os
efeitos citopaticos observaveis incluem:
1. arredondamento celular e agregados semelhantes a cachas He.: adenovirus
2. arredondamento celular, retracdo celular, ruptura coribeaacdo de debris celulares. Ex.:
enterovirus
3. entumecimento e arredondamento celular em aredgzémtas. Ex.: herpesvirus
4. fuséo de varias células e formagédo de células gigantésusleadas (sincicio). Ex.: paramixovirus

Adicionalmente, a formac¢éo de corpusculos de incluséo gErdebservada, sendo caracteristicas de
alguns virus.
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Figura 2-2. Efeito citopatico de um herpesvirus equino "lento". Giatdo A. Wayne Roberts.

Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia pode ser utilizada para walizacdo de células ou tecidos
infectados por virus, nesse caso emprega-se anticorpesife®s para 0 antigeno associados a um
fluorocromo (geralmente fluoresceina). Os anticorposrliga especificamente nos antigenos virais dentro
das células ou tecidos. A visualizagcéo é possivel apdstagiio do fluorocromo com a luz ultravioleta (UV)
do microscopio de fluorescéncia, na qual se observararess coloridas localizadas em um fundo
relativamente escuro. Alternativamente, a visualizggdde ser realizada indiretamente através do uso de
anticorpos nao marcados (especificos para o antigemm os soro de animais convalescentes), seguido do
uso de um anticorpo marcado com o fluorocromo que recorthgm@meiro anticorpo. As técnicas que
utilizam anticorpos fluorescentes sdo rotineirameradasno diagndstico e pesquisa viral.

Microscopia eletrénica

A microscopia eletrbnica emprega a aceleracdo dusmdécom grande energia e magnéticamente,
tornando possivel a visualizacdo da amostra. Os elétoonsalta energia possuem comprimentos de ondas
curtos e isso faz com se obtenha uma melhor resoldedestruturas muito pequenas. A microscopia
eletrbnica possui resolugdo capaz de se visualizar grantieems, como DNA, RNA e grande proteinas.
Para facilitar a visualizagdo, as amostras podem seaprente tratadas com metais pesados, como o ésmio.
Os elétrons chocam com o0 metal, 0s quais séo visdatizaa tela fluorescente. Com microscopia eletrénica €
possivel a obtengdo de imagens tridimensionais dos videssea localizagdo dentro da célula hospedeira
(nGcleo ou citoplasma) em um determinado momento apdfegdo. Como as amostras sédo tratadas com
metais pesados, a observagdo dos virus em células vivaspodsivel.

Microscopia atdmica de forca

A microscopia de atbmica de forca mede a propriedadass I{tamanho, absor¢cdo, magnetismo,
etc.) mediante a proximidade da sonda com a amostrdaissom que seja possivel medir pequenas areas da
amostra. Os elétrons séo impulsionados entre os atgasultando em uma pequena, mas mensuravel forga.
O resultado da forca medida é transformado no contatao superficie da estrutura analisada.
A vantagem da microscopia atbmica de forca é o uso ddasébu tecidos vivos e de requerer uma
guantidade minima de amostra. Esse método tem sido @ilrpagens detalhadas de estruturas de capsideos
e de interagdes entre o virus e a célula.

Microscopia imunoeletrénica

Essa técnica permite a visualizagdo do complexo ani@#immmrpo que € especifico para
determinado virus. Nesse método, se¢bes ultrafinas ddrare@s preparadas e incubadas com um anticorpo
especifico para o virus. Depois de seguidas lavagens, a &egéiobada com proteina A conjugada com
particulas de ouro (com um tamanho variando entre 5 e ROAnpnoteina A liga-se a regido Fc do anticorpo
e a deteccdo é feita com o0 uso da microscopia eledrdnic
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Contagem direta de virus

A contagem do nimero de particulas viricas possui imppatéa pesquisa e producdo de vacinas.
A microscopia eletrdnica é usada para contagem de pastigiricas em solugbes livres de virus. Um
determinado volume de amostra é examinado e os virus isalaes. Esse nimero é entdo empregado para se
fazer uma estimagdo do nimero total de particulasnoatea. Uma limitagcdo desse método é que capsideos
vazios, particulas ndo infecciosas, sdo contadas. @roude particulas infecciosas e o nimero total sdo
comparados possibilitando o estabelecimento de uma ogtetéiculas totais/particulas infecciosas para uma
determinada preparacao de um virus.

Contagem indireta de virus

Os métodos de contagem indiretos utilizam fatore®cidos com a infectividade (atividade
bioldgica). Os trés principais métodos utilizados padet@rminacéo da concentragdo viral sdo: provas de
hemaglutinacao, prova de formacéo de placas e o métatiiigéo limitante.

Hemaglutinacdo

A prova de hemaglutinacdo € baseada na propriedade qus winits envelopados tém de aglutinar
eritrocitos. O teste é realizado em microplacas msiste da adicdo de células vermelhas a diferentes
concentracfes do virus, apds um periodo de incubacavaisgea hemaglutinacdo. A hemaglutinacéo € o
resultado da ligacéo de varias particulas viricas a scipattfi eritrocito. Por exemplo, séo necessarios 10.000
particulas viricas de influenza por cada unidade hemagltgiriei®). Uma HA é definida como a maior
diluicdo da amostra viral que produz hemaglutinacdo cdaapke hemaglutinacdo € empregada para a
concentracado e purificagdo de alguns virus, e também uonteste auxiliar na identificagdo de alguns virus
em amostras de cultivo celular e fluidos de embriéegatiehas. Especialmente de amostras viricas que néo
efeito citopatogénico ou entdo o fazem de forma disdPetde ser utilizada diretamente em amostras de fezes
ou para determinados tipos de ensaios enzimaticos. Esgaiteges de atividade enzimética de um virus em
particular (como agueles que possuem transcriptase repesan ser realizados de maneira semelhante.

Unidade formadora de placas

Esta prova baseia-se na inoculacdo de célulasmgiv®s com uma amostra do virus e através da
sua atividade biolégica pode-se estimar a quantidade de [zetidesse procedimento, diluicdes seriadas na
base dez do virus a ser testado s&o inoculadas emaameldlares. Apds o periodo de incubagdo que
permite o virus adsorver nas células, € adicionado ukcog&tndo agarose e meio de cultivo. O agar previne
a disseminacgdo do virus na cultura entre as célulasaaguamde distancia, mas permite que ocorra uma
transmissao célula-a-célula. Nos virus citopaticos;édas infectadas serdo destruidas formando um area
clara indicando a morte celular apés a um periodo déagéw que pode variar entre 24 - 72 horas. O célculo
do numero de placas baseia-se na contagem do nimero deglisesvadas, no fator de diluicdo e no volume
de amostra usada para, resultando em Unidade Formadoeds [fbr mililitro de amostra.

Método da diluicdo limitante

Esse ensaio é baseado na observagdo da presencdicdgdepviral in vitro como CPE apos a
exposicao de diferentes diluicdes da amostra a sadteQuando possivel, utiliza-se um virus referéncia que
possui a sua concentracdo pré-determinada como copweldvo. Dependendo do virus, realizam-se
diluicbes seriadas na base dois ou na base dez e -seullm células susceptiveis. O titulo infecioso (a
reciproca da maior diluicdo capaz de infectar 50% das asiliglulares) é expresso como Dig@l (dose
infectante para 50% dos cultivos celulares). Essa ppoete ser realizada com culturas celulares, ovos
embrionados ou até mesmo com animais de laboratorios.

Diferentes métodos usados para caracterizagao

Existem algumas técnicas utilizadas em virologia que sfibaaes na identificacéo e classificacéo
de amostras desconhecidas de virus. Algumas das técniéas rapidamente citadas, mas se possuem
especial interesse no diagndstico ou pesquisa de algticujzarvirus serdo descritas com mais detalhes na
ocasido apropriada.
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Sensibilidade a solventes lipidicos

A sensibilidade de alguns virus aos solventes lipidicospo cloroformio e éter, auxilia na
taxonomia de alguns virus. Todos 0s virus que possuem eaw@Eom a membrana externa sédo susceptiveis
aos solventes lipidicos. Todos os virus animais envédpaom excecdo de alguns poxvirus, sdo sensiveis
ao éter.

Identificacdo do acido nucléico

A identificacdo é realizada através da sintese diw dmicleico na presenca de inibidores da sintese
do DNA, tais como 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU). Se aesiatviral for inibida, a multiplicagcdo do virus
estara diminuida entdo do mesmo modo. Caso a mulgabcaral ndo for inibida, presume-se que o virus
contenha RNA como material genético.

Analise por enzimas de restricdo

Enzimas de restricdo sdo endonucleases (RE) que cort®NA de fita dupla em regibes
especificas, variando de quatro a oito seqiiéncias degasesdmicas. A analise por enzimas de restricdo é
particularmente Util para a definicdo do "subserotipo"diiarenciacdo entre vacina viva modificada e
amostra virulenta, e estudo epidemiolégico de surtosefoduo baseia-se no tratamento do DNA viral com
uma ou mais enzimas de restricdo, seguido da sepamgimgimentos de acordo com o tamanho através de
eletroforese em gel de poliacrilamida ou agarose. Os RiKA também podem ser analisados através desta
técnica, porém primeiro deve ser sintetizado o DNA cemphtar (cDNA) a partir de RNA usando a enzima
transcriptase reversa, seguido de uma amplificacadDdA@elo uso da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).

Hemadsorcdo

Os ortomixovirus e paramixovirus obtém a camada ex@onenvelope através do brotamento nas
membranas celulares. Anteriormente ao brotamento, pastetdificadas pelos virus (hemaglutininas) sao
incorporadas na membrana celular. Isso fard com agrdeiss adsorvam na superficie celular, e resultando
na formacao de um foco de hemadsorcao que podera seadetettroscopicamente.

Métodos imunolégicos

Animais infectados com virus respondem através da produgtiderpos especificos. A detecgdo
e avaliacdo desses anticorpos, os quais refletem doedéadoenca, sdo utilizados para o planejamento de
programas sanitarios em rebanhos e em estudos epideinusidle surtos. A deteccdo dos anticorpos €
também empregada no diagndstico de doencgas, e issaas mezes um processo demorado que requer a
avaliacdo dos niveis de anticorpos na fase aguda elesteate, geralmente coletados num intervalo de 10 a
14 dias. Uma medida mais rapida é utilizar anticorposcéims (soro hiperimune) para detectar os
antigenos virais diretamente nas amostras clinicesesEanticorpos sédo obtidos através da hiperimunizacéo
de coelhos ou cabras com virus. Outra alternativa que psefeempregada sdo os anticorpos monoclonais,
se disponiveis.

Anticorpos monoclonais (mAbs) sdo preparados em camgongoapds a sua exposicdo com o
antigeno viral, esses desenvolverdo linfécitos B espesifno baco. Essas células serdo coletadas e
fusionadas quimicamente com a uma linhagem celular de@dites mas de camundongos que secretam IgG.
Essas células hibridas sdo entdo selecionadas e clonesldtando os hibridomas, esses serdo analisados
guanto a secrecdo de anticorpos especificos para onantiggal. Os hibridomas selecionados séo injetados
no peritbnio de camundongos, onde essas células ira@lroatt rapidamente, resultando no acimulo de
fluido ascitico contendo altas concentracdes do apticononoclonal. A figura 2-1 descreve 0s passos
envolvidos na preparacé@o de anticorpos monoclonais. Aptisanonoclonais sdo utilizados na tipificacéo e
subtipificacdo viral. Quando ligados a substancias fluoroos, os mAbs sdo utilizados na deteccdo de
antigenos virais em tecidos. Os mAbs sdo também usadtestas de ELISAs para a identificacao de virus.
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by ELISA.

Figura 2-3. Os passos associados com o desenvolvimento de anticasposlamais especificos.

Glossério

Virus citopético:sdo virus que alteram a aparéncia das células em cultsiralteracdes podem
incluir arredondamento, fuséo, lise e liberagdo e producéorgésculos de inclusao.

Gradiente de densidadeste procedimento € empregado para separagdo das célutasénulas
grandes, como proteinas e acidos nucléicos, pela centritugaigi/és de um gradiente de densidade. O
gradiente consiste de uma solucdo (geralmente por sacar cloreto de césio) formada por vérias
densidades, sendo a menos concentrada na superficie emaiateconcentracdo no fundo. Devido a
centrifugacéo as células e moléculas movem-se atdiv@radiente e formam bandas na densidade onde sua
gravidade e igual ao do meio.

Palindrdmicasséo sequéncias de DNA que a leitura é a mesma em antise;ées. A maioria dos
sitios de reconhecimento das enzimas de restricdoasiidromicas. Ex.: o sitio de reconhecimento da EcoRI
(E. coli) é:

5' GAATTC 3'
3'CTTAAG 5'

Direiros reservados: este documento esta disponivel emw.iwsvorg. Documento nam.
A3402.1005.PT
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CULTIVO E IDENTIFICACAO DE VIRUS (texto original do  poligrafo):

* Inoculacdo de animais de experimenta¢éao;
* Inoculacdo de ovos embrionados;
* Cultivos celulares.

CULTIVOS CELULARES (1950)

Inicialmente, os virus eram propagados através da inoculagdo de animais. Mais adiante, foi
observado que ovos embrionados permitiam a multiplicacdo de uma série de virus (ex. Infuenza, o
virus da gripe verdadeira). Até hoje, ovos embrionados sdo muito utilizados em virologia. Mais
modernamente (embora animais ainda sejam muito utilizados em determinadas situag@es), devido
a sua praticidade, para o cultivo e isolamento de virus sdo utilizados cultivos celulares, que nada
mais sdo do que células multiplicadas em suportes sdlidos (ocasionalmente multiplicadas em
suspensao). Sao eles classificados em:

e Cultivos priméarios: células dipléides, primariamente extraidas de o6rgdos e
geralmente muito sensiveis a infeccdes com virus de determinada espécie. Sao
obtidos por dispersdo das células com tripsina. Sao incapazes de se miultiplicarem
por mais do que 10-20 passagens em cultivos in vitro. EX: cultivos primarios de
testiculos ou rim de terneiro.

e Linhas celulares : células também séo ainda dipléides, porém sofreram algumas
modificacdes em sua carga genética que as torna capazes de atingir até 60-80
subcultivos in vitro também bastante sensiveis aos virus (usualmente da espécie de
origem destas células). Ex: células de turbinados bovinos (BT).

« Linhagens celulares ou linhas celulares continuas : sdo células invariavelmente
heteropl6ides, com numeros bastante irregulares de cromossomos, com sensibilidade
variavel para determinados virus, porém capazes de serem propagadas in vitro por
um numero indefinido de passagens.

Os cultivos celulares de células destes tipos acima mencionados normalmente ndo se
multiplicam em suspensdo. Necessitam estar aderidas a um suporte solido para seu crescimento
(tal como uma garrafa ou plastico), caso contrario, ndo sdo capazes de multiplicar-se; apresentam-
se normalmente como uma Unica camada de células, denominada "monocamada” ou "monolayer".

Observacéo: Existem células capazes de crescer em suspenséo,
mas estas sao usadas somente em situacBes especiais, como a
producéo de vacinas, onde o virus ja € bastante conhecido e faz-se
necessaria a producdo de uma grande massa de antigeno.
Geralmente ndo sdo utilizadas células em suspenséo para o trabalho
rotineiro de diagnostico e pesquisa virologica. Por outro lado, séo
sempre preferiveis, quando possivel, para a produgcdo de grandes
massas de antigeno viral.

Tipos de suportes para cultivos in vitro:

* Vidro x plastico : em geral as células se aderem a superficies de vidro com facilidade.
Certos tipos de vidro contém sais que ndo sdo adequados a permitir a aderéncia das
células. Igualmente certos tipos de plastico devem ser tratados previamente (p.ex. com
poli-l-lisina ou plasma) para permitir uma melhor aderéncia do tapete celular.

e Garrafas fechadas x garrafas abertas: Garrafas fechadas (ou seja, com a tampa bem
fechada) contendo cultivos celulares fazem com que o préprio metabolismo celular gere
condicdes de tamponamento adequadas ao crescimento das células. Por outro lado,
cultivos abertos (garrafas abertas ou plasticos sem vedacao adequada) tendem a levar a
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alcalinizagdo do meio pela entrada de oxigénio, levando a que as células ndo se
multipliguem adequadamente. Por essa razdo, cultivos abertos devem ser mantidos em
atmosfera contendo cerca de 5% de CO ,, 0 que permite que ocorra um tamponamento
adequado do meio, pela formacéo de HCOa.

Garrafas estacionarias : as células podem ser cultivadas em garrafas (de plastico ou
vidro) estaciondrias, ou seja, mantidas sobre uma superficie, sem sofrer movimentos.

Garrafas rolantes ("rollers"):  células também podem ser cultivadas em garrafas rolantes
ou "rollers”, onde as mesmas sdo mantidas sob rotagcdo em um aparato apropriado.

Tubos de ensaio (estacionarios ou rolantes): como em garrafas, as células podem
também ser cultivadas em tubos de ensaio (de plastico ou vidro), estacionarios ou rolantes.

Tubos com laminulas (tubos de Leighton): tubos de ensaio contendo em seu interior
uma laminula séo freqientemente usados para o exame do crescimento de virus sobre as
laminulas e posterior coloragdo das células infectadas.

Microplacas (96, 24, 12 ou 6 orificios) muito freqlientemente usadas hoje em dia: as
placas de microtécnica ou microplacas sao placas de plastico com orificios de fundo chato.
Cada orificio pode ser tratado como se fosse uma garrafa, ou um tubo, independente. Com
uma microplaca podem ser feitas titulagcdes de virus e muitas outras provas, com um gasto
minimo de células e de meio de cultivo.

Como é feitaa DETECCAO DE INFECCOES VIRAIS?

1-

2-

Através do efeito observado nos animais inoculados (morte ou lesdes ).

Através do efeito sobre os ovos embrionados (lesGes na membrana corio-alantoide,
mortalidade dos embrifes ).

Através do desenvolvimento de alteracbes nas células, chamadas efeito citopatico ou
efeito citopatogénico (ECP).

Os tipos de ECP variam: - lise celular;

necrose;

apoptose;

formacao de inclusées;

formacao de sincicios (células gigantes mul  tinucleadas);

formacdo de vacuolos.

Por algum método de deteccdo de determinada proteina viral  (ex. a hemaglutinina do
virus da influenza, detectada por testes de hemaglutinacédo, ou a detecgdo da atividade de
determinada enzima viral, p.ex. a transcriptase reversa ).

Interferéncia por um virus nao citopatogénico (raramente usado hoje em dia).
Transformag@o morfologica por um virus oncogénico (ex. virus do sarcoma de Rous),
normalmente acompanhada de perda de inibicdo por contato e aglomeracéo de células em
grupos isolados.

Através de testes imunoquimicos : Alguns virus ndo causam lesbes em cultivos

celulares, sendo chamados “virus ndo-citopéticos ” (ex. virus da Rubéola, ou alguns
Pestivirus). Estes testes sdo hoje em dia muito frequentemente usados.
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8- Através da visualizacdo do virus por microscopia eletrénica (ndo muito comum, pois
dependem de uma concentracdo elevada de virus e - 0 que é mais complicado - da
disponibilidade de um microscopio eletrénico).

9- Danos aos cromossomos : desarranjo do cariétipo pode ser conseqiiéncia de algumas
infeccdes virais. Fragmentacdes, rearranjos, trocas e anormalidades cromossomais podem
ser detectadas.

10- Inducdo de apoptose : varios virus sdo capazes de induzir apoptose (morte celular
programada).

QUANTIFICACAO DOS VIRUS:

Métodos fisicos:

1- Contagem de particulas no microscépio eletrénico : Os virus podem ser
contados a partir de uma preparacdo ao microscopio eletrénico, se comparados
com uma suspensdo de particulas de latex de tamanho semelhante. O
inconveniente desse tipo de contagem é que ela reflete 0 nimero de particulas
fisicamente presentes na preparacdo, mas ndo esclarece quantas delas s&o
viaveis ou infecciosas. A infecciosidade, entretanto, é avaliada por outros métodos,
comentados abaixo.

2- Ensaios fisicos baseados em propriedades conferidas por proteinas virais
alguns virus contém proteinas que lhes conferem propriedades relativamente
faceis de serem quantificadas. Uma delas é a hemaglutinacdo, propriedade pela
qgual um determinado virus é capaz de aglutinar hemacias. Isto fornece um método
simples de determinar a quantidade do agente infeccioso presente na preparacao.
Igualmente aqui ndo é possivel determinar o namero fisico de particulas virais
necessarias para causar a aglutinagdo de um determinado namero de hemacias;
ndo obstante, usualmente a hemaglutinacdo se correlaciona adequadamente com

a quantidade de unidades infecciosas presentes na preparacéo de virus.

3- Testes envolvendo reacdes do tipo antigeno-anticorpo: séo freqientemente
utilizados para quantificar os virus presentes em uma preparacdo. Igualmente, é
necessario estabelecer uma correlacdo entre testes e o nimero de particulas
infecciosas, ou, melhor dizendo, unidades infecciosas, presentes na preparacao.
Exemplos desse tipo de teste sdo a imunofluorescéncia ou os testes
imnoenzimaticos denominados “ELISAS".

4- Ensaios moleculares: baseados na quantificagdo do genoma viral em determinada
preparacdo (ou paciente). Estes testes tém sido muito utilizados para o
acompanhamento da evolucdo de pacientes com HIV e para o acompanhamento
de outras enfermidades viricas onde o cultivo do agente é mais demorado ou
dificil. Exemplo desse tipo é a PCR quantitativa ou “real time PCR”, onde a
quantidade de produto amplificado esta relacionada a quantidade de genoma viral

presente na amostra.
Ensaios baseados em infectividade:
Estes ensaios sdo baseados na capacidade do virus infectar determinado cultivo, ou
causar determinada lesdo, ou ainda causar a morte do hospedeiro (exemplos: morte de embrides

de galinha). Em cultivos celulares, este tipo de teste determina a capacidade de determinado virus
de causar ECP. Na maioria dos casos, hoje em dia estes sdo os ensaios utilizados com maior
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freqUuéncia. Para realizd-los, sdo feitas diluicbes seriadas da suspensdo de virus, usualmente
utilizando o fator de diluicdo 10 (ex: 1/10 ou 10™, 1/100, 1/1000 ou 10~ e assim por diante).
Estas diluigbes sdo subsequentemente inoculadas em cultivos celulares apropriados, usualmente
com quatro ou mais repeticdes (ou seja, 4 camundongos, ou 4 tubos, ou ainda 4 orificios de uma
placa de microtécnica) por diluicéo.

Em alguns sistemas (p.ex. sistema de plaqueio), apds a infec¢éo dos cultivos, adiciona-se
uma camada de um meio semi-soélido sobre as células, a fim de permitir a visualiza¢éo de "placas",
originadas da multiplicagdo do virus em determinados pontos da monocamada, que por encontrar-
se sob o meio semi-sélido ndo tendem a espalhar-se com grande rapidez, permitindo a
visualizacdo das placas.

Apéds determinado periodo de incubacéo do virus em cultivo, os cultivos sdo examinados e
guantifica-se o ECP por contagem dos pog¢os onde o efeito ocorreu, ou utiliza-se um método
imunoguimico (ex. imunoperoxidase) para a detecc¢éo dos cultivos infectados.

Interacdes virus-célula e patogenia viral
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O conhecimento da genética e replicacdo viral é n@wegsra entender as interacdes entre 0s virus
e as células hospedeiras. As interacdes a nivel celldaprogressdo de uma infecgdo viral em particular
determina a patogenia da enfermidade e as manifestag@ieascliA resposta imunolégica do hospedeiro a
infeccéo viral € apresentada anteriormente.

Interagdes entre virus e células hospedeiras

As interacdes entre 0s virus e as suas células haspseelsta intimamente ligada ao ciclo replicativo
do virus. As interagcdes do virus com os componentes eetagarelulares durante a replicacdo determinam
como os virus causam doengas. Em geral, existem quatstvgs efeitos primarios de uma infec¢éo virica
em uma célula hospedeira. A maioria das infeccGes méisacalteracbes patoldgicas ou morfolégicas
aparentes na célula; entretanto a replicacdo pode -caisgatologia (arredondamento celular,
desprendimento do tapete, formagédo de sincicios, tetm$formacéo maligna ou lise celular (morte).

Morte celular

A morte celular durante a replicacdo pode ocorrer pis/éatores. A causa mais comum parece ser
a inibicdo da sintese basal de macromoléculas, comeimaet Durante a replicagdo, o virus induz a
maquinaria celular a produzir principalmente produtos vieas detrimento dos produtos necessarios a
sobrevivéncia da célula. Com isso, estes ndo estdo ertidaukes suficientes para manter a sua viabilidade.
Além da falta de produtos essenciais, esses eventdmnesm acimulo excessivo de produtos virais (RNA,
DNA, proteinas), que podem ser toxicos para a célula. dada liberacdo/egresso do ciclo replicativo de
alguns virus apoptose é estimulada. Em outros casos, igdiila sintese de macromoléculas celulares
provoca danos nas membranas lisossomais e liberagizideas hidroliticas, resultando em morte celular.
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Efeitos celulares

Efeito citopéatico (ECP) refere-se a quaisquer altemagderfologicas celulares resultantes de
infeccdo virica. Células infectadas podem ter a sua namalplasmética alterada, e como resultado pode
fusionar com a célula vizinha. Acredita-se que essasaglies de membrana que levam a fusdo, séo
resultados da inser¢do de proteinas virais durante orelicativo. O resultado da fusdo de varias células
sdo células gigantes multinucleadas ou sincicios. do#o de sincicios é caracteristica da replicacdo de
alguns virus envelopados como os herpesvirus e paramixoMirm&mbrana celular também pode ficar
alterada em sua permeabilidade, permitindo a entrada dedwingst antibioticos, etc. Essas células gigantes
sdo algumas vezes chamadas de "células gigantes meiidas!.

Outro aspecto do ECP é a ruptura do cito-esqueleto, levandarredondamento das células
infectadas. Essas células podem entdo formar sinaicimoorer. A ocorréncia de ECP em amostras clinicas
indica a presenga de virus no material; e o ECP tamhéitizédo para a quantificagdo/enumeracéo viral em
ensaios de placa.

A infeccé@o de células com alguns virus (poxvirus e viruaida) € caracterizada pela formagédo de
corpusculos de inclusdo citoplasméaticos. Corpusculos de dinclsdo focos bem definidos que contém
proteinas e/ou particulas virais. Eles geralmente postumatizacdo e aparéncia bem determinadas, de
acordo com o virus.

Transformacdo maligna

Nesse processo, a infeccdo viral resulta em célalasterizadas por morfologia alterada, perda do
controle do crescimento, propriedades biolégicas e/ou casraiteradas. Transformacédo maligna e neoplasia
resultante podem ocorrer quando o genoma viral (ou partejogpbrado no genoma do hospedeiro ou
guando produtos virais sdo oncogénicos. Os virus que caumasfotmacdo maligna sdo chamados virus
tumorais. Virus de varias familias tém demonstrado posapiacidade de transformar células. Os virus
tumorais ndo possuem propriedades em comum (tamanhouesteamposicao) além da capacidade de
promover malignidade celular.

A transformacgdo maligna é frequentemente caractixipar alteracdo da morfologia celular. Isso
inclui a perda da forma caracteristica e assuncdo déanma arredondada, refratil como descrita para ECP.
Isso é o resultado de desagregacéo dos filamentos deeantmhacdo da adesao de superficie.

Alteracdo no crescimento celular, 0 marco da tramsfodo maligna, € exibido em células que
perdem a inibicdo de contato ou movimento, tem um redueig@erimento por fatores de crescimento do
soro e ndo respondem mais a sinais do ciclo celular.

Algumas propriedades apresentadas por células malignamransformadas incluem a sintese
continua de DNA, alteracdes cromossomais, surgimentoodes antigenos de superficie (ou antigenos
embriondrios), e aglutinacdo aumentada por lectinas.

Alteracdes bioquimicas em células malignamente frenadas incluem niveis reduzidos de AMP
ciclico. AMP ciclico é o sinal quimico associado corsontrole do ciclo celular e mantendo-se os niveis
baixos a célula se divide. Também envolvidos estdo acierraumentada do ativador do plasminogénio
(coagulacao), fermentacdo para producéo de acido latidto (@farburg), perda de fibronectina e alteragcfes
nos componentes carbohidratos das glicoproteinas e pjitios.

Oncogénese

Embora provas da causa-efeito tenham sido dificeis @, ofdrios virus DNA e RNA tém sido
associados com transformacdo neoplasica. Os viruscadps em oncogénese trazem consigo genes
associados com crescimento celular e proliferacéotertam a expressdo da copia celular do gene. Genes
afetados incluem aqueles que estimulam e/ou inibem o cerdcirelular.

Os genes virais que transformam as células infectadashs@nados de oncogenes (v-onc genes),
gue estimulam a multiplicagcdo e proliferacdo celulacdstrolada. A descoberta dos oncogenes virais levou
a outra descoberta: que as células contém genes anathgosados proto-oncogenes (c-onc genes), que
estdo normalmente em repouso, mas que podem ser ativadmguena fase do desenvolvimento celular.
Proto-oncogenes celulares incluem genes que codificaamesatle crescimento, fatores de transcricdo e
receptores de fatores de crescimento.

Virus DNA envolvidos com oncogénese incluem o virus da dodgm@darek (Herpesviridae) e os
papilomavirus orais bovino, eqiiino e canino (Papillonda@). Esses virus possuem genomas circulares
epissomais (independentes do cromossoma celular, adeviategrados). Os oncogenes (v-onc) codificam
proteinas associadas com o ciclo replicativo do virus.
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Virus RNA associados com oncogénese incluem membroandidiaf Retroviridae (e.g. virus da
leucose aviaria e virus da leucemia felina). Esses vitegram seus genomas (ou uma copia do genoma) no
cromossoma da célula hospedeira, chamados de provirus olpidMifal. Integracéo viral € mediada pelas
extremidades do genoma, chamados de LTRs (repeticdesndermiongas). Os LTRs contém
promotores/enhancers, além das seqliéncias envolvidas gragaie do provirus no genoma do hospedeiro.
Os retrovirus podem causar oncogénese codificando seusopréopdogenes ou por alteracdo na expressao
de oncogenes celulares ou proto-oncogenes causada pelaoindergiovirus no cromossoma celular
proximo a esses genes.

Auséncia de alteracdes morfoldgicas ou funcionais

Algumas vezes, a infeccdo e producgdo de progénie viral poctamensem alteracdes detectaveis na
célula hospedeira. Isso é chamado de infec¢do endosirabidtic provavelmente depende das necessidades
replicativa de cada virus. Muito provavelmente o vireressite funcdes celulares que ja estejam ativas para a
replicacéo e, portanto ndo necessita alterar furd@esglula.

Patogenia das infecc8es viricas
Patogenia refere-se a origem e mecanismos de producaoetgasionfeccdes viricas podem ser
agudas, cronicas, latentes ou persistentes. A primajpa ab processo da doenca € a exposicao.

Exposicdo e transmissdo

A exposicdo pode ocorrer pelo contato direto com um animfedtado, por contato indireto com
secrecdes/excrecdes de um animal infectado, ou attawéstores mecanicos ou biolégicos. Transmissdo do
virus da mae para a progénie (transplacentaria, pericakadtro) € chamada transmissao vertical. As outras
formas de transmissdo sdo chamadas de transmissaoni®li A reativacdo de um virus latente, nao
replicando, pode ocorrer em um individuo sem necessidadefd® infeccdo do virus de uma fonte de
infecgdo externa.

Porta de entrada (via de penetracao)

Os virus podem penetrar no hospedeiro através do traticatéso (goticulas em aerossois), trato
digestivo (contaminacdo oro-fecal), trato génito-urina@dpula, inseminacdo artificial), conjuntiva
(goticulas em aerossois) e através de lesdes de pednh@es, agulhas, picadas de insetos). O
estabelecimento ou ndo da infeccdo depende da capacidadasdenciontrar e infectar células susceptiveis.
A susceptibilidade de um hospedeiro a um determinado virusdtepssencialmente de receptores celulares,
gue permitem a ligacéo e posterior internalizagao s .vi

Infeccdes localizadas e sistémicas

ApGs a infeccdo, o virus replica em tecidos proximos@proprio) ao local de entrada (replicacdo
primaria). Alguns virus permanecem confinados a essedgmalduzem infec¢fes localizadas. Um exemplo
s@o os resfriados comuns de humanos e infec¢bes sateslhem animais causadas pelos rinovirus.

Outros virus produzem infec¢Bes disseminadas (sistémidasjlipgeminacdo a outros 6rgaos pela
via sanguinea, linfatica ou nervosa. A disseminagaalrdei um virus pelo sangue é denominada de viremia
primaria. A viremia pode ocorrer com virus livre no plasmaar virus associado a células sanguineas. Apds
replicacdo nesses o6rgaos, pode haver mais uma etapareseiavie disseminacdo aos 6rgaos-alvo.

Um bom exemplo de virus que causa infec¢cdo sistémicairdisoda doenca de Teschen de suinos
(teschovirus suino 1). O virus é transmitido pela viafee! Inicialmente replica nas células das tonsglas
migra para o intestino e linfonodos mesentéricos. Belds®nodos, o virus penetra em nervos e invade o
sistema nervoso central (CNS). Uma vez no CNS induzssinauroldgicos como ataxia, tremores,
incoordenagéo, rigidez dos membros, convulsées, paralisima. A predilecdo de um virus por determinado
tecido ou tipo de célula é denominada tropismo.

Mecanismos de infec¢Bes virais

A replicacdo viral nos o6rgdos-alvo ocasiona lesdedulartes. O numero de células
infectadas/afetadas e a extenséo das lesdes poderarresutiisfuncdo tecidual/orgénica e em manifestacdes
clinicas de doenca. O intervalo entre a penetracdalidiz agente e o inicio dos sinais clinicos é denominado
de periodo de incubacédo. O periodo de incubacao é curnifepdes nas quais o virus replica na porta de
entrada (exemplo: influenza) e mais longo nas infecgéegralizadas (cinomose). Alguns virus infectam
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animais sem provocar qualquer sintomatologia clinicasagsinfeccbes sdo denominadas infeccdes
subclinicas (assintométicas ou inaparentes). Existenemusos fatores que podem influenciar o resultado de
uma infeccdo viral. Esses incluem imunidade pré-existdateres genéticos do animal, idade, fatores
relacionados ao estresse (nutricdo, alojamento, €s.jnecanismos de producdo das doencas por virus sao
muito complexos. A doenga pode resultar dos efeitosodimd virus nas células do hospedeiro, como morte
celular, ECP e transformacdo maligna. Alternativamesidoenca pode ser resultado da resposta fisioldgica e
imunolégica do hospedeiro.

Um exemplo de efeitos fisioldgicos indiretos é adghio por rotavirus, que causa diarréias em
criancas e animais jovens. A diarréia pode ser causadaimfet¢cdo de células eritrociticas que séo
estimulados a produzir citoquinas, levando a estimuldedoeurdnios intestinais e secre¢do excessiva de
liquidos e eletrdlitos na luz do intestino grosso.

Um exemplo de resposta imunoldgica mediando a patodeniana infeccéo viral € a doenga de
Borna, em equinos. O virus dissemina-se do CNS parasmperdéricos através de axbénios. O hospedeiro
responde & presenca de neurdnios infectados montando umaaaspomlogica mediada por células.
Macrofagos, neutrdfilos e linfécitos T citotéxicos edfiess sdo ativados para destruir os neurdnios
infectados com o virus de Borna. Isso resulta emnaftd@io crénica do CNS que leva a manifestacdo de
sinais neurolégicos associados.

Dois termos importantes utilizados na discussdo decgbbs por virus e bactérias séo
patogenicidade e viruléncia._ Patogenicidadefere-se a capacidade do virus ou outro
micrororganismo/parasita de causar doenca. Viruléedéae-se ao grau de patogenicidade. Virus avirulento
€ aquele incapaz de causar doenca. Um virus atenuado écagaelapacidade de causar doenca foi reduzida
geralmente por multiplas passagens em cultivo celulas embrionados ou animais.

Excrecao viral

A excrecdo é o mecanismo utilizado para liberar a progémiedo hospedeiro infectado com a
finalidade de infectar novos hospedeiros e assim mantéu® na populacdo de hospedeiros. Os virus sao
excretados principalmente pelas aberturas e cavidades a@srpim infec¢cbes localizadas, o virus é
excretado no mesmo local utilizado para invadir o an{m@brta de entrada). Em infec¢des generalizadas, o
virus pode ser excretado por varias vias. Nem todos ossédmugxcretados pelos seus hospedeiros. Esses
incluem alguns virus que replicam no CNS, como em eiitesfaé em hospedeiros terminais.

Escape (evasao) do sistema imune

Na tentativa de controlar ou eliminar a infec¢é@o, splkdeiro inicia uma resposta inflamatéria. Os
principais componentes dessa resposta séo os interfenddstos T citotdxicos, linfocitos B produtores de
anticorpos, varias moléculas efetoras e o complemeBfses componentes atuam em conjunto e
sinergisticamente para tentar eliminar o virus do organismo.

Nesse esforco de eliminar o virus, a resposta inflafagpdde causar muitas das lesdes e sinais
clinicos observados nas infecgbes viricas. A respostaoidgica do hospedeiro a virus foi discutida
anteriormente . Interferons €p) sé@o produzidos por células infectadas pelo virus. Elemaiaen impedir a
continuagéo da replicacéo viral na célula infectada edlatas vizinhas. Os interferons também aumentam a
expressdo de antigenos virais nas células infectaddsafao o reconhecimento por linfécitos T citotédco
Alguns virus (adenovirus) produzem RNAs que bloqueiam a ftagf@oi de um fator de iniciacéo, reduzindo
a capacidade do interferon em bloquear a replicagéo viral

Linfécitos T citotoxicos destroem células infectadasvyhmus através da liberacéo de perforinas, que
produzem poros na célula infectada. As granzimas séo lérgfaras dentro da célula infectada, induzindo a
degradacdo de componentes celulares. Finalmente, osttisfdccitotoxicos induzem apoptose das células
hospedeiras infectadas.

Alguns virus reduzem a expressao de antigenos do MH@ ¢I@g$1C-1) na superficie das células
hospedeiras (citomegalovirus, herpesvirus bovino tipo 1, aflesp Como os linfécitos T citotéxicos nédo
sdo capazes de detectar antigenos virais que ndo easgaomrdos ao MHC-I, as células infectadas ndo sdo
detectadas e ndo sdo destruidas, permitindo ao virus pemsistiospedeiro. No entanto, células com
expressdo reduzida ou nula do MHC-I podem ser reconheg@as células natural killer (NK), que as
destroem de maneira similar aos linfécitos T citotdxicos

Linfécitos B secretam de anticorpos especificos queral@aim os virions quando sao estes
liberados das células. Os complexos antigeno-anticpggosua vez, pode ativar o sistema complemento.
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O complemento auxilia na resposta, estimulando a inflamaca neutralizacdo/inativacao viral e destruicdo
de células infectadas.

As varias moléculas efetoras (citocinas) que sao pmbakizior células do sistema imunolégico
desempenham multiplas fun¢des, incluindo a inducdo de éehiracéo de células inflamatérias (neutréfilos e
macrofagos) ao local de injdria tecidual. Alguns virus esganm proteinas homologas aos receptores de
citocinas (o virus vaccinia expressa e liberam receptmesa interleucina 1 (Il-1), que estimula a febre).
Quando as células do sistema imunoldgico produzem ILahdgrparte dessa liga-se ao virus. Isso reduz a
guantidade da II-1 disponivel para mediar seus efeitos biokgisso contribui para aumentar o tempo de
sobrevivéncia do virus no hospedeiro. Outro mecanismo peapado sistema imune é possuir Varios tipos
antigenicamente diferentes (sorotipos). Uma respostanol@gica contra um sorotipo ndo protege
necessariamente contra outros sorotipos do mesmo viousexemplo, existem mais de 100 sorotipos
diferentes do rinovirus e 24 sorotipos do virus da lingua azul.

Infecgdes virais persistentes

Alguns virus possuem a habilidade de resistir a respostaoiégica do hospedeiro e produzir
infeccdes persistentes. Isso pode ser obtido por var@sanismos, incluindo a destruicdo de linfocitos T
causando imunossupressdo, 0 escape de vigilancia imwalagiavés da alteracdo dos antigenos de
superficie e a inibicdo da producédo de interferon.

Existem trés tipos clinicos principais de infec¢bes gpensies:

InfeccBes cronicas

Os hospedeiros produzem e excretam grandes quantidades doowfineamente, por um longo
periodo. Como consequéncia, o virus pode ser continuamamemitido a outros individuos. Alguns
portadores crénicos sdo assintomaticos ou manifestai Euas da doenca. Exemplos sdo a infeccédo pelo
virus da arterite viral equina, panleucopenia felina e poliomsaviario.

InfeccBes latentes

Nesse tipo de infec¢@o, o virus é mantido no hospedeiraureen forma nado-produtiva. Os
herpesvirus séo os exemplos mais classicos. O genamh& wirantido em neurdnios sob uma forma circular
fechada é periodicamente reativado (geralmente sob gfmwdide estresse) resultando em replicacdo
produtiva e excrecao viral. Infecgfes latentes tambémeaaom retrovirus nos quais 0 genoma € integrado
no genoma da célula hospedeira. Transformacgéo celufsalignidade podem resultar se a integracdo do

transcrito viral causa alteracdes do controle do cielolar.

Infeccdes por virus lentos

Esse termo refere-se as infecgBes cujos periodos &nihfeccdo e o inicio da doenca sdo muito
longos. Nesses casos, a replicacéo viral ndo é lmatp periodo de incubacado e a progresséo da doenca sim.
Um exemplo é a panencefalite esclerosante subaguda, deeese/olve varios anos apos a infecgdo com o
virus do sarampo (paramixovirus). A encefalite do cacoyelavida & recrudescéncia do virus da cinomose,
parece ser uma condicdo semelhante.

Glossério

Antigeno: Substancia, geralmente exdgena ao organismo — mas @damate em seu interior -,
gue o sistema imune reconhece como estranha ou nao-pf@paiado é reconhecida induz uma resposta de
anticorpos especificos contra ela.

Apoptose: Uma forma de morte celular programada, caracterizadafragmentacdo do DNA
nuclear.

Citocinas:Um grupo diverso de proteinas pequenas (<30 kilodaltons)esgl(produzidas pelos
leucdcitos e que mediam varias funcdes na respostaibgica.

Linfécitos T citotoxicos:Células que reconhecem fragmentos de proteinas viraisiaaks® com
moléculas do MHC-I. S&o apenas efetivos para matdaséjue contém antigenos estranhos.

EndosimbiodticaForma de simbiose na qual um organismo vive no interioutte.

Granzimas:Um grupo de proteases de serina, que penetram na célulatedvés dos poros na
membrana produzidos pelas perforinas, onde interagem coamisieos celulares e mediam degradacdo de
DNA e apoptose.
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Interferons:Compreendem trés tipos de protéinas (alfa, beta e gaowgs as trés formas possuem
acao inespecifica contra virus, mas os IFNs alfaeddt mais potentes.

InterleucinasUm grupo de citocinas produzidas por células efetoras soomsismunolégico e que
atuam em outras células efetoras da resposta imunoldgica

Lectinas: Glicoproteinas de plantas que ligam-se especificamenteeeims agucares, alguns dos
guais presentes na superficie das células.

Macréfagos:S@o os principais fagdcitos dos tecidos, 6rgédos e nagbrserosas como a pleura e
periténio.

Antigenos do MHC classe | (MHC-I) (complexo maiorhitocompatibilidade)Conjunto de genes
gue codificam proteinas marcadoras-proprias ou antigenoscdenpatibilidade. Esses antigenos estao
presentes na superficie de todas as células do organiserwesn para identifica-las como préprias e nao
estranhas ao organismo. Alguns tipos de antigenos do MiHD eresentes na superficie de células do
sistema imune. A regido dos genes do MHC em humaebardada de HLA (human leucocyte antigen) é
esta localizada no cromossomo 6.

Células naturalmente assassinas (natural killer, NK)fécitos com atividade citotdxica, que
compreendem aproximadamente 5 a 15% dos linfoécitos circslaatendo possuem os marcadores de
linfécitos B e T. Possuem a capacidade de destruir oggtialas tumorais e células infectadas por virus, que
ndo apresentam moléculas de MHC na superficie celuamecanismo de destruicdo é semelhante ao
utilizado pelos linfocitos T citotdxicos.

Neutréfilos: S&o células fagociticas de vida curta que contém gracotoscompostos bactericidas
no seu interior; s&o os mais numerosos dos leucdnitagantes (aproximadamente 60 a 70% em humanos).
Microscopicamente, possuem um nucleo com forma iraegbi- ou tri-lobulado, séo também chamados
leucdcitos polimorfonucleares (PMNS).

Perforinas:Sao proteinas formadoras de poros que requerem a preserdeia@para polimerizar e
formar canais que atravessam a membrana plasmaticaldis alvo.

Direiros reservados: este documento esta disponivel erw.ivisvorg. Documento nam.
A3404.0205.PT
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PATOGENIA DAS VIROSES (TEXTO ORIGINAL DO POLIGRAFO )

Entende-se por patogenia (pato= doenca; genia = geracdo): o mecanismo pelo qual um
agente leva ao desenvolvimento de determinada doenca. Em virologia, o estudo da patogenia das
viroses é importante para descobrir o mecanismo pelos quais os virus atacam o hospedeiro e
causam enfermidade. O conhecimento da patogenia das infec¢gbes permite, por exemplo, facilitar a
busca de novos métodos de prevengdo (como novas vacinas) e tratamento (como novos

quimioterapicos).

Patogenicidade: refere-se ao potencial de alguns microorganismos de causarem danos
com maior ou menor gravidade em seus hospedeiros.

« A grande maioria dos virus s&o apatogénicos. Na agua do mar: até 10’ particulas virais por
ml. No solo, idem. N&do séo virulentos , ndo causando quaisquer danos ao hospedeiro
durante um processo infeccioso.

Portanto, observe: os virus sdo capazes de causar infeccbes, muitas vezes
independente do fato de causarem doenca.

Os virus podem apresentar variantes ou amostras mais ou menos patogénicas.

Ex: gripe verdadeira ou Influenza: Trés virus distintos (A, B e C): porém as grandes
pandemias tém sido sempre causadas por amostras do virus do tipo “A”. O tipo A, portanto, é mais
patogénico do que os virus B e C.

» Existem também amostras de virus completamente apatogénicas: € o caso de algumas
amostras de virus da Peste Suina Classica, um virus de tremenda importancia na
suinocultura, e os reovirus, que nfectam o homem e diversas outras espécies.

» Amostras de virus de baixa ou moderada patogenicidade sdo também chamadas amostras
atenuadas . Muitas destas amostras sdo utilizadas como vacinas. Estas vacinas sao
chamadas vacinas com virus vivo modificado , ou virus vivo atenuado . EXx: vacina
contra a varicela, contra a variola (ndo mais usada).

As amostras atenuadas, de baixa ou nenhuma patogenicidade, ocorrem na
natureza. No entanto, podem também ser “criadas” em laboratério. Os métodos
tradicionais de obtencdo de amostras atenuadas incluem sucessivas passagens
em cultivos celulares, ou passagens em células ou hospedeiros diferentes do
hospedeiro natural, cultivos em temperaturas diferentes. A vacina contra a raiva do
tipo Flury (o nome refere-se a pessoa de quem a amostra foi isolada), no passado
largamente utilizada para a imunizacdo de animais, foi atenuada por sucessivas
passagens em ovos embrionados. Por outro lado, a amostra Bartha do virus da
Doenca de Aujeszky dos suinos (ou “Pseudorraiva”) contém uma delecéo
naturalmente adquirida.

e Variagdes na viruléncia ou patogenicidade das amostras sdo um reflexo do processo
natural de evolucéo, que nos virus é acelerado por sua composigdo simples, pelo tamanho
diminuto de seu material genético e pela auséncia de enzimas de reparo durante a
multiplicacdo do genoma.

» Durante a multiplicacdo viral sdo geradas quantidades incalculaveis de genomas com
pequenas mutacdes. As caracteristicas antigénicas e genotipicas de um virus séo
determinadas por aqueles que ocorrem em maior nimero. O conceito de “quasispécies”,
ou seja, de que as populacdes virais sdo representativas de uma populacdo onde
determinado genétipo ocorre com maior frequéncia, sera abordado no capitulo sobre
multiplicacéo viral.
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TRANSMISSAO
A transmissao de infecgBes virais pode se dar:

a) de pessoa a pessoa;

b) de animal para animal;

¢) de animal para animal, porém com envolvimento eventual de pessoas (zoonoses);
d) através de vetores artrépodos, eventualmente envolvendo pessoas ou animais.

As maneiras de transmissao de viroses podem ser definidas como segue:

1- Contato ou Contagio (contagioso= que pode ser adquirido por contato), que pode ser
subdivivido em: contato direto (ex. quando o virus é transmitido diretamente de um individuo
infectado para outro) e contato indireto (quando o virus € transmitido através de fomites, objetos,
agua, alimentos ou locais contaminados, sem haver contato direto entre o individuo infectado e
aquele que vai ser infectado).

Muitas vezes formas simples de transmissdo de infec  c8es
passam depercebidas. Tomemos como exemplo os resfri ados, que
sdo transmitidos essencialmente de duas formas: atr avés de
aerossOis gerados por espirros  (pelo ato de assuar o nariz, ou expelir ar com
forga para eliminar o muco, ou ainda pela fala, que geram particulas de muco ou perdigotos)
contendo virions, ou ainda através do contato com m aos
contaminadas. Portanto, um espirro incontido, ou um aperto de méo,
podem ser responsaveis pelo seu proximo resfriado !

Cabe aqui um outro comentdrio de carater socio-epidemioldgico: Os
agrupamentos de individuos facilitam a transmissdo de infecgdes.
Assim, sdo comuns infeccbes que Sse alastram em grupos de
estudantes, em excursdes e outras atividades que requeiram a
formagéo de grupos.

Em animais mantidos em confinamento a
transmissao de infecgBes é facilitada. Por isso, aves criadas
em aviarios modernos, suinos, cdes mantidos em canis,
bovinos confinados e quaisquer outros grupos de
animais devem ser mantidos sob  rigido controle sanitario.

Didaticamente, poder-se-ia incluir como uma forma de transmissdo por contato a
transmissao de infecgdes por via placentaria, onde ocorre o evidente contato entre a mde e 0 novo
individuo que esta sendo gerado. Este tipo de transmissao é chamado de transmissao vertical
isto é, aquela que ocorre por via placentaria (ex. rubéola e citomegalovirose em humanos;
parvovirose em suinos; pestivirus em bovinos e suinos). Normalmente, infec¢des transmitidas por
via placentaria sdo também transmitidas por alguma outra forma de contagio na vida extra-uterina.
InfeccgBes transmitidas apds 0 nascimento sdo ditas infec¢gbes de transmisséo horizontal

Nas infec¢des virais, a transmissao
horizontal é a forma mais comum de
contagio.

Felizmente, nem todos os virus cruzam a barreira placentaria. Alguns, como os citados
acima, séo notérios por essa capacidade.
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O resultado da infecgéo fetal pode variar de acordo com uma série de variaveis, que vao
desde o tipo e viruléncia da amostra de virus, até o momento exato da gestacdo em que ocorre a
infecgéo fetal.

PENETRAGAO NO ORGANISMO:

O inicio do processo infeccioso: requer adsor¢éo a células com receptores que permitam
sua penetracdo. Isto se da através das “portas de entrada” do organismo, representadas
usualmente pela pele e mucosas.

e« A maioria dos virus ingressa nos hospedeiros através da pele ou membranas
mucosas do sistema respiratério e trato digestivo.

« Uma pequena parcela das infec¢des: inicia no trato urogenital e conjuntiva.

« Outras infec¢Bes: necessitam que algo seja capaz de romper a pele, uma das mais
poderosas barreiras contra infecgdes, para dar inicio ao processo infeccioso.
Enquanto intacta, a pele & impermeével & maioria dos microorganismos. Uma vez
rompida ou perfurada (p.ex. através de cortes, injecbes ou picadas de insetos)
estes agentes conseguem penetrar no hospedeiro e dar inicio a infecgdo (ex.:
Hepatite B, a AIDS e a Febre Amarela).

Via de regra, 0s virus penetram no organismo por uma das seguintes formas:
1- Inalagéo

Ocorre quando o agente é aspirado juntamente com o ar. Nesses casos, 0 virus pode
encontrar-se suspenso no ar, em goticulas aerossolisadas, ou na poeira suspensa por movimentos
do ar. Exemplos: infec¢Bes virais respiratorias (rinovirus, adenovirus), hantavirus.

2- Ingestao

O trato gastrointestinal (TGI) fornece grande resisténcia a infec¢cdes. Poucos sdo os
microorganismos capazes de resistir ao ambiente gastrointestinal: Enterovirus (virus da poliomielite
ou Paralisia Infantil, os virus das Hepatites A e E) sdo transmitidos por ingestao, a partir de agua
ou objetos (fdmites) contaminados.

e A parte superior do TGlI, incluindo a boca e o faringe, sdo as partes mais expostas
do sistema, mas as mucosas apresentam caracteristicas especiais para combater
infeccdes. Além dos epitélios de revestimento e das enzimas presentes na saliva
(que podem inibir alguns virus por sua agéo proteolitica), ha a imunoglobulina A
(IgA) secretéria, que atua sobre os virus e pode inclusive neutraliza-los.

* Um grande nimero de infec¢des virais, em seus estagios iniciais de multiplicacéo,
envolvem as amigdalas ou tonsilas. Estes orgaos linféides, por sua localizacdo
anatbmica, séo frequentemente utilizados como sitio primario de multiplicacdo de
virus. Exemplos: rubéola, cachumba, polio. Animais: peste suina classica, diarréia
viral bovina.

« O esodfago raramente é sitio priméario de multiplicacdo dos virus.

e« O estdbmago, com seu pH extremamente acido, igualmen te desfavorece a
instalacdo de virus. Na verdade, a passagem através  deste 6rgdo exige que
0s agentes infecciosos tenham acentuada resisténci a a pH acido (Ex:
rotavirus).

« Apés o pH estomacal, os virus, a seguir, tem que submeter-se ao pH alcalino do
intestino, a presenca de fagdcitos, enzimas proteoliticas inibidoras de virus, a bile,
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detergentes intestinais, e - além disso tudo - a uma nova bateria de anticorpos IgA
secretérios. Caso todas essas barreiras sejam suplantadas, aqueles virus que se
multiplicam nas células intestinais - ou que utilizam estas células como sitio de
multiplicacéo primaria - poderao dar inicio a seu ciclo replicativo.

3- Inoculacéo

Vérias sdo as formas de inoculagdo de agentes, muitas delas provocadas pelo préprio
hospedeiro. Picadas de insetos configuram um importante método de penetracao viral, pois
durante a sua alimentacdo o0s vetores (mosquitos, pulgas, carrapatos) inoculam os virus
diretamente na corrente sanguinea do hospedeiro, processo esse denominado transmisséo
mecanica . E o caso das arboviroses (isto &, viroses transmitidas por atrépodos). Alguns virus,
além de serem mecanicamente transmitidos, podem desenvolver parte de seu ciclo replicativo no
inseto (ex. febre amarela).

A inoculacdo percutanea (isto €, através da pele, como em injecbes e transfusdes)via
injegBes também é uma via extremamente eficaz de infeccdo. Incluem-se aqui os usuarios de
drogas injetaveis, bem como procedimentos médicos que requerem transfusdes e quaisquer outros
gue possibilitem contato com sangue ou outros produtos infectados.

MULTIPLICACAO E DISSEMINACAO NO HOSPEDEIRO

Mecanismos de distribuicdo do virus no organismo

* Em muitos casos, os virus se multiplicam diretamente na porta de entrada . Ex:
virus que atacam epitélios (ex. Herpes Simples, Papilomavirus) e virus que afetam
o trato respiratério (ex. Influenza, Rinovirus e Adenovirus). Usualmente
permanecem confinados exclusivamente a estas superficies, com um minimo de
penetracdo nos tecidos.

» Além do contato célula-célula, estes virus podem ser levados a outros sitios mais
distantes no aparelho respiratério pelo préprio muco que irriga as mucosas.
Nesses casos, 0 agente usualmente ndo se dissemina pelo corpo do individuo
infectado.

« Qutros virus sdo capazes de estabelecer uma infeccéo localizada e a partir dai
se disseminar por todo o organismo  (ex. variola), causando sinais clinicos em
locais diferentes daquele usado como porta de entrada. Nesses casos (infec¢des
sistémicas) passam por um periodo de multiplicagdo inicial, localizada, para
posteriormente distribuir-se pelo organismo infectado, como segue.

InfecgBes sistémicas:
Uma vez vencida a barreira representada pelos epitélios (pele ou mucosas), o virus é
exposto as células de defesa do organismo.

Caso haja lesdo tecidual, ocorre reacdo inflamatéria. Os capilares se tornam mais
permeaveis ou se rompem, com 0 extravasamento de citocinas, mondcitos e linfocitos. Células
polimorfonucleares e macréfagos teciduais (células de Langerhans) tentardo destruir o virus
invasor. Se o virus for destruido, seus componentes serdo processados por células da linhagem
macrofagica (denominadas células apresentadoras de antigeno, ou APCs) e que levardo estes
componentes virais para apresenta-los a outros componentes do sistema imune. Por outro lado,
alguns virus se multiplicam dentro dessas células e as utilizam para sua disseminacédo. Assim, a
célula contendo o virus (ou seus antigenos processados) ird ao linfonodo que drena a regido
infectada.

Tendo atingido o linfonodo, o virus podera, via circulagédo linfatica, atingir a circulagao
sanguinea (o que se chama viremia primaria ) e espalhar-se por todo o organismo, seja dentro de
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macréfagos e/ou mondécitos (ex.: HIV, Mononucleose Infecciosa, Citomegalovirose, Diarréia Viral
Bovina), seja circulando livremente no plasma (ex: Diarréia Viral Bovina; Hepatites B, C, e Delta,
parvovirus), ou mesmo, embora mais raramente, adsorvidos a eritrocitos (como o virus da Peste
Suina Africana), ou plaquetas (virus da Coriomeningite Linfocitica dos camundongos). Apés esta
viremia inicial, a qual freqlientemente passa despercebida, ocorre uma viremia secundaria , onde
um grande namero de particulas virais é encontrado em circulagdo. Como conseqiéncia desse
nivel maior de viremia, os virus distribuem-se nos 6rgdos-alvo do individuo em maior quantidade.

INFECCAO E DISSEMINACAO DE INFECCOES VIRAIS

Infecgdo => superficies do organismo (ou inoculagdo) => linfonodos=> viremia primaria=>
orgéos => viremia secundéaria=> 6rgdos "alvo".

(Modificado a partir de: Mims C.A. & White D.0.(1984) Viral pathogenesis and Imunology.
Blackwell, 1984)

Infecgbes do sistema respiratdrio:

* A contaminacgdo do trato respiratorio se da usualmente pela inalacdo de goticulas
de secrecdes de individuos contaminados (por aerossoéis contendo goticulas que
carregam virions), habitos sociais (beijos, cumprimentos com as maos).

e« Ma&os: podem levar a “auto-inoculagdo” por contato com olhos, narinas, ou
abras6es.

Para combater essas infec¢des, as principais defesas do sistema respiratério sdo o0s
macriéfagos e um tapete de epitélio ciliado, recoberto por muco. Estes possuem a funcdo de
“varrer” a superficie de todo o epitélio respiratorio, retirando corpos estranhos que se encontrem na
superficie da mucosa respiratoria.

Entretanto, mudangas no padrdo normal de limpeza destes epitélios podem levar a um
desequilibrio, com conseqiente aumento da suscetibilidade a infeccdes . Tais mudancas
podem ocorrer, por exemplo, por fatores ambientais (mudancas de temperatura, variagbes de
umidade do ar), uso de agentes lesivos a mucosa (p.ex. fumo, inalacdo de drogas ), ou alergias
respiratérias. Caso o virus esteja presente no epitélio, podera ser desencadeada uma nova
infeccéo.

Infeccdes do sistema nervoso:

Os virus sé@o capazes de causar infecgbes no sistema nervoso, o fazem ou via corrente
sanguinea, por via linfatica, ou ainda por via neuronal, trafegando no interior de neurénios. Um
exemplo tipico desse Ultimo caso é o virus da raiva, que trafega via neurdnios até atingir o sistema
nervoso central.

Outro exemplo importante (e freqliente) sdo as infeccbes por herpesvirus, que podem
estabelecer laténcia em ganglios nervosos.

APARELHO UROGENITAL

Sao poucos os virus que afetam diretamente o proprio trato urogenital. Mesmo assim, este
também apresenta seus mecanismos de defesa. A uretra é freqlientemente lavada com urina
estéril, remoendo mecanicamente 0s potenciais invasores. Na vagina, popula¢cdes de lactobacilos
comensais acidificam o meio, dificultando assim o ataque por determinados virus. Na verdade,
como no estdmago, poucos sdo os virus capazes de resistir a pH tédo acido.
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O proprio HIV, se ndo contasse com a protecdo fornecida pelo efeito tamponador dos
liquidos seminais, seria rapidamente inativado se exposto diretamente ao pH vaginal.

Outro exemplo, o Herpes Simples Humano tipos | e 2 e os Papilomavirus. lgualmente, os
Poliomavirus (BK e JC), os quais sdo normalmente transmitidos via trato respiratorio;
subsequentemente instalam-se nos tabulos renais e ureteres e estabelecem uma infec¢do latente,
onde apesar da presenca do genoma viral, ndo ocorre a producéo de virus infeccioso. Em algumas
situacOes (gestacdo, imunodeficiéncias, administragdo de drogas imunossupressoras) estes virus
podem ser reativados e disseminados em grandes quantidades pela urina.

Outro exemplo é o citomegalovirus (um betaherpesvirus), o qual também estabelece uma
infecgao latente, porém em células linféides. Por ocasido da gestacgédo, o virus é eliminado na urina
em cerca de 10-15% das gestantes normais, bem como em grande quantidade na urina de
criancas infectadas congenitamente.

CONJUNTIVA

A conjuntiva é protegida pelas secre¢Bes das glandulas lacrimais e constantemente
“lavada” por essas secrec¢des, através do movimento das palpebras. Através dessas secrecgdes e
do movimento palpebral, os microorganismos sdo removidos via ductos lacrimais, indo ter a
cavidade nasal ou trato digestivo. N&o obstante, alguns virus sdo capazes de causar infeccdo via
conjuntiva, uma vez que receptores presentes na mucosa conjuntival sdo capazes de permitir sua
adsorcédo e subsequente multiplicacdo. Esse é o caso dos rinovirus, principais agentes causadores
de resfriados, bem como dos adenovirus. Estes Ultimos podem inclusive causar infec¢des oculares
que podem assumir proporcdes epidémicas, como é o0 caso da conjuntivite hemorragica,
enfermidade que ocasionalmente se manifesta na forma de epidemias, em nosso meio.

Muito comumente, as pessoas se auto-inoculam
com microorganismos através do contato direto
das médos com a conjuntiva ocular. Se a pessoa
houver tocado as mados de alguém contaminado, a
transmissado pode se efetivar novamente...

A seguir, é apresentada uma tabela com as caracteristicas mais marcantes da infec¢des
localizadas, em comparacao co infec¢des generalizadas ( ou sistémicas).

Tabela. COMPARAGCAO ENTRE DOENCAS VIRAIS AGUDAS LOCALIZADA S OU
SISTEMICAS.(¥)

Infeccdes localizadas Infeccdes sistémicas
Local da patologia Porta de entrada Distante da porta de entrada
Periodo de incubacdo Curto Mais longo
Viremia Ausente Presente
Imunidade Variavel Usualmente longa
Papel da IgA
secretéria Importante Usualmente pouco importante

(*) Modificado a partir de Brooks GF, Butel JS & Ornston LN: Jawetz, Melnick & Adelberg’s Medical
Microbiology, Lange, 1995.
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Métodos diagnésticos

Os métodos basicos de diagndstico viroldégico sasotamento viral, deteccdo de virus ou de
produtos virais em amostras clinicas (métodos diretodgteccdo e quantificacdo de anticorpos anti-virais
especificos (métodos indiretos). Cada método posasimméritos, mas a demonstragao direta do virus e/ou de
produtos virais € o método mais efetivo e Util pasgdstico de rotino.

Métodos de demonstracgédo (diretos)

Os métodos diretos incluem a visualizacdo dos virionsnporoscopia eletrdnica, deteccdo do
genoma viral através de sondas de DNA e deteccéo de astigeais por imunofluorescéncia. Esse ultimo
método tem sido o mais util em laboratérios de diagnastico

Métodos soroldgicos gerais

Nos estagios tardios da infeccdo, a pesquisa de anticegpesificos no soro pode ser o Unico
método possivel de diagndstico. Isso pode ser feito pasu@cnicas soroldgicas.

As técnicas mais utilizadas em laboratérios de diagodésiio a soro-neutralizacdo (SN), inibicdo da
hemaglutinacéo (HI), imunodifusdo em gel de agar (ID@Ajestes imunoenzimaticos (ELISAs). Esses
métodos baseiam-se no fato de que a atividade viral podeitsda e/ou proteinas virais sdo ligadas por
anticorpos especificos. Diluicdes do soro sdo testadasesultados sdo expressos como a reciproca da maior
diluicdo do soro na qual a atividade antiviral pode ser thetac De maneira ideal, resultados do teste de
amostras coletadas na fase convalescente devem gmaregims com resultados de amostras coletadas na fase
aguda da infeccao (duas coletas, 14 a 21 dias de intervaligg@dstico € positivo se ocorrer um aumento
igual ou superior a quatro vezes nos titulos de anticorpmsanamostras pareadas.

Os resultados de uma Unica coleta (ndo-pareada) eséestaais dificeis de ser interpretados. Para
os virus que produzem infec¢cdes agudas auto-limitantess tpesitivos indicam apenas uma exposicéo
prévia ao agente, devido a infeccdo natural ou vacinac&uerpiietacdo pode ser facilitada pelo teste de um
grupo de animais que estiveram doentes comparando-se com umggrRIpdo apresentou a doenga, pois
titulos mais altos geralmente s&o indicativos de tesfleinfeccdo recente. Para os virus que produzem
infeccdes persistentes ou latentes (exemplos: herpssvietrovirus), sorologia positiva indica que o animal
€ um portador potencial do agente.

Resultados positivos de testes obrigatérios oficeassempre significativos independentemente do
titulo de anticorpos. Por essa razéo, outros telgepadronizacdo mais facil, na forma de kits, foram
desenvolvidos. Exemplos sdo o teste de imunodifusdo lede ggar (IDGA), também conhecido como teste
de Coggins, para anemia infecciosa eqiina e ELISA e ajdinem latex (LA) para doenca de Aujeszky.
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Os resultados desses testes sdo considerados simpgmsitivos ou negativos. Uma discussdo sobre as
diferentes técnicas diagndsticas é apresentada a segsé capitulo.

Isolamento viral

Uso: isolamento e identificagdo de virus.

A fase aguda da doenca é a melhor fase para se demenstr&olar o virus. Com a progresséo da
doenca ocorre a produgéo de anticorpos, o que reduz a exerat@oreduz ou elimina o virus dos tecidos.
As manifestacdes clinicas da doenca geralmente dieeni@escolha do material clinico apropriado para o
diagnéstico, como secrecdes nasais e oculares nodeagfeccfes do trato respiratdrio superior; fezes em
infeccdes entéricas, sangue em infecgdes sistémicas, e

Os virus requerem células vivas para replicar. No lamdwacélulas vivas sao utilizadas em forma
de cultivos celulares, cujas células sdo obtidas mmstio enzimética de tecidos animais. As células sdo
cultivadas em superficie/frascos de vidro ou plastico.

Quando amostras clinicas contendo virus sdo inocudada®lulas susceptiveis, o virus (se viavel)
replica e produz patologias celulares que se caracterzamalteracdes morfolégicas nas células,
denominadas genericamente de efeito citopatico (ecp)ldtmsacasos, o virus replica sem induzir patologia
celular e a demonstracéo de sua presenca requer o usnidaséle deteccao de antigenos ou corpusculos de
inclusdo por imunofluorescéncia (IF). O tempo necess#mia se isolar um virus varia entre menos de 24
horas até varias semanas.

Imunofluorescéncia (IF)

Uso: deteccao de antigenos virais em amostras climicas células de cultivo infectadas.

O teste de imunofluorescéncia (IF) detecta antigenassvem células infectadas utilizando
anticorpos anti-virais especificos marcados com urhatancia fluorescente (isotiocianato de fluoresceina,
FITC). Testes de IF podem ser realizados em cortes leaiogede tecidos, esfregacos sanguineos, impressdes
de tecido ou em células de cultivo. Os resultados podenbtdos em menos de 1 hora — e sao confiaveis
desde que o anticorpo utilizado seja especifico e as @vpoststejam em boas condicdes.

Existem dois tipos principais de imunofluorescénciataifd-D) e indireta (IFl). No método direto,

o anticorpo anti-virus € marcado. O anticorpo marcaélagado para detectar antigenos virais em cortes de
congelamento, esfregacos sanguineos, raspados, etc...

A técnica indireta (IFI) é realizada em duas etapasndstra a ser testada € inicialmente incubada
com um anticorpo anti-viral ndo-marcado. Apés um ddtexdo periodo de incubagcdo para que ocorra a
ligacdo anticorpo-antigeno (geralmente 1 hora ou menogjeparacdo € lavada e entdo incubada com um
anticorpo anti-espécie do anticorpo primario, marcadn E6TC. O anticorpo anti-espécie ira se ligar no
anticorpo anti-viral ndo-marcado, e se isso ocorreiirdnhiiz fluorescente considerando-se o resultado como
positivo.

Ambas as técnicas (IFD e IFl) possuem vantagens e dageast A IFD é mais rapida e mais
utilizada principalmente pela disponibilidade de conjugado®cAita indireta (IFl), por outro lado, é mais
sensivel e mais especifica (se anticorpos monoclaogaigtiizados); é mais demorada mas requer apenas um
tipo de anticorpo marcado com FITC se todos os apticoanti-virais foram preparados na mesma espécie.

A IF é a técnica mais utilizada no diagnéstico vir@ogde rotina. Um grande numero de
conjugados esta disponivel comercialmente para a detecgfitnadgrande variedade de virus. Conjugados
para a deteccao de virus de caninos e felinos séo disparmdwesnércio.

Uma variacdo da técnica pode ser utilizada para a detecgimantificacdo de anticorpos. Essa
técnica envolve a infec¢do de cultivos celulares comvirus e a preparacdo de laminas de microscopia
multipost com essas células infectadas. O soro padiest@do para a presenca de anticorpos especificos
incubando-se com as células infectados, seguido da adkcam anticorpo contra IgG da espécie do soro-
teste, conjugado com FITC. A emissao de fluorescéncias pglots de cultivos indica que a amostra é
positiva para anticorpos anti-virais especificos.

Imunoperoxidase

Uso: deteccéo de antigenos virais em amostras clmicasi células de cultivo.

O principio da técnica de imunoperoxidase é muito sertelham da imunofluorescéncia. A
diferenca é que o anticorpo é conjugado com uma enzimax{gase ou fosfatase alcalina) ao invés de
fluoresceina. Embora a enzima esteja conjugada aoraaticgla permanece ativa e, quando entra em contato
com um substrato, age sobre este, resultando em mudiaga. Essa técnica possui a vantagem sobre a IF

64



de ndo necessitar microscépio de fluorescéncia e é alpente (til para a deteccdo de antigenos virais em
lesdes histopatoldgicas.

Ensaios imunoenzimaticos (ELISAS)

Uso: deteccao de antigenos ou anticorpos.

A sensibilidade dos testes de ELISA é equivalente @dioimunoensaio (RIA), que e similar em
principio. Um sistema de fase sélida é utilizado nar@dos testes de ELISA. Para a deteccdo de virus, os
anticorpos especificos séo inicialmente imobilizadosuzerficie de tubos ou placas de poliestireno e a
amostra-teste contendo o virus suspeito é entdo adleio8a o virus esta presente, ira se ligar nos antg&orpo
adsorvidos. Apés lavagem, anticorpos anti-virais espesifiomjugados com uma enzima (peroxidase ou
fosfatase alcalina) sédo adicionados. Os anticorpos calgag@agem com o0 complexo anticorpo-antigeno
originando um efeito "sanduiche". Apos nova lavagem,bstsato da enzima é adicionado, resultando na
producéo de coloracdo. Alguns testes podem ser visualizadtsspretados visualmente, mas a analise por
espectrofotdmetro aumenta a sensibilidade.

Um teste ELISA indireto é utilizado para a deteccdoadcorpos. O antigeno é inicialmente
imobilizado no suporte sélido, seguido da adicdo do soro-tégiés lavagem, um anticorpo anti-
imunoglobulina conjugado com a enzima é adicionado, segd&lcadicdo do substrato da enzima.
Variac6es do teste ELISA incluem o ELISA competitiveapa deteccdo de anticorpos, no qual o anticorpo
anti-imunoglobulina conjugado com a enzima € substituidoupornticorpo anti-viral conjugado com a
enzima. A intensidade da coloracdo desenvolvida peloratig inversamente proporcional ao nivel de
anticorpos presentes na amostra-teste.

Em outras palavras, se o anticorpo especifico se lganticorpo conjugado com a enzima nao ird
se ligar. Portanto, resultados positivos sédo aquelegiuimndo ocorre desenvolvimento de coloragdo no
substrato ou a coloracéo é menos intensa do que noslesmiegativos.

Outra variacdo é o ELISA de cinética, utilizado padeteccdo de anticorpos contra o agente da
doenca de Lyme em cfies, virus da leucemia felina, peritoriéeciosa felina, toxoplasmose felina e
herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1). No ELISA de cinéticacagfo € monitorada continuamente durante um
certo periodo, ao invés de ser interrompida ap6s um @moot de incubacgdo. Testes imunoenzimaticos do
tipo ELISA e aglutinacdo em latex (LA) detectam amifge virais capturando-os através de anticorpos
especificos adsorvidos em suportes apropriados.

Essas técnicas permitem um diagndstico rapido e re@giehtemente disponiveis para uso em
consultérios e clinicas. Kits comerciais incluem EA$S kits LA para a detec¢éo de rotavirus em fezes de
varias espécies animais, e kits de ELISAs rapidos pdedeacao de parvovirus canino em fezes e antigenos
do virus da leucemia felina no sangue.

Aglutinacdo em latex (LA)

Uso: deteccao de antigenos ou anticorpos.

Os testes de LA possuem um principio semelhante a aglétinbacteriana na qual particulas de
latex recobertas com anticorpos aglutinam-se quanddurades com o antigeno correspondente,
identificando-o.

Alternativamente, as particulas de latex podem s@&bestas com antigenos para a deteccdo de
anticorpos. Esses testes sdo de facil execucdo e gmrraitobtencdo dos resultados em minutos. Kits
comerciais para uso em clinicas séo disponiveis para ec@letele anticorpos para algumas doengas e
também para a detecc¢do de alguns virus.

Microscopia eletrdnica (ME)

Uso: demonstragéo de virus em amostras clinicas.

Na técnica de ME sob coloragdo negativa, preparacligsigadas em agua destilada de amostras
clinicas sao "coradas" com uma solucdo de atomos pedasea técnica € primariamente utilizada para o
exame de amostras clinicas suspeitas de conter um gra@mderon de particulas virais, como fezes
(coronavirus, rotavirus e parvovirus), lesbes vesicularde lesdes de "pox" (herpesvirus e poxvirus). A
preparacado e o exame da amostra por ME podem ser tadgdeem menos de 30 minutos.

Imunoeletromicroscopia
Uso: detectar e identificar virus.
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A técnica de ME mencionada acima para demonstracdo depadde também ser utilizada para se
identificar virus. O virus € incubado com soro hiperimuspeeifico, resultando em aglutinacdo das
particulas que pode ser visualizada ao microscopico elsironi

Soro-neutralizagéo (SN)

Uso: detectar e quantificar anticorpos.

A SN é técnica mais utilizada para a detecgéo e quagdid de anticorpos contra virus de interesse
veterinario. O teste € considerado o mais confiaveiodes os testes soroldgicos, sendo menos sujeito a
variacdo e de interpretacdo mais objetiva.

O teste baseia-se na capacidade de anticorpos especiéutralizarem o virus correspondente e
assim prevenir a sua replicacdo e a consequente produgétopiologia em cultivo celular; ou sinais
clinicos, lesdes e mortalidade em ovos embrionada@sioais.

Os testes de SN sdo quase exclusivamente realizadoandtilizultivos celulares. O virus em
questé@o é previamente cultivado, quantificado e estocaddignotas a ultra-baixa temperatura. Esse virus
deve ser quantificado (titulado) varias vezes para qdeteemine exatamente a quantidade de virus presente.
Diluicdes do soro-teste sé@o colocadas em placas detinilacdo, seguido da adi¢cdo de uma quantidade fixa
da suspenséo viral aproximadamente 100 a 300 doses infecciosavigade Apos a incubacdo do virus
com as diferentes diluicdes do soro-teste, geralmknt2 horas a temperatura ambiente (alguns sistemas
utilizam 37°C ou 4°C), as células indicadoras sdo athcias. As placas sdo entdo incubadas a 37°C e
observadas diariamente para o aparecimento de eieip@tico (ecp). A presenca de anticorpos especificos
no soro-teste impede a producao de ecp pelo virus. Osdesi sdo também utilizados para se identificar
isolados de virus desconhecidos, essencialmente da n@msnaadescrita acima. A Unica diferenca é a que a
especificidade dos anticorpos é conhecida e o virus é desidmhSe um determinado anticorpo inibe a
producéo de ecp pelo agente desconhecido, entdo a ideatfidagirus esta feita.

Inibicdo da hemaglutinacéo (HI)

Uso: deteccao e quantificacdo de anticorpos.

O principio do teste de inibicdo da hemaglutinacéo érd@melhante ao da SN, com a diferenca que
a atividade viral inibida pelo soro-teste é a capacidadedietimante. Os testes de HI sdo muito sensiveis e
altamente especificos, e sdo particularmente Uteisquematificar anticorpos contra virus hemaglutinantes
gue nao replicam bem em cultivo celular ou produzem &gpetio ou dificilmente reconhecivel. Exemplos
sdo os virus da Influenza tipo A de vérias espécies aninfiais da Doenca de Newcastle e parvovirus suino.

Os testes de HI séo realizados em placas de mitagéitu Diluicbes do soro-teste sdo realizadas,
seguidas da adicdo de um volume igual de uma suspensdodooaf@moximadamente 4 a 8 unidades
hemaglutinantes do virus (uma unidade hemaglutinante é ar dhhiicdo da suspensdo viral capaz de
produzir hemaglutinagdo completa). A suspensado apropriaeldtideitos € entdo adicionada e as placas sdo
incubadas durante 1 a 2 h a 4°C (para a maioria dos \&®ig) anticorpo especifico estiver presente no soro-
teste, a aglutinacéo dos eritrocitos vai ser inibidasascélulas irdo rolar e sedimentar, formando uéobo
Células que se aglutinam, ao contrério, irdo formmaa «camada fina sobre o fundo da cavidade, ou em
formando botdo de bordas irregulares. O soro-teste femlente contém inibidores inespecificos da
hemaglutinagdo; e deve ser adsorvido com eritrocites alut teste.

Fixacdo de complemento (FC)

Uso: deteccao e quantificacdo de anticorpos.

Os testes de FC séo especialmente Uteis como métaxibares no diagnostico de infec¢des agudas
ou recentes, pois detectam principalmente IgM, a prind@sse de imunoglobulinas a ser produzida em
resposta a infecgéao.

O teste envolve o uso de antigeno viral, complemertidootle cobaios e um sistema indicador de
eritrécitos sensibilizados de ovinos. A sensibilizaclie eritrocitos € realizada pela sua incubacdo com
anticorpos especificos, chamados de hemolisina, produzida®ehos. O antigeno e o complemento sao
titulados e diluidos. Se o soro-teste ndo contéma@ptis especificos para o agente, 0 complemento\fiea li
para reagir com os eritrocitos sensibilizados, produziig A presenca de anticorpos em quantidade
suficiente produz a formacdo de complexos antigenoeaptic que seqiliestram o complemento, ndo
permitindo que este produza lise dos eritrgcitos.
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Imunodifuséo

Uso: deteccao de anticorpos especificos ou antigenos.

As duas técnicas mais usadas de imunodifusao séo o siatifasdo dupla e a imunoeletroforese.
Os dois testes sao realizados em meios semi-sétidcaimente adgar ou agarose. A diferenga principal entre
os dois testes € que na imunoeletroforese o0 antigenevémente separado por eletroforese, e entdo
recoberto com um gel contendo o anticorpo.

Nos dois testes, o antigeno e os anticorpos seddifarmo gel de agar, formando uma linha de
precipitacdo no local onde se encontram e reagem.

A imunodifusdo dupla € um dos testes soroldgicos maligadbs em diagnéstico. O melhor
exemplo é o teste de Coggins para a anemia infecaidigaae

O teste de imunodifusdo pode ser tornado mais sensilizhndo-se um marcador radioativo,
possibilitando a deteccdo de complexos antigeno-antiaupondo séo visiveis a olho nu. O isétopo iodo
(1** é o marcador mais utilizado, tanto para marcar gembi como os anticorpos. A marcacdo ocorre pela
incorporacéo do'f> no amino-&cido tirosina.

Os resultados sé@o obtidos pela exposicao do gel ou laminas filme de raios X que captura as
linhas radioativas (precipitacdo).

Testes de protegéo

Uso: identificacdo de virus.

Os testes de protecéo sdo utlizados para a identificdedvirus quando outros métodos mais
simples ndo sao disponiveis. Eles envolvem a indugdo wedate ativa ou passiva em animais seguido de
desafio com o agente em questao.

Um exemplo foi o teste de protecéo utilizado para mtifiacao do virus da peste suina classica. O
teste foi realizando inoculando-se soro hiperimune @pesimultaneamente com sangue ou suspensao de
bagco de um animal suspeito de estar infectado. Se 0 agsséed virus da peste suina classica, a imunidade
passiva produzida pelo anti-soro anti-virus da peste suissiad protegeria o suino do desafio. Os animais
desprotegidos contrairiam a doenca.

Hibridizacdo de acidos nucléicos
Uso: detecgéo de acidos nucléicos DNA ou RNA virais eostas clinicas.
A hibridizacdo de acidos nucléicos consiste das segletapas:

* O é&cido nucléico de cadeia dupla de um virus é desnaturadosgbstancia alcalina para a
separacao das cadeias.

e As cadeias simples do &cido nucléico sdo imobilizadasumnsuporte solido, geralmente uma
membrana de nylon ou nitrocelulose, para impedir que asasadkeise reassociem. O 4cido nucléico
se liga na membrana através da cadeia lateral de fsfasobases nitrogenadas projetam-se
externamente.

e Uma sonda (DNA de fita dupla ou RNA; de origem conhecidaortendo a sequéncia de
nucleotideos especifica aquela do virus alvo — conjugada coisdtopo radioativo ou enzima) é
incubada com a membrana.

* Ocorre a formacgéo de pontes de hidrogénio entre as aspdementares. As sondas que ndo se
ligaram sdo removidas por lavagem e a hibridizacdo é ddteatravés de um método de deteccéo
da sonda.

Varios tipos de hibridizagdo em suporte solido sao aditz:

Hibridizacdo Southerécnica utilizada para a deteccéo de um fragmento de Dpexiéiso.

Hibridizacdo NorthernUtilizada para detectar-se sequéncias despecificas de RNA.

Hibridizacdo Dot blat Procedimento similar ao Southern e Northern, podeitizado tanto para
DNA como para RNA. A diferenca é que o acido nucléiwo-& imobilizado em focos (pontos) na
membrana, similar aos de uma placa de microtitulacéo.

Hibridizacdo in situO principio é semelhante ao Southern e Northern fdbigdo (detec¢do de um
sequencias de nucleotideos especificas através de sondzslasp com a diferenca que, ao invés do
material suspeito ser extraido e imobilizado em menalsrade nitrocelulose, a deteccdo é realizada
diretamente em cortes histolégicos do tecido ou célissa técnica tem uso limitado em diagnéstico mas é
muito Util em pesquisa e estudos de patogenia.

67



As técnicas de andlise de restricdo enzimatica, sed@golimerase em cadeia e microarranjo sao
particularmente Uteis e sdo discutidas a seguir.

Andlise de restricdo enzimatica (REA)

Uso: identificacé@o de virus especificos.

A analise de restricdo enzimatica (REA) utiliza emanchamadas endonucleases de restricdo para
tracar o perfil da seqiiéncia do genoma dos virus. A presktngautaces e/ou variabilidade genética em
determinados pontos de clivagem no genoma de alguns isoladdusloesulta em diferentes padrées de
clivagem, quando sao separados em gel de agarose. Essa @ardl@mmada de anélise de polimorfismo de
tamanhos de fragmentos (RFLP) e tem sido utilizada jpaeaterizar e comparar entre isolados de campo de
um determinado virus.

A técnica requer grande quantidade de DNA total ou parciédnpemificado, um grupo de enzimas
para clivar o DNA, a capacidade de separar os fragmdet®NA resultantes por eletroforese e um método
de documentar os resultados.

A restricdo enzimatica de virus com genomas grandes oaitomegalovirus, pode resultar em 20
a 50 fragmentos de DNA, enquanto virus com genomas pequemmspsadenovirus, geralmente produzem
5 a 10 bandas de DNA. N&o é facil, nem é sempre necessamielacionar o padrdo de clivagem (mais ou
menos bandas) com mutacdes em sitios especificos dmgesem a realizacdo de estudos extensivos de
hibridizag@o ou mesmo o sequenciamento dos genomas copara

Uma limitacdo importante do método é a de que a presiengaitacdo nd sera detectada se ocorrer
exatamente em um dos locais reconhecidos e clivados pemas utilizadas. O uso de varias enzimas
simultaneamenteaumenta a probabilidade de detectautsgdas em um determinado genoma ou parte do
genoma.

Reacéo da polimerase em cadeia (PCR)

Uso: deteccao/identificagcdo de virus especificos ou gmpexificos.

A reacdo da polimerase em cadeia (PCR), método ra di¢ replicacdo de DNA, é capaz de
amplificar (multiplicar) segmentos de DNA mais de mnithdo de vezes. Uma copia Unica do genoma viral —
se presente na amostra clinica — é amplificada, produmiilddes de copias que entdo podem ser facilmente
detectadas por eletroforese. Isso € obtido atravésatdarile uma reacdo que, além da amostra de DNA (que
potencialmente contém o DNA-alvo do virus), contém ddigpooucleotideos (primers) com seqiiéncias
complementares as extremidades opostas de cada umadddascda seqiiéncia alvo, deoxinucleotideos
trifosfato e uma enzima DNA polimerase termoestavat|(polimerase).

A mistura é entdo submetida a uma série de ciclos dpetatara para permitir e facilitar a
replicacdo do DNA e conseqiientemente multiplicar o DAlAeguir é descrito um ciclo tipico:

* A primeira etapa de um ciclo do PCR € a desnaturacdo dodaNamostra, pelo aquecimento da
reacdo a 95°C.

e Segundo, a reacgdo € resfriada para permitir a hibridizigsiprimers na seqiiéncia-alvo de DNA.

e Terceiro, a reacdo € entdo aquecida a 72°C para pernpidfiraerizacdo do DNA a partir dos
primers pela Taq DNA polimerase. Esse ciclo de tempesaéurepetido 35 a 40 vezes. Mais de um
milhdo de cdpias do DNA podem ser obtidas dessa maneira.

Quando o numero de ciclos planejado é concluido, o DNA resultante é separado por
eletroforese em gel e analisado através da viasulizdgobandas de DNA ou através de hibridizagdo
Sorthern com sondas especificas.

Varios testes diagnoésticos baseados em PCR sdodalmente disponiveis.

A PCR pode ser utilizada também para o estudo de virus RId0AuUso da enzima transcriptase
reversa que produz cépias cDNA a partir alvo RNA. Ess@id#@ chamada de transcriptase reversa, RT-
PCR. Outras variagfes da PCR incluem a PCR em temponeegual a analise espectrofotométrica dos
produtos é realizada simultaneamente a reacdo; e aRiGiada (nested-PCR) que utiliza dois conjuntos de
primers, sendo um conjunto especifico para uma regi@maa amplificada pelo primeiro conjunto. Cada
uma dessas variagdes séo Uteis quando a quantidade deuidddcorné muito pequena. A eficacia da PCR
em tempo real para diagndstico em amostras clininda ado foi estabelecida.
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Radioimunoensaio

Uso: deteccdo de antigeno ou anticorpos.

Atualmente, o radioimunoensaio é raramente utilizadoladmratérios de diagnéstico virolégico.
Existem dois tipos de RIA: em fase liquida e em fasiEl&dNo sistema em fase liquida, os complexos
antigeno-anticorpo séo precipitados pela adicdo de ramteiglobulinas. O precipitado é coletado por
centrifugacao e seco. A quantidade de radioatividade ngjpegit, comparada com a radioatividade total, é
a quantificacdo da reacdo antigeno-anticorpo. A mascécéealizada com'¥ (veja imunodifus&o), em
qualquer um dos trés componentes da reacao.

No sistema de fase sélida, o anticorpos é imobilizadosuperficie interna de um tubo de
poliestireno e entdo adicionado do antigeno. Resumidamenmaterial clinico é adicionado ao tubo
previamente recoberto internamente com o anticorpecéfico. Se o antigeno esta presente, liga-se no
anticorpo adsorvido. Apés lavagem, um anticorpo anti-wiraicado cont? é adicionado, reagindo com o
complexo imobilizado num efeito "sanduiche". O tuboagadlo e a quantidade de radioatividade é
determinada.

Embora as técnicas de detec¢do de antigeno descritas a#d utilizadas com primeiro teste
diagnéstico, muitas vezes essas técnicas ndo saavais pois amostras clinicas apropriadas ndo puderam
ser obtidas de animais vivos. Da mesma forma, técrigadas de deteccdo de antigeno ndo sdo disponiveis
para varios virus. Nesses casos, recorre-se ao ist@amieal.

Microarranjo (microarray)

Uso: identificacao de virus especificos ou seqiiéncias especificas.

O desenvolvimento dos "microarranjos” foi impulsionada pelicagdo da tecnologia de robética na
rotina da biologia molecular, mais do que por qualquer avéeguldgico. As técnicas de Southern e
Northern blot para a deteccdo de DNA e RNA mensageikiraer de base tecnolbgica para a hibridizacéo
em microarranjo.

A construgdo dos microarranjos envolve a deposicdo dersdagi@specificas de DNA em pontos
na superficie de uma lamina de vidro ou chip de silica atrdeéobdtica. Um Unico chip pode conter até
50.000 genes. Os chips (ou laminas) séo entdo expostos a nimadéo DNA marcado com substéncia
fluorescente. Um computador monitora a fluorescéncia ifedtes pontos da superficie do chip, indicando
onde o DNA marcado se ligou no DNA imobilizado na laminia/c

Como milhares de seqiiéncias de DNA podem estar presentbipné possivel através deste teste
analisar véarios patdgenos simultaneamente. Isso écytamnente importante para a deteccdo de
microrganismos usados como armas biologicas e diagnosie doencas. Varios microarranjos sao
comercialmente disponiveis, como o CapitalBio_SARSaive§18 Sistema de Deteccdo para identificar
estagios precoces de infeccdo pelo virus da SARS. Alémnmdo®arranjos de &cidos nucléicos,
microarranjos de proteinas também tém sido utilizadosddemsos, procura-se proteinas especificas.

Coleta e remessa amostras

O diagnéstico laboratorial de uma doenga clinica depemdgrande parte do tipo e condigdo do
material submetido. Depende também da acdo coordenadéedoara® de campo e do técnico laboratorial.
Devido ao fato da maioria dos testes laboratoriais serspecificos para um determinado agente, um
histérico clinico adequado deve acompanhar todos os matsuiaisetidos. Isso permite ao pessoal do
laboratdrio realizar testes adicionais, se necessénidicado.

Regras gerais de coleta e remessa de material sderdpdas a seguir. A maioria dos laboratérios
fornece um formulario de remessa de amostras que depeesaichido com as informagfes pertinentes. Na
auséncia desse formulario, o veterinario deve fornaoenistérico 0 mais completo possivel. Devem, entrar
em contato com o laboratério para esclarecer quaisquer divida

Animais

Animais vivos, doentes, devem ser preferidos aos de animaitos. Sempre que possivel, esses
animais devem ser enviados ao laboratério para um exareer@psia completos. Se o problema afeta um
rebanho, mais de um animal deve ser enviado. Onibus edrtadoras podem ser utilizados para transportar
animais de pequeno porte, desde que acondicionados aproprisalemetdixas ou embalagens apropriados
a prova de vazamentos. Nao congele animais a seremtgldsgara a necropsia.
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Tecidos

Para evitar contaminagdo durante a necropsia, recorsencialetar uma série de tecidos antes de
realizar-se um exame minucioso. Orgaos/tecidos recomesdasara se coletar séo: pulmao, rins, figado,
baco, intestino delgado e grosso, linfonodos regionaigrébro ou a cabega devem ser coletados em suspeita
de doenca do sistema nervoso central. Outros tecidosomienbam lesdes observadas durante o exame
também devem ser coletados. Uma porcdo de cada tecidosdevacondicionada em sacos plasticos
impermeaveis e refrigerados. Cada tecido/6rgao deve seregmafdmente acondicionado em um saco
individual. Segmentos de intestino devem ser obrigaterigégnacondicionados em separado, para se evitar
contaminacdo bacteriana, pois sendo e xame bacté&cmkera comprometido.

Tecidos coletados préximo ao final de semana devem sadesvia proxima segunda-feira.

Devido ao fato de que muitos virus produzem lesdes casticBsi microscépicas pequenos
fragmentos (0.5 cm de espessura) de cada tecido devemcaedicionados em frascos com formol
tamponado a 10% para exames histolégicos. Em casos deadwmmplogica, recomenda-se enviar uma
metade longitudinal do cérebro. Essas amostras ndo deverangeladas.

Fezes

Fezes devem ser coletadas de animais doentes e agpadas em frascos hermeticamente
fechados. Embora swabs saturados em fezes sejam adegasal@guns exames virolégicos individuais,
algumas gramas de fezes permite um espectro maior ehegxacluindo bacterioldgico e parasitolégico. AS
amostras devem ser submetidas ao laboratério utilizandoegmtlavel.

Swabs

Swabs nasais e oculares s&o Uteis para o isolamentéudede animais com doenca do trato
respiratério superior. Infec¢des genitais também podemiiagnosticadas pelo exame de swabs coletados do
trato reprodutivo (vulva, vagina, pénis, prepucio). Os swiglbem ser coletados de animais com a infec¢éo
aguda e acondicionados diretamente em tubos contendo wndeeransporte para virus. A coleta de
material de véarios animais, em diferentes estagiomfdacdo, aumenta a probabilidade de isolamento do
agente. Swabs sdo Uteis também para coletar-se asmbstiesdes vesiculares.

Vesiculas frescas devem ser rompidas e os swabdgimbeom o contelido. Dois swabs devem ser
sempre coletados, um para microscopia eletronica e paiteoo isolamento de virus. O swab para isolamento
deve ser acondicionado em meio de transporte e ogavabmicroscopia eletronica deve ser colocado em um
tubo contendo um pequeno volume (uma a duas gotas) de 4gua dedtlalml descamativo de lesdes mais
avancadas também deve ser submetido.

Existem varios meios comercialmente disponiveis que iaoxih manter a viabilidade dos virus
durante o transporte ao laborat6rio.

A maioria desses meios contém solugdo idnica badaaceproteinas e antibidticos para impedir
proliferacdo bacteriana. Varios laboratérios formeseus proprios meios de transporte quando requisitados
por veterinarios de campo.

Laminas

Varias doencas infecciosas podem ser diagnosticadagyeine de laminas preparadas a partir de
sangue ou tecidos. Esfregacos sanguineos séo utilizados pliagndstico da leucemia felina, enquanto
esfregacos sanguineos e raspados conjuntivais sao usadiagmistico da cinomose. Raspados conjuntivais
sdo particularmente Gteis no diagnéstico de infeccOehgrpesvirus e clamidias em gatos. Impressdes do
figado, baco e pulmdes sdo especialmente Uteis no diagndstinfeccdes por clamidias e herpesvirus em
psitacideos.

As laminas devem conter um namero suficiente de céhdes permitir um exame detalhado, mas
ndo devem se muito espessas a ponto de dificultar acatorUm raspador conjuntival ou outro aparelho
(borda cega de uma lamina de bisturi ) podem ser usados §@aa aaconjuntiva; swabs de algod&o néo sao
adequados. Sacos conjuntivais purulentos ou com secrag@matada devem ser lavados antes da coleta do
raspado. Impress@es de tecido devem ser feitas atrapéesddo leve do tecido (previamente adsorvido em
papel-toalha para remover o sangue) contra a superfiiends.

As laminas devem ser secas ao ar e remetidas a@atlatimrem suportes especiais para prevenir a
sua quebra. O envio de vérias laminas permite um examealeataleado, incluindo citoldgico.
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Soro

Amostras de sangue devem ser coletadas em tubos esthre@nticoagulante. Estes devem ser
enviados ao laboratério em caixas de isopor com gelostmtes para impedir que se rompam. Amostras de
sangue ndo devem ser congeladas ou aquecidas em excess@nsest@as ndo puderem ser enviadas ao
laboratério em poucas horas, o soro deve ser separafiigeraglo ou congelado.

Glossério

Aliguotar: Dividir (como uma solugdo) em partes iguais.

Primers:pequenas seqiiéncias de DNA ou RNA utilizados como iniciagama a sintese de acido
nucléico. O primer hibridiza com a sua regiéo compigarena molécula molde do acido nucléico e fornece a
oxidrila 3’ para o inicio da sintese. Os primers delimiamegido que vai ser amplificada. Na PCR, dois
primers (as vezes mais) oligonucleotideos sintéticost@@no de 20 nucleotideos) sdo complementares a
regides nas cadeias opostas flanqueiam a regido avexteemidades oxidrila 3’ sdo orientadas uma na
direcédo da outra. Na PCR, a seqiiéncia alvo em umaranéogeralmente de 100 a 2000 pares de bases de
extensdo. Primers desenhados e arbitrarios podem ser usados.

Testes reqgulatdriosisdo testes realizados por imposicdo de legislagdoalofié Orgdos
governamentais para doengas animais de interesse sagififiatégico.

Endonuclease de restric&#o enzimas derivadas de bactérias, que reconhecetar@ coDNA em
sequencias especificas.

Polimorfismo de tamanhos de fragmentos (RFL®uelam muitas diferengas no DNA entre
individuos de uma mesma espécie. RFLPs resultam da ctivdgeDNA por enzimas de endonucleases de
restricdo, separacdo dos fragmentos por eletroforessualizacdo das bandas (fragmentos de DNA) pela
colorac@o com brometo de etidio.

Taq polimerase:DNA polimerase utilizada na PCR. E derivada de uma bactéquatica
denominado Thermus aquaticus que vive em aguas de géiserspestabitidade da enzima permite seu uso
na PCR.

Direiros reservados: este documento esta disponivel emw.iwsvorg. Documento nam.
A3407.0305.PT
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CLASSIFICACAO DOS VIiRUS

Objetivos:
Ao final desta aula o aluno sera capaz de reconhecer os fundamentos da taxonomia viral e

reconhecer alguns membros importantes das principais familias de virus.
A BASE DA CLASSIFICACAO

» Estrutura (genoma, morfologia, presenca de envelope);
» Estratégia de replicagéo;

» Parentesco antigénico (sorologia; divisdo em sorotipos);
e Sequéncia de nucleotideos (genotipos)

TAXONOMIA

Ordem: duas ordens:

Mononegavirales e Nidovirales
Familia: designacgéo termina com: ...viridae
Sub-familia: ...virinae
Genero: ...virus

Exemplo: o virus Herpes Simples Humano pertence a:
Familia: Herpesviridae
Sub-familia: Alfaherpesvirinae
Género: Simplexvirus

Ordens: Somente duas até o presente:

Mononegavirales (paramixo, rhabdo, filo e bornaviridae)
Nidovirales (coronaviridae & arteriviridae)

Observe: nomes escritos em italico!

Outros: nome de uso (nome coloquial)

TODAS AS FAMILIAS TEM VIRUS CONSIDERADOS "PADRAO" DA ESPECIE,
denominados "TYPE SPECIES", ou “prot6tipo” da familia

FAMILIAS DE VIRUS ANIMAIS
COM RNA DE FITA SIMPLES POLARIDADE POSITIVA :

Togaviridae, Flaviviridae, Caliciviridae, Astroviridae, Picornaviridae
E ainda a ordem Nidovirales : Coronaviridae, Arteriviridae

O nome “Nidovirales” deriva do fato de que estes vir us possuem uma origem de
multiplicagdo comum para varios mRNAs.

COM RNA DE FITA SIMPLES POLARIDADE NEGATIVA :
Fitas simples em dois ou mais segmentos de RNA: Orthomyxoviridae, Bunyaviridae,

Arenaviridae
E ainda a ordem Mononegavirales (virus com fita simples em um segme nto dnico) :

Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae, Bornaviridae
E mais: Deltavirus (corresponde ao o virus da Hepatite Delta; ainda néo classificado)
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COM RNA DE FITA DUPLA:
Birnaviridae
Reoviridae

FAMILIAS COM VIRUS QUE FAZEM TRANSCRICAO REVERSA :
Retroviridae (RNA)
Hepadnaviridae (DNA)

FAMILIAS COM DNA DE FITA SIMPLES :
Parvoviridae
Circoviridae

FAMILIAS COM DNA DE DUPLA FITA :
Papilomaviridae

Adenoviridae

Herpesviridae

Iridoviridae

Poxviridae

CARACTERISTICAS DAS FAMILIAS DE VIRUS COM GENOMA DE RNA
(aqui apresentadas em ordem alfabética)

Familia: Arenaviridae

»  Pleomodrficos (globulares) 50-300 nm

e Envelopados

* Duas fitas simples de RNA (L e S)

e Contem ribossomos

e Usualmente sédo virus latentes de roedores
Género Arenavirus:

e Coriomeningite linfocitica

* Febre Lassa

» Febres hemorragicas Argentina e Boliviana

Familia: Arteriviridae
Organizacao semelhante aos coronavirus:
»  Virus da Arterite Eqliina
e Virus da PRRS
» Virus elevador da Lactato Dehidrogenase

Familia: Birnaviridae
* Icosaédricos (60-65 nm)
* N&o envelopados
* RNA bisegmentado
* VPg
» Resiste a éter e cloroférmio

Géneros: Entomobirnavirus
Aquabirnavirus
Avibirnavirus: Doenca infecciosa da bursa das aves (Gumboro)
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Familila: Bornaviridae
(Ordem: Mononegavirales )
Virus Borna:
* RNA de fita simples
= Ainda néo visualizado
= Causa encefalites raras em equinos e ovinos
» Somente registrada na Alemanha e Suica

Familia: Bunyaviridae
(Ordem: Mononegavirales )
e Globulares (100nm)
* Envelopados
e Trés segmentos de RNA de fita simples, polaridade negativa

Géneros:

Bunyavirus (18 grupos antigénicos, 161 arbovirus, 4 ainda ndo agrupados; Cullicoides)
Ex.: Capim, Meldo, Ororoca, Tucunduba, Guaroa e muitos outros.

Phlebovirus ( 8 grupos antigénicos, transmitidos por Phlebotomum).

Nairovirus (6 grupos antigénicos, pelo menos 33 virus transmitidos por carrapatos).
Tospovirus (13 virus transmitidos carrapatos)

Hantavirus (pelo menos 6 virus, néo-arbo, transmitidos por roedores)

Familia: Caliciviridae
e Lembram um calice floral ao microscépio eletrénico
e |cosaédricos (35-40 nm)
* Nao envelopados
* RNA simples + (infeccioso)
*  VPge poli-A
* Resiste a éter e cloroférmio

Exemplos:
e Virus que causam gastroenterites humanas
» Calicivirus felinos
* Hepatite "E" (classifica¢éo incerta)

Familia: Coronaviridae Ordem: Nidovirales
» Pleomorficos (tende a globular) 60-200 nm
» Envelope
» Peplédmeros espacados
* RNA simples, positiva, com poli-A (alguns com VPg)

Géneros: Coronavirus; Torovirus

Coronavirus humano (HCV) (resfriados)
Bronquite infecciosa das aves

Gastroenterite transmissivel dos suinos (TGE)
Peritonite Infecciosa dos felinos

Encefalite hemaglutinante dos suinos

Género flutuante (ou seja, ainda nao bem definido)  : Arterivirus
(Ordem: Nidovirales)
e Virus da doenca misteriosa dos suinos (PRRS)
e Virus elevador da lactato dhidrogenase
e Virus da arterite eqlina
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Familia Filoviridae Ordem: Mononegavirales
» Filamentosos (ramificacdes) 80 x 14 000 nm
* RNA simples negativa
* Simetria helicoidal
Género: Filovirus
Ex.: Marburg, Ebola (doen¢as hemorragicas no homem)

Familia Flaviviridae
* Globulares (45 nm)
» Envelopados
* RNA simples positiva
» Sensiveis a éter e cloroférmio

Género Flavirirus : Febre amarela, Dengue 1,2,3,4; Encefalite Japonesa

Género Pestivirus : Peste suina classica, Diarréia viral bovina; Border disease (doenca da
fronteira)

Género sem nome definido: Hepatite C

Familia Orthomyxoviridae
»  Pleomorficos 100-120 nm
e Nucleocapsideo segmentado com 7(tipoC) ou 8(tipos A e B) de RNA de fita simples
negativa
* Nucleocapsideos com simetria helicoidal
e Hemaglutinina (H ou HA) e Neuraminidase (N ou NA)
e Rearranjos genéticos
Géneros: Influenzavirus A, B
Influenzavirus C

Familia Paramyxoviridae
(Ordem: Monegavirales )
» Pleomorficos (tendéncia a globular)
» Simetria do nucleocapsideo helicoidal
* Envelopados
» Proteinas de Fusédo, HA e NA
* Uma so fita de RNA simples, negativa, linear

1- Subfamilia Paramyxovirinae:
Géneros: Paramyxovirus : Parainfluenza (PI) 1e 3.
Rubulavirus : Caxumba, PI 2, 4a e 4b,
Em aves: Newcastle
Morbillivirus : Sarampo, Cinomose dos caes.
2- Subfamillia Pneumovirinae
Género: Pneumovirus : Virus Respiratorio Sincicial Humano (HRSV), Bovino
(BRSV)

Familia: Picornaviridae
* |cosaédricos (20-30 nm)
* Nao envelopados
* RNA simples + (infeccioso)
» Resiste a éter e cloroférrmio

Géneros
e Hepatovirus (Hepatite “A”)
« Enterovirus (Polio 1,2,3; Coxsackie, )
* Rinovirus (resfriados, mais de 120 tipos)
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Familia
L]
L]
.

Cardiovirus (Encefalomiocardite)
N&o envelopados

2 capsideos 70 - 80 nm

10 a 12 segmentos RNA duplo

Outros géneros da Familia Picornaviridae:
Orthoreovirus

Orbivirus

Rotavirus

Retroviridae
Nucleocapsideo icosaédrico (80-120 nm)
Envelope (com glicoproteinas inseridas)
2 cépias do genoma de RNA fita simples, positivo
VPg, poli-A

Géneros:

(Ainda sem nome):
0 Auviarios tipo "C"

Mamiferos tipo "B"
Mamiferos tipo "C"
Mamiferos tipo "D"
BVL-HTLV: Virus da Leucose/leucemia bovina e Human T cell leukemia virus
(HTLV L e II);
Lentivirus : HIV (1 e 2), BIV, SIV, Visna-Maedi, CAEV, EIAV.
Spumavirus : Spumavirus humano, felino e simio.

O O 0O

Familia Rhabdoviridae
(Ordem Mononegavirales )

Forma de bala
RNA simples negativa
Nuleocapsideo helicoidal

Géneros: Vesiculovirus : Estomatite Vesicular, Cocal, Jurona, Carajas

Lyssavirus : Raiva, Labos Bat, Mokola, Obodhiang, Kotonkan
Familia Togaviridae (web site: life.anu.edu.au/viruses/Ictv/fr-index.htm)

Simetria icosaédrica

Envelopados, sensiveis a solventes organicos

Pleomorficos

70 nm diametro

3 (alguns 4) proteinas estruturais: C (capsideo); envelope (E1 e E2, que sao glicoproteinas
gue formam heterodimeros formando espiculas visiveis (donde a origem do nome "toga")
Genoma RNA fita simples, polaridade positiva (infeccioso), com 9700-11800 nucleotideos
Multiplicagédo intracitoplasmatica

Géneros

Alphavirus: s&o arbovirus: Encefalites Eqiinas Leste, Oeste
Rubivirus: ndo arbo: Rubéola
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Familia Toroviridae

RNA de fita simples positiva com > 20 kb
Simetria helicoidal

Capsideo dobrado como um "feijdo", ou disco
Virus Berne & virus Breda

Virus nao classificado

Género: Deltavirus - Virus da Hepatite Delta

CARACTERISTICAS DAS FAMILIAS DE VIRUS COM GENOMA D E DNA:

Familia Adenoviridae
(tutorial: http://www-micro.msb.le.ac.uk/335/Adenoviruses.html)

Sem envelope,icosaédricos (70-90 nm)
DNA dupilo linear (36 kb)
Potencial oncogénico (inativam p53 e Rb)
Transformacéao in vitro
Géneros:
Mastadenovirus (mamiferos)
Aviadenovirus (aves)

Familia: Circoviridae

Menores virus com genoma de DNA

DNA fita simples: 1,76 a 3,7 kb

Simetria icosaédrica, la 3 proteinas no capsideo
Circovirus dos suinos, Virus da anemia das aves
Humanos: "Transfusion transmitted virus" (TTV) ?

Familia: Hepadnaviridae :

Fita dupla parcial de DNA

Envelopado

Utilizam transcricdo reversa em seu ciclo multiplicativo

2 Géneros:
Orthohepadnavirus (Hepatite B)
Avihepadnavirus )

Familia Herpesviridae

Envelope (120-200 nm)

DNA duplo linear (at, 240 kb)
Codificam mais de 70 polipeptideos

Subfamilia: Alphaherpesvirinae

Herpes simples tipo 1 (herpesvirus humano 1)
Herpes simples tipo 2 (herpesvirus humano 2)
Varicella Zoster (Herpesvirus humano 3)

Subfamilia: Betaherpesvirinae

Cytomegalovirus (Herpesvirus humano 5); (Herpesvirus humano 6) e (Herpesvirus

humano 7)
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Sites:

Subfamilia: Gammaherpesvirinae:

2 géneros:

Lymphocryptovirus:  Virus Epstein-Barr (EBV) e (Herpesvirus humano 4)

Rhadinovirus: Herpesvirus saimiri
Herpesvirus humano 8 (Herpesvirus associado ao Sarcoma de Kaposi;
KSHV)

Familia Iridoviridae
Icosaédricos (120-300 nm)
Envelope

DNA dupilo linear (175 kb)
Peste suina africana=> distinto

Familia  Parvoviridae

Icosaédricos, ndo envelopados, 18-26 nm, icosaédricos.

60 capsémeros por nucleocapsideo

Fita simples de DNA, 5000 nucleotideos. Genoma pode ser de fita simples negativa, com
terminag@es palindrémicas (repeti¢cdes invertidas).

Trés géneros: Parvovirus (espécie tipo: minute virus of mice, MVM)
Erythrovirus (espécie tipo: virus B19)
Dependovirus

http://www.wadsworth.org.databank/virus.htm
http://www.medscape.com/SCP/IIM/1997/v14.n08/m3079.moore/m3079.moore.html#Vir

Familia Papovaviridae

Sem envelope (45-55 nm)
DNA duplo "supercoiled" circular
o Ex: Poliomavirus

Familia Papilomaviridae

Sem envelope (45-55 nm)
DNA duplo "supercoiled” circular
o Ex: Papilomavirus (causadores de “verrugas”; muitos associados a diversos
canceres),

Familia Poxviridae

Os maiores virus conhecidos : estrutura do nucleocapsideo complexa
Com ou sem envelope (200-300 nm)

Multiplicagéo intracitoplasmatica

Variola (ja erradicada), Virus do molusco contagioso

Hepatite G (GBa e GBb; GBV)
*  Virus néo classificado
» Semelhante aos pestivirus quanto a sua organizagdo gendmica.
= NA&o ha evidéncia clara de que cause hepatites.
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AGENTES NAO CONVENCIONAIS (PRIONS):

Prions => NAO SAO VIRUS! S&o proteinas, desprovidas de &acido nucléico, altamente
resistentes a calor, formaldeido e nucleases.

Eliminados por agentes disruptores de gorduras (fenol, éter, soda e hipoclorito de sodio).
Capazes de se propagar por alteracdo de proteinas celulares normais, similares, presentes
nas células (denominadas PrP°, para PrP “celular”).

Responsaveis por neuroencefalopatias espongiformes (Creutzfeld-Jacob disease (CJD),
Gerstman- Straussler-Schenker ou GSS; Encefalopatia espogiforme bovina (BSE ou
"sindrome da vaca louca") e outras.

O texto completo sobre prions com fotos estédo neste link:
http://www-micro.msb.le.ac.uk/335/Prions.html

REFERENCIAS

Web site http://life.anu.edu.aulviruses/ictv/
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