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RESUMO

A familia Mimiviridae compreende virus gigantes de DNA que séao
estudados como agentes etiologicos hipotéticos de pneumonia em humanos.
Estudos metagenémicos recentes detectaram DNA de virus dessa familia em
ecossistemas aquaticos naturais em alguns paises do hemisfério norte, além
de uma regido litoranea do Chile. Até o momento, nenhum membro da familia
Mimiviridae havia sido descrito em territorio brasileiro. Embora a Amazbnia seja
conhecida pela grande biodiversidade, existem poucos estudos que
demonstrem aprovavel riqueza de virus neste bioma. Assim, esse trabalho teve
como objetivo a prospeccédo de virus da familia Mimiviridae e outros virus
gigantes em aguas do Rio Negro, AM, Brasil. A coleta foi feita em diversos
pontos do Rio Negro em regido proxima a Manaus. As amostras de agua foram
submetidas a um processo de enriquecimento em meio de agua-arroz e
filtradas (em filtro de 200 nm) para reteng¢ao dos virus no filtro. As amostras
foram entdo inoculadas em cultivo de amebas para isolamento e paralelamente
submetidas a ensaios de PCR em tempo real, para amplificacdo do DNA do
gene da helicase dos virus da familia Mimiviridae. No presente trabalho
descrevemos o isolamento e caracterizacdo do Samba virus (SMBV), um novo
virus do género Mimivirus, nas aguas do Rio Negro da Amazénia brasileira;
bem como o isolamento e caracterizacdo de um viréfago associado,
denominado Rio Negro virophage (RNV), o primeiro vir6fago de mimivirus
isolado nas Américas. A andlise do gene da helicase revelou que SMBV se
agrupa filogeneticamente com os mimivirus do grupo A, incluindo
representantes como mimivirus e mamavirus. O viréfago foi identificado por
PCR em tempo real empregando iniciadores para o gene de capsideo,
confirmando sua identidade e a analise revelou 100% de identidade com o
Sputnik virus. Testes biologicos e de microscopia eletrbnica revelaram
caracteristicas unicas de SBMV e RNV. O presente estudo abre novas
perspectivas para o estudo de virus gigantes no Brasil.

Palavras-chave: Mimiviridae, Amazénia, Rio Negro, virus gigantes, riqueza,

biodiversidade.



ABSTRACT

The family Mimiviridae comprises giant DNA viruses that are studied as
putative etiological agents of pneumonia in humans. Recent metagenomic
studies detected DNA of this virus in natural aquatic ecosystems in some
northern countries, as well as a coastal region of Chile. To date, members of
the Mimiviridae family were not described in Brazil. While the Brazilian Amazon
has a huge biodiversity and there are few studies that adress the virosphere of
this biome. This study aimed to explore viruses of the Mimiviridae family and
other giant viruses in waters of the Rio Negro, AM, Brazil. Water was collected
near Manaus, at various points of the Rio Negro. Water samples were enriched
in rice-water medium and filtered (200 nm) to separate the viruses, which are
retained on the filter. The samples were then inoculated in amoebae for
isolation and amplification of mimivirus DNA from the helicase gene. A new
virus of the genus Mimivirus was isolated from the waters of Rio Negro and
characterized. This virus was named Samba virus (SMBV).Additionally, an
associated virophage was also isolated and named Rio Negro virophage (RNV).
RNV is the first mimivirus virophage isolated in the Americas.The helicase gene
analysis revealed that SMBV was phylogenetically clustered in the mimivirus
group A mimivirus, which includes representants as mimivirus and mamavirus.
The virophage was identified by real-time PCR using primers for the capsid
gene of previously known virophages. Sequence analysis revealed 100%
identity of RNV with the virophage Sputnik virus. Biological approach and
electronic microscopy identified unique characteristics of SMBV and RNV.This

study opens new perspectives for the giant viruses in Brazil.

Key words: Mimiviridae, Amazonas, Rio Negro, giant viruses, biodiversiy



1. INTRODUGAO

1.1 Histérico

Os mimivirus foram inicialmente isolados em 1992 durante uma investigacao
de pneumonia em um hospital de Bradford, na Inglaterra (Raoult et al., 2002). O
agente infeccioso foi identificado como uma bactéria (cocos de Bradford)uma vez
que se apresentava como um coco Gram-positivo nos ensaios de Gram. Todavia,
por ndo apresentar crescimento independente em meio axénico, por ndo responder
a nenhum antibidtico, e por ndo apresentar o gene codificador de 16 S RNA
ribossomal (16S rRNA), este microorganismo despertou grande curiosidade. Apods
ensaios de microscopia eletrénica, foi possivel observar que os cocos de Bradford
eram na verdade virus gigantes com simetria do tipo icosaédrica (Raoult et al.,
2002). O nome mimivirus foi empregado por fazer alusdo ao fato de que estes virus

mimetizavam micrébios, no caso bactérias(La Scola et al., 2003).

A descoberta do Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV), nome oficial do
mimivirus, marcou e agregou ainda mais valor ao grupo dos virus gigantes de DNA,
até entdo compostos por virus das familias Asfarviridae, Ascoviridae,
Phycodnaviridae, Iridoviridae e Poxviridae (Yutin et al., 2009). APMV, o entdo maior
dos virus gigantes nucleo-citoplasmaticos de DNA(NCLDVs), deixou os virologistas
perplexos pelo tamanho de sua particula e genoma. A demora para a descoberta de
muitos virus gigantes, hipoteticamente ubiquos na natureza, deveu-se
provavelmente ao fato de que as técnicas microbioldgicas utilizadas para detecgao e
isolamento viral selecionavam virus menores que 200nm, nao contemplando,
portanto os virus gigantes. Além disso, os protistas, hospedeiros preferenciais de
muitos virus gigantes eram, e ainda sao, pouco estudados no contexto da virologia
(Claverie, 2005).Com a descoberta dos mimivirus, o conceito universal de que virus
eram menores que bactérias foi questionado, uma vez que alguns membros do
dominio Eubacteria apresentam dimensdes menores que o descrito para o0s

mimivirus (La Scola et al., 2003).



Recentemente foram isolados os virus gigantes Pandoravirus salinus na costa
do Chile e Pandorvirus dulcis na Australia, com genomas ainda maiores de 2,5 e 1,9
megabases, respectivamente. Porém, apresentam pouca semelhanga gendmica e

morfolégica com os mimivirus (Philipe et al, 2013).

1.2 Familia Mimiviridae

A familia Mimiviridae compreende virus gigantes com genoma de DNA de fita
dupla e morfologia complexa, que se multiplicam no citoplasma da célula
hospedeira. A familia compreende apenas o género Mimivirus, que por sua vez
possui uma unica espeécie: AMPV (ICTV, 2012).

Em 2008 foi identificado uma amostra de APMV que foi denominada de
mamavirus (La Scola, et al., 2008) e que foi sequenciada em 2011 (Colson et al.,
2011). As amostras sao similares porém apresentam divergéncias principalmente

nas regides terminais.

Embora a familia Mimiviridae possua atualmente uma unica espécie
reconhecida pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) é provavel que
este cenario mude em breve, uma vez que novas espécies estdo sendo
identificadas, como € o caso do Megavirus chilensis, espécie ainda ndo confirmada
da familia (Arslan et al., 2011).

Os virus do género Mimivirus pertencem ao grupo dos NCLDV (Tabela 1), e
sdo filogenéticamente relacionados com as familias Phycodnaviridae, Iridoviridae,
Poxviridae, Ascoviridae e Asfarviridae. Atualmente, a ordem Megavirales esta sendo

discutida para englobar todas essas familias de virus (Colson et al., 2012)

Estudos metagendmicos indicaram a provavel existéncia de outros membros
da familia Mimiviridae (Ghedin et al., 2005), que provavelmente possuem amebas,
algas, esponjas ou corais como hospedeiros (Claverie et al., 2009; Monier et el.,
2008).



Tabela 1. Virus gigantes nucleo-citoplasmaticos de DNA (NCLDVs) e as principais

caracteristicas. Fonte: Yutin et al., 2009 mod.

Familia Hospedeiros Genoma (kb) Particula (nm) Sitio de multiplicagéo
Phycodnaviridae Algas 150- 400 120-150 Nucleo e citoplasma
Poxviridae Insetos, répteis, 130-380 220-450 Citoplasma

aves, mamiferos

Asfarviridae Mamiferos 170 175-215 Citoplasma
Ascoviridae Insetos 150-190 200-400 Nucleo e citoplasma
Iridoviridae Insetos, vértebra-

dos de sangue frio 100-220 120- 200 Nucleo e citoplasma
Mimiviridae Acanthamoeba 1.180-1280 400-750 Citoplasma
*Pandora virus  Acanthamoeba 1.900-2.700..... .. 1000 ndo determinado

* ndo assinalado em familia .

1.2.1 Acanthamoeba polyphaga mimivirus

1.2.1.1 Morfologia e caracteristicas da particula viral

A particula viral do APMV pode apresentar até 800nm de diametro (Fig. 1A)
levando em conta as fibras presentes na superficie externa do capsideo (Raoult et
al.,, 2007). Na estrutura do virus podem ser encontrados o cerne, o capsideo,

membrana interna e fibras (Fig. 1B).

O capsideo apresenta simetria semi-icosaédrica pentagonal (La Scola, et al.,
2003; Xiao et al., 2005), uma vez que em um de seus eixos € possivel observar uma
estrutura pentagonal, em forma de estrela-do-mar. Os bragos desta estrutura estéo
inseridos entre cada uma das cinco faces triangulares associado com o vértice, que
faz com que a forma do capsideo ndo se enquadre completamente na simetria

icosaédrica. Esta estrutura pentagonal se apresenta projetada de forma convexa, e
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pode estar relacionada como uma possivel via de liberacdo do material genético,
durante o desnudamento viral(Fig. 2).Como essa caracteristica € semelhante aos
bacteriéfagos, acredita-se que o espago entre a membrana que envolve o genoma e
a estrutura em forma de estrela do mar pode conter enzimas para digerir
componentes estruturais do hospedeiro, assim como nos bacteriofagos ( Zauberman
et al., 2008). A proteina maior do capsideo (MCP) é organizada como uma rede de

anéis hexagonais com depressodes centrais de 14nm(Kuznetsov, et al, 2010).

As fibras superficiais s&o proteicas e glicosiladas com comprimento em torno
de 140nm e didametro de 1,4 nm. Sdo encapadas por proteinas elipsoidais com
massa molecular de 25kDa. As fibras s&o ligadas a particula viral por uma camada
de proteina que recobre o capsideo (Kuznetsov, et al, 2010). As fibras sao flexiveis e
resistentes a proteases. Quando tratadas com lisozimas se tornam sensiveis a
proteases sugerindo que as fibras sdo protegidas por peptidoglicano (Fig. 1) (Xiao,
et al., 2009). A funcao das fibras ainda esta sob investigagao, mas tem sido sugerido
um possivel papel na atragdo de amebas e consequente estimulo a fagocitose,
modo pelo qual as particulas virais penetram nas amebas(Claverie, et al., 2006;
Klose et al., 2010). Foram identificadas glicanas virais associadas as fibras na

superficie dos mimivirus (Piacente, et al. 2012)

O APMV mostrou alta resisténcia a substancias quimicas, especialmente ao
etanol. Somente o cloro e o glutaraldeido apresentaram efeito virucida. As particulas
virais dessecadas mostraram alta estabilidade em superficie inanimada, mesmo na
auséncia de matéria organica (Campos et al., 2012). Recentemente, Slimani et al.
(2013) aproveitando a propriedade dos mimivirus de resisténcia ao etanol,
propuseram o emprego do etanol como método de eliminagdo de contaminantes
bacterianos das culturas para facilitar o isolamento de virus gigantes. APMV também
mostrou maior estabilidade quando localizado nas amebas hospedeiras (Borato et
al., 2013)
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Figura 1-Particula de APMV.A. Microscopia eletronica de APMV, particula isolada B. Representagéo

de particula viral mostrando o cerne, fibras,o capsideo, as membranas internas e as fibras.Fonte:A.
Ghigo et al.,2008; B. Klose et al., 2010.

Figura 2 — Estrutura de APMVA. e C.Particulas virais sem fibras observadas em microscopia de
forca atébmica (Fonte: Xiao et AL., 2009) B. APMV apresentando via de liberagcdo de DNA

diferenciada. D. Representacao da estrutura em forma de estrela do mar. E. Mimivirus em coloragao
de Gram. Fonte: Zauberman et al., 2008.



1.2.1.2 Estrutura do Genoma

O genoma do AMPV possui aproximadamente 1,2 Mb de DNA de dupla fita e
apresenta1018genes (Legendre et al., 2011), os quais codificam para 979 proteinas
preditas, seis tRNAs e 33 regides correspondem a genes de RNA nao codificadores
(Fig. 3).0s mimivirus codificam para um grande numero de componentes do sistema
transcricional como as duas subunidades maiores de RNA polimerase Il (R501 e
L244), e quatro subunidades menores a Rpb3/Rpb11 (R470), Rpb5 (L235), Rpb6
(R209), Rpb7/E(L376). Os mimivirus também possuem sua propria poli (A)
polimerase (R341) e diversos fatores de transcrigdo (L250, R339, R350, R429,
R450, R559) (Legendre, et al., 2011). Na analise de 128 janelas abertas de leitura
(ORFs) conservadas,o numero de genes homologos entre Eukaria, Archaea e
Eubacteriae foi de 14,6%(Fig. 4) (Moreira &Brochier-Armanet, 2008)

O genoma apresenta duas regides repetidas invertidas de 900 bp nas regides
terminais podendo portanto circularizar o seu genoma e apresentam um conteudo
GC de 28%. Como caracteristica unica, esses virus também apresentam proteinas
preditas como sendo funcionais na traducao (Raoult et al.,, 2004; Abergel et al.,
2007).
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Mimivirus

Bacteria

Figura 4- Distribuicido genémica de 128 ORFs conservados de mimivirus. O numero de
homadlogos entre os trés dominios € mostrado. Fonte:Moreira & Brochier-Armanet, 2008.

1.2.1.3 Ciclo de multiplicagao

O ciclo de multiplicagdo dos mimivirus possui muitas semelhangas com o dos
poxvirus e outros NCLDVs, como por exemplo, um ciclo inteiramente citoplasmatico,
com presenca de fabricas virais bem delimitadas e divisdo temporal de producao de
proteinas.A correlagdo entre o numero de particulas virais infecciosas e as fabricas
virais indica que cada cerne origina sua propria fabrica, e que estas se mantém ao
redor destes sitios. Quando as fabricas se expandem em decorréncia da replicagao
extensa do genoma, podem eventualmente formar uma grande fabrica por fusao
(Mutsafi et al., 2010).A penetragcdo do virus nas células parece acontecer
principalmente por fagocitose e sem a necessidade de receptores celulares

especificos(Ghigo et al., 2008).

Devido ao fato de que os mecanismos da fagocitose dos fagocitos humanos
sdo mais conhecidos do que os mecanismos de fagocitose de amebas, e também

sdo mais estudados no contexto da virologia, apenas o mecanismo de fagocitose do
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mimivirus por fagocitos humanos sera discutido a seguir. Contudo, a fagocitose em
amebas é um processo semelhante que também permite a penetracdo do APMV. A
definicdo de fagocitose, no contexto imunolégico de animais vertebrados,seria um
processo restrito a fagocitos profissionais, consistindo na incorporacao de particulas
maiores do que 500 nm, microrganismos, restos celulares ou células apoptaticas.O
processo € iniciado pelas interagdes com receptores celulares como receptores de
manose, receptores Fc e receptores de lectinas com seus ligantes que estao
presentes na superficie da particula, direcionando a internalizagdo por um

mecanismo actina independente, requerendo a dinamina Il (Le Blanc et al., 2005).
Durante o processo de fagocitose do virus no macréfago ocorre a

reorganizagao da actina do citoesqueleto e a ativagao das fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K), requerendo dinamina Il (Fig. 5) (Ghigo et al., 2008)
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Figura 5 - APMV penetra em macréfagos por um processo de fagocitose. Apods ligagdo com
macréfagos, o AMPV induz a ativagdo de PI3K e polimerizagdo de F-actina. Particulas séo
englobadas por um mecanismo envolvendo F-actina (azul), clatrina (vermelho) e dinamina-li
(amarelo) Fonte: Ghigo et al., 2008



Apds a penetragdo mediada por fagossomo (Fig. 6), o cerne viral contendo o
genoma é liberado no citoplasma do hospedeiro (Mutsafi et al., 2010).

Figura 6 — Cernes de mimivirus em diferentes estagios da infec¢cdao observados em tomografia
eletronica. A. Particula viral em um fagossomo (seta vermelha) e a ocorrréncia de desnudamento
inicial e protusdo da membrana interna (seta azul) B. Cerne livre (seta amarela) (Escala, 100
nm.)C.Trés fabricas citoplasmaticas virais precoces envolvendo trés cernes em varios estagios de
liberagéo contendo cernes parcialmente (l) e completamente vazios (Il e Ill) (Escala, 300 nm).Fonte:
Mutsafi et al. 2010

A etapa de transcricdo viral € iniciada no cerne, no qual sédo sintetizados
MRNAs virais de novo, que entdo sado entregues em sitios citoplasmaticos. A
subsequente liberacdo do genoma viral no citoplasma é acompanhada por uma
grande replicacao de DNA viral que ocorre em torno dos cernes. Em seguida as

fabricas virais sdo geradas (Mutsafi et al., 2010).

Apos a expressao de genes tardios, proteinas estruturais sdo sintetizadas,
dando inicio ao processo de morfogénese viral. O empacotamento do DNA de
mimivirus € semelhante ao descrito parapoxvirus, ocorrendo em capsideos pré-
formados (Mutsafi et al.,, 2010). Semelhantemente aos poxvirus, os mimivirus
adquirem sua membrana de membranas celulares intermediarias que acumulam nas

fabricas virais citoplasmaticas (Suarez et al., 2013).

1.2.1. 4 Espectro de hospedeiros

As amebas do género Acanthamoeba sao o0s Unicos hospedeiros
reservatérios confirmados do APMV. Os APMV foram descobertos em
Acanthamoeba polyphaga e ja foram cultivados em laboratério em Acanthamoeba
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castellanii, Acanthamoeba griffini, Acanthamoeba lenticulata, Acanthamoeba quina,
dentre outras espécies do género (Claverie et al., 2009). Porém, experimentos in
vitro indicaram que APMV é capaz de infectar macréfagos humanos, e murinos,
além de PBMCs humanos (Ghigo et al., 2008; Silva et al., 2013).

Boyer e colaboradores em 2011verificaram que o APMV possui varios genes nao
essenciais para a multiplicacdo em amebas, pois apdés multiplas passagens em
amebas in vitro, o virus perdeu 17% de seu genoma, incluindo genes codificadores
das proteinas presentes nas fibras de superficie. Outros virus gigantes de DNA
conhecidos, como os poxvirus, também possuem muitos genes ndo essenciais para
os hospedeiros conhecidos mas que sdo essenciais para a multiplicagdo em outros
hospedeiros.Essa reducédo no genoma do APMV pode ser interpretada como um
indicio de transferéncia génica horizontal entre outros organismos que infectam as
amebas e o APMV (Boyer et a., 2011). Porém esta redu¢do no genoma também
poderia indicar que o APMV pode possuir outros hospedeiros, ainda desconhecidos,

para os quais estes genes perdidos sejam essenciais.

Adicionalmente, estudos indicam ainda esponjas, corais e algas como
hospedeiros em potencial dos virus da familia Mimiviridae(Claverie et al., 2009;
Monier et al., 2008). Além disso, estudos envolvendo o sequenciamento do sangue
de bovinos indicaram a presenga de DNA de mimivirus, assim, é possivel que além
de humanos e camundongos, 0s mimivirus sejam capazes de infectar outros
mamiferos (Hoffman et al., 2011). Assim, o mecanismo de penetragdo por
fagocitose, sem a necessidade de receptores celulares especificos, juntamente com
0 poderoso arsenal de genes que o APMV e outros membros da familia Mimiviridae
parecem possuir, poderiam permitir um amplo espectro de hospedeiros (Claverie et
al., 2009; Monier et al., 2008; Hoffmann et al., 2011).

Mais recentemente, foi isolado um mimivirus também do trato intestinal de um

sanguessuga Hirudo medicinalis (Boughalmi et al., 2013a).
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1.2.1.5 Possivel associagao com infecgoes humanas

Como mencionado anteriormente, o AMPV foi descoberto em 1992,
infectando a ameba Acanthamoeba polyphaga em uma torre de resfriamento de
agua apdés um surto de pneumonia em um hospital em Bradford, na Inglaterra
(Raoult et al., 2002). Como 50% dos casos de pneumonia ndo possuem agentes
etiolégicos conhecidos, nos ultimos 5 anos iniciaram-se estudos para averiguar a
possivel associacdo de APMV com infecgées humanas (La Scola et al., 2005; Raoult
et al., 2006; Berger et al., 2006; Larcher et al., 2006; Khan et al., 2007; Dare et al.,
2008; Vincent et al., 2009; Costa et al., 2012; Colson et al, 2013b).

O trabalho pioneiro nesta area foi desenvolvido na Franga em 2005, e
envolveu testes para a deteccdo de anticorpos anti-mimivirus, como
microimunofluorescéncia e soroneutralizagdoem amostras de soro de 376 pacientes
acometidos por pneumonia, sendo 212 amostras oriundas de ambulatorios e 255
obtidas de pacientes hospitalizados, e 0 soro de pacientes saudaveis foi usado como
controle. Também foram testadas amostras de lavado bronqueoalveolar dos
pacientes por PCR para detec¢cao de DNA de mimivirus.Dos 511 soros de pacientes
controles, 12 (2,3%) apresentaram titulos substanciais de anticorpos anti-mimivirus.
Todavia, o numero de soropositivos entre os pacientes acometidos por pneumonia
(376) foi maior, cerca de 10% (36 pacientes). A maior soropositividade para
mimivirus foi encontrada em pacientes idosos residentes em casas de repouso e em
casos de re-internacdo por pneumonia. Idade e diabetes melitus também foram
apontados como fatores de risco. DNA viral foi detectado por PCR em amostras de
lavado bronqueoalveolar de alguns pacientes (La Scola et al., 2005). Em uma
infeccao laboratorial de um técnico que trabalhava com altos titulos do virus e que
apresentou pneumonia (Fig. 7) a deteccao viral foi feita por Western blot
bidimensional (Raoult et al., 2006). Estudos de Berger e colaboradores, 2006 e
Vincent e colaboradores, 2009 também apresentaram evidéncias de associacdo do

virus com infeccdes respiratdrias empregando técnicas soroldgicas.

Em 2013, Bousbia e colaboradores também relataram o aumento de

soropositividade em pacientes de centros de terapia intensiva, especialmente nas
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internagdes de longa duragéo, e mais frequentemente em pacientes com episddios

de pneumonia em relagédo aos controles.

Todavia, Larcher e colaboradores (2006), Dare e colaboradores (2008) e
Costa e colaboradores (2012), Vanspauwen e colaboradores (2012 e 2013),
empregando técnicas moleculares, ndo conseguiram reproduzir os resultados de La

Scola e colaboradores em 2005 em diferentes regides do globo.

Estudos em modelos animais, corroboraram a teoria de que os mimivirus
podem ser agentes causadores de pneumonias. Camundongos infectados com altas
doses virais pela via intra-cardiaca desenvolveram pneumonia grave (Khan et al.,
2007). Entretanto, esse estudo ndo utiliza APMV inativado como controle e inocula
doses muito altas do virus por uma via pouco usual. Assim, é possivel que a
pneumonia desenvolvida pelos camundongos tenha sido causada pela propria

presenca da particula viral, ao invés do potencial patogénico do virus.

Segundo Raoult e colaboradores, o APMV preenche o postulado de Koch,
uma vez que foi encontrado em casos de pneumonia (anticorpos e DNA), e nao foi
encontrado em casos controles, que causa pneumonia em camundongos em
condigdes experimentais e que foi re-isolado dos camundongos experimentalmente
infectados (Raoult et al., 2007). Contudo, ainda € controversa a relagcao causativa do
APMV com a pneumonia, uma vez que grande parte dos estudos n&o conseguiu
amplificar DNA de APMV a partir de lavado bronqueo-alveolar humano e testes

sorologicos parecem ter sorologia cruzada com outros agentes biologicos.

Em 2013, Raoult e colaboradores (Saadi et al. 2013a) isolaram e
sequenciaram o primeiro mimivirus denominado LBA111 de uma amostra bronco
aspiracdo de uma paciente idosa com pneumonia. O genoma viral completo foi
sequenciado e revelou que o virus pertence ao clado C da familia Mimiviridae como
o M. chilensis e Courdo11. Outro isolamento foi feito a partir de fezes de uma
paciente com pneumonia e o isolado foi denominado Shan virus (Saadi et al, 2013
b).
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Os viréfagos, que séo virus que infectam virus, e foram encontrados em
mimivirus também tém sido relacionados com quadros de doengas nao esclarecidas
como no caso de pacientes que comeram peixe cru e apresentaram uma elevacao

nos titulos de anticorpos contra antigenos de vir6fagos (Parola et al., 2012).

Figura 7 — Radiografia de pulm&o de técnico de laboratério que desenvolveu um quadro de
pneumonia apos contato com altos titulos de mimivirus. Fonte: Raoult et al., 2006.

Outros aspectos relacionados com doengca em humanos também vem sendo
relatados na literatura, como o modelo murino experimental de inoculagcdo de
colageno viral, codificado pela ORF L71 e presente na superficie de particulas de
mimivirus, e sua associacdo com a producdo de anticorpos anti-colageno Il e o
desenvolvimento de artrites (Shah et al, 2013). Por fim, Silva e colaboradores (2013)
demonstraram que APMV é capaz de modular negativamente a expressdo de RNAs
mensageiros de alguns genes estimulados por IFN (ISG), como 6/16 e Mxa, em
PBMCs humanos infectados. Este resultado seria um forte indicio de co-evolucao de
APMV e vertebrados, uma vez que mecanismos de evasao envolvendo o sistema
IFN usualmente resultam de uma longa e intensa corrida evolutiva envolvendo os

virus e seus hospedeiros.
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1.2.2 Ecologia

Os virus sdo certamente os organismos mais ubiquos da natureza, pois se
todas as espécies virais forem consideradas, eles infectam todos os organismos
vivos conhecidos, de bactérias a baleias e até mesmo outros virus (La Scola et al.,
2008), existindo de ambientes tropicais aos circulos polares. Como resultado, o ciclo
biogeoquimico e as populagbes de todos os organismos vivos sofrem fortes
influéncias dos virus. Estima-se que, apenas nos oceanos existam 10®' particulas
virais, milhdes por cada microlitro de agua do oceano, e que esses virus causem a
morte de cerca de 20% da biomassa marinha diariamente. Na superficie de corpos
d’agua é estimado que os bacteriéfagos causem a lise de 20 a 40% dos procariotos
(Suttle, 2005).

De forma analoga aos bacteriéfagos, os phycodnavirus sao responsaveis por
controlar floracbes de algas e pensa-se que 0os mimivirus podem ser responsaveis
por controlar a populacao de amebas. Esse controle natural das amebas poderia
também ser importante na ciclagem do carbono e de outros nutrientes (Yau et
al.,2011). Santini et al, 2013 isolaram e sequenciaram um virus de uma espécie de
fitoplacton Phaeocystis globosa, que nao apresentou relagao filogenética com outros
virus de micro algas. Novos isolamentos em larga escala no meio ambiente na
Tunisia identificaram dentre outros, isolados de ambientes aquaticos hipersalinos
(Boughalmi et al., 2013b).

A descoberta de viréfagos, nome dado por associagdo com os bacteriofagos
previamente conhecidos, surpreendeu os virologistas e reaqueceu a discussao
acerca dos virus serem ou nao organismos vivos. Os viréfagos foram detectados
primeiramente associados aos mamavirus, uma amostra de mimivirus, e em
seguida, dois outros viréfagos foram descobertos parasitando phycodnavirus em
lagos antarticos (Scola et al., 2008; Yau et al., 2011; Fischer & Suttle, 2011).
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1.2.3 Evolugao

A descoberta dos NCLDV reavivou as discussdes sobre a evolugao dos virus
e sua origem, bem como sobre a diferenciacdo entre virus e organismos vivos
(Yamada, 2011). Os virus gigantes tém sido descobertos principalmente em
ambientes aquaticos, e o seu genoma e as suas propriedades metabdlicas como a
participagdo em fotossintese e apoptose, tem desafiado a linha dos conceitos
relativos a virus e células (Culley, 2011). Uma das principais caracteristicas dos
mimivirus, € a presenca de genes relacionados com o metabolismo traducional, o
que era até entdo uma marca exclusiva de organismos celulares (Legendre et al.,
2012).

O estudo de uso de cédons e de aminoacidos dos mimivirus mostraram que
estes sdo dissimilares em relagdo ao hospedeiro Acanthamoeba castellanii e sao
muito correlacionadas com o alto conteudo de A e T do genoma dos mimivirus.
(Colson et al, 2013a). Os mimivirus codificam 5 genes ortélogos além das
aminoacyl-tRNA synthetases para a traducdo, e os fatores de terminacao de

traducdo combinam elementos de eucariotos e de bactérias (Jeudi et al, 2012).

Estudos recentes também indicaram a existéncia de um sistema de
glicosilagdo nos mimivirus, completamente independente da ameba hospedeira.
Analises filogenéticas indicaram que o gene L136, uma aminotransferase, que
catalisa a formagdo de UDP-4-amino-4,6-dideoxi-d-glucose, nédo foi adquirido por

transferéncia horizontal recente (Piacenteal, 2012).

Em relagdo ao colageno, uma das proteinas mais abundantes em seres vivos,
foi descrito um novo tipo de glicosilagdo nos mimivirus, mostrando pela primeira vez
que modificagcdes pds-traducionais do colageno nao estao restritos aos dominios da
vida canénicos (Luther et al., 2011).

Boyer et al., 2010 propuseram a existéncia do quarto dominio da vida, apés

os estudos filogenéticos de proteinas de processamento de DNA e de traducdo. O
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estudo filogenético dos genes demonstrou que ha genes que sdo encontrados nos

taxons Mimiviridae, Eukarya e Amoebazoa.

Moreira e Brochier-Armanet (2008) em estudos anteriores haviam concluido
que a maioria dos genes de mimivirus com homdélogos em organismos celulares
foram adquiridos por transferéncia horizontal, o que ndo sustentaria a definicdo de
um novo dominio. Além disso, Williams e colaboradores em 2011, utilizando técnicas

mais refinadas de filogenia, sugerem que o 4° Dominio ndo pode ser sustentado.

Colson& Raoult (2012), postularam que em condigbes alopatricas em
laboratério com subcultivo de 150 passagens em culturas de amebas da espécie
Acanthamoeba polyphaga “germ free” a evolugdo dos mimivirus seja Lamarckiana,
porque as modificacdes fenotipicas precedem as modificagdes genotipicas. De 960
genes presentes na primeira geragcdo, 77% nao sofreram alteragdes, 23%

apresentaram variagao nucleotidica e 10% sofreram inativagao.

1.3 Viréfagos

Viréfagos sdo todos os virus que se aproveitam da maquinaria de
multiplicagdo produzida por outros virus para poderem se multiplicar, promovendo
além disso, uma diminui¢cdo nas taxas de multiplicacdo e infecciosidade dos virus
hospedeiros (La Scola ET al., 2008).

O primeiro virofago descoberto foi o Sputnik virophage (SPNV) que
reacendeu uma das discussdes mais antigas sobre 0s virus: seriam 0s virus vivos?
(Pearson, 2008).Como dito anteriormente, o SPNV foi descoberto parasitando o
mamavirus, uma amostra de AMPV (La Scola et al., 2008). O SPNV nao consegue
se multiplicar em Acanthamoeba castellanii nao infectada com um virus da familia

Mimiviridae.

Outros viréfagos também ja foram identificados em virus gigantes de outras

familias. Os Organic lake virus sao virdfagos que parasitam phycodnavirus (virus
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que infectam algas) e controlam assim o crescimento de algas prasinofitas em lagos
antarticos hiperssalinos e de agua doce (Yau et al, 2011). O mavirus € um virofago
que parasita Cafeteria roebergensisvirus, e acredita-se que ancestrais desse
viréfago sejam responsaveis pelo transposon Maverick/Polinton, que codificam para
até 20 proteinas e s&o encontrados em eucariotos como protistas, fungos e animais
(Fischer, 2012). Embora o conceito de viréfago tenha sido criticado duramente por
alguns autores (Krupovic & Cvirkaite-Krupovic, 2012), que acreditamque esses
sejamapenas novos virus satélites, a maioria dos autores concorda que esses virus
sao diferentes dos virus satélites canénicos(Fischer& Suttle, 2011), por diminuirem a
infectividade do virus hospedeiros, deixando-o “doente”. Além disso, foi proposto

que o ciclo dos viréfagos € diferente do ciclo de virus satélites.

A infecgdo de mamavirus com SPNV (Fig. 8) causa diversas anormalidades
nas particulas dos virus gigantes. Algumas particulas do viréfago puderam inclusive
ser visualizadas por microscopia eletrénica dentro do capsideo de uma particula de
mamavirus durante a morfogénese. Também foi observada a formacao de camadas
semelhantes as de cebola no capsideo do virus gigante, a presenga de viréfagos na
fabrica do virus gigante e fragmentos de fibras de mamavirus soltas do capsideo.(La
Scola et al., 2008).

Gaia et al, 2013 relataram que o procedimento do uso de virus gigantes
auxiliar seria uma forma de descobrir novos viréfagos, ja que todas as amostras de
mimivirus testadas foram capazes de multiplicar os viréfagos, com exceg¢do das

amostras subcultivadas 150 vezes que perderam as fibrilas.

Formas de vir6fagos integradas no genoma de virus gigantes também tem
sido descritas expandindo a complexidade do mobiloma de mimivirus. Estas formas
foram chamadas de transpovirons e apresentam 6 a 8 genes preditos (Desnues et
al, 2012)
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Figura 8- Microscopia eletronica de mamavirus infectado com Sputnik virophage (SPNV)-
a.Fabrica viral de mamavirus com particulas virais em diferentes estagios de maturagéo; agregados
de SPNV séo observados na fabrica viral b. SPNV dentro dos capsideos de mamavirus ¢. Particulas
defectivas d-f Co-infeccdo de mamavirus e SPNV resulta em morfologia alterada do virus,com
acumulos de membrana em um lado (d), ao redor da particula (e) ou particulas abertas (f). Escala
200 nm. Fonte: La Scola et al., 2008

1.4 Amebas do género Acanthamoeba

Amebas de vida livre do género Acanthamoeba sao fagdcitos unicelulares que
se alimentam de microrganismos no ambiente.As amebas fagocitam particulas
maiores que 0.5 micra (Raoult & Boyer, 2010). Dentro do género sao descritas mais

de 20 espécies, porém, atualmente a identificagdo tem sido realizada por

19



genotipagem. Sao descritos 17 gendtipos, sendo o T4 o mais comum.Castellanii
(1930) identificou amebas em cultura de fungos do género Cryptococcus, e por se
tratar de uma espécie diferente de amebas do género Acanthamoeba, a espécie foi
nomeada Acanthamoeba castellanii. Os trofozoitos dessas amebas sao
pleomorficos, produzem pseudopodes do tipo acantopodios e possuemtamanho de
13,5 a 22,5 pl. Os cistos dessas amebas possuem paredes duplas com cerca de 9 a
12 ym.A forma de trofozoito € responsavel pela captura alimento (principalmente
bactérias, mas também leveduras e outros protistas, como algas) por meio de
fagocitose ou pinocitose; e a forma de cisto, € uma forma celular de resisténcia
(Bowers & Korn, 1969). As amebas de vida livre do género Acanthamoeba podem
representar sérios riscos a saude humana, sendo sabidamente um agente etiolégico
causador de encefalite e ceratite, tendo sido isolados de hospitais (Costa et al.,
2010)

As amebas do género Acanthamoeba podem sobreviver em ambientes
diversos e ja foram isoladas de sistemas de abastecimento de agua, piscinas, em
agua engarrafada, agua do mar, agua de lagoa, agua de pogas, lagos de agua doce,
lagos de agua salgada, agua de rios, garrafas de agua destilada, dutos de
ventilagao, interface ar-agua e unidades de ar condicionado, esgoto, compostagem,
sedimentos, do solo, praias, vegetais, ar, instrumentos cirurgicos, lentes de contato,
hospitais, unidades de hemodialise, diversos tecidos e secregbes humanas, e até da
atmosfera, demonstrando a natureza ubiqua das amebas. Portanto, ndo é uma
surpresa que a maioria dos humanos saudaveis apresente anticorpos contra
amebas do género Acanthamoeba (Brindley et al., 2009).

As amebas do género Acanthamoeba também sédo hospedeiros para diversos
patdgenos intracelulares, como bactérias do género Legionella e fungos do género
Cryptococcus. Esses patdogenos sao denominados patdgenos associados a amebas
(PAAs). Mais recentemente os APMV foram identificados como PAAs infectando
amebas do género Acanthamoeba. Assim, essas amebas tém grande importancia
como hospedeiros naturais do APMV. Embora haja alguns estudos investigando o

APMV como um agente etioldgico hipotético de pneumonia, as implicacbes da
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interagdo virus-ameba para a viruléncia das amebas ainda ndo foram testadas pela

comunidade cientifica.
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2.JUSTIFICATIVA

A existéncia de virus gigantes teve pouco destaque em estudos e pesquisas
cientificas na primeira metade do século XX. Com exceg¢do dos poxvirus, que ja
eram conhecidos previamente, apenas em 1970 foram descobertos os bacteriéfagos
gigantes e, em 1980, os phycodnavirus (ICTV, 2012). Apesar de seu extraodinario
tamanho e da possibilidade de diagnéstico e identificagdo no nivel de familia de
alguns deles por microscopia 6ptica, a importancia ecolégica desses virus so foi
reconhecida no século XXI (La Scola et al., 2003; Arslan et al., 2011; La Scola et al,
2010).

Como foi mencionado anteriormente, os virus da familia Mimiviridae possuem
0Ss maiores e mais complexos virus ja descritos. O seu genoma complexo e as suas
propriedades metabdlicas distintas, como a presenca de genes do maquinario de
traducéao, tornaram estes virus objetos de grande interesse no estudo da evolugao e
ecologia dos virus. Estudos dos ultimos cinco anos apontam estes virus também
como agentes etiologicos hipotéticos de pneumonia; resultando em uma possivel
importancia médica (La Scola et al., 2005; Berger et al., 2006; Raoult et al., 2006;
Khan et al., 2007; Vincent et al., 2009).

Além dos mimivirus, virus provavelmente pertencentes a novas familias de
virus gigantes foram recentemente descobertos com a utilizagdo de técnicas que
permitem o isolamento ou sequenciamento dos virus gigantes. As técnicas utilizadas
anteriormente consistiam basicamente na filtracdo e tentativa de isolamento viral.
Contudo, os virus gigantes, que possuem de 150 a 800 nanémetros eram retidos

nos filtros e descartados (Claverie, 2005).

Considerando a grande importancia bioldgica e evolutiva dos virus gigantes, e
a possivel importancia ecolégica e médica destes virus, faz-se necessario a
prospecc¢ao de virus gigantes em aguas brasileiras. Com o objetivo de preencher
essa lacuna, esse trabalho teve como proposta de realizar uma prospeccao de virus

gigantes no Rio Negro, Amazonas, Brasil, e caracterizar os virus encontrados
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biolégica e molecularmente; uma vez que a Amazénia representa um dos biomas
mais biodiversos e conservados do Brasil, constitui o ambiente ideal para esses

estudos.
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3.0BJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Prospectar virus gigantes em aguas do Rio Negro, AM, Brasil

3.2. Objetivos especificos

Isolar virus gigantes do Rio Negro, AM, Brasil;

Y VY

Caracterizar os virus morfologicamente;
» Identificar molecularmente os virus isolados

» Fazer a analise filogenética dos virus isolados
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Sistema celular

5.1.1 Acanthamoeba castellanii (ATCC 30010)

Amebas de vida livre foram as células utilizadas para a multiplicacédo de
APMV e de outros virus gigantes isolados. Para o cultivo das amebas, amostras de
Acanthamoeba castellanii (ATCC 30010), cedidas pelo Laboratério de Amebiases
(Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG), foram inoculadas em garrafas de
cultivo celular (T25) (TPP, EUA) contendo meio PYG (anexo 2) acrescido com 7% de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), 200 U/mL de penicilina (Cristalia, Brasil), 50
Mg /mL de gentamicina ( Sigma, EUA) e 2,5 pg/mL de anfotericina B (Sigma , EUA),
e mantidas a temperatura ambiente até o completo desencistamento das amebas,
que ocorre aproximadamente no quarto dia . Apds o desencistamento e crescimento
confluente (90%), as amebas foram submetidas a banho de gelo por
aproximadamente 5 minutos, visando a liberagao dos trofozoitos aderidos no fundo
das garrafas. Em seguida, uma amostra da solu¢do contendo meio PYG e amebas
foi utilizada para quantificacdo do numero de trofozoitos em camara de Neubauer. A
suspensao foi centrifugada a 900g por 5 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento homogeneizado com aproximadamente 5mL de tampao
fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate Buffered Saline). A centrifugacado foi
novamente realizada e o sedimento foi homogeneizado em 10 mL de meio PYG
contendo 7% SFB. A partir do contetido diluido, um total de aproximadamente 10°
amebas foi distribuido em novas garrafas de cultivo celular (T25), e mantidas a 32°C
completamente vedadas, por aproximadamente 48 horas. O cultivo de
Acanthamoeba castellanii foi utilizado para os testes de isolamento viral, titulagdo e
para protocolos de purificagdo. As amebas foram testadas para auséncia de
mimivirus por reagao em cadeia da polimerase (PCR).
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5.2 Amostra padrao de virus

A amostra padrdao de Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) que foi
utilizada foi gentilmente cedida pelos Dr. Didier Raoult e Dr. Bernard La Scola,
ambos da Unidade de Rickettsias, da Escola de Medicina da Universidade de
Marsseille,Franga. Esta amostra foi obtida a partir de uma torre de resfriamento de
um hospital em Bradford (Inglaterra) em 1993, e seu isolamento e caracterizagao foi
feito em 2003 (La Scola et al., 2003). APMV foi utilizado como amostra controle em

testes moleculares e biologicos.

5.3 Coleta, prospeccao e isolamento de novos virus

A regido da Amazbnia brasileira foi selecionada para realizagdo dos
experimentos de isolamento de virus gigantes. Embora a biodiversidade da
Amazobnia seja em parte conhecida ndo ha estudos demonstrando a presenga de
virus gigantes. As amostras de agua foram coletadas no Rio Negro, AM, Brasil, um
afluente do Rio Amazonas, em outubro de 2011. O rio € composto de agua acida
devido a presenga de grandes quantidades de substancias organicas dissolvidas
originadas de um processo de fluxo de agua da chuva, que carreia acidos organicos
de decomposicao de residuos de vegetacao, resultando na cor negra. Foram feitas
coletas em 35 pontos ao longo de um trajeto de 65 km partindo da cidade de
Manaus (3°6'S 60°1'W) (Fig. 9). As amostras de &agua foram coletadas
superficialmente, préximas a regides com plantas aquaticas e povoada por tribos
indigenas e populagdo ribeirinha. As amostras de agua foram coletadas em
microtubos de 1,5ml e armazenadas a 4°C.

Para o isolamento foi preparado o meio de enriquecimento agua-arroz, que foi
feito por autoclavagao de 40 grdos de arroz em 1 litro de agua. De cada amostra
coletada, 500ul foram adicionados a 4,5ml de meio de enriquecimento agua-arroz e
armazenados durante 20 dias em local escuro, a temperatura ambiente (TA). Apos

este periodo, 5000 amebas foram acrescentadas a amostra enriquecida que, em
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seguida, foi incubada por mais 10 dias em local escuro, a TA (Arslan et al., 2011). As
amostras enriquecidas foram entao filtradas em filtros de 1,2 micrébmetros (Millipore,
EUA) para a retirada de impurezas e em filtros de 0,2 micrémetros para a retengao
de virus gigantes. O filtro de 0,2 micrémetros foi entdo depositado em um microtubo
com 1ml de PBS para eluicdo dos virus.

Para o PCR em tempo real foram feitos “pools”das amostras coletadas de 5

em 5 amostras com localizag&o contigua.

Figura 9 — Pontos de Coleta, Rio Negro, AM, Brasil — Pontos de coleta no Rio Negro destacados
em amarelo. A cidade de Manaus é a regido mais clara da imagem. B.Detalhes de alguns pontos de
coletas. Fonte: Google Earth.
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5.4 Multiplicagao de virus

Para multiplicagao viral, amostras de APMV e outros virus gigantes isolados
foram inoculadas na multiplicidade de infeccdo (m.o.i.) de 5 em garrafas T75
contendo monocamada de amebas da espécie Acanthamoeba castellanii
apresentando cerca de 90% de confluéncia. Para isto, o meio das garrafas foi
descartado, e a solugdo viral (em PBS) foi cuidadosamente adicionada sobre a
monocamada. Apdés uma hora de adsor¢ao, a monocamada foi adicionada de 25 mL
de meio PYG contendo 7% SFB. As garrafas contendo os in6culos virais foram
mantidas a 32°, completamente vedadas. Apds trés dias de incubacao, o ECP foi
avaliado, e o sobrenadante e os fragmentos celulares foram coletados para
purificagédo viral. No caso dos virus da familia Mimiviridae, o efeito citopatico (ECP)

observado foi o arredondamento e lise das amebas.

5.5 Purificagao de virus

Para a purificagdo dos virus gigantes, estes foram multiplicados em cultura
celular de Acanthamoeba castellanii conforme descrito no item anterior. Apds a
observacdo de ECP, o sobrenadante e o sedimento de cultura celular foram
coletados, transferidos para tubos de 50mL, e mantidos sob resfriamento. Apds
centrifugacéo de 900g, por 5 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi transferido para um
outro tubo, e o sedimento foi submetido a 3 ciclos de congelamento e
descongelamento, visando a liberagcdo de particulas eventualmente aprisionadas em
trofozoitos nao lisados. Ainda com este intuito, o lisado foi homogeneizado em 5-
10mL de PBS e entdo submetido a dois ciclos de lise no homogeneizador do tipo
“Douncer” (Wheaton, USA) por 50 vezes. Em seguida, o sobrenadante e o
sedimento foram filtrados em filtros de 2 micrébmetros (Millipore, EUA) para a
retencao de lisado celular. Este filtrado foi entdo gotejado vagarosamente sobre 10
mL de uma solugao de sacarose a 22% (Merck, Alemanha), em tubos préprios para
a ultra centrifuga Combi Sorvall Rotor AH-629va. A amostra foi, entdo, ultra
centrifugada em Combi Sorvall & 14000 rpm, por 30 minutos, entre 4°C e 8°C, para

a sedimentacao das particulas virais. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o
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sedimento homogeneizado em 500 pL de PBS. As aliquotas virais foram

identificadas e estocadas a -80°C.

5.6 Titulagao de virus (Reed-Muench, 1938 )

A titulacao viral foi realizada pelo método da TCIDsp, € os calculos feitos de
acordo com o método Reed-Muench (1938). Placas de 96 pogos foram preparadas
contendo aproximadamente 40.000 amebas/poc¢o, e adicionadas de 200uL de meio
PYG 7% SFB. Apos alcancar a confluéncia de 80%, as placas foram utilizadas em
ensaios de titulacdo. Para isto, as amostras virais foram previamente diluidas em
PBS de forma seriada decimal, variando desde a diluicdo 107" até a diluigdo 10°. Em
seguida, o meio de cultura foi descartado dos pogos, e cada diluicdo viral foi
distribuida em colunas, em quadruplicatas, contemplando todas as diluigdes, em um
volume total de 50 uL por pogo. Apds 1 hora de adsorgao a 32°C, um total de 150 pL
de meio PYG 7% SFB foi adicionado por pogo. Uma quadruplicata de pogos foi
reservada como controle de viabilidade de amebas. Efeitos citopatico como
arredondamento, vacuolizagdo, perda de motilidade e lise do trofozoito foram
monitorados diariamente em cada um dos pocos. Apds 3 ou 4 dias de incubacgao, foi
feito o calculo do titulo em TCIDsg por mililitro, segundo descrito por Reed-Muench,
1938.

5.7 Curva de ciclo uUnico

Os ensaios de perfis de infectividade foram feitos pela inoculagdo das
amostras virais em uma m.o.i de 10 em monocamadas de amebas a
aproximadamente 95% de confluéncia. Os virus foram adsorvidos por 1 hora,
lavados com PBS e as amebas foram incubadas a 32°C, por 30 min., durante 1, 2, 4,
6, 8, 12, 24 e 48 horas, e depois congeladas e descongeladas trés vezes. As células
foram desprendidas com auxilio de um raspador e essa suspensao foi utilizada para

titulagao viral de acordo com o protocolo descrito no item 5.6.
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5.8 Inibicao de multiplicagao de APMV apés infecgao com virofagos

A. castellani foram infectadas com APMV em uma m.o.i de 1 e
superinfectadas com 100 ul de viréfago , nao diluido e diluido 107, Apos 72 hs de
infeccdo, a infectividade (TCID50) foi determinada por observacdo de efeito

citopatico APMV em A. castellanii.
5.9 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

PCR para o gene da helicase foi feito utilizando iniciadores construidos a
partir da sequéncia do gene da helicase do AMPV (Tabela 2). Dois grupos de
iniciadores foram construidos, sendo um para PCR em tempo real e outro para PCR
convencional. As condi¢des salinas e enzimaticas que foram utilizadas para a PCR
convencional foram de 2,0mM de MgCl;, 10 mM de nucleotideos (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 2U de Tag DNA polimerase (Promega, EUA), 2,0 pl de tampéao de Taq
polimerase 10x, 4 mM dos iniciadores especificos, 2 pl de amostra e agua,

totalizando 20 pl de reagao.

A PCR em tempo real foi feita utilizando mix comercial (Applied Biosystems,
EUA), iniciadores especificos segundo La Scola, et al. 2008 (4mM de cada) e 1ul de
amostra, totalizando 10ul de reacdo. As condigdes térmicas utilizadas para a
amplificagdo do gene da helicase foram as utilizadas no programa padrdao da
maquina StepOne (Applied Biosystems, EUA), com temperatura de pareamento de
60°C. Todos os DNAs amplificados por PCR convencional deste estudo foram
fracionados em eletroforese em gel de agarose a 1%, sob voltagem de 100 V e
corados por Gel Red (Biotium, EUA). A PCR convencional foi utilizada para
amplificagdo e sequenciamento direto do gene da helicase, enquanto a PCR em

tempo real foi utilizada para fazer a triagem dos pools de amostras coletadas.
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Tabela 2. Iniciadores para o gene da helicase de APMV e do capsideo de
SPV.

Iniciadores Sequéncia Amplificados (pb)*
1.MIMIRT1 5" ACCTGATCCACATCCCATAACTAAA 3

2. MIMIRT2 5 AGAAACCATTTGTTGATGAGGCC 3’ 88 (1+2)

3. MIMISN 5 TTTTAGTTTTAATATTGTTCGCCAT 3’ 357 (1+3)

4. SPNVF 5 TGGGATGGAGAACAAGCTGGTGG & 608 (4+5)

5. SPNVR 5 AGGTTGTCCTGAAACACCATTGA 3

* Tamanho do amplificado em pb com a associagao de iniciadores conforme indicado

5.10 Sequenciamento e analises das sequéncias

O sequenciamento foi feito pelo método de dideoxi descrito por SANGER et
al., (1977) em sequenciador automatico capilar Mega Bace1000
(Amersham/Phamacia, Suécia), utilizando o Kit Dy Enamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit for Megabace e obedecendo as condigdes de reacdo e leitura

indicadas pelo fabricante.

Para cada fragmento foram feitas 12 rea¢des de sequenciamento, trés com
cada um dos iniciadores. As seqliéncias obtidas foram sobrepostas e o consenso foi
obtido utilizando a plataforma Asparagin-Cenargen (EMBRAPA, 2010). As
sequéncias obtidas foram comparadas com as depositadas no banco de dados do
“National Center for Biotechnology Information” através do programa BLAST 2.0
(http://www.ncbi.nim.gov/BLAST.- Basic Local Aligment Tool (ALTSUCHL et al,
1990). As sequéncias nucleotidicas foram analisadas pelo programa BLAST N e as
de aminoacidos serdo analisadas pelo programa BLAST X. As sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos foram analisadas e utilizadas para a construcao de

arvores filogenéticas utilizando o programa MEGA 4.0 (KUMAR et al., 1994).
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5.11 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Amebas da espécie Acanthamoeba castellanii foram infectadas na m.o.i de 10
com AMPV ou SMBV. Amebas nao infectadasforam utilizadas como controle. Apés
7 horas de infecgdo as amebas foram lavadas com PBS duas vezes e fixadas com
glutaraldeido tipo 1, 2,5% por uma hora a TA. A monocamada de amebas foi retirada
utilizando um raspador e centrifugada a 900g por 5 minutos para formagao de
sedimento, que foi transferido para um novo microtubo e 1 ml de tampao fosfato pH
7,4 foi adicionado. As seccdes ultrafinas foram feitas pelo Centro de Microscopia da

UFMG e observadas em microscopio eletrénico de transmissao Zeiss-EM10.

5.12 Analise morfométrica

Imagens de microscopia eletrénica foram analisadas com software Image J®
para o calculo dos tamanhos das estruturas virais.

5.13 Microscopia 6ptica

As observacbes de microscopia Optica foram feitas em laminas de vidro no

microscopio bioldgico optico invertido.
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6. RESULTADOS

6.1 Identificagao dos virus por amplificagdo do DNA do gene da helicase

viral

Foram coletadas 35 amostras de agua. Destas amostras foram feitos pools de
5 e as reagdes foram feitas com 1 uyl de amostra de agua. Empregando-se os
iniciadores para o gene da helicase viral foi feito o PCR em tempo real e 57% dos
pools de amostras foram positivos, com “melting temperature” (TM) de
aproximadamente 73°C, assim como o controle positivo onde foi utilizado o APMV
(Fig.10). Nenhuma amplificagcédo foi observada no controle negativo e no controle de

amebas.

Tabela 3 — Triagem dos pools por PCR em tempo real

Pools de amostras PCR Isolamento
Al1-A5 Positivo Positivo ( 2 e 4)
A6 —-A10 Negativo Negativo
All1-A15 Positivo Negativo
Al16-A20 Positivo Negativo
A21-A25 Negativo Negativo

A26 - A30 Negativo Negativo
A31-A36 Positivo Negativo

Total 4 1
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Figura 10 — Amplificagdao de DNA do gene da helicase viral de amostras de agua do Rio Negro
Pools de amostras de agua foram utilizadas na PCR em tempo real empregando os iniciadores
construidos baseados no gene da helicase de APMV. As duplicatas dos controles negativo e de
amebas (ATCC) nao apresentaram nenhuma amplificagao especifica.

6.2 Isolamento de virus da familia Mimiviridae em cultivo de

Acanthamoeba castellanii

O isolamento viral de agua do Rio Negro foi feito em cultivos de amebas da
espécie Acanthamoeba castellanii que foram inoculadas com as amostras
enriquecidas e foram feitas duas passagens cegas. A Fig. 11 mostra a evolugao do
ECP causado pela infecgdo de amebas por APMV (protétipo). O ECP observado nas
amebas infectadas com APMV foi de arredondamento das células apds 8 horas de
infeccéo e lise parcial em 24 horas e total em 48 horas (Fig. 11). Uma amostra de
agua inoculada em Acanthamoeba castellanii apresentou ECP tipico de virus da
familia Mimiviridae ap6s 72 horas de inoculagdo (Fig. 12). Esta amostra foi
previamente positiva na PCR para o gene da helicase viral (Fig. 10), indicando o

isolamento de uma amostra viral, denominada Samba virus (SMBV), nome sugerido
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pelo colaborador francés, Didier Raoult, por ter sido isolado no Brasil. A amostra foi
coletada no ponto A2 ponto proximo a Manaus (3°7'34.00"S 60°4'25.00"W).

Figura 11 — Efeito citopatico de AMPV em Acanthamoeba castellanii — 40.000 amebas/pogo
foram infectadas com moi 5 de APMV e o ECP foi observado apés Oh (A), 4h (B), 8h (C), 12h (D), 24h
(E) e 48 (F) de infecgéao.
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Figura 12 — Efeito citopatico em cultura de Acanthamoeba castellanii apés inoculagdo com
amostra de agua do ponto A2 — 40.000 amebas/pogo foram infectadas com moi 5 de APMV e 100
pl da amostra do ponto A2. O ECP foi observado apés 8 horas. A- Controle de células; B- Células
inoculadas com AMPV; C-Células inoculadas com amostra do ponto A2; D- Células inoculadas com
outras amostras de agua.

6.3 Microscopia 6ptica de SMBV e de AMPV

O virus isolado SMBV e o APMV foram multiplicados em Acanthamoeba
castellanii e as particulas virais foram purificadas em colchdo de sacarose. Apds a
purificacdo viral, particulas do SMBV foram visualizadas em microscopia Optica,
indicando se tratar de virus gigantes. Foi observado que essas particulas possuem

dimensbes semelhantes aos de particulas de AMPV (Fig. 13).
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Figura 13 — Microscopia optica de particulas purificadas de AMPV e SMBV — Acanthamoeba
castellanii foram inoculadas com APMV e SMBV e apés 48horas foi feita a purificagdo do virus em
colchdo de sacarose.A- AMPV B- SMBV (1000 x).

6.4 Microscopia eletrénica de transmissao de SMBV e de AMPV

O SMBYV purificado foi inoculado em cultivo de Acanthamoeba castellanii na
m.o.i. de 10 e fixado para observagdao em microscopia eletrbnica de transmisséo.
Apoés 7 horas de infecgdo as imagens revelaram a presenga de virus gigantes (Fig.
14A), com capsideo apresentando multiplas camadas e coberta por fibrilas
apresentando caracteristicas semelhantes a outros virus da familia Mimiviridae
(Fig.14B, D).A fabrica viral apresenta aspecto eletro denso indicando presenga de
acidos nucleicos (Fig.14A). Foram observados também na fabrica viral particulas
virais em diversos estagios da morfogénese como precoce, intermediario e tardio
(Fig. 14 A). Na Fig. 14C pode ser observada uma particula fagocitada. Algumas
imagens revelam uma estrutura do tipo “star gate” também descrita para outros virus

gigantes Fig. 14A.

O tamanho médio das particulas conforme determinado por morfometria foi

de 574 nm, com um capsideo de 352 nm e as fibras com 112 nm (Fig. 15)
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Figura 14 —Microscopia eletronica de transmissdo do SMBV. A. Fabrica viral e morfogénese viral
B. Particulas virais C. Particula viral fagocitada em vesicula D. Particula viral em fase final de
morfogénese.
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Figura 15- Morfometria das particulas de SMBV - O tamanho das particulas foi determinado por
medicao de particulas maduras no programa Image J.
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6.5 Alinhamento e analise filogenética da sequéncia de aminoacidos do
SMBV

O SMBV foi empregado para fazer a amplificagdo do DNA do gene da
helicase obtendo-se um fragmento de 560 pb. O DNA amplificado foi sequenciado e
foi feito um alinhamento de sequéncias com alta identidade, obtidas no GenBank. Na
sequéncia de nucleotideos foramobservadas duas transversdées de T para A e de C
para G, que resultaram na substituicido de dois aminoacidos, de asparagina para

cisteina e de glutamina para leucina (Fig. 16)
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Figura 16 -—Alinhamento da sequéncia de aminoacidos evidenciando substituicao— O
alinhamento da sequéncia evidenciando a substituicdo de asparagina para cisteina e de glutamina
para leucina.

A analise filogenética (Fig.17) mostrou que o SMBV se agrupa no clado dos

virus da familia Mimiviridaej unto com mamavirus e mimivirus.
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Figura 17 — Analise filogenética feita utilizando as sequéncias de aminoacidos da proteina
helicase do SMBV. A arvore foi construida no programa MEGA 4.0, Neighbor-Joining, com 1000
replicatas. Os valores de booststrap estdo indicados nas ramificagbes dos taxons. Numeros de
acesso - Mamavirus: AEQ60584.1; AMPV: YP_003986900.1; Moumouvirus: AEX62785.1;
Courdovirus: AEX61642.1; Megavirus chilensis: YP_004894548.1; Cafeteria roenbergensis virus:
YP_003969949.1; Organic Lake phycodnavirus: ADX05820.1; Paramecium bursaria Chlorella virus:
YP_001498273.1; Clostridium sp.: ZP_09204186.1; Desulfubacterium autotroficum: YP_002601667.1;
Staphylococcus pseudintermedius: YP_004150024.1; Ostreococcus lucimarinus virus O1V4:
AET84502.1; Ostreococcus lucimarinus virus O1V1: YP_004061700.1; Ostreococcus tauri virus RT-
2011: AFC34974.1; Ostreococcus tauri virus 1: YP_003494904.1; Ostreococcus virus OsV5:
YP_001648144.1; Micromonas pusilla virus PL1: AET43740.1; Micromonas pusilla virus SP1:
AET85032.1; Micromonas sp. RCC1109 virus MpV1: YP_004061947.1.
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6.6 Viréfago de SMBV

A microscopia eletronica do SMBV evidenciou além das estruturas dos
mimivirus demonstradas na Fig. 14, estruturas menores de aproximadamente 35 nm
de forma hexagonal adjacentes a fabrica viral de SMBV ou proximos as particulas
virais durante a fase final de montagem (Fig. 18A, B). Estas estruturas que

correspondem a viréfagos foram denominadas de Rio Negro virophage (RNV).

A anadlise de amebas infectadas revelou a presenca de particulas
atipicas de SMBV com alteragbes de morfologia como resultado de infec¢do pelo
virofago como capsideos com alteragdes envolvendo particulas de 35 nm (Fig. 18
C), particulas com formato ovalado (Fig. 18 D) e capsideos espiralados (Fig. 18 E).
Para analisar a influéncia do viréfago na multiplicagdo do virus gigante, amebas
foram infectadas com m.o.i. de 10 com APMV e com 100 uL de filtrado do SMBV.
Apods 16 horas foram identificadas em microscopia eletrénica particulas de filtrado de
SMBV em associagao com particulas de APMV durante as fases de montagem e

morfogénese.

Como observado em amebas infectadas com SMBV e viréfago,
particulas com alteragées de morfologia também foram visualizadas (Fig. 18 F). Em
uma visao geral amebas co-infectadas apresentam grande acumulos de vir6fagos

(~3,0 x 3,5 ym), maiores em area do que as fabricas virais de APMV (Fig. 18 G).
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Figura 18 — Microscopia eletrénica de transmissao do viréfago RNV. Acanthamoeba castellani foi
infectada com o SMBYV purificado e o viréfago isolado RNV e apds 7 horas foi feita a fixagdo. Ae B -
agrupamentos de viréfagos indicados por setas. C, D e E- anormalidades na morfogénese. F e G —

viréfago isolado de SMBV associado com APMV. VF- fabrica viral

Como ja haviam sido descritas estruturas semelhantes em amebas co-
infectadas com APMV e o SPNV foi feita a investigacdo da natureza destas
particulas. Foi feito um PCR em tempo real para o vir6fago empregando iniciadores
para o gene de capsideo, de acordo com dados anteriormente descrito no Genbank
(AFH75293). Amebas nao infectadas ou infectadas somente com APMV néo
apresentaram amplificacdo. O DNA foi amplificado e a identidade confirmada por

sequenciamento (Fig. 19).
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Figura 19. Amplificacdo por PCR em tempo real empregando iniciadores para o gene de
capsideo de SPNV de amostras de SMBYV purificado e controle de amebas.

Para quantificar a inibicdo causada pelo viréfago de SMBV na
multiplicagdo do virus gigante, A. castellanii foi infectado com APMV numa moi de 1
e superinfectado com 100 pl da solugéo de virofago, nédo diluido e diluido 10°. A
infectividade foi medida por TCIDsg apds 48 horas por observacao do ECP de APMV

em A. castellanii.

Apos trés dias, as amebas foram observadas ao microscépio 6ptico (Fig.20 A,
B, C) e pode ser observada uma reducao no ECP do virus quando na presencga do
viréfago. Os virus foi titulado (Fig. 20D) e na presenca do viréfago nao diluido houve

uma reducédo em torno de 3 logs no titulo do AMPV.
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Figura 20 — Reducdo de infectividade do mimivirus por infecgdo com RNV — Acanthamoeba
castellanii foi infectada com AMPV ou co-infectada com APMV+RNV e observada ao microscoépio
optico apds 3 dias. A. Controle de células B. Amebas infectadas com mimivirus com m.o.i de 1. C.
Amebas co-infectadas com APMV e RNV. D. Quantificagdo da redugao do titulo viral na presenca do
viréfago RNV em diferentes diluicdes.
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6. 7 Curva de ciclo unico de SMBV, APMV e RNV

Foi feita uma curva de ciclo unico (0 a 25 horas) de APMV, SMBV e APMV
co-infectado com RNV (Fig 21). A presengca do RNV determinou uma reducgéo no
titulo de APMV, de dois logs em tempos precoces até cinco logs 25 horas apds a

infeccdo. O viréfago interferiu na multiplicagdo do protétipo APMV. .

1.0:0%
1.0x10°% 4
1.0,10°7 4
1.0x10°¢ 4
1.0>10°5 4
1.0:10°¢
1.0x10°° 4
1.0x10°2 -
1.0x10°*

TCIDsy/mL

1h 1,5h 2h 3h Sh 7h 9h 13h 25h

Tempo

Figura 21 — Curva de ciclo unico de APMV, SMBV e APMV co-infectado com RNV — Amebas
foram infectadas na m.o.i. de 10 com A APMV, aSMBV ou eAMPV co-infectado com RNV e o
sobrenadante foi coletado em diferentes tempos de 1 a 25 horas.Como controle foram empregados
amebas com viréfago.

6.8. Analise da sequéncia de nucleotideos do RNV

O gene do capsideo do RNV foi sequenciado e analisado. As sequéncias
foram alinhadas com sequéncias de vir6fagos publicadas no Genbank e alinhadas.
Andlises filogenéticas baseadas no gene do capsideo foram feitas usando os
métodos de “neighbor joining” ou “maxima parciménia” (bootstrap de 1000) no
programa MEGA 4.1. A analise revelou 100% de identidade com SPNV, e alta
identidade com outros viréfagos. O RNV se agrupou com Sputnik like virophage e
separado de outros virofagos, como o Mavirus e Organic Lake virophage. A
sequencia de nucleotideos do gene do capsideo apresentou 100% de identidade
com SPNV.
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Figura 22 — Andlise filogenética e alinhamento de sequéncia de nucleotideos de gene de
capsideo de RNV. A. A arvore foi construida no programa MEGA 4.0, Neighbor-Joining, Tamura-3-
parametros, com 1000 replicatas. Os valores de booststrap estdo indicados nas ramificagdes dos
taxons. Os numeros de acesso do Genbank estao entre parénteses.B. Alinhamento das sequencias
empregadas na construcédo da arvore filogenética.
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7. DISCUSSAO

Os virus gigantes tém impressionado os cientistas com seus genomas e
peculiaridades estruturais, auxiliando no entendimento acerca da evolucdo dos
grandes virus de DNA (La Scola B, et al. ,2003; Arslan et al, 2011, Philippe et al.,
2013 ; Xiao et al., 2009; Claverie & Abergel, 2010; Boyer M, et al., 2011; Suzan-
Monti et al.,2007 ; Krupovic & Cvirkaite-Krupovic, 2011; Desnues & Raoult, 2010) .

Nesta dissertagdo foram descritos o isolamento e caracterizagdo do SMBV,
um novo virus do género Mimivirus, das aguas do Rio Negro da Amazénia brasileira;
bem como o isolamento e caracterizagdo de um viréfago associado, denominado Rio
Negro virophage, o primeiro viréfago de mimivirus isolado nas Américas. A presencga
de virus da familia Mimiviridae e de viréfagos no Rio Negro corrobora estudos
prévios que indicam o envolvimento destes virus em ecossistemas aquaticos
(Ghedin &Claverie, 2005; Monier et al., 2008; Claverie, et al., 2009; Fischer et al.,
2010). A andlise do gene da helicase revelou que SMBV se agrupa
filogeneticamente com os mimivirus do grupo A, incluindo representantes como

mimivirus e mamavirus.

SMBV apresentou um tamanho médio de 574 nm (Fig.15) sendo este valor
um pouco menor do que a média dos outros mimivirus em torno de 750 nm (Xiao et
al., 2005; Xiao et al, 2009; Zauberman et al., 2008 e Kuznetsov et al, 2010) em
estudos de microscopia eletrébnica e microscopia de forca atdbmica. A fibrilas
apresentaram tamanho médio de 112 nm (Fig. 15) também um pouco menores do
que os descritos para APMV, em média de 120 nm (Xiao et al., 2005; 2009;
Zauberman et al., 2008). Recentemente, virus ainda maiores foram isolados, os
Pandora virus, com genomas de até 2,5 Mb (Phillipe et al, 2013), todavia, estes virus
nao se agrupam filogeneticamente dentro do taxon dos mimivirus (Yutin & Koonin,
2013).

Virus da familia Mimiviridae apresentam varios tipos de fibrilas. Alguns

apresentam fibrilas densas e curtas, enquanto outros, como APMV, apresentam
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fibrilas longas, retas e mais esparsas. Ao contrario, o SMBV apresenta fibrilas
irregulares, aparentemente crespas (Fig. 14B e D). As diferengas na morfologia das
fibrilas podem estar relacionadas com as condigdes do ambiente no qual o virus se
multiplicam. Pode também ser levantada a possibilidade de que o APMV tenha
sofrido muitas passagens in vitro antes de ser visualizado, o que nao ocorreu com o
SMBYV. Alteragdes fenotipicas em APMV com a auséncia de fibrilas na superficie
foram relatadas apdés 150 passagens em amebas livres de germes (Boyer et al.,
2011).

O isolamento do SMBV foi feito empregando-se um método de pré-
enriquecimento, mais especificamente com o meio agua-arroz, durante 20 dias em
local escuro, a TA, acrescidas de Acanthamoeba castellanii livre de patégenos. Este
processo também foi empregado por Arslan et al., 2011 no isolamento de Megavirus
chilensis. Pagnier et al. 2013 descreve diversas técnicas de aprimoramento para o
isolamento de virus gigantes, como o uso de antibidticos, selegdo preliminar por
métodos moleculares e emprego de métodos de isolamento em larga escala que
permitiram o isolamento de 18 amostras de virus da familia Marseilleviridae e 45
amostras de virus da familia Mimiviridae de diversos ambientes, inclusive amostras

de humanos.

Como na reagao de PCR 57 % dos pools de amostras de agua foram
positivas para amplificagdo do DNA do gene da helicase (Fig. 10), o processo de
selegcdo que ocorreu nos estagios de pre-enriquecimento e a ameba utilizada no
isolamento podem ter influenciado no resultado. A amostra isolada no ponto 2, foi
coletada em area mais proxima a Manaus, sendo portanto maior a influéncia
antropogénica. Esta selegdo pode ser explicada pelo emprego da Acanthamoeba
castellanii como hospedeira. Como os iniciadores empregados para a regiao do
gene da helicase (La Scola et al.,2008) que codifica para o dominio C-terminal da
superfamilia das helicases, este alvo pode ser mais amplo do que o empregado no

isolamento. Ngounga et al.,, 2013 descreveram o uso de diversos iniciadores para
amplificar as trés linhagens de mimivirus descritas, o que pode ampliar ainda mais a

possibilidade de deteccao de novos virus.
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O vir6fago identificado neste trabalho em associagdo com o SMBY,
denominado RNV apresentou um tamanho médio de 35 nm tamanho um pouco
menor do que o descrito de 50 a 100 nm para os viréfagos previamente isolados (
Fischer et al., 2011; La Scola et al., 2008; Yau et al, 2011; Sun et al., 2010). O RNV
foi inicialmente identificado por PCR em tempo real empregando iniciadores para o
gene de capsideo, confirmando sua identidade (100% de identidade com vir6fagos-
like).

Ensaios de microscopia eletronica (Fig. 18) evidenciaram a morfogénese dos
viréfagos nas proximidades da fabrica viral de SMBV, conforme descrito para outros
virofagos. RNV também foi capaz de modular a multiplicagdo de APMV reduzindo o
titulo viral em até 5 logs, beneficiando o hospedeiro (amebas) diante da infecgéo
com o virus. Esta caracteristica de reducao do titulo viral na co-infeccédo o diferencia

de virus satélites (La Scola et al., 2008).

A descoberta e caracterizagao do SMBV e RNV nos leva a questionar sobre o
papel destes agentes virais na ecologia microbiana. A floresta tropical da Amazdnia
tem uma imensa diversidade de flora e fauna e poucos dados estdo disponiveis
sobre a virosfera. A descoberta de SMBV € mais uma indicagao de que estes virus
sao ubiquos, e estdo disponiveis para serem isolados e nos ensinar sobre a sua

complexidade.
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8. CONCLUSOES

O presente trabalho descreve o isolamento do maior virus ja isolado no
Brasil, o SMBV;

SMBYV se agrupa filogeneticamente com mimivirus do grupo A;
SMBV apresenta caracteristicas morfolégicas unicas, sobretudo no que diz

respeito as suas dimensodes e disposi¢ao de suas fibras superficiais;

RNV apresenta aspectos genéticos e bioldgicos que o caracterizam como um

viréfago, o primeiro isolado nas Américas.
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9.PERSPECTIVAS

e Mais estudos de prospeccédo sao necessarios para desvendar a amplitude da
virosfera da Amazénia

e Emprego de outros hospedeiros no isolamento

e Estudos do genoma completo do Samba virus e do vir6fago Rio Negro
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11. ANEXOS

11.1 Comprovante de registro para coleta de material botanico fungico e
microbiolégico

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e microbiolégico
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As atividades de campo i por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estao sujeitas a autorizagéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

A autorizag&o nao eximira o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, como: |) do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador quando as atividades
forem realizadas em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservacao federal cujo processo de regularizagéo fundiaria encontra-se em curso;
1l) da comunidade indigena envolvida, ouvido o 6rgdo indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem executadas em terra indigena; Ill) do Conselho de
Defesa Nacional, quando as atividades de pesquisa forem executadas em area indispensavel a seguranga nacional; IV) da autoridade maritima, quando as atividades
de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionais brasileiras; V) do Departamento Nacional da Produgdo Mineral, quando a pesquisa visar a exploragéo de
depositos fossiliferos ou a extragao de espécimes fésseis; VI) do 6rgao gestor da unidade de conservagéo estadual, distrital ou municipal, dentre outras.

O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

Er ioa de anuéncias previ em outros instrumentos legais, bem como de consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera
realizada a atividade

Este documento n@o abrange a coleta de vegetais hidrobios, tendo em vista que o Decreto-Lei n° 221/1967 e o Art. 36 da Lei n° 9.605/1998 estabelecem a
necessidade de obtencéo de autorizagéo para coleta de vegetais hidrobios para fins cientificos..

A autorizagdo para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importagéo ou exportagédo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportagéo.

Este documento ndo é valido para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de exting&o; b) recebimento ou envio
de material biolégico ao exterior; e c) realizagdo de pesquisa em unidade de conservagao federal ou em caverna.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispée sobre acesso a componente do patrimbnio genético existente no territério nacional, na
plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao imento tradici iado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.
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11.2 Preparo de meio PYG

O meio de cultura PYG (meio proteose peptona extrato de levedura e glicose)
€ 0 meio utilizado para o cultivo das amebas de vida livre. Foram preparadas trés
solugdes que foram misturadas e completadas para o volume de um litro. A primeira
solugao foi preparada num volume de 300mLcom 8 uM de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS04.7H,0) (Merck, Alemanha), 0,5 uM de cloreto de calcio
(CaCly) (Merck, Alemanha), 5 nM de sulfato de ferro amoniacal hexahidratado
(Fe(NH4)2(S0O4).6H20) (Merck, Alemanha), 1,4 mM de fosfato dibasico de sddio
heptahidratado (Na;HPO,4.7H,0) (Merck, Alemanha), 2,5 mM de fosfato monobasico
de potassio (KH2PO4) (Merck, Alemanha), 3,4 mM de citrato de sddio dihidratado
(CeHsNaz07.2H,0) (Merck, Alemanha) e misturado em agitador magnético até a
completa solubilizagdo. A segunda solugcao foi preparada com 20 g de protease
peptona (extrato bactopeptona) (Merck, Alemanha) em 200ml de agua, e foi agitada
até se solubilizar. A terceira solugao foi de 200 mL de agua com 0,05 M de glicose
(Merck, Alemanha). Apés a mistura, o pH foi ajustado em 6,5 e o meio foi aliquotado,
autoclavado e filtrado. O meio foi mantido em cémara fria até o momento de uso.

Como controle de esterilidade uma amostra do meio foi incubada a 37°C.
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11.3 Publicacao da dissertagao

Campos, RK, Boratto, PV, Assis, FL, Aguiar, ER, Silva, LCF, Albarnaz, J,
Dornas, FP, Trindade, GS, Ferreira, PCP, Marques, JT, Robert, C, Raoult, D,
Kroon, EG, La Scola, B, Abrahdo, JS. Samba virus: a novel mimivirus from a

giant rain forest, the Brazilian Amazon. Virology Journal v. 11, p. 95, 2014.

11.4 Publicago6es relacionadas a dissertagao

Campos RK, Andrade KR, Ferreira PC, Bonjardim CA, La Scola B, Kroon EG,
Abrahdo JS. Virucidal activity of chemical biocides against mimivirus, a

putative pneumonia agent. Journal of Clinical Virology. v. 55, p. 323-8, 2012.

Silva LC, Almeida GM, Oliveira DB, Dornas FP, Campos RK, La Scola B,
Ferreira PC, Kroon EG, Abrahdo JS. A resourceful giant: APMV is able to
interfere with the human type | interferon system. Microbes and infection. V.
55, p. 323-8, 2013.

Dornas FP, Silva LC, Magno G, Campos RK, Boratto PV, Luiz AM, La Scola
B, Peregrino PCP, Kroon EG, Abrahao JS. Acanthamoeba polyphaga
mimivirus stability in environmental and clinical substrates: Implications for

virus detection and isolation. Plos One, v. 9, p. e87811, 2014.
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The identification of novel giant viruses from the nucleocytoplasmic large DNA
vifUses group and their virophages has increased in the last decade and has
helped to shed light on viral evelution. This study describe the discovery,
isolation and characterization of Sambavirus (SMBEV), a novel giant virus
belanging to the Mimivirus genus, which was isolated from the Megro River in
the Brazilian Amazon

WWe also report the isolation of an SMBV-associated virophage named Rio
Negro (RNV), which is the first Mimivirus virophage to be isolated in the
America ona analysis, SMBV belongs
to group A of the putative Megavirales order, possibly a new virus related to
Acanthamoeba polyehaga mimivirus (APMV). SMBV is the largestvirus
isolated in Brazil, with an average parficle diameter about 5744 nm.

genome of any group A Mimivirus described to date.
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Brasileiros descobrem virus gigante na Amazoénia

Batizado de Samba, ele é doze vezes maior do que o virus da dengue

.

15/05/2014 as 10:37
Veja / A. Colman

: i » Jpd i | ]
Um novo virus gigante foi encontrado nas aguas do Rio Negro, na Amazénia brasileira. O virus - - - -
batizado de Samba é o maior ja identificado no pais: ele tem doze vezes o tamanho do virus (67) 3042.0369 | (67) 8413.0369
da dengue e 100 vezes mais material genético. A descoberta foi feita por i da N, b MInWSBmuunﬁmm L
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em parceria com a Universidade Aix-Marseille, Multimidia
na Franga, e o artigo que relata o achado foi publicado nesta quarta-feira, no periédico

Virology.

Em 2011, os pesqui 35 de Ggua do Rio Negro, em uma rota de 65

quilémetros, partindo de Manaus. Ar as em orio, os Cil
conseguiram isolar o virus dentro de uma ameba — para se reproduzir, 0s virus precisam

parasitar outros organismos.

Segundo Jénatas Abrahéo, professor de virologia da UFMG e principal autor do estudo, uma
das possiveis explicacdes para o tamanho do Samba & a quantidade elevada de material
genético necessaria para a adaptagdo do virus ao local onde ele vive. “O Rio Negro é um meio
acido, diferente de outros rios”, disse o pesquisador ao site de VEJA.

O virus Samba codifica 1 000 proteinas, &€ composto por 1,2 milhdo de pares de bases de DNA
e tem 600 nandmetros de tamanho (cada nandmetro equivale co milionésimo de um 5o pega uma carona com dono apds cuidar sua
milimetro), ante 50 nanémetros do virus da dengue. bicicleta. Confira!

Tamanho ndo é documento

Ainda ndo foi possivel definir se esse virus pode trazer consequéncias ao homem, mas
Abrahdo explica que o fato de ser maior e mais complexo ndo o torna mais perigoso. Os

Bz o -[6]e S
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Um grupo de pesquisadores identificou um virus gigante na Amazénia, batizado de Samba (SMBV). Trata-se do
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Euro - o . -
Faculiades maior virus isolado no pais, possuindo um dos maiores genomas de sua familia, os mimivirus. O achado foi
. . publicado na revista cientifica
Financiamentos
o Imposto de renda Médicos conseguem curar cancer com virus modificado do sarampo
Loteria
z e Seiia Pesquisadores de Minnesota, nos Estados Unidos, conseguiram acabar com o cancer de sangue de uma mulher
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Um surto de Chikungunya, que causa febre e dores nas articulagdes, mantém em alerta a Repiblica Dominicana,
onde foram registrados 10.000 casos deste virus - raramente mortal -, transmitido pelo mesmo mosquido causador
da dengue. O surto afeta 20 . =
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French colleagues. They published their findings in Virclogy Journal.
The discovery is important, both in terms of human health - since giant viruses like Samba
may be capable of causing pneumonia - and in terms of understanding more about the
nature of viruses. Giant viruses are rare, though they are not necessarily more dangerous
on account of their size.

The first relative of Samba was discovered in 1992, in the water of a drinking fountain at a
hospital in Bradford, United Kingdom. It was observed that the virus infected amoebas,
microorganisms with relatively complex cells.

After taking 35 samples from the Rio Negro, along a 65km stretch near Manaus, the team
managed to isolate the SMBV in a laboratory.

"Probably it is infecting other organisms, but we still haven't discovered which exactly,”
said Jénatas Santos Abrahdo, from UFMG's Department of Microbiology, one of the
authors of the study.

"We have also seen that it can multiply itself in human blood cells, similar to how it
behaves in amoebas."

The team has still not dismissed the possibility that the virus may cause pneumonia in
humans. Like other viruses, Samba is like a kind of organic Lego piece. It has a shell
covered with fibers, and is five times larger than the flu virus, for example

n

The DNA of the parasite is found under various layers of protection, formed by 1.21
million chemical "letters”, about half a thousandth the size of the human genome. It is a
more complex genome than several bacteria.

However, what the virus does not have, unlike bacteria and other living organisms, is its
own cell. To reproduce, Samba has to "hijack” the machinery of the cell it invaded.

HITCHING A RIDE

More proof of SMBV's relatively large size is the discovery that another, smaller virus is
capable of invading it. This is the RNV, or Rio Negro, classified as a "virophage® - literally, a
virus eater.

Comparisons between the DNA of all large groups of living beings show that the ancestry
of Samba and other giant viruses is extremely old. This suggests that these viruses may
have participated, in some way, in the origins of life on earth

However, Abrahdo considers this unlikely, because these giant viruses do not seem
capable of survival without the help of cellular organisms.

"What may have happened is that one day, they came from cellular organisms, but they
came to multiply themselves without them, parasitizing other cells,” he says.

Translated by TOM GATEHOUSE

Read the article in the original language
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Descoberta

Virus “Samba” no rio Negro

Asaguas dorio Negro, nasvizi-
nhancas de Manaus, abrigam o
maior virus ja descoberto no Bra-
sil: um parasita microscépico

Ihor a natureza dos virus.
Virus gigantes s3o 1aros, mas

n3o sdo necessariamente mais

perigosos por serem grandes. O

mente tao grande

p parente do Samba a ser
bem foi descoberto em

quechegaa superaralg
tériasem tamanhoe complexida-
dedoDNA.

Batizado de SMBV, ou virus
Samba, ele foi descrito por pes—

1992, na dgua de um bebedouro
de hospital em Bradford, Reino
Unido. Verificou-se entaoque es—
se virus infectava amebas, mi-

daU idade Fe-
deral de Minas Gerais (UFMG),
em parceria com colegas france-
ses, narevista especializada Viro-
logy Journal. A descoberta po-
de serimportante tanto para
a saide humana - ja que al-
guns virus gigantes como o
Samba parecem ser capazes
de causar pneumonia -
quanto para entender me-

cro q cé
lulas relativamente complexas.
Apos recolher 35 amostras de
agua dorio, numa rota de 65 kma
partirde Manaus, a equipe conse—
guiu isolar o SMBV.
"Provavelmente ele esta infec-
tando outras coisas na natureza,
mas ainda ndosabemos qual seria
esse hospedeiro”, contou J6natas
Santos Abrahao, da UFMG.

REUTERS/BRUNO KELLY

Foram colhidas 35 amostras de
aguado rio, em rota de 65 km
a partir de Manaus (AM)
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Estudiosos da Universidade de Minas Gerais (UFMG) descobriram nas aguas do rio Negro, nas
vizinhancas de Manaus, o maior virus ja encontrado no Brasil. De acordo com os estudiosos, o parasita
microscopico é tao grande que chega a superar algumas bactérias em tamanho e complexidade do DNA.
Reportagem da Folha informa que o SMBY, ou simplesmente virus Samba, foi descrito por pesquisadores
da UFMG em parceria com colegas franceses, na revista especializada “Virology Journal”. Os estudiosos
estimam que a pode um passo tanto para a satde humana — ja que
alguns virus gigantes como o Samba parecem ser capazes de causar pneumonia— quanto para entender
melhor a natureza dos virus. Segundo os especialistas, virus gigantes s3o raros, mas ndo s3o
necessariamente mais perigosos por serem grandes. A matéria ainda diz que o primeiro parente do
Samba a ser bem estudado foi descoberto em 1992, na dgua de um bebedouro de hospital em Bradford,
Reino Unido. Naquele estudo, verificou-se que o virus infectava amebas, micro-organismos que possuem
células relativamente complexas.

Doengas

Segundo um dos autores do estudo, Jonatas Santos Abrahdo, do Departamento de Microbiologia da
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Pesquisaderes da UFMG sequenciam genoma de virus gigante encontrado na Amazoénia

i

14/06/2014 Quarta-Feira, Dia 14 de Maio de 2014 as 14

Nas aguas &cidas do Rio Negro, em plena floresta amazénica, pesquisadores da UFMG encontraram um virus gigante, descoberta que abre vastos caminhos
no universo dos seres microscopicos.

Nao suas pn o . 0 Samba Virus — como foi batizado — possui genoma complexo, com genes s6 encontrados em células e gue =
nenhum virus de outra espécie codifica. Além disso, sobrevive em ecossistema especial cuja dindmica parece garantir uma existéncia equilibrada e
harménica com a ameba que o abriga e com um tipo pequeno de virus que o acompanha de perto.

Maior virus isclado no pais, o Samba também detém o maior genoma de virus ja sequenciado no Brasil. informa o professor Jonatas Abrahdo, do
Departamento de Microbiologia do ICB. coordenador do grupo responsavel pela pesquisa, cujos resultados acabam de ser publicados na revista Virology
Journal

Os dados chegam a é dez anos depois da publicacdo do estudo francés que caracterizou o Acanthamoeba polyphaga
mimivirus (APMV), primeiro virus gigante a ser identificado no mundo.

Segundo Jonatas Abrahdo, quando isolado, ainda no comego dos anos 1990, o APMV foi confundido com uma baciéria, € sé na década seguinte foi

corretamente caracterizado, dando inicio a uma série de estudos que 13 existé dessa nova familia — os mimivirus.

“Comparada ao virus da poliomielite, a proporc&o seria a mesma que entre um ser humano e o maior dinossauro ja descrito no planeta®, estima o professor,
referindo-se ao tamanho dos virus gigantes, que oferecem estimulo & pesquisa ndo apenas pela dimensdo, mas sobretudo pela complexidade genémica e
estrutural.

O genoma do Samba tem 50 mil pares de bases a mais que o do virus protétipo APMV, que possui cerca de 1,2 milhdo de pares de bases. “Percentuaimente
a diferenca parece pequena, mas pode corresponder a diversos novos genes”, diz o professor. Tal diferenca pode indicar. por exemplo, fatores relacionados
ao ambiente em que ele fol isolado, como a intensa insolacdo e a acidez do rio, que € causada pelos residuos de decomposicdo da floresta.

Rio Negro
Qutro aspecto focalizado pela pesquisa foi a inesperada presenca — no entorno do Samba, dentro da ameba gue ele habita — de particulas negras, que se
mostraram eletrodensas na microscopia. “S3o viréfagos ja descritos na literatura como um virus que infecta virus gigantes”, explica o pesquisador.

“E um mundo novo. O Rio Negro Virus, como passamos a chamar essas particulas, assim como os oufros virdfagos previamente descritos, quebrou
paradigmas, mudou nossa viséo sobre virologia”, completa Abrah&o. Sua agdo foi testada contra o APMV e, de fato, foi possivel perceber que esse viréfago
pode causar anomalias na formacao e reduzir enormemente a multiplicacdo do mimivirus.

“Nossa hipotese € que o Rio Negro Virus tem papel ecologico ao controlar a expansao do Samba Virus, pois se houvesse virus gigantes afetando amebas,
livremente e de forma intensa, estas poderiam se extinguir locaimente, e os virus gigantes desapareceriam, por falta de hospedeiro”, explica Jonatas -
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“Nossa hipotese & que o Rio Negro Virus tem papel ecolégico ao controlar a expansdo do Samba Virus, pois se houvesse virus gigantes afetando amebas, -
livremente e de forma intensa, estas poderiam se extinguir localmente, e os virus gigantes desapareceriam, por falia de hospedeiro”, explica Jonatas
AbranZo. A pesquisa sugere que 0s trés elementos — ameba, virus gigante e virdfago — estejam associados nesse ecossistema especial para manter uma
coexisténcia equilibrada.

Pneumonia

O grupo liderado por Abraho também desenvolve pesquisa em parceria com a professora Wanessa Clemente, do Hospital das Clinicas da UFMG, em que
se investiga a presenca de virus gigantes em setores de isolamento respiratorio. onde ficam internados pacientes com infeccfes respiratorias graves ou
especificas, como tuberculose € pneumonia.

“Temos encontrado um percentual de virus maior no isolamento respiratdrio do que em outros setores do hospital”, revela o professor do ICB, lembrando que
em 50% dos casos de pneumonia registrados no mundo o agente etiolégico ndo € conhecido.

“Os mimivirus estdio entrando nesse debate porque provavelmente fazem parte de uma parcela — pequena ou grande — desses 50% cuja causa &
desconhecida. Embora ndo se possa associar 0 Samba a pneumonia. os virus gigantes ndo podem ser descartados no estudo das infeccdes em hospitais”,
alerta o professor.

Ele explica que as amebas — hospedeiras dos mimivirus — por estarem presentes nas &guas, no solo € em ambientes urbanos, até mesmo dentro de
hospitais, em teoria, podem funcionar como plataformas biologicas de multiplicagéo de virus gigantes, como ja foi demonstrado em algumas bactérias.
Segundo AbrahZo, de forma geral as amebas sd0 extremamente resistentes a agentes quimicos e fisicos de controle, como desinfetantes e raios
ultravioletas utilizados em alguns ambientes hospitalares.

A descoberta do Samba Virus ndo surgiu por acaso. Inferessado no fema, Jonatas Abrah&o (em foto de Foca Lisboa) organizou em 2011 uma expedicéo a
Manaus, para fazer prospeccdo de virus gigantes. *Percorremos cerca de 50 quildmetros no Rio Negro, coletando amostras”, relembra o pesquisador,
destacando que, embora a Amazonia seja simbolo da beleza e da biodiversidade no pais, quase ndo ha dados sobre virus relacionados a regiéo.

,

Qutros biomas figuram no trabalho de prospeccdo liderado por Abrahdo. “Estamos provando que os virus gigantes existem em todos os ambientes — temos
coletado amostras em lagoas urbanas e de solos em varias regides do pais®, informa.

Entre os mimivirus j& isolados, mas ainda ndo caracterizados geneticamente pelo grupo, estdo o Niemayer Virus, enconfrade na Lagoa da Pampulha. em
frente ao Museu de Artes; e o Cip0 Virus, localizado na Serra do Cipd. “Onde ha matéria orgdnica, como lagoas, ha amebas. E amebas podem conter virus
gigantes. A logica € essa”. diz 0 pesquisador. que fambém esta investigando a presenca desses microrganismos no Pantanal mato-grossense.

Quarto dominio

Até a descoberta dos mimivirus, os virus eram seres que ndo se enquadravam na classificacdo proposta pela ciéncia para entender as linhagens primarias
de vida. Estudo elaborado no final dos anos 1970, nos Estados Unidos, a respeito dos primeiros passos da historia evolutiva da vida, a partir de sequéncias
de DNA, apresentou tabela com uma matriz de similaridade entre trechos das sequéncias do RNA ribossomal de diferentes organismos e dividiu as formas de
vida celular em trés grupos, denominados dominios da vida.

Os frés dominios sdo Eubacteria, que inclui as bactérias; Archaea, grupo que congrega os procariontes ndo enquadrados na classificacdo anterior. e
Eukaria, que reline todos 0s eucariontes, ou seres vivos com niicleo celular organizado. Tal classificag8o ndo inclui os virus, devido & auséncia neles de
algumas das caracteristicas definidoras de vida. “A existéncia dos virus giganies fortaleceu a proposta de um guarto dominio”, comenta Jénatas Abrah&o.
Artigo: Samba virus: a novel mimivirus from a giant rain forest, the Brazilian Amazon

Autores: Rafael K. Campos, Paulo V. Boraito, Felipe L. Assis, Eric RGR Aguiar, Lorena CF Silva, Jonas D. Albarnaz, Fabio P. Dornas, Giliane §. Trindade,
Paulo P. Ferreira, Jodo T. Marques, Catherine Robert, Didier Raoult, Erna G. Kroon, Bernard La Scola, Jonatas S. Abrahéo.

Fonte: UFMG %
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26. Virus gigante & descoberto na Amazénia

m

Batizado de SMBV, ele foi descrito por pesquisadores da UFMG

As dguas do rio Negro, nas vizinhangas de Manaus, abrigam o maior
wirus ja descoberto no Brasil, um parasita microscépico
comparativamente tdo grande que chega a superar algumas bactérias

3 indice de Notici:
em tamanho e complexidade do DNA. e

Batizado de SMBV, ou simplesmente virus Samba, ele foi descrito por
pesquisadores da UFMG (Universidade Federal de Minas Gerais), em
parceria com colegas franceses, na revista especializada "Virology
Journal”.

) . »Redes Sodiais
A descoberta pode ser importante tanto para a sadde humana -j3

que alguns virus gigantes como o Samba parecem ser capazes de n

Causar pneumonia- quanto para entender melhor a natureza dos

wirus.

Virus gigantes sdo raros, mas n3o sdo necessariamente mais
perigosos por serem grandes. O primeiro parente do Samba a ser bem
estudado foi descoberto em 1992, na dgua de um bebedouro de
hospital em Bradford, Reino Unido. Verificou-se entdo que esse virus
infectava amebas, micro-organismos que possuem células
relativamente complexas.

Ap6s recolher 35 amostras de dgua do rio Negro, numa rota de 65 km
a partir de Manaus, a equipe conseguiu isolar o SMBV em laboratério.

"Provavelmente ele esta infectando outras coisas na natureza, mas
ainda ndo sabemos qual seria esse hospedeiro”, contou 3 Folha um
dos autores do estudo, Jénatas Santos AbrahSo, do Departamento
de Microbiologia da UFMG. "Vimos que ele também & capaz de se
multiplicar em células do sangue humano, de forma similar ac que
acontece nas amebas.” Por enquanto, ndo se pode descartar a

possibilidade de que ele também cause pneumonia em humanos. -
x
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estudado foi descoberto em 1292, na dgua de um bebedouro de
hospital em Bradford, Reino Unido. Verificou-se entdo que esse virus
infectava amebas, micro-organismos que possuem células

relativamente complexas.

Apés recolher 35 amostras de dgua do rio Negro, numa rota de 65 km
a partir de Manaus, a equipe conseguiu isolar o SMBV em laboratdrio.

"Provavelmente ele esta infectando outras coisas na natureza, mas
ainda ndo sabemos qual seria esse hospedeiro”, contou & Folha um
dos autores do estudo, Jénatas Santos Abrah3o, do Departamento
de Microbiologia da UFMG. "Vimos que ele também é capaz de se
multiplicar em células do sangue humano, de forma similar ac que
acontece nas amebas.” Por enquanto, ndo se pode descartar a
possibilidade de que ele também cause pneumonia em humanos.

Como os demais virus, o Samba lembra uma espécie de "Lego" de
moléculas orgdnicas. Possui uma carapaca coberta com um matagal
de fibras -o conjunto é cinco vezes maior que um virus da gripe, por
exemplo. Debaixo de vdrias camadas de protegdo estd o DNA do
parasita, formado por 1,21 milh3o de "letras” quimicas, mais ou menos
meio milésimo do tamanho do genoma humane. Trata-se de um

genoma mais complexo que o de varias bactérias.

O que os virus ndo tém, diferentemente das bactérias e de outros
seres vivos, porém, & uma célula propria. Para se reproduzir, o Samba
precisa "sequestrar’ o maquinario da célula que invadiu.

Carona

OQutra prova de que o SMBV & um gigante do mundo viral & a
descoberta de que outro virus menor & capaz de parasita-lo.
Trata-se do RNV, ou Rio Negro, conhecido pelo termo técnico de

"viréfago" -literalmente, um devorador de virus.

Comparac@es entre o DNA de todos os grandes grupos de seres vivos
indicam que a linhagem representada pelo Samba e por outros virus
gigantes & extremamente antiga, o gue poderia indicar a participacado
desses seres, de alguma maneira, na propria origem dos seres vivos.
Abrahdo considera essa ideia improvavel, porque eles ndo parecem
ser capazes de sobreviver sem a ajuda de organismos com células.

"0 que pode ter acontecido & que, um dia, eles podem ter vindo de
organismos celulares, mas passado a se multiplicar sem eles,

parasitando outras células’, afima.

(Folha de S3o Paulo)
http://wwwi.folha. uol.co
gigante-e-descoberto-na-a him!
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Cientistas descobrem virus gigante no Rio Negro e o batizam
de ‘Samba’
CLIPPING

Blog Concursos

Um grupo de pesquisadores identificou um virus gigante na Amazdnia, batizade de Samba (SMBV). Trata-se do
maior virus isolado no pais, possuindo um dos maiores genomas de sua familia, s mimivirus. O achado foi
publicado na revista cientifica “virology Journal®

Adescoberta do virus, que habita as amebas, 0coreu a partir de uma expedicio conduzida em 2011 que tinha o
objetivo especifico de buscar virus gigantes. Ao todo, 35 amostras de dgua foram coletadas no Rio Negro ao
longo de uma rota de 65 guildmetros a partir de Manaus.

Segundo o cientista Jénatas Abrahdo, esee trabalho de prospeccdo procurou provar que os virus gigantes, ou
mimivirus, estdo em todos os ambientes. “Onde ha matéria orgdnica, coma lagoas, ha amebas. E amebas
podem conter virus gigantes”, diz o pesquisador, em nota divulgada pela Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

O primeiro virus gigante ja descoberto — 0 Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) — foi observado pela
primeira vez em 1992, mas foi um estudo publicado em 2003 gue o caracterizou como um virus gigante

Esse tipo de virus desperta interesse principalmente pela complexidade de seu genoma. No caso do virus
Samba, seu genoma apresenta 50 mil pares de bases a mais do que o do APMVY, que possui na total 1,2
milnGes de pares de bases

Afamilia dos mimivirus também & investigada por seu possivel papel em infeccBes respiratdrias em unidades
de internagio hospitalar. Eles podem estar envolvidos, por exemplo, nos casos de pneumonia com causa
desconhecida.

Virus que infecta virus - Junto ao virus Samba, os cientistas também identificaram um virus menor, batizado de
Rio Negro, que atua como um parasita do virus gigante
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[ArFEDn Cientistas descobrem virus gigante no Rio Negro e o batizam
de ‘Samba’
CLIPPING

Um grupo de pesquisadores identificou um virus gigants na Amazénia, batizado de Samba (SMBV). Trata-se do
maior virus isolado no pais, possuindo um dos maiores genomas de suafamilia, os mimivirus. O achado foi
publicade na revista cientifica “Virology Journal™.

A descoberta do vitus, que habita as amebas, ocorreu a partir de uma expedicdo conduzida em 2011 que tinha o
abjetivo especifico de buscar virus gigantes. Ao todo, 35 amostras de dgua foram coletadas no Rio Negro ao
longo de uma rota de 65 quildmetros a partir de Manaus

Sequndo o cientista Jénatas Abrahdo, esse trabalho de praspeccio Procurou Provar que os Vilus gigantes, ou
mimivirus, estio em todos os ambientes. “Onde ha matéria organica, como lagoas, hd amebas. E amebas
podem conter vitus gigantes”, diz o pesquisador, em nota divulgada pela Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

O primeiro vitus gigante j& -0 M

ga mimivirus (APMV) - foi obsenvado pela
primeira vez em 1992, mas foi um estudo publicado em 2003 que o caracterizou como umvirus gigante.

Esse tipo de virus despenta interesse principalmente pala complexidade de seu genoma. Mo caso do virus
Samba, seu genoma apresenta 50 mil pares de bases a mais do que o do APMV, que possuino total 1,2
milhdes de pares de bases

Afamilia dos mimivirus também & investigada por seu possivel papel em infecgbes respiratdrias em unidades
de internaco hospitalar. Eles podem estar envolvidos, por exemplo, nos casos de pneumonia com causa
desconhecida

Virus que infecta virus — Junto 3o virus S8amba, os cientistas também identificaram um virus menor, batizado de
Rio Negro, que atua como um parasita do virus gigante

Segundo Abrahdo, 3 hipdtese é que o virus Rio Negro seja um viréfago que tem o papel de controlar a expansio
do virus Samba. “Se houvesse virus gigantes afetando amebas, livremente e de forma intensa, estas poderiam

se extinguir localmente, e os virus gigantes desapareceriam, por falta de hospedeiro”, diz Abrah3o.

0 estudo foi desenvolvido por pesquisadores da UFMG e da Universidade AixMarseille, na Franca. {Fonte: G1)
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Cientistas brasileiros descobrem virus gigante na
Amazénia

Em conjunto com outros cientistas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), ele
publicou a descoberta na revista Virology Journal

caPA imprimir 0
IMPPR'IM\H n Z <J
Pesquisadores brasileiros encontraram um virus gigante nas dguas dcidas do Rio Negro, em
plena floresta amazénica - uma descoberta que, garantem, abre vastos caminhos no universo
dos seres microscopicos. Além das proporgdes incomuns, o virus, que recebeu o nome de
"Samba", possui genoma complexo, com genes s¢ encontrados em células € que nenhum
virus de outra espécie codifica. O Samba € o maior genoma de virus ja sequenciado no Brasil.

A descoberta do Samba Virus ndo surgiu por acaso. Interessado no tema, o professor
Jonatas Abrahdo, coordenador do grupo responsavel pela pesquisa, organizou em 2011 uma
expedicdo a Manaus, para fazer prospeccdo de virus gigantes. Em conjunto com outros
cientistas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), ele publicou a descoberta na
revista Virology Journal.

"Estamos provando que os virus gigantes existem em todos os ambientes - temos coletado
amostras em lagoas urbanas e de sclos em vérias regides do Pais”, informou JGnatas. A
equipe descobriu ainda outros virus, como o Niemayer Virus, encontrade na Lagoa da
Pampulha, em frente ao Museu de Artes; e o Cip6 Virus, localizado na Serra do Cipo.

0O virus gigante sobrevive em um ecossistema especial, cuja dindmica parece garantir uma
existéncia equilibrada e harménica com a ameba que o abriga e com um tipo pequenc de virus
que o acompanha de perto. Esses wirus menores encontradas no entorno do Samba
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Virus gigante é descoberto na Amazénia

1510512014 03h23

Eesquwsadures da UFMG (Universidade Federal de Minas Gerais) encontraram nas dguas do Rio Negro. em plena floresta amazdnica, o maior virus ja identificado no Brasil. O virus gigante foi batizado de Samba Virus.

“Comp a0 vitus da p . a prop sefia a mesma entre um ser humano e o maior dinossauro ja descrito no planeta”, compara o professor Jonatas Abrahda.

Né&o bastassem suas proporgdes incomuns - ele & maior que muitas bactérias - o Samba Virus possui genoma plexo. com genes s encontrados em células e que nenhum virus de outra espécie codifica.

Além disso, ele sobrevive em um ecossistema especial com uma dindmica que envolve a ameba que abriga virus gigante & com um tipo pequena de virus que o acompanha de perto, chamado virus Rio Negro.
Mimivirus

Segundo o professor Jénatas Abrahdo, o Samba é ndo apenas o maior virus identificado no Brasil, mas também o maior genoma de um virus ja sequenciado no pafs.

O primeiro virus gigante foi encontrada em 1992 - seu nome é Acanthamaeba polyphaga mimivirus (APMV) - mas foi inicialmente confundida com uma bactéria, divida que s6 se desfez quando seu genoma foi
sequenciada. Novas descobertas posteriores criaram a classe dos mimivirus.

0 genoma do Samba tem 50 mil pares de bases a mais que o do virus protétipo APMV, que possui cerca de 1,2 milhdo de pares de bases.

"Percentualmente a diferenca parece pequena. mas pode corresponder a diversos novos genes”, diz o professor. Essa diferenca pode indicar, por exemplo, fatores relacionados ac ambiente em que ele foi isolado.
como a intensa insolago e a acidez do rio, que é causada pelos residuos de decomposicéo da floresta.

Se o Samba Virus foi o primeiro a ter seu genoma codificado. a equipe ja tem em laboratdrio vérios outros virus coletados em suas expedicdes.

Entre eles estdo o Niemayer Virus, encontrada na Lagoa da Pampulha, em Belo Horizonte: e o Cipé Virus, localizado na Serra do Cipd. em Minas Gerais.

"Onde ha matéria organica, como lagoas, ha amebas. E amebas podem conter virus gigantes_ A logica & essa”, diz o pesquisador, que também estd investigando a presenca desses microrganismos no Pantanal
mato-grossense.

Em termos mundiais, o maior virus conhecido, chamado Panderavirus salinus, foi caracterizado por uma equipe francesa no ano passado.

Dominios da vida

Até a descoberta dos mimivirus, 0s virus eram seres que ndo se enquadravam na classificacdo proposta pela ciéncia para entender as linhagens primarias de vida.

A biologia divide hoje as formas de vida celular em trés grupos, denominados dominios da vida.

Os trés dominios sdo Eubacteria, que inclui as bactérias; Archaea. grupo que congrega os LEL
niicleo celular organizado.

drados na classifi anterior; e Eukaria, que retine todos os eucariontes. ou seres vivas com

Essa classificagdo ndo inclui os virus, devido 2 auséncia neles de algumas das caracteristicas definidoras de vida. "A existéncia dos virus gigantes fortaleceu a proposta de um quarto domini
Abrahdo.
Fonte: Didric da Salde
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E 0 chamado “virus gigante”, um microrganismo maior do que
algumas bactérias — enquanto a maioria dos virus é cerca de 100 vezes menor — e cujo genoma pode ter

mais de 1,2 milhio de pares de bases,

Alguns desses virus gigantes, isolados no Brasil por pesquisadores do Grupo de Estudo e Prospecgiio de
Virus Gigantes (GEPVIG) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), foram apresentados em uma
palesira no dia 2g de abril, no Simpésio Internacional Biota Micro-organismos, realizado na
FAPESP.

“Temos feito estudos sobre a diversidade desse tipo de virus no Brasil e sobre a evolugio e a relagio desses
agentes com seus hospedeiros e com o sistema de defesa do organismo humano”, disse Jénatas Abrahio,
professor da UFMG e um dos pesquisadores do GEPViG, 3 Agéneia FAPESP.
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Agéncia FAPESP — Um tipo de virus descoberto no inicio da década de 1990, e encontrado
desde entdo em diversos locais. tem mudado a viséo dos micrebiologistas sobre esse agente
infeccioso em razdo de seu tamanho e complexidade.

E o chamado “virus gigante”, um microrganismo maior do que algumas bactérias — enquanto a
maioria dos virus é cerca de 100 vezes menor — e cujo genoma pode ter mais de 1.2 milhdo de
pares de bases.

Alguns desses virus gigantes. isolados no Brasil por pesquisadores do Grupo de Estudo e
Prospeccdo de Virus Gigantes (GEPVIG) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
foram apresentados em uma palestra no dia 29 de abril, no Simpdsio Internacional Biota Micro-
organismos, realizado na FAPESP.

“Temos feito estudos sobre a diversidade desse tipo de virus no Brasil € sobre a evolugdo € a
relagdo desses agentes com seus hospedeiros e com o sistema de defesa do organismo
humane”, disse Jénatas Abrahdo. professor da UFMG e um dos pesquisadores do GEPVIG, a
Agéncia FAPESP.

Abrahdo contou que um virus gigante foi isolado em 1992 a partir de uma torre de resfriamento
em um hospital em Bradford, na Inglaterra, mas, iniciaimente, foi identificado erroneamente como
uma bactéria e associado a amebas, gue sdo hospedeiras e servem de reservatorio para
replicagdo de virus e bactérias.
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Programa sobre o Rio Negro, rio que banha Manaus e onde foi
identificado o maior virus do Brasil, o Samba. O Amazénia
Interativa recebeu o especialista em quimica da dgua e
pesquisador do Inpa, Sérgio Bringel. O programa também teve a
participacdo, por telefone, do virologista que responsavel pelo
trabalho de identificacdo do virus, Jonatas Abrahdo
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Publicado em 16/05/2014
Essa é a descoberta de um grupo de cientistas no Rio Negro na
Amazénia.
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Over the last decade, discoveries of extremely large and complex viruses have challenged our
concepis of what viruses are and how they evolved. These giant viruses are often comparable in
dimension and genome size fo small bacteria, even prompting some to postulate that they should be
classed as a new kind of life form. Now, a novel giant virus named Samba (SMBV) has been found
within amoebae of the Negro River in the Amazonian basin. Jénatas Santos Abrando from the
Federal University of Minas Gerais, Brazil, Bernard La Scola, from Aix-Marseille University, France,
and colleagues, who discovered the virus, conducted a phylogenetic analysis of SMBV, the results of
which are presented in their recent study in Virology Journal.

Their analysis showed that SMBV is most closely affiliated with Acanthamoeba polyphaga mimivirus
(APMV), and falls within group A of the putative order Megavirales. SMBV virus has an average
particle diameter of 574 nm and a genome containing 938 ORFs (that is, putative protein-coding
genes). This contrasts with APMV, which is around 750 nm in diameter and has 911 predicted ORFs.
Indeed, SMBV has one of the largest genomes of any group A Mimivirus known to date. They found
that. although around 91 percent of SMBV's ORFs are shared with APMV, and are largely in the
same genome locus, many of SMBV's ORFs are inverted when compared to APMV. SMBY also
shares many ORFS that are known only from the Mimiviridae family, including those that putatively
encode proteins with roles in protein translation or DNA repair.

Electron microscopy images of SMBV infected with RNV displaying morphologicel defedts (left to righty
defective capsid wiapped sround a small particle, lemon-shaped particle, defective spiral capsid. Image
source: Campos et al. Viralogy Joumal, 2014.11:95
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The identification of novel giant viruses from the nucleocytoplasmic large DNA viruses group
and their virophages has increased in the last decade and has helped to shed light on viral
evolution. This study describe the discovery, isolation and characierization of Samba virus
(SMBVY). a novel giant virus belonging to the Mimivirus genus, which was isolated from the
Negro River in the Brazilian Amazon.

We also report the isolation of an SMBV-associated virophage named Rio Negro (RNV), which
is the first Mimivirus virophage fo be isolated in the Americas Methods/resultsBased on a
phylogenetic analysis, SMBY belongs to group A of the putative Megavirales order, possibly a
new virus related to Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV). SMBV is the largest virus
isolated in Brazil, with an average particle diameter about 574A nm

The SMBV genome contains 938 ORFs, of which nine are ORFans. The 1,213.6A kb SMBV
genome is one of the largest genome of any group A Mimivirus described to date.

Electron microscopy showed RNV particle accumulation near SMBV and APMV factories
resulting in the production of defective SMBY and APMV particles and decreasing the infectivity
of these two viruses by several logs.

Conclusion:
This discovery expands our knowledge of Mimiviridae evolution and ecology.
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