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RESUMO 

 

A família Mimiviridae compreende vírus gigantes de DNA que são 

estudados como agentes etiológicos hipotéticos de pneumonia em humanos. 

Estudos metagenômicos recentes detectaram DNA de vírus dessa família em 

ecossistemas aquáticos naturais em alguns países do hemisfério norte, além 

de uma região litorânea do Chile. Até o momento, nenhum membro da família 

Mimiviridae havia sido descrito em território brasileiro. Embora a Amazônia seja 

conhecida pela grande biodiversidade, existem poucos estudos que 

demonstrem aprovável riqueza de vírus neste bioma. Assim, esse trabalho teve 

como objetivo a prospecção de vírus da família Mimiviridae e outros vírus 

gigantes em águas do Rio Negro, AM, Brasil. A coleta foi feita em diversos 

pontos do Rio Negro em região próxima a Manaus. As amostras de água foram 

submetidas a um processo de enriquecimento em meio de água-arroz e 

filtradas (em filtro de 200 nm) para retenção dos vírus no filtro. As amostras 

foram então inoculadas em cultivo de amebas para isolamento e paralelamente 

submetidas a ensaios de PCR em tempo real, para amplificação do DNA do 

gene da helicase dos vírus da família Mimiviridae. No presente trabalho 

descrevemos o isolamento e caracterização do Samba virus (SMBV), um novo 

vírus do gênero Mimivirus, nas águas do Rio Negro da Amazônia brasileira; 

bem como o isolamento e caracterização de um virófago associado, 

denominado Rio Negro virophage (RNV), o primeiro virófago de mimivírus 

isolado nas Américas. A análise do gene da helicase revelou que SMBV se 

agrupa filogeneticamente com os mimivírus do grupo A, incluindo 

representantes como mimivírus e mamavírus. O virófago foi identificado por 

PCR em tempo real empregando iniciadores para o gene de capsídeo, 

confirmando sua identidade e a analise revelou 100% de identidade com o 

Sputnik virus. Testes biológicos e de microscopia eletrônica revelaram 

características únicas de SBMV e RNV. O presente estudo abre novas 

perspectivas para o estudo de vírus gigantes no Brasil. 

 

Palavras-chave: Mimiviridae, Amazônia, Rio Negro, vírus 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 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Histórico 

 

Os mimivírus foram inicialmente isolados em 1992 durante uma investigação 

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 não apresentar crescimento independente em meio axênico, por não responder 

a nenhum antibiótico, e por não apresentar o gene codificador de 16 S RNA 

ribossomal (16S rRNA), este microorganismo despertou grande curiosidade. Após 

ensaios de microscopia eletrônica, foi possível observar que os cocos de Bradford 

eram na verdade vírus gigantes com simetria do tipo icosaédrica (Raoult et al., 

2002). O nome mimivírus foi empregado por fazer alusão ao fato de que estes vírus 

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

 

A descoberta do Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV), nome oficial do 

mimivírus, marcou e agregou ainda mais valor ao grupo dos vírus gigantes de DNA, 

até então compostos por vírus das famílias Asfarviridae, Ascoviridae, 

Phycodnaviridae, Iridoviridae e Poxviridae (Yutin et al., 2009). APMV, o então maior 

dos vírus gigantes núcleo-citoplasmáticos de DNA(NCLDVs), deixou os virologistas 

perplexos pelo tamanho de sua partícula e genoma. A demora para a descoberta de 

muitos vírus gigantes, hipoteticamente ubíquos na natureza, deveu-se 

provavelmente ao fato de que as técnicas microbiológicas utilizadas para detecção e 

isolamento viral selecionavam vírus menores que 200nm, não contemplando, 

portanto os vírus gigantes. Além disso, os protistas, hospedeiros preferenciais de 

muitos vírus gigantes eram, e ainda são, pouco estudados no contexto da virologia 

(Claverie, 2005).Com a descoberta dos mimivírus, o conceito universal de que vírus 

eram menores que bactérias foi questionado, uma vez que alguns membros do 

domínio Eubacteria apresentam dimensões menores que o descrito para os 

mimivírus (La Scola et al., 2003). 
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Recentemente foram isolados os vírus gigantes Pandoravirus salinus na costa 

do Chile e Pandorvirus dulcis na Austrália, com genomas ainda maiores de 2,5 e 1,9 

megabases, respectivamente. Porém, apresentam pouca semelhança genômica e 

morfológica com os mimivírus (Philipe et al, 2013).  

 

1.2 Família Mimiviridae 

A família Mimiviridae compreende vírus gigantes com genoma de DNA de fita 

dupla e morfologia complexa, que se multiplicam no citoplasma da célula 

hospedeira. A família compreende apenas o gênero Mimivirus, que por sua vez 

possui uma única espécie: AMPV (ICTV, 2012).  

 

 Em 2008 foi identificado uma amostra de APMV que foi denominada de 

mamavírus (La Scola, et al., 2008) e que foi sequenciada em 2011 (Colson et al., 

2011). As amostras são similares porém apresentam divergências principalmente 

nas regiões terminais. 

Embora a família Mimiviridae possua atualmente uma única espécie 

reconhecida pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) é provável que 

este cenário mude em breve, uma vez que novas espécies estão sendo 

identificadas, como é o caso do Megavirus chilensis, espécie ainda não confirmada 

da família (Arslan et al., 2011). 

Os vírus do gênero Mimivirus pertencem ao grupo dos NCLDV (Tabela 1), e 

são filogenéticamente relacionados com as famílias Phycodnaviridae, Iridoviridae, 

Poxviridae, Ascoviridae e Asfarviridae. Atualmente, a ordem Megavirales está sendo 

discutida para englobar todas essas famílias de vírus (Colson et al., 2012) 

 

Estudos metagenômicos indicaram a provável existência de outros membros 

da família Mimiviridae (Ghedin et al., 2005), que provavelmente possuem amebas, 

algas, esponjas ou corais como hospedeiros (Claverie et al., 2009; Monier et el., 

2008). 
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Tabela 1. Vírus gigantes núcleo-citoplasmáticos de DNA (NCLDVs) e as principais 

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

Família                Hospedeiros               Genoma (kb)        Partícula (nm)        Sítio de multiplicação 

Phycodnaviridae    Algas                         150- 400              120-150                   Núcleo e citoplasma 

 

Poxviridae            Insetos, répteis,         130-380                220-450                   Citoplasma 

   aves, mamíferos 

 

Asfarviridae           Mamíferos                  170                    175-215                    Citoplasma 

 

Ascoviridae            Insetos                   150-190                200-400                      Núcleo e citoplasma 

 

Iridoviridae            Insetos, vértebra- 

                            dos  de sangue frio  100-220               120- 200                      Núcleo e citoplasma 

 

Mimiviridae          Acanthamoeba          1.180-1280           400-750                        Citoplasma 

 

*Pandora virus     Acanthamoeba          1.900 – 2.700.....   ..1000                                não determinado 

* não assinalado em família . 

 

1.2.1 Acanthamoeba polyphaga mimivirus 

 

1.2.1.1 Morfologia e características da partícula viral 

 

A partícula viral do APMV pode apresentar até 800nm de diâmetro (Fig. 1A) 

levando em conta as fibras presentes na superfície externa do capsídeo (Raoult et 

al., 2007). Na estrutura do vírus podem ser encontrados o cerne, o capsídeo, 

membrana interna e fibras (Fig. 1B).  

 

O capsídeo apresenta simetria semi-icosaédrica pentagonal (La Scola, et al., 

2003; Xiao et al., 2005), uma vez que em um de seus eixos é possível observar uma 

estrutura pentagonal, em forma de estrela-do-mar. Os braços desta estrutura estão 

inseridos entre cada uma das cinco faces triangulares associado com o vértice, que 

faz com que a forma do capsídeo não 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 possível via de liberação do material genético, 

durante o desnudamento viral(Fig. 2).Como essa característica é semelhante aos 

bacteriófagos, acredita-se que o espaço 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 bacteriófagos ( Zauberman 

et al., 2008). A proteína maior do capsídeo (MCP) é organizada como uma rede de 

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

 

As fibras superficiais são proteícas e glicosiladas com comprimento em torno 

de 140nm e diâmetro de 1,4 nm. São encapadas por proteínas elipsoidais com 

massa molecular de 25kDa. As fibras são ligadas a partícula viral por uma camada 

de proteína que recobre o capsídeo (Kuznetsov, et al, 2010). As fibras são flexíveis e 

resistentes a proteases. Quando tratadas com lisozimas se tornam sensíveis a 

proteases sugerindo que as fibras são protegidas por peptidoglicano (Fig. 1) (Xiao, 

et al., 2009). A função das fibras ainda está sob investigação, mas tem sido sugerido 

um possível papel na atração de amebas e consequente estímulo à fagocitose, 

modo pelo qual as partículas virais penetram nas amebas(Claverie, et al., 2006; 

Klose et al., 2010). Foram identificadas glicanas virais associadas às fibras na 

superfície dos mimivírus (Piacente, et al. 2012) 

 

O APMV mostrou alta resistência à substâncias químicas, especialmente ao 

etanol. Somente o cloro e o glutaraldeido apresentaram efeito virucida. As partículas 

virais dessecadas mostraram alta estabilidade em superfície inanimada, mesmo na 

ausência de matéria orgânica (Campos et al., 2012). Recentemente, Slimani et al. 

(2013) aproveitando a propriedade dos mimivírus de resistência ao etanol, 

propuseram o emprego do etanol como método de eliminação de contaminantes 

bacterianos das culturas para facilitar o isolamento de vírus gigantes. APMV também 

mostrou maior estabilidade quando localizado nas amebas hospedeiras (Borato et 

al., 2013) 
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Figura 1-Partícula de APMV.A. Microscopia eletrônica de APMV, partícula isolada B. Representação 
de partícula viral mostrando o cerne, fibras,o capsídeo, as membranas internas e as fibras.Fonte:A. 
Ghigo et al.,2008; B. Klose et al., 2010. 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Estrutura de APMVA. e C.Partículas virais sem fibras observadas em microscopia de 
força atômica (Fonte: Xiao et AL., 2009) B. APMV apresentando via de liberação de DNA 
diferenciada. D. Representação da estrutura em forma de estrela do mar. E. Mimivírus em coloração 
de Gram. Fonte: Zauberman et al., 2008. 
 
 

B 



6 

 

 
           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 proteínas 

preditas, seis tRNAs e 33 regiões correspondem a genes de RNA não codificadores 

(Fig. 3).Os mimivírus codificam para um grande número de componentes do sistema 

transcricional como as duas subunidades maiores de RNA polimerase II (R501 e 

L244), e quatro subunidades menores a Rpb3/Rpb11 (R470), Rpb5 (L235), Rpb6 

(R209), Rpb7/E(L376). Os mimivírus também possuem sua própria poli (A) 

polimerase (R341) e diversos fatores de transcrição (L250, R339, R350, R429, 

R450, R559) (Legendre, et al., 2011). Na análise de 128 janelas abertas de leitura 

(ORFs) conservadas,o número de genes homólogos entre Eukaria, Archaea e 

Eubacteriae foi de 14,6%(Fig. 4) (Moreira &Brochier-Armanet, 2008) 

O genoma apresenta duas regiões repetidas invertidas de 900 bp nas regiões 

terminais podendo portanto circularizar o seu genoma e apresentam um conteúdo  

GC de 28%. Como característica única, esses vírus também apresentam proteínas 

preditas como sendo funcionais na tradução (Raoult et al., 2004; Abergel et al., 

2007). 
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Figura 4- Distribuição genômica de 128 ORFs conservados de mimívirus. O número de 
homólogos entre os três domínios é mostrado. Fonte:Moreira & Brochier-Armanet, 2008. 

 

 

           1.2.1.3 Ciclo de multiplicação 

 

O ciclo de multiplicação dos mimivírus possui muitas semelhanças com o dos 

poxvírus e outros NCLDVs, como por exemplo, um ciclo inteiramente citoplasmático, 

com presença de fábricas virais bem delimitadas e divisão temporal de produção de 

proteínas.A correlação entre o número de partículas virais infecciosas e as fábricas 

virais indica que cada cerne origina sua própria fábrica, e que estas se mantêm ao 

redor destes sítios. Quando as fábricas se expandem em decorrência da replicação 

extensa do genoma, podem eventualmente formar uma grande fábrica por fusão 

(Mutsafi et al., 2010).A penetração do vírus nas células parece acontecer 

principalmente por fagocitose e sem a necessidade de receptores celulares 

específicos(Ghigo et al., 2008). 

 

Devido ao fato de que os mecanismos da fagocitose dos fagócitos humanos 

são mais conhecidos do que os mecanismos de fagocitose de amebas, e também 

são mais estudados no contexto da virologia, apenas o mecanismo de fagocitose do 
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mimivírus por fagócitos humanos será discutido a seguir. Contudo, a fagocitose em 

amebas é um processo semelhante que também permite a penetração do APMV. A 

definição de fagocitose, no contexto imunológico de animais vertebrados,seria um 

processo restrito a fagócitos profissionais, consistindo na incorporação de partículas 

maiores do que 500 nm, microrganismos, restos celulares ou células apoptóticas.O 

processo é iniciado pelas interações com receptores celulares como receptores de 

manose, receptores Fc e receptores de lectinas com seus ligantes que estão 

presentes na superfície da partícula, direcionando a internalização por um 

mecanismo actina independente, requerendo a dinamina II (Le Blanc et al., 2005). 

 

Durante o processo de fagocitose do vírus no macrófago ocorre a 

reorganização da actina do citoesqueleto e a ativação das fosfatidilinositol 3-quinase 

(PI3K), requerendo dinamina II (Fig. 5) (Ghigo et al., 2008) 

 

 
Figura 5 - APMV penetra em macrófagos por um processo de fagocitose.  Após ligação com     
macrófagos, o AMPV induz a ativação de PI3K e polimerização de F-actina.  Partículas são 
englobadas por um mecanismo envolvendo F-actina (azul), clatrina (vermelho) e dinamina-II 
(amarelo) Fonte: Ghigo et al., 2008 
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Após a penetração 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 mimivírus em diferentes estágios da infecção observados em tomografia 
eletrônica. A. Partícula viral em um fagossomo (seta vermelha) e a ocorrrência de desnudamento 
inicial e protusão da membrana interna (seta azul) B. Cerne livre (seta amarela) (Escala, 100 
nm.)C.Três fábricas citoplasmáticas virais precoces envolvendo três cernes em vários estágios de 
liberação contendo cernes parcialmente (I) e completamente vazios (II e III) (Escala, 300 nm).Fonte: 
Mutsafi et al. 2010 

 

A etapa de transcrição viral é iniciada no cerne, no qual são sintetizados 

mRNAs virais de novo, que então são entregues em sítios citoplasmáticos. A 

subsequente liberação do genoma viral no citoplasma é acompanhada por uma 

grande replicação de DNA viral que ocorre em torno dos cernes. Em seguida as 

fábricas virais são geradas (Mutsafi et al., 2010). 

 

Após a expressão de genes tardios, proteínas estruturais são sintetizadas, 

dando início ao processo de morfogênese viral. O empacotamento do DNA de 

mimivírus é semelhante ao descrito parapoxvírus, ocorrendo em capsídeos pré-

formados (Mutsafi et al., 2010). Semelhantemente aos poxvírus, os mimivírus 

adquirem sua membrana de membranas celulares intermediárias que acumulam nas 

fábricas virais citoplasmáticas (Suárez et al., 2013). 

 

           1.2.1. 4 Espectro de hospedeiros 

 

 As amebas do gênero Acanthamoeba são os únicos hospedeiros 

reservatórios confirmados do APMV. Os APMV foram descobertos em 

Acanthamoeba polyphaga e já foram cultivados em laboratório em Acanthamoeba 
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castellanii, Acanthamoeba griffini, Acanthamoeba lenticulata, Acanthamoeba quina, 

dentre outras espécies do gênero (Claverie et al., 2009). Porém, experimentos in 

vitro indicaram que APMV é capaz de infectar macrófagos humanos, e murinos, 

além de PBMCs humanos (Ghigo et al., 2008; Silva et al., 2013). 

 

Boyer e colaboradores em 2011verificaram que o APMV possui vários genes não 

essenciais para a multiplicação em amebas, pois após múltiplas passagens em 

amebas in vitro, o vírus perdeu 17% de seu genoma, incluindo genes codificadores 

das proteínas presentes nas fibras de superfície. Outros vírus gigantes de DNA 

conhecidos, como os poxvírus, também possuem muitos genes não essenciais para 

os hospedeiros conhecidos mas que são essenciais para a multiplicação em outros 

hospedeiros.Essa redução no genoma do APMV pode ser interpretada como um 

indício de transferência gênica horizontal entre outros organismos que infectam as 

amebas e o APMV (Boyer et a., 2011). Porém esta redução 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 vírus da família Mimiviridae(Claverie et al., 2009; 

Monier et al., 2008). Além disso, estudos envolvendo o sequenciamento do sangue 

de bovinos indicaram a presença de DNA de mimivírus, assim, é possível que além 

de humanos e camundongos, os mimivírus sejam capazes de infectar outros 

mamíferos (Hoffman et al., 2011). Assim, o mecanismo de penetração por 

fagocitose, sem a necessidade de receptores celulares específicos, juntamente com 

o poderoso arsenal de genes que o APMV e outros membros da família 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 mimivírus também do trato intestinal de um 

sanguessuga Hirudo medicinalis (Boughalmi et al., 2013a). 
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           1.2.1.5 Possível associação com infecções humanas 

 

Como mencionado anteriormente, o AMPV foi descoberto em 1992, 

infectando a ameba Acanthamoeba polyphaga em uma torre de resfriamento de 

água após um surto de pneumonia em um hospital em Bradford, na Inglaterra 

(Raoult et al., 2002). Como 50% dos casos de pneumonia não possuem agentes 

etiológicos conhecidos, nos últimos 5 anos iniciaram-se estudos para averiguar a 

possível associação de APMV com infecções 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 área foi desenvolvido na França em 2005, e 

envolveu testes para a detecção de anticorpos anti-mimivírus, como 

microimunofluorescência e soroneutralizaçãoem amostras de soro de 376 pacientes 

acometidos por pneumonia, sendo 212 amostras oriundas de ambulatórios e 255 

obtidas de pacientes hospitalizados, e o soro de pacientes saudáveis foi usado como 

controle. Também foram testadas amostras de lavado bronqueoalveolar dos 

pacientes por PCR para detecção de DNA de mimivirus.Dos 511 soros de pacientes 

controles, 12 (2,3%) apresentaram títulos substanciais de anticorpos anti-mimivírus. 

Todavia, o número de soropositivos entre os pacientes acometidos por pneumonia 

(376) foi maior, cerca de 10% (36 pacientes). A maior soropositividade para 

mimivírus foi encontrada em pacientes idosos residentes em casas de repouso e em 

casos de re-internação 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 

infecção laboratorial de um técnico que trabalhava com altos títulos do vírus e que 

apresentou pneumonia (Fig. 7) a detecção viral foi feita por Western blot 

bidimensional (Raoult et al., 2006). Estudos de Berger e colaboradores, 2006 e 

Vincent e colaboradores, 2009 também apresentaram evidências de associação do 

vírus com infecções respiratórias empregando técnicas sorológicas. 

Em 2013, Bousbia e colaboradores também relataram o aumento de 

soropositividade em pacientes de centros de terapia intensiva, especialmente nas 
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internações de longa duração, e mais frequentemente em pacientes com episódios 

de pneumonia em relação 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, não conseguiram reproduzir os resultados de La 

Scola e colaboradores em 2005 em diferentes regiões do globo.  

Estudos em modelos animais, corroboraram a teoria de que os mimivírus 

podem ser agentes causadores de pneumonias. Camundongos infectados com altas 

doses virais pela via intra-cardíaca desenvolveram pneumonia grave (Khan et al., 

2007). Entretanto, esse estudo não utiliza APMV inativado como controle e inocula 

doses muito altas do vírus por uma via pouco usual. Assim, é possível que a 

pneumonia desenvolvida pelos camundongos tenha sido causada pela própria 

presença da partícula viral, ao invés do potencial patogênico do vírus. 

 

Segundo Raoult e colaboradores, o APMV preenche o postulado de Koch, 

uma vez que foi encontrado em casos de pneumonia (anticorpos e DNA), e não foi 

encontrado em casos controles, que causa pneumonia em camundongos em 

condições experimentais e que foi re-isolado dos camundongos experimentalmente 

infectados (Raoult et al., 2007). Contudo, ainda é controversa a relação causativa do 

APMV com a pneumonia, uma vez que grande parte dos estudos não conseguiu 

amplificar DNA de APMV a partir de lavado bronqueo-alveolar humano e testes 

sorológicos parecem ter sorologia cruzada com outros agentes biológicos. 

 

Em 2013, Raoult e colaboradores (Saadi et al. 2013a) isolaram e 

sequenciaram o primeiro mimivírus denominado LBA111 de uma amostra bronco 

aspiração de uma paciente idosa com pneumonia. O genoma viral completo foi 

sequenciado e revelou que o vírus pertence ao clado C da família 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 virófagos, que são vírus que infectam vírus, e foram encontrados em 

mimivírus também têm sido relacionados com quadros de doenças não esclarecidas 

como no caso de pacientes que comeram peixe cru e apresentaram uma elevação 

nos títulos de anticorpos contra antígenos de virófagos (Parola et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 7 – Radiografia de pulmão de técnico de laboratório que desenvolveu um quadro de 
pneumonia após contato com altos títulos de mimivírus. Fonte: Raoult et al., 2006. 
 

Outros aspectos relacionados com doença em humanos também vem sendo 

relatados na literatura, como o modelo murino experimental de inoculação de 

colágeno viral, codificado pela ORF L71 e presente na superfície de partículas de 

mimivírus, e sua associação com a produção de anticorpos anti-colageno II e o 

desenvolvimento de artrites (Shah et al, 2013). Por fim, Silva e colaboradores (2013) 

demonstraram que APMV é capaz de modular negativamente a expressão de RNAs 

mensageiros de alguns genes estimulados por IFN (ISG), como 6/16 e Mxa, em 

PBMCs humanos infectados. Este resultado seria um forte indício de co-evolução de 

APMV e vertebrados, uma vez que mecanismos de evasão envolvendo o sistema 

IFN usualmente resultam de uma longa e intensa corrida evolutiva envolvendo os 

vírus e seus hospedeiros. 
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           1.2.2 Ecologia 

 

Os vírus são certamente os organismos mais ubíquos da natureza, pois se 

todas as espécies virais forem consideradas, eles infectam todos os organismos 

vivos conhecidos, de bactérias à baleias e até mesmo outros vírus (La Scola et al., 

2008), existindo de ambientes tropicais aos círculos polares. Como resultado, o ciclo 

biogeoquímico e as populações de todos os organismos vivos sofrem fortes 

influências dos vírus. Estima-se que, apenas nos oceanos existam 1031 partículas 

virais, milhões por cada microlitro de água do oceano, e que esses vírus causem a 

morte de cerca de 20% da biomassa marinha diariamente. Na superfície de corpos 

d’agua é estimado que os bacteriófagos causem a lise de 20 a 40% dos procariotos 

(Suttle, 2005). 

 

De forma análoga aos bacteriófagos, os phycodnavírus são responsáveis por 

controlar florações de algas e pensa-se que os mimivírus podem ser responsáveis 

por controlar a população 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 vírus de uma espécie de 

fitoplacton Phaeocystis globosa, que não apresentou relação filogenética com outros 

vírus de micro algas. Novos isolamentos em larga escala no meio ambiente na 

Tunísia identificaram dentre outros, isolados de ambientes aquáticos hipersalinos 

(Boughalmi et al., 2013b). 

 

A descoberta de virófagos, nome dado por associação com os bacteriófagos 

previamente conhecidos, surpreendeu os virologistas e reaqueceu a discussão 

acerca dos vírus serem ou não organismos vivos. Os virófagos foram detectados 

primeiramente associados aos mamavírus, uma amostra de mimivírus, e em 

seguida, dois outros virófagos foram descobertos parasitando phycodnavírus em 

lagos antárticos (Scola et al., 2008; Yau et al., 2011; Fischer & Suttle, 2011). 
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           1.2.3 Evolução 

A descoberta dos NCLDV reavivou as discussões sobre a evolução dos vírus 

e sua origem, bem como sobre a diferenciação entre vírus e organismos vivos 

(Yamada, 2011). Os vírus gigantes têm sido descobertos principalmente em 

ambientes aquáticos, e o seu genoma e as suas propriedades metabólicas como a 

participação em fotossíntese e apoptose, tem desafiado a linha dos conceitos 

relativos a vírus e células (Culley, 2011). Uma das principais características dos 

mimivírus, é a presença de genes relacionados com o metabolismo traducional, o 

que era até então uma marca exclusiva de organismos celulares (Legendre et al., 

2012).  

O estudo de uso de códons e de aminoácidos dos mimivírus mostraram que 

estes são dissimilares em relação ao hospedeiro Acanthamoeba castellanii e são 

muito correlacionadas com o alto conteúdo de A e T do genoma dos mimivírus. 

(Colson et al, 2013a). Os mimivírus codificam 5 genes ortólogos além das 

aminoacyl-tRNA synthetases para a tradução, e os fatores de terminação de 

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

Estudos recentes também indicaram a existência de um sistema de 

glicosilação nos mimivírus, completamente independente da ameba hospedeira. 

Análises filogenéticas indicaram que o gene L136, uma aminotransferase, que 

catalisa a formação de UDP-4-amino-4,6-dideoxi-d-glucose, não foi adquirido por 

transferência horizontal recente (Piacenteal, 2012). 

 Em relação ao colágeno, uma das proteínas mais abundantes em seres vivos, 

foi descrito um novo tipo de glicosilação nos mimivírus, mostrando pela primeira vez 

que modificações pós-traducionais do colágeno não estão restritos aos domínios da 

vida canônicos (Luther et al., 2011). 

Boyer et al., 2010 propuseram a existência do quarto domínio da vida, após 

os estudos filogenéticos de proteínas de processamento de DNA e de tradução. O 
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estudo filogenético dos genes demonstrou que há genes que são encontrados nos 

táxons Mimiviridae, Eukarya e Amoebazoa. 

Moreira e Brochier-Armanet (2008) em estudos anteriores haviam concluído 

que a maioria dos genes de mimivírus com homólogos em organismos celulares 

foram adquiridos por transferência horizontal, o que não sustentaria a definição de 

um novo domínio. Além disso, Williams e colaboradores em 2011, utilizando técnicas 

mais refinadas de filogenia, sugerem que o 4° Domínio não pode ser sustentado.  

Colson& Raoult (2012), postularam que em condições alopátricas em 

laboratório com subcultivo de 150 passagens em culturas de amebas da espécie 

Acanthamoeba polyphaga “germ free” a evolução dos mimivírus seja Lamarckiana, 

porque as modificações fenotípicas precedem as modificações genotípicas. De 960 

genes presentes na primeira geração, 77% não sofreram alterações, 23% 

apresentaram variação nucleotídica e 10% sofreram inativação. 

 

           1.3 Virófagos 

 

Virófagos são todos os vírus que se aproveitam da maquinaria de 

multiplicação produzida por outros vírus para poderem se multiplicar, promovendo 

além disso, uma diminuição nas taxas de multiplicação e infecciosidade dos vírus 

hospedeiros (La Scola ET al., 2008). 

 

 O primeiro virófago descoberto foi o Sputnik virophage (SPNV) que 

reacendeu uma das discussões mais antigas sobre os vírus: seriam os vírus vivos? 

(Pearson, 2008).Como dito anteriormente, o SPNV foi descoberto parasitando o 

mamavírus, uma amostra de AMPV (La Scola et al., 2008). O SPNV não consegue 

se multiplicar em Acanthamoeba castellanii não infectada com um vírus da família 

Mimiviridae. 

 

 Outros virófagos também já foram identificados em vírus gigantes de outras 

famílias. Os Organic lake virus são virófagos que parasitam phycodnavirus (vírus 
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que infectam algas) e controlam assim o crescimento de algas prasinófitas em lagos 

antárticos hiperssalinos e de água doce (Yau et al, 2011). O mavirus é um virófago 

que parasita Cafeteria roebergensisvirus, e acredita-se que ancestrais desse 

virófago sejam responsáveis pelo transposon Maverick/Polinton, que codificam para 

até 20 proteinas e são encontrados em eucariotos como protistas, fungos e animais 

(Fischer, 2012). Embora o conceito de virófago tenha sido criticado duramente por 

alguns autores (Krupovic & Cvirkaite-Krupovic, 2012), que acreditamque esses 

sejamapenas novos vírus satélites, a maioria dos autores concorda que esses vírus 

são diferentes dos vírus satélites canônicos(Fischer& Suttle, 2011), por diminuírem a 

infectividade do vírus hospedeiros, deixando-o “doente”. Além disso, foi proposto 

que o ciclo dos virófagos é diferente do ciclo de vírus satélites. 

 

A infecção de mamavírus com SPNV (Fig. 8) causa diversas anormalidades 

nas partículas dos vírus gigantes. Algumas partículas do virófago puderam inclusive 

ser visualizadas por microscopia eletrônica dentro do capsídeo de uma partícula de 

mamavírus durante a morfogênese. Também foi observada a formação de camadas 

semelhantes às de cebola no capsídeo do vírus gigante, a presença de virófagos na 

fábrica do vírus gigante e fragmentos de fibras de mamavírus soltas do capsídeo.(La 

Scola et al., 2008). 

 

Gaia et al, 2013 relataram que o procedimento do uso de vírus gigantes 

auxiliar seria uma forma de descobrir novos virófagos, já que todas as amostras de 

mimivírus testadas foram capazes de multiplicar os virófagos, com exceção das 

amostras subcultivadas 150 vezes que perderam as fibrilas.   

 

Formas de virófagos integradas no genoma de vírus gigantes também tem 

sido descritas expandindo a complexidade do mobiloma de mimivírus. Estas formas 

foram chamadas de transpovirons e apresentam 6 a 8 genes preditos (Desnues et 

al, 2012) 
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Figura 8– Microscopia eletrônica de mamavírus infectado com Sputnik virophage (SPNV)– 
a.Fábrica viral de mamavírus com partículas virais em diferentes estágios de maturação; agregados 
de SPNV são observados na fábrica viral b. SPNV dentro dos capsídeos de mamavírus c. Partículas 
defectivas d-f Co-infecção de mamavírus e SPNV resulta em morfologia alterada do vírus,com 
acúmulos de membrana em um lado (d), ao redor da partícula (e) ou partículas abertas (f). Escala 
200 nm. Fonte: La Scola et al., 2008 

 

 

 

     1.4 Amebas do gênero Acanthamoeba 

 

Amebas de vida livre do gênero Acanthamoeba são fagócitos unicelulares que 

se alimentam de microrganismos no ambiente.As amebas fagocitam partículas 

maiores que 0.5 micra (Raoult & Boyer, 2010). Dentro do gênero são descritas mais 

de 20 espécies, porém, atualmente a identificação tem sido realizada por 
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genotipagem. São descritos 17 genótipos, sendo o T4 o mais comum.Castellanii 

(1930) identificou amebas em cultura de fungos do gênero Cryptococcus, e por se 

tratar de uma espécie diferente de amebas do gênero Acanthamoeba, a espécie foi 

nomeada Acanthamoeba castellanii. Os trofozoítos dessas amebas são 

pleomórficos, produzem pseudópodes do tipo acantopódios e possuemtamanho de 

13,5 a 22,5 µl. Os cistos dessas amebas possuem paredes duplas com cerca de 9 a 

12 µm.A forma de trofozoíto é responsável pela captura alimento (principalmente 

bactérias, mas também leveduras e outros protistas, como algas) por meio de 

fagocitose ou pinocitose; e a forma de cisto, é uma forma celular de resistência 

(Bowers & Korn, 1969). As amebas de vida livre do gênero Acanthamoeba podem 

representar sérios riscos à saúde humana, sendo sabidamente um agente etiológico 

causador de encefalite e ceratite, tendo sido isolados de hospitais (Costa et al., 

2010) 

 

As amebas do gênero Acanthamoeba podem sobreviver em ambientes 

diversos e já foram isoladas de sistemas de abastecimento de água, piscinas, em 

água engarrafada, água do mar, água de lagoa, água de poças, lagos de água doce, 

lagos de água salgada, água de rios, garrafas de água destilada, dutos de 

ventilação, interface ar-água e unidades de ar condicionado, esgoto, compostagem, 

sedimentos, do solo, praias, vegetais, ar, instrumentos cirúrgicos, lentes de contato, 

hospitais, unidades de hemodiálise, diversos tecidos e secreções humanas, e até da 

atmosfera, demonstrando a natureza ubíqua das amebas. Portanto, não é uma 

surpresa que a maioria dos humanos saudáveis apresente anticorpos contra 

amebas do gênero Acanthamoeba (Brindley et al., 2009). 

As amebas do gênero Acanthamoeba também são hospedeiros para diversos 

patógenos intracelulares, como bactérias do gênero Legionella e fungos do gênero 

Cryptococcus. Esses patógenos são denominados patógenos associados à amebas 

(PAAs). Mais recentemente os APMV foram identificados como PAAs infectando 

amebas do gênero Acanthamoeba. Assim, essas amebas têm grande importância 

como hospedeiros naturais do APMV. Embora haja alguns estudos investigando o 

APMV como um agente etiológico hipotético de pneumonia, as implicações da 
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interação vírus-ameba para a virulência das amebas ainda não foram testadas pela 

comunidade científica. 
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2.JUSTIFICATIVA 

 

A existência de vírus gigantes teve pouco destaque em estudos e pesquisas 

científicas na primeira metade do século XX. Com exceção dos poxvírus, que já 

eram conhecidos previamente, apenas em 1970 foram descobertos os bacteriófagos 

gigantes e, em 1980, os phycodnavírus (ICTV, 2012). Apesar de seu extraodinário 

tamanho e da possibilidade de diagnóstico e identificação no nível de família de 

alguns deles por microscopia óptica, a importância ecológica desses vírus só foi 

reconhecida no século XXI (La Scola et al., 2003; Arslan et al., 2011; La Scola et al, 

2010). 

 

Como foi mencionado anteriormente, os vírus da família Mimiviridae possuem 

os maiores e mais complexos vírus já descritos. O seu genoma complexo e as suas 

propriedades metabólicas distintas, como a presença de genes do maquinário de 

tradução, tornaram estes vírus objetos de grande interesse no estudo da evolução e 

ecologia dos vírus. Estudos dos últimos cinco anos apontam estes vírus também 

como agentes etiológicos hipotéticos de pneumonia; resultando em uma possível 

importância médica (La Scola et al., 2005; Berger et al., 2006; Raoult et al., 2006; 

Khan et al., 2007; Vincent et al., 2009).  

 

Além dos mimivírus, vírus provavelmente pertencentes a novas famílias de 

vírus gigantes foram recentemente descobertos com a utilização de técnicas que 

permitem o isolamento ou sequenciamento dos vírus gigantes. As técnicas utilizadas 

anteriormente consistiam basicamente na filtração e tentativa de isolamento viral. 

Contudo, os vírus gigantes, que possuem de 150 a 800 nanômetros eram retidos 

nos filtros e descartados (Claverie, 2005).  

 

Considerando a grande importância biológica e evolutiva dos vírus gigantes, e 

a possível importância ecológica e médica destes vírus, faz-se necessário a 

prospecção de vírus gigantes em águas brasileiras. Com o objetivo de preencher 

essa lacuna, esse trabalho teve como proposta de realizar uma prospecção de vírus 

gigantes no Rio Negro, Amazonas, Brasil, e caracterizar os vírus encontrados 
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biológica e molecularmente; uma vez que a Amazônia representa um dos biomas 

mais biodiversos e conservados do Brasil, constitui o ambiente ideal para esses 

estudos.  
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3.OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo Geral 

Prospectar vírus gigantes em águas do Rio Negro, AM, Brasil 

 

3.2.  Objetivos específicos 

 

 Isolar vírus gigantes do Rio Negro, AM, Brasil; 

 Caracterizar os vírus morfologicamente; 

 Identificar molecularmente os vírus isolados  

 Fazer a análise filogenética dos vírus isolados  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Sistema celular 

 

5.1.1 Acanthamoeba castellanii (ATCC 30010)  

 

Amebas de vida livre foram as células utilizadas para a multiplicação de 

APMV e de outros vírus gigantes isolados. Para o cultivo das amebas, amostras de 

Acanthamoeba castellanii (ATCC 30010), cedidas pelo Laboratório de Amebíases 

(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 (Cristália, Brasil), 50 

µg /mL de gentamicina ( Sigma, EUA) e 2,5 µg/mL de anfotericina B (Sigma , EUA), 

e mantidas à temperatura ambiente até o completo desencistamento das amebas, 

que ocorre aproximadamente no quarto dia . Após o desencistamento e crescimento 

confluente (90%), as amebas foram submetidas a banho de gelo por 

aproximadamente 5 minutos, visando a liberação dos trofozoítos aderidos no fundo 

das garrafas. Em seguida, uma amostra da solução contendo meio PYG e amebas 

foi utilizada para quantificação do número de trofozoítos em câmara de Neubauer. A 

suspensão foi centrifugada a 900g por 5 minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento homogeneizado com aproximadamente 5mL de tampão 

fosfato salino (PBS, do inglês Phosphate Buffered Saline). A centrifugação foi 

novamente realizada e o sedimento foi homogeneizado em 10 mL de meio PYG 

contendo 7% SFB. A partir do conteúdo diluído, um total de aproximadamente 105 

amebas foi distribuído 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, titulação e 

para protocolos de purificação. As amebas foram testadas para ausência de 

mimivírus por reação em cadeia da polimerase (PCR). 
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5.2 Amostra padrão de vírus 

 

A amostra padrão 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,França. Esta amostra foi obtida a partir de uma torre de resfriamento de 

um hospital em Bradford (Inglaterra) em 1993, e seu isolamento e caracterização foi 

feito em 2003 (La Scola et al., 2003).  APMV foi utilizado como amostra controle em 

testes moleculares e biológicos. 

 

5.3 Coleta, prospecção e isolamento de novos vírus 

 

A região da Amazônia brasileira foi selecionada para realização dos 

experimentos de isolamento de vírus gigantes. Embora a biodiversidade da 

Amazônia seja em parte conhecida não há estudos demonstrando a presença de 

vírus gigantes. As amostras de água foram coletadas no Rio Negro, AM, Brasil, um 

afluente do Rio Amazonas, em outubro de 2011. O rio é composto de água ácida 

devido a presença de grandes quantidades de substâncias orgânicas dissolvidas 

originadas de um processo de fluxo de água da chuva, que carreia ácidos orgânicos 

de decomposição de resíduos de vegetação, resultando na cor negra. Foram feitas 

coletas em 35 pontos ao longo de um trajeto de 65 km partindo da cidade de 

Manaus (3º6'S 60º1'W) (Fig. 9). As amostras de água foram coletadas 

superficialmente, próximas a regiões com plantas aquáticas e povoada por tribos 

indígenas e população ribeirinha. As amostras de água foram coletadas em 

microtubos de 1,5ml e armazenadas a 4oC. 

Para o isolamento foi preparado o meio de enriquecimento água-arroz, que foi 

feito por autoclavação de 40 grãos de arroz em 1 litro de água. De cada amostra 

coletada, 500µl foram adicionados a 4,5ml de meio de enriquecimento água-arroz e 

armazenados durante 20 dias em local escuro, à temperatura ambiente (TA). Após 

este período, 5000 amebas foram acrescentadas à 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 então filtradas em filtros de 1,2 micrômetros (Millipore, 

EUA) para a retirada de impurezas e em filtros de 0,2 micrômetros para a retenção 

de vírus gigantes. O filtro de 0,2 micrômetros foi então depositado em um microtubo 

com 1ml de PBS para eluição dos vírus.   

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

em 5 amostras com localização contigua. 

 

 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

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

 

Para multiplicação viral, amostras de APMV e outros vírus gigantes isolados 

foram inoculadas na multiplicidade de infecção (m.o.i.) de 5 em garrafas T75 

contendo monocamada de amebas da espécie Acanthamoeba castellanii 

apresentando cerca de 90% de confluência. Para isto, o meio das garrafas foi 

descartado, e a solução viral (em PBS) foi cuidadosamente adicionada sobre a 

monocamada. Após uma hora de adsorção, a monocamada foi adicionada de 25 mL 

de meio PYG contendo 7% SFB. As garrafas contendo os inóculos virais foram 

mantidas a 32º, completamente vedadas. Após três dias de incubação, o ECP foi 

avaliado, e o sobrenadante e os fragmentos celulares foram coletados para 

purificação viral. No caso dos vírus da família Mimiviridae, o efeito citopático (ECP) 

observado foi o arredondamento e lise das amebas. 

5.5 Purificação de vírus 

 

Para a purificação dos vírus gigantes, estes foram multiplicados em cultura 

celular de Acanthamoeba castellanii conforme descrito no item anterior. Após a 

observação de ECP, o sobrenadante e o sedimento de cultura celular foram 

coletados, transferidos para tubos de 50mL, e mantidos sob resfriamento. Após 

centrifugação de 900g, por 5 minutos, à 4°C, o sobrenadante foi transferido para um 

outro tubo, e o sedimento foi submetido a 3 ciclos de congelamento e 

descongelamento, visando a liberação de partículas eventualmente aprisionadas em 

trofozoítos não lisados. Ainda com este intuito, o lisado foi homogeneizado em 5-

10mL de PBS e então 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 micrômetros (Millipore, EUA) para a 

retenção de lisado celular. Este filtrado foi então gotejado vagarosamente sobre 10 

mL de uma solução de sacarose a 22% (Merck, Alemanha), em tubos próprios para 

a ultra centrífuga Combi Sorvall Rotor AH-629va. A amostra foi, então, ultra 

centrifugada em Combi Sorvall à 14000 rpm,  por 30 minutos, entre 4oC e 8oC, para 

a sedimentação das partículas virais. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o 
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sedimento homogeneizado em 500 µL de PBS. As alíquotas virais foram 

identificadas e estocadas à -80ºC. 

 

5.6 Titulação de vírus (Reed-Muench, 1938 ) 

 

A titulação viral foi realizada pelo método da TCID50, e os cálculos feitos de 

acordo com o método Reed-Muench (1938). Placas de 96 poços foram preparadas 

contendo aproximadamente 40.000 amebas/poço, e adicionadas de 200uL de meio 

PYG 7% SFB. Após alcançar a confluência de 80%, as placas foram utilizadas em 

ensaios de titulação. Para isto, as amostras virais foram previamente diluídas em 

PBS de forma seriada decimal, variando desde a diluição 10-1 até a diluição 10-9. Em 

seguida, o meio de cultura foi descartado dos poços, e cada diluição viral foi 

distribuída em colunas, em quadruplicatas, contemplando todas as diluições, em um 

volume total de 50 µL por poço. Após 1 hora de adsorção a 32°C, um total de 150 µL 

de meio PYG 7% SFB foi adicionado por poço. Uma quadruplicata de poços foi 

reservada como controle de viabilidade de amebas. Efeitos citopático como 

arredondamento, vacuolização, perda de motilidade e lise do trofozoíto foram 

monitorados diariamente em cada um dos poços. Após 3 ou 4 dias de incubação, foi 

feito o cálculo do título em TCID50 por mililitro, segundo descrito por Reed-Muench, 

1938. 

 

5.7 Curva de ciclo único 

 

Os ensaios de perfis de infectividade foram feitos pela inoculação das 

amostras virais em uma m.o.i de 10 em monocamadas de amebas a 

aproximadamente 95% de confluência. Os vírus 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 três vezes. As células 

foram desprendidas com auxílio de um raspador e essa suspensão foi utilizada para 

titulação viral de acordo com o protocolo descrito no item 5.6. 
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5.8 Inibição de multiplicação de APMV após infecção  com virofagos 

A. castellani foram infectadas com APMV em uma m.o.i de 1 e 

superinfectadas com 100 ul de virófago , não diluído e diluído 10-9. Após 72 hs de 

infecção, a infectividade (TCID50) foi determinada por observação de efeito 

citopático APMV em A. castellanii. 

 

5.9 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

PCR para o gene da helicase foi feito utilizando iniciadores construídos a 

partir da sequência do gene da helicase do AMPV (Tabela 2). Dois grupos de 

iniciadores foram construídos, sendo um para PCR em tempo real e outro para PCR 

convencional. As condições salinas e enzimáticas que foram utilizadas para a PCR 

convencional foram de 2,0mM de MgCl2, 10 mM de nucleotídeos (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP), 2U de Taq DNA polimerase (Promega, EUA), 2,0 µl de tampão de Taq 

polimerase 10x, 4 mM dos iniciadores específicos, 2 µl de amostra e água, 

totalizando 20 µl de reação.  

 

A PCR em tempo real foi feita utilizando mix comercial (Applied Biosystems, 

EUA), iniciadores específicos segundo La Scola, et al. 2008 (4mM de cada) e 1µl de 

amostra, totalizando 10µl de reação. As condições térmicas utilizadas para a 

amplificação do gene da helicase foram as utilizadas no programa padrão da 

máquina 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 

amplificação 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 capsídeo de 

SPV. 

Iniciadores                                Sequência                                     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 3’                608 (4+5) 

5. SPNVR   5’ AGGTTGTCCTGAAACACCATTGA 3’  

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

 

5.10 Sequenciamento e análises das sequências 

 

O sequenciamento foi feito pelo método de dideoxi descrito por SANGER et 

al., (1977) em sequenciador automático capilar Mega Bace1000 

(Amersham/Phamacia, Suécia), utilizando o Kit Dy Enamic ET Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit for Megabace e obedecendo as condições de reação e leitura 

indicadas pelo fabricante.  

 

Para cada fragmento foram feitas 12 reações de sequenciamento, três com 

cada um dos iniciadores. As seqüências obtidas foram sobrepostas e o consenso foi 

obtido utilizando a plataforma Asparagin-Cenargen (EMBRAPA, 2010). As 

sequências 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.nlm.gov/BLAST.- Basic Local Aligment Tool (ALTSUCHL et al, 

1990). As sequências nucleotídicas foram analisadas pelo programa BLAST N e as 

de aminoácidos serão analisadas pelo programa BLAST X. As sequências de 

nucleotídeos e de aminoácidos foram analisadas e utilizadas para a construção de 

árvores filogenéticas utilizando o programa MEGA 4.0 (KUMAR et al., 1994).  
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5.11 Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

Amebas da espécie Acanthamoeba castellanii foram infectadas na m.o.i de 10 

com AMPV ou SMBV. Amebas não infectadasforam utilizadas como controle.  Após 

7 horas de infecção as amebas foram lavadas com PBS duas vezes e fixadas com 

glutaraldeído tipo 1, 2,5% por uma hora à TA. A monocamada de amebas foi retirada 

utilizando um raspador e centrifugada a 900g por 5 minutos para formação de 

sedimento, que foi transferido para um novo microtubo e 1 ml de tampão fosfato pH 

7,4 foi adicionado. As secções ultrafinas foram feitas pelo Centro de Microscopia da 

UFMG e observadas em microscópio eletrônico de transmissão Zeiss-EM10. 

 

5.12 Analise morfométrica 

Imagens de microscopia eletrônica foram analisadas com software Image J® 

para o cálculo dos tamanhos das estruturas virais. 

 

5.13 Microscopia óptica 

 

 As observações de microscopia óptica foram feitas em laminas de vidro no 

microscópio biológico óptico invertido.  
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6. RESULTADOS  

 

6.1 Identificação dos vírus por amplificação do DNA do gene da helicase 

viral  

 

Foram coletadas 35 amostras de água. Destas amostras foram feitos pools de 

5 e as reações foram feitas com 1 µl de amostra de água. 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 amplificação 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 

A1 – A5 Positivo Positivo ( 2 e 4) 

A6 – A10 Negativo Negativo 

A11 – A15 Positivo Negativo 

A16 – A20 Positivo Negativo 

A21 – A25 Negativo Negativo 

A26 – A30 Negativo Negativo 

A31 – A36 Positivo Negativo 

Total 4 1 
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Figura 10 – Amplificação de DNA do gene da helicase viral de amostras de água do Rio Negro 
Pools de amostras de água foram utilizadas na PCR em tempo real empregando os iniciadores 
construídos baseados no gene da helicase de APMV.  As duplicatas dos controles negativo e de 
amebas (ATCC) não apresentaram nenhuma amplificação específica. 
 
 

6.2 Isolamento de vírus da família Mimiviridae em cultivo de 

Acanthamoeba castellanii 

 

O isolamento viral de água 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 evolução do 

ECP causado pela infecção de amebas por APMV (protótipo). O ECP observado nas 

amebas infectadas com APMV foi de arredondamento das células após 8 horas de 

infecção e lise parcial em 24 horas e total em 48 horas (Fig. 11). Uma amostra de 

água inoculada em Acanthamoeba castellanii apresentou ECP típico de vírus da 

família Mimiviridae após 72 horas de inoculação (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 francês, Didier Raoult, por ter sido isolado no Brasil. A amostra foi 

coletada no ponto A2 ponto próximo a Manaus (3°7'34.00"S 60°4'25.00"W).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11 – Efeito citopático de AMPV em Acanthamoeba castellanii – 40.000 amebas/poço 
foram infectadas com moi 5 de APMV e o ECP foi observado após 0h (A), 4h (B), 8h (C), 12h (D), 24h 
(E) e 48 (F) de infecção. 
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Figura 12 – Efeito citopático em cultura de Acanthamoeba castellanii após inoculação com 
amostra de água do ponto A2 –– 40.000 amebas/poço foram infectadas com moi 5 de APMV e 100 
µl da amostra do ponto A2. O ECP foi observado após 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 água. 

 

 

6.3 Microscopia óptica de SMBV e de AMPV 

 

O vírus isolado SMBV e o APMV foram multiplicados em Acanthamoeba 

castellanii e as partículas virais foram purificadas em colchão de sacarose. Após a 

purificação viral, partículas do SMBV foram visualizadas em microscopia óptica, 

indicando se tratar de vírus gigantes. Foi observado que essas partículas possuem 

dimensões semelhantes aos de partículas de AMPV (Fig. 13).       
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A                                                       B 

 

 

 

 

 
Figura 13 – Microscopia óptica de partículas purificadas de AMPV e SMBV – Acanthamoeba 
castellanii foram inoculadas com APMV e SMBV e após 48horas foi feita a purificação do vírus em 
colchão de sacarose.A- AMPV B- SMBV (1000 x). 
 

 

6.4 Microscopia eletrônica de transmissão de SMBV e de AMPV 

 

O SMBV purificado foi inoculado em cultivo de Acanthamoeba castellanii na 

m.o.i. de 10 e fixado para observação em microscopia eletrônica de transmissão. 

Após 7 horas de infecção as imagens revelaram a presença de vírus gigantes (Fig. 

14A), com capsídeo apresentando múltiplas camadas e coberta por fibrilas 

apresentando características semelhantes a outros vírus da família Mimiviridae 

(Fig.14B, D).A fábrica viral apresenta aspecto eletro denso indicando presença de 

ácidos nucleícos (Fig.14A). Foram observados também na fábrica viral partículas 

virais em diversos estágios da morfogênese como precoce, intermediário e tardio 

(Fig. 14 A). Na Fig. 14C pode ser observada uma partícula fagocitada. Algumas 

imagens revelam uma estrutura do tipo “star gate” também descrita para outros vírus 

gigantes Fig. 14A. 

 

 O tamanho médio das partículas conforme determinado por morfometria foi 

de 574 nm, com um capsídeo de 352 nm e as fibras com 112 nm (Fig. 15) 
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Figura 14 –Microscopia eletrônica de transmissão do SMBV. A. Fábrica viral e morfogênese viral 
B. Partículas virais C. Partícula viral fagocitada em vesícula D. Partícula viral em fase final de 
morfogênese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 15- Morfometria das partículas de SMBV – O tamanho das partículas foi determinado por 
medição de partículas maduras no programa Image J. 
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6.5 Alinhamento e análise filogenética da sequência de aminoácidos do 

SMBV 

 

O SMBV foi empregado para fazer a amplificação do DNA do gene da 

helicase obtendo-se um fragmento de 560 pb. O DNA amplificado foi sequenciado e 

foi feito um alinhamento de sequências com alta identidade, obtidas no GenBank. Na 

sequência de nucleotídeos foramobservadas duas transversões de T para A e de C 

para G, que resultaram na substituição de dois aminoácidos, de asparagina para 

cisteína e de glutamina para leucina (Fig. 16) 

 

 

 

 

Figura 16 –Alinhamento da sequência de aminoácidos evidenciando substituição– O 
alinhamento da sequência evidenciando a substituição de asparagina para cisteína e de glutamina 
para leucina. 

 

 

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

vírus da família Mimiviridaej unto com mamavírus e mimivírus. 
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Figura 17 – Análise filogenética feita utilizando as sequências de aminoácidos da proteína 
helicase do SMBV. A árvore foi construída no programa MEGA 4.0, Neighbor-Joining, com 1000 
replicatas. Os valores de booststrap estão indicados nas ramificações dos táxons. Números 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 Virófago de SMBV 

 

 A microscopia eletrônica do SMBV evidenciou além das estruturas dos 

mimivírus demonstradas na Fig. 14, estruturas menores de aproximadamente 35 nm 

de forma hexagonal adjacentes a fábrica viral de SMBV ou próximos as partículas 

virais durante a fase final de montagem (Fig. 18A, B). Estas estruturas que 

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

 

 A análise de amebas infectadas revelou a presença de partículas 

atípicas de SMBV com alterações de morfologia como resultado de infecção pelo 

virófago como capsídeos com alterações envolvendo partículas de 35 nm (Fig. 18 

C), partículas com formato ovalado (Fig. 18 D) e capsídeos espiralados (Fig. 18 E).  

Para analisar a influência do virófago na multiplicação do vírus gigante, amebas 

foram infectadas com m.o.i. de 10 com APMV e com 100 µL de filtrado do SMBV. 

Após 16 horas foram identificadas em microscopia eletrônica partículas de filtrado de 

SMBV em associação com partículas de APMV durante as fases de montagem e 

morfogênese. 

 

 Como observado em amebas infectadas com SMBV e virófago, 

partículas com alterações de morfologia também foram visualizadas (Fig. 18 F).  Em 

uma visão geral amebas co-infectadas apresentam grande acúmulos de virófagos 

(~3,0 x 3,5 µm), maiores em área do que as fábricas virais de APMV (Fig. 18 G). 
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Figura 18 – Microscopia eletrônica de transmissão do virófago RNV. Acanthamoeba castellani foi 

infectada com o SMBV purificado e o virófago isolado RNV e após 7 horas foi feita a fixação. A e B -  

agrupamentos de virófagos indicados por setas. C, D e E- anormalidades na morfogênese. F e G – 

virófago isolado de SMBV associado com APMV. VF- fábrica viral 

 

Como já haviam sido descritas estruturas semelhantes em amebas co-

infectadas com APMV e o SPNV foi feita a investigação da natureza destas 

partículas. Foi feito um PCR em tempo real para o virófago empregando iniciadores 

para o gene de capsídeo, de acordo com dados anteriormente descrito no Genbank 

(AFH75293). Amebas não infectadas ou infectadas somente com APMV não 

apresentaram amplificação. O DNA foi amplificado e a identidade confirmada por 

seqüenciamento (Fig. 19). 
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Figura 19. Amplificação por PCR em tempo real empregando iniciadores para o gene de 
capsídeo de SPNV de amostras de SMBV purificado e controle de amebas. 
 

 
 
 Para quantificar a inibição causada pelo virófago de SMBV na 

multiplicação do vírus gigante, A. castellanii foi infectado com APMV numa moi de 1 

e superinfectado com 100 µl da solução de virófago, não diluído e diluído 10-9. A 

infectividade foi medida por TCID50 após 48 horas por observação do ECP de APMV 

em A. castellanii. 

Após três dias, as amebas foram observadas ao microscópio óptico (Fig.20 A, 

B, C) e pode ser observada uma redução no ECP do vírus quando na presença do 

virófago. Os vírus foi titulado (Fig. 20D) e na presença do virófago não diluído houve 

uma redução em torno de 3 logs no título do AMPV.  
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Figura 20 – Redução de infectividade do mimivírus por infecção com RNV – Acanthamoeba 
castellanii foi infectada com AMPV ou co-infectada com APMV+RNV e observada ao microscópio 
óptico após 3 dias. A. Controle de células B. Amebas infectadas com mimivírus com m.o.i de 1. C. 
Amebas co-infectadas com APMV e RNV. D. Quantificação da redução do título viral na presença do 
virófago RNV em diferentes diluições. 
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6. 7 Curva de ciclo único de SMBV, APMV e RNV 

 

Foi feita uma curva de ciclo único (0 a 25 horas) de APMV, SMBV e APMV 

co-infectado com RNV (Fig 21). A presença do RNV determinou uma redução no 

título de APMV, de dois logs em tempos precoces até cinco logs 25 horas após a 

infecção. O virófago interferiu na multiplicação do protótipo APMV. . 

 

 

 

 

 

Tempo  

Figura 21 – Curva de ciclo único de APMV, SMBV e APMV co-infectado com RNV – Amebas 
foram infectadas na m.o.i. de 10 com ▲ APMV, ■SMBV ou ●AMPV co-infectado com RNV e o 
sobrenadante foi coletado em diferentes tempos de 1 a 25 horas.Como controle foram empregados 
amebas com virófago.  
 
 

6.8. Análise da sequência de nucleotídeos do RNV 

O gene do capsídeo do RNV foi sequenciado e analisado. As sequências 

foram alinhadas com sequências de virófagos publicadas no Genbank e alinhadas. 

Análises filogenéticas baseadas no gene do capsídeo foram feitas usando os 

métodos de “neighbor joining” ou “máxima parcimônia” (bootstrap de 1000) no 

programa MEGA 4.1. A análise revelou 100% de identidade com SPNV, e alta 

identidade com outros virófagos. O RNV se agrupou com Sputnik like virophage e 

separado de outros virófagos, como o Mavirus e Organic Lake virophage. A 

sequencia de nucleotídeos do gene do capsideo apresentou 100% de identidade 

com SPNV. 
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Figura 22 – Análise filogenética e alinhamento de sequência de nucleotídeos de gene de 
capsídeo de RNV. A. A árvore foi construída no programa MEGA 4.0, Neighbor-Joining, Tamura-3-
parâmetros, com 1000 replicatas. Os valores de booststrap estão indicados nas ramificações dos 
táxons. Os números de acesso do Genbank estão entre parênteses.B. Alinhamento das sequencias 
empregadas na construção da árvore filogenética. 
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7. DISCUSSÃO 
 

Os vírus gigantes têm impressionado os cientistas com seus genomas e 

peculiaridades estruturais, auxiliando no entendimento acerca da evolução dos 

grandes vírus 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 dissertação foram descritos o isolamento e caracterização do SMBV, 

um novo vírus do gênero Mimivirus, das águas do Rio Negro da Amazônia brasileira; 

bem como o isolamento e caracterização de um virófago associado, denominado Rio 

Negro virophage, o primeiro virófago de mimivírus isolado nas Américas. A presença 

de vírus da família Mimiviridae e de virófagos no Rio Negro corrobora estudos 

prévios que indicam o envolvimento destes vírus em ecossistemas aquáticos 

(Ghedin &Claverie, 2005; Monier et al., 2008; Claverie, et al., 2009; Fischer et al., 

2010). A análise do gene da helicase revelou que SMBV se agrupa 

filogeneticamente com os mimivírus do grupo A, incluindo representantes como 

mimivírus e mamavírus. 

 

SMBV apresentou um tamanho médio de 574 nm (Fig.15) sendo este valor 

um pouco menor do que a média dos outros mimivírus 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 eletrônica e microscopia de força atômica. 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, vírus ainda maiores foram isolados, os 

Pandora virus, com genomas de até 2,5 Mb (Phillipe et al, 2013), todavia, estes vírus 

não se agrupam filogeneticamente dentro do táxon dos mimivírus (Yutin &  Koonin, 

2013).  

 

Vírus da família Mimiviridae apresentam vários 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 contrário, o SMBV apresenta fibrilas 

irregulares, aparentemente crespas (Fig. 14B e D). As diferenças na morfologia das 

fibrilas podem estar relacionadas com as condições do ambiente no qual o vírus se 

multiplicam. Pode também ser levantada a possibilidade de que o APMV tenha 

sofrido muitas passagens in vitro antes de ser visualizado, o que não ocorreu com o 

SMBV. Alterações fenotípicas em APMV com a ausência de fibrilas na superfície 

foram relatadas após 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 água-arroz, durante 20 dias em 

local escuro, a TA, acrescidas de Acanthamoeba castellanii livre de patógenos. 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 vírus gigantes, como o uso de antibióticos, seleção preliminar por 

métodos moleculares e emprego de métodos de isolamento em larga escala que 

permitiram o isolamento de 18 amostras de vírus da família Marseilleviridae e 45 

amostras de vírus da família Mimiviridae de diversos ambientes, inclusive amostras 

de humanos. 

 

Como na reação de PCR 57 % dos pools de amostras de água foram 

positivas para amplificação do DNA do gene da helicase (Fig. 10), o processo de 

seleção que ocorreu nos estágios de  pre-enriquecimento e a ameba utilizada no 

isolamento podem ter influenciado no resultado. A amostra isolada no ponto 2, foi 

coletada em área mais próxima a Manaus, sendo portanto maior a influência 

antropogênica. Esta seleção pode ser explicada pelo emprego da Acanthamoeba 

castellanii como hospedeira. Como os iniciadores empregados para a região do 

gene da helicase (La Scola et al.,2008) que codifica para o domínio C-terminal da 

superfamília 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 três linhagens de mimivírus descritas, o que pode ampliar ainda mais a 

possibilidade de detecção de novos vírus. 
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O virófago identificado neste trabalho em associação com o SMBV, 

denominado RNV apresentou um tamanho médio de 35 nm tamanho um pouco 

menor do que o descrito de 50 a 100 nm para os virófagos 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 capsídeo, confirmando sua identidade (100% de identidade com virófagos-

like).  

 

Ensaios de microscopia eletrônica (Fig. 18) evidenciaram a morfogênese dos 

virófagos nas proximidades da fábrica viral de SMBV, conforme descrito para outros 

virófagos. RNV também foi capaz de modular a multiplicação de APMV reduzindo o 

título viral em até 5 logs, beneficiando o hospedeiro (amebas) diante da infecção 

com o vírus. Esta característica de redução do título viral na co-infecção o diferencia 

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

 

A descoberta e caracterização do SMBV e RNV nos leva a questionar sobre o 

papel destes agentes virais na ecologia microbiana. A floresta tropical da Amazônia 

tem uma imensa diversidade de flora e fauna e poucos dados estão disponíveis 

sobre a virosfera. A descoberta de SMBV é mais uma indicação de que estes vírus 

são ubíquos, e estão disponíveis para serem isolados e nos ensinar sobre a sua 

complexidade. 
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8. CONCLUSÕES 

 

  O presente trabalho descreve o isolamento do maior vírus já isolado no 

Brasil, o SMBV; 

 

 SMBV se agrupa filogeneticamente com mimivírus do grupo A; 

 SMBV apresenta características morfológicas únicas, sobretudo no que diz 

respeito às suas dimensões e disposição de suas fibras superficiais; 

 

 RNV apresenta aspectos genéticos e biológicos que o caracterizam como um 

virófago, o primeiro isolado nas Américas. 
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9.PERSPECTIVAS 
 
 

 Mais estudos de prospecção são necessários para desvendar a amplitude da 
virosfera da Amazônia  
 

 Emprego de outros hospedeiros no isolamento 
 

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

11.1 Comprovante de registro para coleta de material botânico fúngico e 
microbiológico 
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11.2 Preparo de meio PYG 

O meio de cultura PYG (meio proteose peptona extrato de levedura e glicose)  

é o meio utilizado para o cultivo das amebas de vida livre. Foram preparadas três  

soluções que foram misturadas e completadas para o volume de um litro. A primeira 

solução foi preparada num volume de 300mLcom 8 uM de sulfato de magnésio 

heptahidratado (MgSO4.7H2O) (Merck, Alemanha), 0,5 uM de cloreto de cálcio 

(CaCl2) (Merck, Alemanha), 5 nM de sulfato de ferro amoniacal hexahidratado 

(Fe(NH4)2(SO4).6H2O) (Merck, Alemanha), 1,4 mM de fosfato dibásico de sódio 

heptahidratado (Na2HPO4.7H2O) (Merck, Alemanha), 2,5 mM de fosfato monobásico 

de potássio (KH2PO4) (Merck, Alemanha), 3,4 mM de citrato de sódio dihidratado 

(C6H5Na3O7.2H2O) (Merck, Alemanha) e misturado em agitador magnético até a 

completa solubilização. A segunda solução foi preparada com 20 g de protease 

peptona (extrato bactopeptona) (Merck, Alemanha) em 200ml de água, e foi agitada 

até se solubilizar. A terceira solução foi de 200 mL de água com 0,05 M de glicose 

(Merck, Alemanha). Após a mistura, o pH foi ajustado em 6,5 e o meio foi aliquotado, 

autoclavado e filtrado. O meio foi mantido em câmara fria até o momento de uso. 

Como controle de esterilidade uma amostra do meio foi incubada a 37ºC. 
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