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ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA DE AMOSTRAS DE 

MIMIVÍRUS OBTIDAS A PARTIR DE ÁGUA DE LAGOAS URBANAS EM 

MINAS GERAIS, BRASIL. 
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Belo Horizonte, fevereiro de 2017 

 

    No ano de 2003 iniciou-se uma das fases mais importantes da virologia 

moderna, com o descobrimento do primeiro exemplar de vírus gigante 

pertencente à família Mimiviridae, sendo este denominado de Acanthamoeba 

polyphaga mimivirus (APMV). O isolamento do mimivírus, e sua posterior 

caracterização, impressionou a comunidade cientifica pelas dimensões da 

partícula e por aquilo que o genoma destes virus é capaz de codificar. Diante 

desse cenário, muitos genes/proteínas ainda são um campo aberto para estudos 

envolvendo aspectos evolutivos, funcionais e de caracterização de novos 

isolados de vírus gigantes. Nesse trabalho, o nosso objetivo foi isolar e 

caracterizar geneticamente amostras de mimivírus de duas lagoas urbanas 

localizadas no estado de Minas Gerais, Brasil. Para isso, 80 amostras de água 

coletadas da Lagoa da Pampulha (Belo Horizonte) e 85 da Lagoa Central (Lagoa 

Santa) foram processadas e inoculadas em amebas da espécie Acanthamoeba 

castellanii. Dois isolados foram obtidos dessas amostras, sendo denominados 

de Niemeyer vírus (NYMV) e Kroon vírus (KV), respectivamente. Após esse 

processo focamos inicialmente em fazer uma análise da presença, distribuição 

e perfil de relações filogenéticas de aminoacil-tRNA-sintetases apresentadas por 

diferentes amostras de mimivírus. Essas enzimas denotam importância por sua 

recente descrição em organismos virais, estando relacionadas com o processo 

de tradução de proteínas. Nossos dados demonstram que NYMV apresenta 

duplicações em três (metionil, tirosil e arginil tRNA-sintetases) das suas quatro 

cópias de aaRs, tendo metionil e tirosil aaRs uma maior expressão de RNA 

mensageiro (RNAm) quando comparadas com o protótipo APMV. As análises 
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filogenéticas mostraram que em NYMV, cada uma das cópias duplicadas de 

aaRs apresenta uma origem distinta, sendo associada a diferentes grupos de 

mimivirus. Em uma outra parte do trabalho, buscamos obter uma melhor 

compreensão das diferenças estruturais, de organização e de relações 

filogenéticas relacionadas a região da proteína principal do capsídeo de nossos 

isolados, quando comparadas com outras diferentes amostras da família 

Mimiviridae. Os resultados demonstraram que o gene do capsídeo de mimivirus 

apresenta variações marcantes em termos de posição e tipos de regiões 

intrônicas e exônicas, até mesmo para vírus pertencentes a uma mesma 

linhagem. Além disso, o sequenciamento do RNA mensageiro do gene do 

capsídeo de KV e APMV demonstrou que, mesmo pertencendo à mesma família 

e linhagem, vírus gigantes relacionados podem apresentar diferentes maneiras 

de processar os seus transcritos para um mesmo gene. Os resultados 

apresentados nesse trabalho auxiliam no levantamento de novas questões 

acerca da origem e de pressões seletivas que envolvem o ganho e a perda de 

aaRs entre os vírus gigantes, além de contribuir para o entendimento da 

organização genética e de evolução do gene do capsídeo entre os mimivírus. 

 

Palavras chave: Mimivirus, Kroon virus, Niemeyer virus, aminoacil-tRNA-

sintetase, capsídeo 
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INTRODUÇÃO 

1.1 Vírus grandes nucleocitoplasmáticos de DNA (NCLDVs) 

O termo vírus é utilizado como uma maneira de definir um grupo de 

entidades biológicas unidas sob um conjunto de características genéricas e 

politéticas (Lwoff, 1957). Dentre essas características, os vírus são 

classificados de maneira conjunta, baseando-se principalmente em sua 

dependência da maquinaria biossintética do hospedeiro e também pelo seu 

caráter parasita intracelular. O fato de não haver a existência de genes capazes 

de unir todas as espécies virais em um único clado filogenético acaba por 

determinar em um caráter polifilético desses organismos, no qual diferentes 

espécies virais teriam surgido de ancestrais distintos (Koonin et al., 2006; 

Moreira e Lopez-Garcia, 2009; Koonin e Yutin, 2010). No entanto, alguns 

subgrupos de vírus específicos apresentam um conjunto de genes, chamados 

de “core” ou “hallmark genes”, que são compartilhados entre todos os seus 

membros, sugerindo uma possível ancestralidade comum entre eles (Koonin et 

al., 2006). Os vírus grandes nucleocitoplasmáticos de DNA (NCLDVs) 

compreendem um desses subgrupos e incluem até o momento sete diferentes 

famílias virais: Ascoviridae, Asfarviridae, Iridoviridae, Marseilleviridae, 

Phycodnaviridae, Poxviridae e Mimiviridae (Iyer et al., 2001; Iyer et al., 2006). 

Além dessas famílias, os NCLDVs são também formados atualmente por mais 

outros grupos de vírus, ainda não alocados a nenhuma família taxonômica: os 

Pandoravirus, Pithovirus, Faustovirus, Mollivirus, Kaumoebavirus e Orpheovirus 

(Koonin e Yutin, 2010).  

O compartilhamento de “core genes” sugere que os membros do NCLDV 

detém um caráter monofilético, mesmo sabendo-se que esses vírus 

apresentam a mais variada gama de hospedeiros eucariotos, incluindo de 

animais complexos até os protistas unicelulares mais simples (Iyer et al., 2001; 

Iyer et al., 2006). Devido a esse caráter hipoteticamente monofilético, além de 

outras características como semelhanças em seu processo de multiplicação, no 

arranjo estrutural de proteínas do capsídeo e no tamanho total da partícula viral, 

foi proposto por alguns pesquisadores a criação de uma nova ordem viral que 

englobasse todos os membros desse grupo, sendo essa chamada de ordem 
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Megavirales (Colson et al., 2012; Colson et al., 2013). No entanto, essa ainda 

não foi reconhecida pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV). 

Um fator marcante envolvendo os membros do grupo NCLDV é o intenso 

debate sobre a inclusão desses vírus na árvore da vida por meio da formação de 

um quarto Domínio, ao lado de Eukarya, Archaea e Bacteria. Segundo estudos 

de Boyer e colaboradores, a utilização de um sistema de classificação da vida 

baseado na presença de ribossomos não é a maneira mais correta de definir se 

um organismo é ou não vivo, visto que esse processo exclui os vírus deste tipo 

de classificação. Dessa forma, pela utilização de genes envolvidos com o 

processamento do DNA, compartilhados tanto entre os NCLDVs e membros de 

todos os outros Domínios da vida, foi observado a formação de quatro clados 

distintos, separando os NCLDVs do restante dos membros dos outros três 

Domínios (Boyer et al., 2010). Pesquisadores que refutam o quarto Domínio 

argumentam que os genes que suportam essa ideia teriam muito provavelmente 

sido adquiridos de organismos celulares por meio de transferência gênica 

horizontal, e que após um processo de evolução gênica acelerada (típico de 

organismos virais), esses genes teriam se tornado tão diferentes a ponto de 

perder o sinal filogenético capaz de prover essa informação (Yutin et al., 2014). 

Uma outra ideia é a de que um vírus ancestral dos NCLDV apresentava como 

hospedeiro um organismo celular pertencente a um suposto quarto Domínio da 

vida. Esse vírus teria adquirido desse hospedeiro uma grande quantidade de 

genes por meio de transferência gênica horizontal e, após a extinção do 

organismo celular, o ancestral dos vírus gigantes acabou por se tornar um “fóssil 

vivo” de seu hospedeiro original (Yutin et al., 2014). Muito mais estudos no 

entanto necessitam ser desenvolvidos nessa área, e o depósito de genomas de 

novos isolados é um ponto chave para que essas ideias tomem um rumo além 

do especulativo. 
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1.2 Os mimivírus 

1.2.1 Descoberta e isolamento do primeiro mimivírus 

Os mimivírus estão entre os membros do NCLDV recentemente mais 

estudados pela comunidade científica [Figura 1]. Sua descoberta e 

caracterização foi um processo importante para reacender novos debates sobre 

evolução e inclusão dos vírus na árvore da vida (Boyer et al., 2010; Koonin e 

Yutin, 2010; Colson et al., 2012) 

Figura 1: Linha do tempo demonstrando o interesse relativo em relação a alguns membros 

do NCLDV como termos de pesquisa no Google Trends (www.google.com/trends). Os valores 

são definidos de acordo com o termo de pesquisa mais procurado, sendo este considerado 100% 

do valor total. Termos utilizados: “poxvirus”, “mimivirus”, “asfarvirus”, “iridovirus” e 

“phycodnavirus”.  Fonte: Modificado de (Abrahao, Dornas, et al., 2014). 

 

O primeiro membro do gênero Mimivirus, o Acanthamoeba polyphaga 

mimivirus, foi descoberto a partir de estudos que buscavam identificar e 

caracterizar micro-organismos patogênicos associados a amebas (MPAAs) em 

um contexto de um surto de pneumonia que ocorria na cidade de Bradford, 

Inglaterra, em 1992 (La Scola et al., 2003). Após a coleta de amostras de água 

provenientes da torre de resfriamento de um hospital da cidade, posteriores 

caracterizações pela coloração de Gram demonstraram a presença de micro-

organismos associados a amebas que se assemelhavam a cocos gram 

positivos, passando estes então a serem conhecidos como “cocos de Bradford” 

[Figura 2]. 
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Figura 2:  Imagem ilustrativa da coloração de Gram realizada em amostras de água de um 

hospital na cidade de Bradford, Inglaterra, em 1992. Os micro-organismos gram positivos 

corados em roxo foram denominados de “cocos de Bradford”. Fonte: (Raoult et al., 2007) 

      

A presença de um micro-organismo gram-positivo associado a um surto de 

pneumonia, ao contrário de típicos organismos gram-negativos como Legionella 

sp., estimulou a tentativa de uma melhor caracterização microbiológica do 

possível patógeno. Diversas tentativas de isolamento e cultivo bacteriano foram 

realizadas, assim como testes de susceptibilidade à antimicrobianos e 

identificação do micro-organismo por meio da utilização de iniciadores universais 

para a amplificação do gene 16S de bactérias, porém todas essas tentativas 

foram frustradas (La Scola et al., 2003; Abrahao, Dornas, et al., 2014; La Scola, 

2014). As amostras então foram estocadas e somente 10 anos depois, no início 

dos anos 2000, um grupo de pesquisadores franceses liderados pelo Dr. Didier 

Raoult decidiu retomar os estudos e realizar tentativas de identificação do micro-

organismo por meio da sua observação através de microscopia eletrônica (La 

Scola, 2014). As imagens da microscopia revelaram de maneira surpreendente 

a presença de partículas muito grandes, de aproximadamente 400nm, que 

apresentavam uma arquitetura e simetria muito semelhantes àquelas já 

observadas para a maioria das partículas virais. Essas partículas eram ainda 

circundadas em toda sua extensão por fibrilas de aproximadamente 120-140 nm 

(La Scola et al., 2003) [Figura 3]. 
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Figura 3: Imagem de uma partícula de mimivirus ao microscópio eletrônico de 

transmissão. É possível observar o capsídeo composto por muitas camadas proteicas, 

organizado em um arranjo bem semelhante ao de uma simetria icosaédrica, o que é bastante 

comum para outros tipos virais. A partícula é ainda circundada em toda sua extensão por fibras 

de aproximadamente 120-140 nm. Fonte: (Colson et al., 2017) 

 

Posteriores caracterizações também demonstraram a presença de um típico 

ciclo viral, incluindo uma fase de eclipse, o que fez com que os pesquisadores 

concluíssem que o recém descoberto micro-organismo se tratava na verdade de 

um vírus, o maior já isolado até aquela época (La Scola et al., 2003; Raoult et 

al., 2004). O novo vírus ficou então conhecido como Acanthamoeba polyphaga 

mimivirus, sendo este nome criado a partir do fato de inicialmente ter sido 

confundido com um outro micro-organismo (mimicking microbe). 

 

1.2.2 A família Mimiviridae e a sua diversidade 

A partir da descoberta e isolamento do APMV, o primeiro vírus gigante, 

pesquisadores da área passaram a buscar por evidências da presença desses 

vírus em diversas partes do mundo. Em 2005, dois anos após a descoberta dos 

mimivírus, um grupo de cientistas realizou uma exaustiva busca de similaridade 

por genes preditos para o APMV em amostras do mar de Sargasso. Foi 

observado a presença de sequências muito similares a de mimivírus, 
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encontradas com relativa abundancia nessas amostras (Ghedin e Claverie, 

2005). A constante busca por vírus gigantes relacionados ao APMV acabou por 

desencadear no isolamento de outras amostras virais durante os anos seguintes, 

provenientes dos mais diversos países e tipos de ambientes como torres de 

resfriamento, rios, lagos, solo, lentes de contato, etc [Figura 4]. Em 2008, uma 

nova amostra de mimivírus foi isolada a partir de água de uma torre de 

resfriamento em Paris, sendo esta denominada Acanthamoeba castellanii 

mamavirus (La Scola et al., 2008). Além da importância de se demonstrar a 

presença de vírus relacionados ao APMV em outras partes do mundo, o estudo 

de La Scola e colegas também se fez importante pela cunhagem do termo 

virófago, estabelecendo um tipo de relação nunca antes observado na virologia 

até aquele momento. Isso porque juntamente com o isolamento do mamavírus, 

foi identificado a presença de um segundo vírus denominado Sputnik, muito 

menor em tamanho, e que só se multiplicava em amebas caso o vírus gigante 

também estivesse presente sob multiplicação ativa. O vírus Sputnik, o primeiro 

virófago isolado, dependia da formação das fábricas virais do vírus gigante no 

interior da célula hospedeira para utilizar de sua RNA polimerase, dando 

continuidade ao seu ciclo de multiplicação (La Scola et al., 2008). As novas 

amostras virais que vinham sendo isoladas, relacionadas ao APMV, passaram 

então a ser incluídas dentro de uma família viral conhecida como Mimiviridae, 

presente no gênero Mimivirus. Dentro desse gênero, de acordo com análises de 

similaridade baseadas na sequência da DNA polimerase B viral, esses novos 

isolados são divididos em três diferentes linhagens: a linhagem A, que contém a 

maior parte dos mimivírus isolados até o momento, como o mimivírus e o 

mamavírus; a linhagem B que contém vírus como o Acanthamoeba polyphaga 

moumouvirus, também isolado a partir de amostras de água de uma torre de 

resfriamento na França (Yoosuf et al., 2012) e a linhagem C que contém vírus 

como o Megavirus chilensis, isolado a partir de amostras de água marinha da 

costa chilena (Arslan et al., 2011). Um outro gênero de vírus gigante também 

está presente dentro da família Mimiviridae. Esse gênero, denominado 

Cafeteriavirus, inclui apenas um único membro, o Cafeteria roenbergensis virus, 

infectando microflagelados marinhos (Colson, Gimenez, et al., 2011). 
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Figura 4: Locais de isolamento dos vírus pertencentes ao gênero Mimivirus. A presença 

desses vírus em diversos tipos de amostras como água de torres de resfriamento, lagos, solo, 

ambientes marinhos, lentes de contato, entre outros ambientes, denota o caráter ubíquo desses 

vírus. Fonte: Adaptado de Rodrigues, 2015. 

 

1.2.3 O ciclo de multiplicação dos mimivírus 

 Assim como os outros membros do NCLDV, o ciclo de multiplicação dos 

mimivírus se estabelece no citoplasma da célula hospedeira, em amebas do 

gênero Acanthamoeba [Figura 5]. Inicialmente as partículas virais são 

fagocitadas pela célula amebiana e internalizadas por meio da formação de 

vacúolos (Abrahao, Dornas, et al., 2014). Já totalmente no interior do citoplasma, 

o vírus inicia o processo de liberação de seu material genético de DNA dupla fita 

por meio da abertura de um vértice modificado presente em seu capsídeo, 

também chamado de stargate (Zauberman et al., 2008) [Figura 5 e 6]. A 

presença desse vértice modificado, e o arranjo das subunidades do capsideo 

acaba estabelecendo à partícula viral a organização em uma simetria pseudo-

icosaédrica (Xiao et al., 2009). Após a abertura do stargate, a liberação do 

material genético na forma de uma semente viral se segue por meio da fusão da 

membrana do fagossomo celular com uma membrana lipídica localizada no 
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interior do capsídeo do vírus gigante, sendo aí onde está contido o genoma do 

vírus (Zauberman et al., 2008; Xiao et al., 2009). Durante esse estágio inicial, 

está caracterizado o começo da fase de eclipse, na qual não é possível se 

observar nenhuma partícula viral sendo formada. Após a entrega da semente 

viral ao citoplasma da célula hospedeira, tem início a formação de uma fábrica 

viral precoce, que posteriormente dará origem a uma fábrica viral madura 

(Kuznetsov et al., 2013). É na fábrica viral que ocorrerá a replicação e a 

transcrição do DNA do vírus, sendo este preparado posteriormente para ser 

encapsidado em uma abertura transiente, localizada no capsídeo viral, em um 

sítio diferente do stargate (Zauberman et al., 2008). A morfogênese das 

partículas virais se segue na periferia das fábricas, até que as partículas sejam 

então liberadas por meio da lise da célula amebiana. 

 

 

Figura 5: Ciclo de multiplicação do APMV. (I) Inicialmente as partículas do APMV são 

internalizadas no interior de fagossomos através de eventos de fagocitose. (II, III e IV) Logo 

após, o genoma do vírus é liberado na forma de uma semente viral através da abertura de um 

vértice modificado da partícula, também chamado de stargate, com posterior fusão da 

membrana interna viral e da membrana do fagossomo da célula. (V) A semente viral dá origem 

à formação de uma fábrica viral precoce que posteriormente se transforma em uma fábrica viral 
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madura. (VI) A morfogênese das partículas se estabelece na periferia da fábrica viral, sendo a 

liberação destas provocada pela lise da célula. Fonte: (Abrahao, Dornas, et al., 2014) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: (A e B) Imagem de microscopia eletrônica de varredura evidenciando a extrusão 

do genoma do APMV através da abertura de um vértice modificado presente no capsídeo, 

também chamado de stargate. Fonte: (Zauberman et al., 2008) 

 

1.2.4 Como os mimivírus expandiram as barreiras da virologia 

 O processo de caracterização do primeiro mimivirus permitiu com que muitos 

dogmas dentro da virologia fossem revistos quando nos referimos à maneira 

como os vírus são classificados. Historicamente, um organismo pode ser 

denominado como um vírus baseando-se em um conjunto de características que 

apresentam um caráter puramente excludente (Lwoff, 1957; Abrahao et al., 

2017). Muitos exemplos podem ser vistos ao observarmos com cuidado a 

maioria dos vírus atualmente reconhecidos pelo ICTV. Geralmente, eles acabam 

se encaixando nesse perfil quando consideramos que em sua grande parte estes 

são classificados dessa forma por não serem agentes filtráveis em membranas 

de 0,2 µm, por não apresentarem genomas muito grandes ou complexos, por 

não serem visíveis à técnica de microscopia óptica, por não apresentarem genes 

relacionados ao processo de tradução, etc. Com os mimivírus, todos esses e 

muitos outros conceitos passaram a ser quebrados logo assim que foram 
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demonstradas características que refutavam as ideias explicitadas acima, como 

por exemplo: os mimivírus apresentam um grande tamanho de partícula viral, 

com dimensões que chegam em torno dos 750 nanômetros (nm). Eles também 

apresentam no entorno da partícula uma série de estruturas denominadas 

fibrilas, importantes para a adesão nos mais diferentes organismos como 

bactérias, fungos e artrópodes (Rodrigues et al., 2015). Seu genoma detém de 

um tamanho e complexidade nunca antes vistas em outros vírus, apresentando 

cerca de 1,2 Mb e codificando para quase 1000 proteínas. Os mimivírus também 

apresentam um mecanismo próprio de glicosilação, com glicosiltransferases 

envolvidas tanto na biossíntese de glicanos como também em modificações pós 

traducionais (Luther et al., 2011). Além disso, há também a característica mais 

marcante desses vírus com relação ao restante da virosfera, que é a presença 

de genes que codificam elementos envolvidos diretamente no processo de 

tradução, as chamadas aminoacil-tRNA-sintetases (aaRs), que são exclusivas 

para os mimivírus, e outros fatores também importantes mas não exclusivos, 

como RNAs transportadores (tRNAs) e fatores de tradução [Tabela 1] (La Scola 

et al., 2003; Piacente et al., 2012; Piacente et al., 2014; Abrahao et al., 2017). 

Tabela 1 – Genes envolvidos com a tradução em diferentes linhagens de mimivírus 

Grupo/vírus aaRs tRNA Fatores de tradução 

Mimivírus 

linhagem A 

   

APMV arginil-RS, cisteinil-RS, 

metionil-RS, tirosil-RS 

leucina (3x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 

Mamavirus arginil-RS, cisteinil-RS, 

metionil-RS, tirosil-RS 

leucina (3x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 

Lentille arginil-RS, cisteinil-RS, 

metionil-RS, tirosil-RS 

leucina (3x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, eF-TU, 

eRF1 

Hirudovirus arginil-RS, cisteinil-RS, 

metionil-RS, tirosil-RS 

leucina (3x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 
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Samba virus arginil-RS, cisteinil-RS, 

metionil-RS, tirosil-RS 

leucina (3x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 

Oyster virus arginil-RS (2x), 

cisteinil-RS, metionil-

RS, tirosil-RS 

leucina (3x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 

Amazonia virus cisteinil-RS, tirosil-RS leucina (3x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 

Terra2 arginil-RS, cisteinil-RS, 

metionil-RS, tirosil-RS 

leucina (2x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 

Bombay arginil-RS, cisteinil-RS, 

metionil-RS, tirosil-RS 

leucina (3x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 

Mimivírus 

linhagem B 

   

Moumouvirus arginil-RS (4x), 

cisteinil-RS, isoleucil-

RS, metionil-RS, 

tirosil-RS 

leucina, histidina, 

cisteina 

IF4E, SUI1, eF-TU, 

eRF1 

Goulette cisteinil-RS, metionil-

RS 

leucina (3x), histidina, 

cisteina 

IF4E, SUI1, eF-TU, 

eRF1 

Monve arginil-RS (2x), 

asparagil-RS, cisteinil-

RS, isoleucil-RS (2x), 

metionil-RS, tirosil-RS 

leucina, histidina, 

cisteina 

IF4A, IF4E (2x), SUI1, 

eRF1 

Mimivírus 

linhagem C 

   

Megavirus chilensis arginil-RS, asparagil-

RS, cisteinil-RS, 

isoleucil-RS, metionil-

RS, trpitofanil-RS, 

tirosil-RS 

leucina (2x), triptofano IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 

Terra1 arginil-RS, cisteinil-RS, 

metionil-RS, tirosil-RS 

leucina, triptofano IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 
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LBA111 arginil-RS, asparagil-

RS, cisteinil-RS, 

isoleucil-RS, metionil-

RS, trpitofanil-RS, 

tirosil-RS 

leucina (2x), histidina, 

cisteína, triptofano 

IF4A, IF4E, SUI1, eF-

TU, eRF1 

Courdo7 isoleucil-RS, tirosil-RS leucina (3x), triptofano IF4A (2x), IF4E, SUI1, 

eRF1 

Courdo11 arginil-RS, asparagil-

RS (2x), cisteinil-RS, 

isoleucil-RS, metionil-

RS, triptofanil-RS, 

tirosil-RS 

leucina (3x), histidina, 

cisteina, triptofano 

IF4A (2x), IF4E, SUI1, 

eRF1 

Fonte: (Abrahao et al., 2017) – modificado 

 

1.3 Aminoacil-tRNA-sintetases 

 As aaRs são enzimas bastante antigas, tendo surgido há cerca de 3,5 

bilhões de anos atrás (Ribas De Pouplana e Schimmel, 2001). Essas estão 

envolvidas no processo de tradução, sendo responsáveis por catalisar uma 

reação de aminoacilação entre um aminoácido específico e a porção 3’ do seu 

tRNA correspondente, determinando na formação de uma molécula de 

aminoacil- tRNA (Woese et al., 2000; Ribas De Pouplana e Schimmel, 2001; Li 

et al., 2015). Devido à sua ação bioquímica e ao fato de sua evolução poder estar 

relacionada com desenvolvimento do código genético atual, as aaRs são 

bastante exploradas em trabalhos envolvendo estudos sobre a origem da vida 

(Ribas De Pouplana e Schimmel, 2001; Fournier et al., 2011). Com um total de 

20 tipos de aaRs conhecidas atualmente, essas enzimas podem ser divididas 

em dois grupos distintos de acordo com o tipo de dobramento estrutural de seus 

sítios ativos, as de classe I e as de classe II  (Li et al., 2015). As aaRs apresentam 

ainda uma ampla distribuição dentre membros pertencentes aos três Domínios 

da vida, tendo sido descritas em vírus apenas recentemente, por meio da 

caracterização de amostras de vírus gigantes [Tabela 1] (Raoult et al., 2004; 

Abrahao, Dornas, et al., 2014; Abrahao et al., 2017). Esse fator fez com que, 
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antes dos mimivírus, essas enzimas fossem consideradas importantes 

marcadores presentes apenas em  organismos celulares  (Woese et al., 2000; 

Fournier et al., 2011). 

A caracterização genética do APMV permitiu a observação de um total de 

quatro cópias de aaRs (arginil-RS, cisteinil-RS, metionil-RS e tirosil-RS) em seu 

genoma, algo nunca visto até então para outras espécies virais, sendo todas 

essas pertencentes às enzimas de classe I (Raoult et al., 2004). Outras amostras 

relacionadas aos mimivírus foram caracterizadas ao longo dos anos, 

demonstrando a presença de quantidades semelhantes de aaRs, como para os 

Mamavirus, Samba virus, Hirudovirus e Terra1 virus (Colson, Yutin, et al., 2011; 

Boughalmi et al., 2013; Campos et al., 2014; Yoosuf et al., 2014; Boratto et al., 

2015). No entanto, à medida que novos isolados foram sendo estudados, sua 

caracterização impressionou pela observação de conjuntos de genes 

codificantes para aaRs cada vez mais complexos, como é o caso do Megavirus 

chilensis, contendo um total de 6 aaRs, o Acanthamoeba polyphaga 

moumouvirus, contendo um total de 8, além dos Klosneuvirus e Tupanvirus que 

contém aaRs relacionadas a todos os 20 aminoácidos conhecidos (Arslan et al., 

2011; Yoosuf et al., 2012; Schulz et al., 2017) (dados do Laboratório de Vírus já 

aceitos para publicação). 

A presença de aaRs nos vírus gigantes ainda intensificou fortemente os 

debates a respeito de teorias que se relacionam com a evolução desses vírus. 

Uma regra geral nos isolados de vírus gigantes atuais é a de que em mimivírus 

cujos genomas apresentam conjuntos menos ricos de aaRS, é impossível de se 

observar qualquer aaRs de caráter exclusivo quando comparado com genomas 

de mimivírus com conjuntos mais ricos (Abrahao et al., 2017). Diante desse 

cenário, muitos estudos passaram a sugerir que, evolutivamente, as amostras 

de mimivírus atuais teriam se originado a partir de um ancestral mais complexo, 

por meio de um processo de perda de genes (Nasir et al., 2012; Nasir e Caetano-

Anolles, 2015). Existem porém ainda outros estudos que refutam essa hipótese, 

com afirmações que sugerem que grande parte das aaRs teriam se originado 

nos mimivírus a partir de eventos de transferência gênica horizontal (TGH) (Yutin 

et al., 2014; Koonin et al., 2015). Tomando como base a ideia dos últimos 

autores, estes defendem o surgimento dos mimivírus a partir de organismos mais 

simples, se tornando cada vez mais complexos geneticamente através da 
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aquisição de novos genes incorporados por TGH. Uma última hipótese propõe o 

gigantismo do genoma desses vírus, excluindo a tendência clássica de se pensar 

em evolução direcionada apenas ao ganho ou apenas à perda de genes. Nessa 

ideia, denominada de “hipótese do acordeão”, os vírus gigantes teriam sofrido 

sucessivos ciclos de expansão e redução do genoma, com respostas 

adaptativas à diversas modificações que ocorressem tanto nas condições 

ambientais, como também de novos hospedeiros (Filee, 2015).  

 

1.4 “Core” ou “hallmark genes” 

 Em um tópico anterior foi mencionado que os membros de um grupo artificial 

de vírus conhecido como NCLDV compartilham entre si um conjunto de genes 

chamados de “core” ou “hallmark genes”, sendo estes responsáveis por conferir 

a esses vírus um caráter hipoteticamente monofilético (Iyer et al., 2001; Iyer et 

al., 2006). Dentre os genes pertencentes a esse grupo pode-se observar aqueles 

que codificam para proteínas envolvidas na replicação do material genético, no 

processo de transcrição e na morfogênese viral, sendo o fato mais importante de 

que esses core genes apresentam pouca ou nenhuma similaridade com 

componentes celulares, reforçando a ideia de que os diferentes membros que 

compõe esse grupo tenham surgido a partir de um único ancestral comum (Iyer 

et al., 2001). Em um estudo anterior, por meio da análise de genes conservados 

presentes em diferentes membros do NCLDV, foi possível traçar a presença de 

pelo menos 47 deles codificando para proteínas no ancestral desse grupo (Yutin 

et al., 2009). Isso significa que, apesar do tamanho do genoma hipotético desse 

vírus ancestral ser grande quando comparado a muitos outros grupos de vírus 

atuais, quando analisamos a relação com os membros do NCLDV este ancestral 

apresenta uma quantidade muito inferior desses elementos, sugerindo que 

durante a evolução desses vírus possa ter havido um processo de aquisição em 

massa de genes. Existe também a possibilidade de que o ancestral dos NCLDVs 

tenha apresentado muito mais genes do que os membros atuais, mas segundo 

Iyer e colaboradores, essa hipótese perde força quando devemos considerar que 

para isso acontecer um grande número de perdas independentes de genes 

tivesse que ocorrer (Iyer et al., 2006). Dentre os “core genes”  compartilhados 
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exclusivamente entre todos os membros do grupo NCLDV podem ser citados 

cinco: uma helicase-primase, uma DNA polimerase do tipo B, uma DNA-ATPase, 

um fator de transcrição viral tardio e a proteína principal do capsídeo (MCP) 

(Colson et al., 2013). Dentre esses o gene para a proteína principal do capsídeo 

se revela um interessante objeto de estudo, principalmente com relação a termos 

de estrutura gênica e relações filogenéticas entre vírus gigantes, temas ainda 

pouco explorados na literatura. 

 

 

1.5 Proteína principal do capsídeo (MCP) 

 O gene que codifica para a MCP é o gene estrutural mais importante na 

composição de partículas maduras dos vírus gigantes. Em um dos estudos que 

comprovam essa afirmação, por meio de experimentos de anotação genômica, 

Renesto e colaboradores observaram que na formação da partícula do APMV a 

proteína principal do capsídeo é a glicoproteína que se apresenta de maneira 

mais abundante (Renesto et al., 2006). Em um outro estudo, no qual os autores 

utilizavam da ferramenta tBLASTN em seus experimentos, análises do gene da 

MCP permitiram observar um pouco da maneira como ele estaria organizado nos 

vírus gigantes. Foi possível ver que, pelo menos com relação ao APMV (protótipo 

da família Mimiviridae), o gene para a MCP se apresenta organizado na forma 

de três regiões exônicas, separadas entre si por duas regiões não codificantes 

ou íntrons (Azza et al., 2009). Desde então, a maneira como o gene da MCP está 

organizado foi avaliada apenas mais uma única vez, no isolado Acanthamoeba 

castellanii mamavirus. Nesse vírus foi observado que este gene é formado por 

duas regiões exônicas, homólogas à regiões presentes no APMV, sendo estas 

separadas entre si por um único íntron, de sequência exclusiva para essa 

espécie viral (Colson, Yutin, et al., 2011). Devido a esse processo, ainda se 

mantém bastante escassas as informações disponibilizadas na literatura acerca 

do modo de organização e do processamento desse gene por splicing durante a 

formação do RNAm em outros isolados de vírus gigantes. Outras informações 

de caráter incompleto estão relacionadas com a maneira como os diferentes 

isolados de mimivírus se relacionam filogeneticamente quando utilizamos esse 

gene como base. Esse fator acaba se tornando importante de maneira a 
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esclarecer uma potencial utilização do gene da MCP como um marcador 

genético nos vírus gigantes da família Mimiviridae, visto ser esse um dos 

chamados “core genes”. 

 

1.6 Amebas de vida livre 

 Apesar de não ser o foco deste trabalho, é importante se fazer uma breve 

introdução sobre os únicos hospedeiros descritos atualmente para os vírus 

gigantes acima citados. Esses hospedeiros fazem parte de um conjunto de 

indivíduos conhecidos como amebas de vida livre. Esse termo é utilizado na 

caracterização de um grupo heterogêneo composto tanto por amebas 

endoparasitas obrigatórias (como Entamoeba histolytica) quanto por amebas 

parasitas oportunistas (como Acanthamoeba), não apresentando nenhuma 

relevância taxonômica ou filogenética (Scheid, 2014). Os membros que compõe 

esse grupo de amebas apresentam um caráter ubíquo, tendo sido isolados dos 

mais diversos ambientes como no solo, ambientes aquáticos, aéreos e inclusive 

de vertebrados (La Scola, 2014). Esses organismos são conhecidos como 

fagócitos profissionais, se alimentando principalmente de bactérias, a partir de 

um processo independente da participação de receptores conhecido como 

fagocitose (Figura 7). Nesse processo, a internalização da partícula depende 

exclusivamente do tamanho do elemento a ser fagocitado (partículas acima de 

500 nm), ocorrendo então posterior digestão desses elementos em vacúolos 

denominados de fagossomos (Aderem et al. 1999, La Scola 2014). As amebas 

de vida livre correspondem aos principais consumidores de bactérias no meio 

ambiente, sendo responsáveis por até 60% de redução da população bacteriana 

no meio em que estão presentes (Sinclair et al., 1981; Siddiqui e Khan, 2012). O 

fato de terem bactérias como fonte principal de sua alimentação faz com que as 

amebas de vida livre apresentem um importante papel ecológico de controle das 

populações microbianas no ambiente, além do próprio papel na ciclagem de 

nutrientes, visto esses organismos serem importantes decompositores 

secundários, liberando no ambiente minerais e nutrientes que muitas vezes 

estão associados à biomassa dos decompositores primários (como bactérias) 

(Siddiqui e Khan, 2012). Alguns micro-organismos, no entanto, muitos deles 
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patogênicos, são conhecidos por serem resistentes ao processo de fagocitose 

promovido pelas amebas de vida livre, estando muitas vezes adaptados ao 

ambiente intracelular desses protistas. Isso também faz dessas amebas 

importantes veículos de transporte de diversos patógenos, além da proteção 

desses micro-organismos patogênicos contra as condições mais adversas do 

meio ambiente, como radiação ultravioleta, dessecamento, biocidas, etc (Boratto 

et al., 2014; Scheid, 2014). 

 

1.7 Gênero Acanthamoeba e características gerais 

  As amebas do gênero Acanthamoeba compreende um dos grupos de 

amebas de vida livre mais estudados nos últimos anos. Esse destaque é 

derivado de sua importância em diversas áreas de conhecimento como a sua 

participação como causadora de doenças oportunistas em humanos, sua 

importância no controle ecológico de populações microbianas e ciclagem de 

minerais, e mais recentemente, como principais hospedeiros dos vírus gigantes, 

que foram importantes para a mudança de alguns paradigmas dentro da virologia 

moderna (Figura 8). Amebas desse gênero foram inicialmente descobertas por 

Castellanii, em 1930, quando este percebeu a presença de amebas em culturas 

de Cryptococcus pararoseus (Castellanii, 1930). O nome do gênero, no entanto, 

só foi estabelecido um ano mais tarde, em 1931, por Volkonsky, no qual apenas 

amebas apresentando projeções em forma de espinho, chamadas de 

acantopódios, eram incluídas no grupo (Volkonsky, 1931). 
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 Figura 7: Microscopia eletrônica de varredura demonstrando uma ameba da espécie 

Acanthamoeba castellanii promovendo a fagocitose de um aglomerado de bactérias da espécie 

Lysteria monocytogenes. Fonte: Doyscher, 2007. 

 

Figura 8: Aumento do interesse na pesquisa cientifica de amebas do gênero 

Acanthamoeba, de acordo com o tempo. Os dados foram levantados de acordo com o número 

de artigos publicados que são observados na base de dados do Pubmed ao se utilizarem como 

termos de busca os nomes de conhecidos gêneros de amebas de vida livre: “Acanthamoeba”, 

“Naegleria”, “Balamuthia” e “Sappinia”. Fonte: Modificado de Siddiqui e Khan, 2012. 

 

As amebas do gênero Acanthamoeba apresentam um ciclo de vida 

baseado em duas formas celulares: (1) os trofozoítos, que são uma forma 

celular vegetativa e metabolicamente ativa e (2) os cistos, uma forma celular de 

resistência, metabolicamente inerte (Figura 9) (Marciano-Cabral e Cabral, 

2003). É através da forma trofozoítica que essas amebas realizam suas 

principais funções no ambiente, como alimentação, locomoção e reprodução. A 

alimentação ocorre principalmente por meio da fagocitose, sendo responsável 

pela ingestão de partículas acima de 0,5μm, sem a necessidade do 

reconhecimento por qualquer tipo de receptor. No entanto, essa alimentação 

também pode ocorrer por meio de dois outros processos: (1) pela formação de 

estruturas temporárias utilizadas para a ingestão de bacterias, fungos e outras 

células, chamadas de food cups, ou (2) de forma axênica, através da captação 
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de nutrientes dissolutos no ambiente, por meio de pinocitose (Bowers, 1977; 

Bowers e Olszewski, 1983; Marciano-Cabral e Cabral, 2003). A locomoção 

ocorre pela formação de um pseudópode hialino, que exclui a presença de 

grânulos citoplasmáticos, e é importante tanto no processo de alimentação 

quanto de quimiotaxia (Preston e King, 1984; Schuster e Levandowsky, 1996). 

Em relação à reprodução, pelo que se conhece até hoje as amebas do gênero 

Acanthamoeba se reproduzem exclusivamente de forma assexuada, através de 

fissão binária, em que uma célula-mãe se divide e promove o aparecimento de 

duas células filhas, geneticamente semelhantes. No entanto, estudos recentes 

descrevem nessas amebas a presença de alguns genes relacionados à divisão 

meiótica, homólogos a genes de mesma função presentes em outros 

eucariotos, como plantas, fungos e animais, sugerindo também a utilização de 

um modelo de reprodução sexuada por parte desses micro-organismos (Khan 

e Siddiqui, 2015). A outra forma celular descrita para amebas desse gênero, 

chamada de cisto, é metabolicamente inerte, ou seja, nela o organismo se 

encontra em um estado criptobiótico, fazendo com que grande parte de seus 

processos metabólicos sejam pausados. O cisto também compreende uma 

forma de resistência celular no qual há uma massiva transformação do aspecto 

da célula, fazendo com que essa se transforme de um estágio que apresenta 

predominantemente características ameboides para um estágio mais 

arredondado, no qual a célula passa a adquirir uma dupla parede celular 

(endocisto e ectocisto) responsáveis pelo aumento da resistência do organismo 

a variadas condições adversas, como grandes variações de temperatura, 

variações de pH, luz ultravioleta, biocidas químicos, etc. (Marciano-Cabral e 

Cabral, 2003; Lloyd, 2014). 
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Figura 9: Microscopias eletrônicas de varredura (A e C) e transmissão (B e D) 

demonstrando as duas formas celulares presentes em amebas do gênero Acanthamoeba. 

Imagens A e B demonstram a forma metabolicamente ativa, chamada de trofozoítos. Na imagem 

A é possível se observar as projeções em formato de espinho, chamadas de acantopódios. 

Imagens C e D representam a forma criptobiótica, metabolicamente inerte. Em D, a seta preta 

indica a presença da dupla parede presente na forma cística. Fonte: Marciano-Cabral et al. 2003 

 

As amebas do gênero Acanthamoeba também são conhecidas por serem 

agentes causadores de algumas doenças em humanos. Dentre os principais 

tipos de doença causadas por esses micro-organismos pode-se citar (1) a 

encefalite granulomatosa amebiana, que apesar de rara, se caracteriza por ser 

uma doença fatal que afeta o sistema nervoso central e também (2) a ceratite 

amebiana, que se caracteriza como uma infecção do tecido ocular, associada 

principalmente a pessoas que utilizam lentes de contato. A primeira sugestão 

desses organismos como patógenos humanos surgiu em 1958, a partir de testes 

para o estudo da segurança de vacinas de pólio. O aparecimento de placas em 

culturas celulares utilizadas para o preparo das vacinas, além da morte por 
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encefalite causada em camundongos e em macacos inoculados com os fluidos 

dessa cultura de tecidos foi importante pois não só levou à ligação de amebas 

do gênero Acanthamoeba como causadoras de doenças em humanos, como 

também permitiu os primeiros estudos que previam o papel de outras amebas 

de vida livre como agentes patogênicos (Culbertson et al., 1959; Marciano-

Cabral e Cabral, 2003). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Desde 2003, estudos de prospecção tem promovido o isolamento de vírus 

gigantes da família Mimiviridae a partir dos mais diversos tipos de ambientes, 

como em amostras de solo, rios, lagoas, oceanos, água de esgoto e até mesmo 

de amostras clínicas de seres humanos. Por meio de estudos de caracterização 

desses isolados, muitas características nunca antes vistas na virosfera 

acabaram sendo descritas, estando estas relacionadas principalmente ao 

grande tamanho desses novos vírus, às suas capacidades metabólicas e à 

complexidade do seu genoma. Dois genes de grande importância, mas ainda 

não tão bem explorados na literatura, correspondem àqueles que codificam para 

as aminoacil-tRNA-sintetases (aaRs) e ao gene codificante para a proteína 

principal do capsídeo (MCP). O primeiro tem apresentado uma participação 

bastante importante em estudos evolutivos que buscam entender a 

ancestralidade dos vírus gigantes e inclusive a de um possível papel desses 

organismos na árvore da vida. Isso se deve principalmente ao fato dessas 

enzimas apresentarem raízes de surgimento muito antigas na história da Terra, 

além de terem sido consideradas (até a descoberta dos mimivírus) como 

presentes tipicamente apenas em organismos formados por células. No entanto, 

para uma enzima cuja presença demarcava os limites entre aqueles organismos 

considerados celulares e aqueles considerados virais, ainda poucos são os 

trabalhos que tentam entender os impactos das aaRS no fitness dos vírus 

gigantes e nas pressões seletivas que determinam na conservação dessas 

enzimas nesse grupo de vírus. Com relação ao gene da MCP, o que se sabe 

atualmente é a existência de uma grande pressão de conservação desse gene 

entre todos os membros do grupo de Vírus Grandes Nucleocitoplasmáticos de 

DNA (NCLDVs), além do curioso fato deste gene se apresentar estruturado por 

uma mescla de regiões intrônicas e exônicas no protótipo da família Mimiviridae. 

Dessa maneira, torna-se interessante analisar não só como o gene da MCP está 

estruturado em outros membros dessa família, como também investigar a sua 

possível utilização como um marcador molecular capaz de separar os mimivírus 

em suas diferentes linhagens, dado a pressão de conservação desse gene 

nesses organismos. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 * Isolar e caracterizar amostras de mimivírus obtidas a partir de duas lagoas 

urbanas localizadas em Minas Gerais, Brasil. 

 

3.2 Objetivos específicos 

* Caracterizar biologicamente o ciclo de multiplicação dos vírus isolados por 

meio da realização de curvas de ciclo único e de análises de microscopia 

eletrônica de transmissão. 

* Caracterizar morfometricamente o tamanho das partículas virais isoladas e 

também de seus componentes. 

* Avaliar a presença e distribuição dos tipos de aaRs nos vírus isolados, bem 

como o perfil filogenético dessas enzimas em comparação com outros membros 

da família Mimiviridae. 

* Caracterizar estruturalmente o gene que codifica para a MCP em diferentes 

membros das três linhagens da família Mimiviridae, incluindo os vírus isolados 

nesse trabalho. 

* Avaliar o papel do gene da MCP como um possível marcador molecular de 

classificação filogenética dos membros da família Mimiviridae. 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 Materiais 

5.1.1 Meio de cultura PYG (peptona/ extrato de levedura/ glicose) 

Para o cultivo de amebas da espécie Acanthamoeba castellanii, o meio de 

cultura utilizado foi o PYG (protease peptona, extrato de levedura e glicose). Este 

é o meio comumente usado em cultivo de amebas de vida livre, tendo em sua 

composição, para cada um litro de meio: 8 μM de sulfato de magnésio hepta 

hidratado (MgSO4.7H2O) (Merck, Alemanha), 0,5 μM de cloreto de cálcio (CaCl2) 

(Merck, Alemanha), 5,0 nM de sulfato de ferro amoniacal hexa hidratado 

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

hepta hidratado (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), 20 g de extrato 

bactopeptona (Merck, Alemanha,), 2,0 g de extrato de levedura (BD, França), 

0,05 M de glicose (Merck, Alemanha) e água destilada. Após a homogeneização 

dos ingredientes na água, o pH do meio é ajustado para 6,5 e este é então 

autoclavado por 15 minutos a 121°C. O meio então é resfriado em temperatura 

ambiente e submetido a uma filtração em membranas de 0,22 μm (Millipore, 

EUA) para retirada de eventuais cristais que se formam durante a sua produção 

e causam danos em cultura de amebas. Após esse passo, o meio é armazenado 

em câmara fria (temperatura de 4 a 8°C) até que este possa ser utilizado. Para 

isso, de forma paralela, o meio deve passar por um teste de esterilidade no qual 

1 mL de PYG é incubado com 9 mL de solução tioglicolato, por 7 dias a 37°C. 

Não ocorrendo a contaminação do meio durante esse prazo, o PYG está pronto 

para uso após sua suplementação com Soro Fetal Bovino (SFB) 7%, (Cultilab, 

Brasil), 200 U/mL de Penicilina (Cristália, Brasil), 50 μg/mL de Estreptomicina 

(Sigma, EUA) e 2,5 μg/mL de Anfotericina B (Sigma, EUA). O estoque do meio 

é promovido em câmara fria, a 4oC. 

   



36 
 

5.1.2 Meio água-arroz 

O meio água-arroz é descrito na literatura como um meio de enriquecimento 

(Arslan et al., 2011; Campos et al., 2014), sendo este produzido a partir da 

suplementação de 4% de arroz para cada litro de água destilada (40 grãos de 

arroz para cada litro de água). Após suplementação o meio é autoclavado 

durante 15 min a 121oC, e após resfriamento em temperatura ambiente, apenas 

o sobrenadante é utilizado em experimentos visando o isolamento de vírus 

gigantes. O estoque do meio é promovido em câmara fria, a 4oC. 

 

5.1.3 Meio Page amoeba saline (PAS) 

A salina PAS é considerada um meio não-nutritivo bastante simples, utilizada 

na manutenção de amebas do gênero Acanthamoeba. Devido à ausência de 

nutrientes, esse meio também é bastante utilizado em experimentos que visam 

impedir a multiplicação dessas amebas, e em maior prazo, no estímulo ao seu 

encistamento (Silva et al., 2015). Para a produção desse meio primeiramente 

devem ser feitas duas soluções de maneira separada. À primeira solução 

adiciona-se 0,142g de Na2HPO4 (Merck, Alemanha), 0,136g de KH2PO4 (Merck, 

Alemanha) e 500mL de água destilada. À segunda solução são adicionados 

4,0mg de MgSO4.7H2O (Merck, Alemanha), 4,0mg de CaCL2.2H2O (Merck, 

Alemanha), 0,120g de NaCL (Merck, Alemanha) e 500mL de água destilada. As 

duas soluções são então autoclavadas a 121oC por 20 minutos, separadamente, 

e posteriormente (após esfriamento) essas podem ser misturadas no interior de 

fluxo laminar. O estoque do meio é promovido em câmara fria, a 4oC. 

 

5.1.4 Solução tampão fosfato salino (PBS) 

       Para a produção da solução de PBS, primeiramente é feita uma solução 10x 

em um balão volumétrico contendo: 1 litro de água desltilada deionizada q.s.p., 

5,68g de Na2HPO4 (Merck, Alemanha); 2g de KH2PO4 (Merck, Alemanha) e 

87,68g de NaCl (Merck, Alemanha). Após a adição desses elementos a solução 

deve ser colocada sob agitação com o auxílio de uma barra magnética até que 

todos os reagentes estejam dissolvidos. Posteriormente o pH da solução deve 
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ser corrigido para pH 7,2. Após, a solução é então diluída para a concentração 

1x em outras garrafas de vidro previamente separadas misturando-se 100mL da 

solução 10x à 900mL de água destilada e deionizada. Essas garrafas são então 

vedadas e a solução é esterilizada por meio da autoclavação  das garrafas a 

120oC pelo tempo de 30 minutos. Após a esterilização espera-se um periodo de 

tempo até que a solução esteja resfriada e então esta é armazenada em camara 

fria à 4oC. 

 

5.1.5 Acanthamoeba castellanii (ATCC 300210) 

As células da espécie Acanthamoeba castellanii utilizadas neste 

trabalho são provenientes da American Type Culture Collection (ATCC 30010) 

(Maryland, E.U.A.), tendo sido gentilmente cedidas pelo Laboratório de 

Amebíases do Instituto de Ciências Biológicas (ICB), da UFMG. As amebas 

foram utilizadas nesse trabalho como plataforma para isolamento e multiplicação 

de vírus gigantes, análises de microscopia eletrônica de transmissão (MET) e 

em ensaios de titulação de amostras virais. 

 

5.1.6 Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) 

Os estoques iniciais (pool semente) de APMV foram gentilmente cedidos 

pelo Dr. Didier Raoult, da Aix Marseille Université, França. Esses estoques foram 

expandidos para utilização do vírus gigante em experimentos posteriores, de 

acordo com a necessidade de uso. A forma como o vírus foi multiplicado para 

utilização como pool trabalho será descrita em um tópico posterior dessa sessão. 

  

5.2 Metodologias gerais 

5.2.1 Coleta de amostras e isolamento viral 

Para explorar a presença de vírus gigantes em ambientes urbanos, amostras 

de água foram coletadas em pontos equidistantes ao redor de duas lagoas 

urbanas localizadas no estado de Minas Gerais, Brasil [Figura 10]. Para a coleta 
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foram utilizados tubos cônicos do tipo Falcon, estéreis (Kasvi, Brasil). Cerca de 

80 amostras foram obtidas da Lagoa da Pampulha (cidade de Belo Horizonte; 

19° 51' 0.60'' S e 43° 58' 18.90'' W) e 85 da Lagoa Central (cidade de Lagoa 

Santa; 19° 38' 38.53'' S e 43° 53' 32.00'' W). Após a coleta, essas amostras foram 

armazenadas em geladeira (4oC) até posterior processamento. O 

processamento envolveu inicialmente a junção em pools de 5-7 amostras 

coletadas a partir de pontos próximos, sendo esse processo feito no interior de 

fluxo laminar. Posteriormente, 500 µL de cada pool foram adicionados a 4,5 mL 

de meio água-arroz e incubados em local escuro, à temperatura ambiente, 

durante um período de 20 dias. A razão dessa metodologia é diminuir a 

população de micro-organismos fototróficos enquanto permite um maior 

crescimento de bactérias heterotróficas. Estas servem então como alimento para 

amebas presentes nessas amostras, que como consequência, aumentam a sua 

população e funcionam como uma plataforma para multiplicação de possíveis 

vírus gigantes. Passado o período de 20 dias, cerca de 5.000 amebas da espécie 

Acanthamoeba castellanii (verificadas para ausência de vírus gigantes) foram 

ainda inoculadas em cada pool de amostras, sendo estes posteriormente 

incubados sob as mesmas condições descritas anteriormente, durante mais 10 

dias. Por fim, cada amostra foi filtrada em membranas de 1,2 µm (Millipore, EUA), 

de maneira a reter impurezas presentes nessas amostras, e posteriormente em 

membranas de 0,2 µm (de maneira a reter possíveis vírus gigantes presentes). 

Essas últimas membranas foram então eluídas em 500 µL de solução salina 

fosfato tamponada (PBS), e após homogeneização em aparatos do tipo vórtex, 

cerca de 100 µL de cada eluato foram inoculados em monocamada de amebas 

da espécie Acanthamoeba castellanii, contidas em placas estéreis de 96 poços 

(Corning, NY, EUA). O isolamento de vírus gigantes é caracterizado inicialmente 

pela observação de efeito citopático (arredondamento e posterior lise das 

amebas), em uma série de até três passagens. A confirmação se dá pela 

extração de DNA da monocamada de amebas inoculadas com amostras 

suspeitas, seguida por tentativa de amplificação do gene da helicase viral por meio e 

experimentos envolvendo reação em cadeia da polimerase (PCR) quantitativo. 
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Figura 10 – Mapas representando a localização dos pools de amostras de água coletadas 

ao redor de duas lagoas urbanas em Minas Gerais, Brasil. (A) Lagoa da Pampulha, cidade de 

Belo Horizonte e (B) Lagoa Central, cidade de Lagoa Santa. Os pontos destacados 3D e P1 são 

os locais onde foram isolados os vírus desse trabalho. 

 

5.2.2 Extração de DNA pelo método de PCI (fenol-clorofórmio-álcool 

isoamílico) 

Nesse trabalho escolhemos o método de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico 

(proporção 25:24:1, respectivamente) como metodologia padrão para a extração 

do DNA total de amostras que apresentaram efeito citopático durante tentativas 

de isolamento de vírus gigantes. Para isso, inicialmente cerca de 100 µl de cada 

amostra foi mantido a 75oC durante 60 minutos, de modo a permitir o rompimento 

do capsídeo de possíveis vírus gigantes presentes nessas amostras, tendo como 

objetivo a liberação do material genético viral. Em seguida, 400 µl de PBS foram 

adicionados ao sistema juntamente com mais 500 µl da solução de PCI, de forma 

a estabelecer uma proporção de 1:1 v/v entre amostra e a solução de extração. 

Essa mistura foi então homogeneizada em aparatos do tipo vórtex e em seguida 

centrifugada, à temperatura ambiente, a 18000 g (Eppendorf 5430/5430R, rotor 

F-45-40-11), pelo período de 60 segundos. Posteriormente, a fase superior e 

mais hialina foi coletada com auxílio de micropipeta e transferida para microtubos 

estéreis (Eppendorf, USA). De modo a promover a precipitação do material 

genético, foram adicionados ao volume de sobrenadante coletado cerca de 2,5x 
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do valor em álcool absoluto (96%) gelado e 0,1x do valor em acetato de sódio 

3M, pH 5,5. A amostra foi então homogeneizada por inversão e novamente 

centrifugada a 18000 g, sendo dessa vez durante o período de 5 minutos e à 

temperatura de 4oC. Para finalizar, o sobrenadante gerado foi descartado por 

inversão e o microtubo deixado aberto em estufa à 37oC, de maneira que todo o 

álcool residual evaporasse. O sedimento formado a partir da centrifugação foi 

ressuspendido em 50 µl de água de injeção e a concentração de material 

genético foi dosada em espectrofotômetro (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

EUA). 

 

5.2.3 Amplificação do gene da helicase por PCR quantitativo 

Para confirmar o isolamento de vírus gigantes através da metodologia 

descrita nos tópicos anteriores, o DNA extraído de amostras suspeitas foi 

utilizado como molde visando a amplificação, por meio de PCR quantitativo, do 

gene da RNA helicase, um gene altamente conservado dentre os membros da 

família Mimiviridae. Para esse processo foi utilizado 1µl de cada amostra (com 

uma quantidade variando entre 200 – 300 ng de DNA), kit comercial SYBR Green 

Master Mix (Applied Biosystems, EUA), 4mM de cada iniciador contendo alvo 

específico para a helicase dos mimivírus (iniciadores 5’-

ACCTGATCCACATCCCATAACTAAA-3’ e 5’- GGCCTCATCAACAAATGGTTTCT-3) e 

água de injeção em quantidades adequadas, de maneira a totalizar 10 µl de 

reação. Todas as reações foram realizadas em placas 48 poços, em duplicata. 

Os ciclos térmicos utilizados na amplificação das amostras foram estabelecidos 

de acordo com o padrão do programa da máquina StepOne (Applied Biosystems, 

EUA), envolvendo uma fase inicial de 95oC e duração de 10 minutos, seguida 

por 40 ciclos de 95oC com duração de 15 segundos, uma nova fase de 60oC com 

duração 15 segundos e um último passo de dissociação, com uma temperatura 

de melting específica de 73oC. A amplificação para o alvo específico foi avaliada 

de maneira quantitativa, observando-se apenas a presença ou ausência de 

oligonucleotídeos relacionados ao gene da helicase viral nessas amostras. 
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5.2.4 Extração de RNA total e transcrição reversa 

Alguns ensaios envolveram o processo de extração de RNA total de células 

de Acanthamoeba castellanii infectadas por vírus gigantes. Os ensaios e o modo 

de infecção serão explicados em um item posterior. Para o processo de extração 

em si, foi utilizado o kit Rneasy (Qiagen, Alemanha) de maneira a estabelecer as 

seguintes etapas,  assim como recomendado pelo fabricante: primeiramente é 

utilizado um tampão de guanidina com o objetivo de lise celular e inativação de 

RNases; posteriormente há um processo de desnaturação e precipitação de 

complexos protéicos através do uso de etanol 70% e passagem das amostras 

por meio de colunas de afinidade; e finalmente esse processo é seguido por meio 

de etapas de lavagem com o uso de tampões de lavagem e eluição do RNA 

extraído com a utilização de água livre de nucleases.  

Para o processo de transcrição reversa, o cDNA é produzido tendo como 

molde 1µg de RNA extraído da cultura celular. As reações posteriores foram 

então realizadas utilizando a enzima MMLV (Promega, Madison, WI, USA), 

tampão 5x, dNTPs, oligo Dt e DTT nas concentrações indicadas pelo fabricante, 

além de água q.s.p utilizada para 20µl de reação. RNA e oligo dT foram então 

incubados a 70oC durante um tempo de 5 minutos e posteriormente incubados 

em gelo pelo mesmo período de tempo. Os outros componentes da reação foram 

então adicionados com posterior incubação dos tubos a 42oC, pelo período de 

60 minutos e 72oC pelo tempo de 15 minutos. O cDNA produzido foi então diluído 

em 40µl de água e armazenado a -20oC. 

 

5.2.5 Titulação viral 

Em ensaios que dependem da estimativa do título viral, este foi obtido 

através do método de end-point, descrito por Reed-Muench em 1938 (Reed e 

Muench, 1938). Por meio dessa técnica, inicialmente são utilizadas placas de 96 

poços (Corning, NY, EUA) contendo 100 μL de meio PYG e aproximadamente 

40.000 amebas/poço. Após se atingir uma confluência celular de cerca de 80%, 

as amostras virais a serem tituladas são diluídas em PBS de maneira seriada, 

em uma razão de 10 (10-1
 a 10-11), e em seguida, um total de 100 μL de cada 
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diluição é adicionado por poço, em quadruplicata. Uma quadruplicata de poços 

é reservada como controle de viabilidade de amebas, sendo neste adicionados 

100 μL de PBS. As placas são vedadas completamente e incubadas a 32 ºC. 

Cada poço passa então a ser monitorado diariamente para observação de efeito 

citopático, e após 4 dias de incubação, o cálculo do título viral é realizado com o 

valor expresso em TCID50/mL. 

 

5.2.6 Multiplicação de vírus gigantes 

Para a produção dos vírus utilizados nesse trabalho, as amostras contendo 

os estoques iniciais de APMV e demais vírus isolados foram utilizadas de acordo 

com o protocolo proposto por Abrahão e colaboradores (Abrahao, Boratto, et al., 

2014). Resumidamente, neste protocolo garrafas T150 (TPP, Suiça) contendo 

monocamadas de amebas da espécie A. castellanii, em uma confluência de 

cerca de 90%, são inoculadas com os vírus gigantes utilizando-se uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 0.01. Para que o inoculo seja feito, o meio 

das garrafas é inicialmente descartado e a suspensão viral, contida PBS, é 

cuidadosamente adicionada sobre a monocamada. Após uma hora de adsorção, 

25 mL de meio PYG suplementado com 7% de SFB são adicionados à 

monocamada celular. As garrafas são então mantidas a 32ºC, completamente 

vedadas. Após três dias de incubação, o efeito citopático é avaliado e todo o 

conteúdo das garrafas é coletado para purificação viral. 

 

5.2.7 Purificação viral 

A purificação de vírus gigantes foi baseada no protocolo utilizado por Raoult 

e colaboradores, apresentando algumas adaptações (Raoult et al., 2004). 

Primeiramente, foi realizada a multiplicação viral em culturas de A. castellanii, 

conforme descrito no item anterior. Após a observação do efeito citopático e 

coleta de todo o conteúdo das garrafas, o liquido foi transferido para tubos do 

tipo Falcon (Kasvi, EUA) de 50 mL e mantidos em banho de gelo. O material 

coletado foi então submetido a três ciclos de congelamento e descongelamento, 

com o objetivo de liberar as partículas virais eventualmente aprisionadas em 
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células que ainda estejam integras, não lisadas. Com o mesmo intuito, após esse 

processo, o liquido coletado foi submetido a ciclos de lise em homogeneizador 

do tipo “Douncer” (Wheaton, EUA) por 80 vezes. Em seguida o material sofreu 

uma filtragem em membranas de 1,2 μm (Millipore, EUA) para a retenção de 

debris celulares. O conteúdo filtrado foi então vagarosamente gotejado sobre 10 

mL de uma solução de sacarose a 24% (Merck, Alemanha), em tubos próprios 

para Ultracentrífuga Combi Sorvall. A amostra foi submetida à ultracentrifugação 

a 35.000 g por 30 minutos, entre 4o
 C e 8o

 C, para a sedimentação das partículas 

virais. Ao final, o sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo as 

partículas virais foi ressuspendido em 500 μL de PBS. Alíquotas da suspensão 

viral foram feitas, devidamente identificadas e estocadas à -80ºC. 

  

5.2.8 Microscopia eletrônica de transmissão e morfometria 

De maneira a observar morfologicamente os vírus gigantes isolados e 

caracterizar de maneira visual o seu processo de multiplicação, foram também 

feitos nesse trabalho experimentos envolvendo a microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) de células de Acanthamoeba castellanii infectadas com os 

novos isolados. Para isso, inicialmente essas células foram cultivadas em 

garrafas T150 (TPP, Suiça) até atingirem cerca de 80-90% de confluência, sendo 

posteriormente infectadas com os vírus em uma MOI de 0,01. Após 12 horas de 

infecção, quando cerca de 50-70% das células apresentavam efeito citopático, o 

meio foi descartado e a monocamada de amebas foi gentilmente lavada com 

PBS. A monocamada foi fixada pela adição de glutaraldeído 2,5% v/v durante 60 

minutos, à temperatura ambiente. As células foram posteriormente coletadas, 

centrifugadas a 1500g (Eppendorf 5430/5430R, rotor F-45-30-11) por 10 minutos 

e a 4oC, tendo em seguida o sobrenadante sido descartado. Ao sedimento foi 

adicionado 1mL de tampão fosfato (0,1M pH 7,4), sendo este enviado 

imediatamente ao Centro de Microscopia da UFMG para processamento e cortes 

em secções ultrafinas. As imagens foram observadas em microscópio 

eletrônico de transmissão TECNAI G2-20; SuperTwin FEI; 120 kV e utilizadas 

para análises morfométricas das partículas virais utilizando-se do software 
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ImageJ v1.51t. O protocolo para preparo das soluções utilizadas nesse 

experimento pode ser encontrado na sessão Anexo I. 

 

5.2.9 Curva de ciclo único  

Curvas de ciclo único foram realizadas nesse trabalho com o objetivo de 

avaliar o perfil de multiplicação dos vírus gigantes aqui isolados. Para isso, 

inicialmente cerca de 40.000 amebas (total de 100 µl) foram semeadas em cada 

poço de uma placa estéril contendo 96 poços (Corning, NY, EUA). As amebas 

foram então infectadas com os diferentes vírus gigantes (40 µl) e incubadas a 

28oC, utilizando-se de uma MOI de 10. Diferentes tempos de coleta (0h, 1h, 2h, 

4h, 8h e 24h) foram utilizados de maneira a cobrir os passos mais importantes 

do ciclo de multiplicação desses vírus. Após um período de 1h de adsorção, o 

sobrenadante foi gentilmente retirado de cada poço e descartado com auxílio de 

micropipetas. Cada poço foi então novamente preenchido com 200 µl de meio 

PYG e a cada tempo de coleta a monocamada de células era raspada, coletada 

e armazenada a -20oC. As células coletadas foram submetidas a três ciclos de 

congelamento/descongelamento, tendo em seguida os vírus gigantes titulados 

pelo método de TCID50/mL, assim como descrito no item 5.2.5. 

   

5.2.10 Sequenciamento e anotação do genoma completo 

De forma a iniciar o processo de caracterização genética dos vírus gigantes 

isolados nesse trabalho, o genoma completo desses organismos foi 

sequenciado, tendo seus genes sido preditos e funcionalmente anotados. 

Inicialmente, esses genomas foram sequenciados utilizando-se da plataforma 

Illumina MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA, EUA) através da execução de 

paired-ends. As sequencias foram montadas de novo através da utilização do 

programa ABySS (Simpson et al., 2009) e os contigs resultantes foram 

ordenados pelo software CONTIGuator.py (Galardini et al., 2011). 

Concomitantemente, o software CLC_Bio foi utilizado paralelamente buscando 

fazer a montagem desses genomas, tendo como base o depósito para o genoma 

completo do APMV (NC_014649.1), o vírus protótipo da família Mimiviridae. Os 
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genomas completos construídos em ambas estratégias foram utilizados de 

maneira a verificar a melhor estratégia de montagem de sequências e também 

para fechar gaps presentes durante o processo. 

A predição gênica de cada um dos genomas montados foi realizada por meio 

da utilização das ferramentas fornecidas pelo programa RAST e pelo programa 

GeneMarkS. Sequencias de RNA de transferência foram identificadas por meio 

da ferramenta tRNAscan-SE. As anotações funcionais foram inferidas por meio 

da utilização da ferramenta BLASTp (e-value < 1x10-3), por buscas no grupo de 

proteínas ortólogas dos NCLDVs (NCVOGs) (Yutin et al., 2013) e também por 

meio de buscas em bancos de dados especializados utilizando-se do software 

BLAST2GO. A anotação do genoma foi manualmente revisada e curada. As 

ORFs que apresentavam menos que 100 aminoácidos e não apresentavam 

correspondentes nos bancos de dados foram retiradas das análises. Aquelas 

que apresentavam mais de 100 aminoácidos mas não apresentavam 

correspondentes nos bancos de dados foram consideradas ORFans. 

 

 5.2.11 Análises filogenéticas para a DNA polimerase B viral 

 Os membros da família Mimiviridae podem ser divididos atualmente em três 

grupos (linhagens A, B e C), de acordo com análises filogenéticas feitas para a 

DNA polimerase B viral, sendo este um gene bastante conservado dentro dessa 

família de vírus. Nesse trabalho utilizamos esse gene como alvo para a 

caracterização das linhagens dos novos vírus gigantes aqui isolados. Para isso, 

sequencias nucleotídicas desse gene, pertencentes a membros das três 

diferentes linhagens da família Mimiviridae, foram coletadas a partir do banco de 

dados do “National Center for Biotechnology Information” e alinhadas utilizando-

se do programa ClustalW. Sequencias pertencentes a vírus gigantes 

relacionados, mas não pertencentes à família Mimiviridae, também foram 

utilizadas de maneira a incluí-los como grupos externos em nossas análises. 

Após o alinhamento dessas sequências, a construção de árvores filogenéticas 

foi gerada utilizando-se do programa MEGA 7.0, pelo método de máxima 

verossimilhança, e com uma análise de bootstrap tendo como base o valor de 

1000 replicatas. 
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5.3 Metodologias específicas 

5.3.1 Padrão de expressão de aaRs pelo vírus NYMV 

De forma a avaliar a expressão de aaRs em um dos nossos isolados 

(Niemeyer virus), quatro desses genes (metionil, tirosil, cisteinil e arginil- tRNA 

sintetases) foram escolhidos e analisados assim como descrito por Silva e 

colaboradores, sendo comparados com o perfil de expressão dos mesmos genes 

presentes no vírus APMV, o protótipo da família Mimiviridae (Silva et al., 2015). 

Para isso, cerca de 1x105 células de Acanthamoeba castellanii foram inoculadas 

em placas de 24 poços (TPP, Suiça), contidas em meio PAS e infectadas com 

NYMV ou APMV durante um período de 8h, à 32o C, utilizando-se de uma MOI 

de 10. O tempo de 8h foi escolhido pelo fato de nesse período a expressão 

desses genes ser encontrada em nível máximo nos vírus gigantes (Silva et al., 

2015). Após o tempo de infecção, as células foram então coletadas com auxílio 

de uma micropipeta e posteriormente centrifugadas a 1500g (Eppendorf 

5430/5430R, rotor F-45-30-11) por 10 minutos. O sobrenadante foi então 

descartado e o precipitado (pellet) foi utilizado para ensaios de extração de RNA 

e transcrição reversa (descritos no item 5.2.4) e também análise da expressão 

gênica por PCR quantitativo (assim como descrito no item 5.2.3). Para os 

ensaios de PCR quantitativo foram utilizados iniciadores desenhados em outros 

trabalhos, compilados na Tabela 2 a seguir (Silva et al., 2015). Além disso, foram 

geradas curvas padrão para cada resultado, e estas normalizadas através dos 

níveis de expressão do rRNA 18S amebiano. 

 

Tabela 2 – sequência de iniciadores usados para ensaio de expressão de aaRs. 

Iniciador Sequência Forward Sequência Reverse 

Metionil RS TGATTGGCGTGAATGGCTGA ACCAATCACACTAGCCGGAA 

Arginil RS GTGGGTGATTGGGGAACTCA TGATACGGTCTCCAATCGGG 

Tirosil RS TTTGGCAAACCAATCGGCAA TGGTTTTGAACCTAGTGGTCGT 

Cisteinil RS TGCCAACCAGGTACACCAAA TGCTCTTTGGAAAGGTCGATCA 

18S rRNA TCCAATTTTCTGCCACCGAA ATCATTACCCTAGTCCTCGCGC 
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5.3.2 Análises filogenéticas para aaRs presentes nos novos isolados 

De forma a se obter um melhor conhecimento das origens das aaRs 

presentes no genoma de nossos isolados, análises filogenéticas foram 

realizadas após o sequenciamento e a anotação do genoma completo desses 

vírus. Foram analisados os genes que codificam para tirosil, cisteinil, metionil e 

arginil-tRNA-sintetases. O perfil filogenético foi traçado em comparação com 

diversos membros da família Mimiviridae, pertencendo às três diferentes 

linhagens. A metodologia implementada é a mesma como explicada no item 

5.2.11 deste trabalho.  

 

5.3.3 Caracterização do gene codificante para a MCP 

 Neste trabalho também realizamos um processo de caracterização do 

gene codificante para a proteína principal do capsídeo em membros das 

diferentes linhagens da família Mimiviridae, inclusive em nossos isolados. Esse 

processo de caracterização envolveu investigar como esse gene estaria 

organizado, tanto em sua forma estrutural (tipos de regiões intrônicas e exônicas 

presentes) como também na sua organização sintênica (como esses diferentes 

introns e éxons estariam distribuídos espacialmente no gene desses vírus). Para 

isso, inicialmente utilizamos como referência para nossas análises a sequência 

do gene da MCP que está presente no vírus protótipo da família Mimiviridae 

(APMV), visto ser esse o vírus com o genoma melhor caracterizado dentre os 

mimivírus atualmente. A partir de análises feitas utilizando a ferramenta BLASTn 

para cada região da MCP descrita no APMV (éxons 1, 2 e 3; introns 1 e 2), 

buscas por regiões homólogas foram realizadas no genoma completo de cada 

um dos membros restantes analisados nesse trabalho. As regiões que se 

encaixavam dentro do nosso perfil de homologia (evalue < 10-3) foram então 

separadas, e o esboço final do gene desses vírus foi construído baseado na 

posição e orientação ocupada pelas diferentes sequencias. Componentes 

genéticos (introns ou éxons) encontrados de maneira específica dentro de algum 

membro ou linhagem, foram também procurados nas outras amostras virais. 
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5.3.4 Sequenciamento do RNAm do gene para MCP em KV 

De forma a melhor entender a maneira como o gene do capsídeo é 

processado durante a etapa de transcrição, também realizamos nesse trabalho 

o sequenciamento do RNAm desse gene durante o processo de expressão do 

transcrito em um dos nossos isolados (Kroon virus), comparando com o vírus 

protótipo da família, APMV. Para isso, cerca de 1x105 células de Acanthamoeba 

castellanii foram incubadas em placas de 24 poços (TPP, Suiça) e infectadas 

com KV ou APMV em uma MOI de 5, sendo mantidas à 32o C. Após os tempos 

de 6h, as células foram coletadas e centrifugadas a 1500g (Eppendorf 

5430/5430R, rotor F-45-30-11) por 10 minutos. O precipitado foi utilizado para 

os ensaios de extração de RNA total e de transcrição reversa (assim como 

descrito no item 5.2.4) sendo posteriormente aproveitado para amplificação do 

gene da MCP, utilizando a técnica de PCR convencional. Os amplicons foram 

examinados por meio de eletroforese em um gel de agarose 1% com tampão 

Tris-borato-EDTA (TBE), a 150V. A banda do amplicon foi então purificada, 

sequenciada nas duas direções e em triplicata (3730 DNA analyzer; Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, MA). Por fim, as sequências foram alinhadas e 

analisadas utilizando o programa MEGA 7. 

 

5.3.5 Análises filogenéticas do gene para a MCP em Mimiviridae 

O caráter conservado apresentado pelo gene do capsídeo em diferentes 

membros do grupo NCLDV, incluindo os participantes da família Mimiviridae, 

acabou por nos estimular a investigar a utilização deste gene como um provável 

marcador molecular que auxiliasse na classificação de novos mimivírus isolados 

ao longo do tempo. Para isso, análises filogenéticas foram realizadas incluindo 

diversos membros da família Mimiviridae, correspondentes às três linhagens 

existentes atualmente. A metodologia implementada é a mesma como explicado 

no item 5.2.11 deste trabalho. Uma tabela contendo o número de acesso das 

sequências utilizadas nessa análise foi anexada ao fim do trabalho. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Isolamento de vírus gigantes 

Através da utilização do nosso protocolo de isolamento, obtivemos um 

resultado positivo para a presença de vírus gigantes em dois pools de amostra 

de água (pontos 3D e P1), cada um correspondendo a um dos locais onde foram 

realizadas as coletas [Figura 10 A e B]. Inicialmente, as amostras foram 

caracterizadas por meio da observação de efeito citopático em células de 

Acanthamoeba castellanii, que consistiu no arredondamento e lise dessas 

amebas após quatro dias de infecção. Posteriormente, a confirmação desses 

novos isolados como membros da família Mimiviridae foi estabelecida por meio 

da amplificação de um gene altamente conservado dentro da família, a RNA 

helicase. Os novos isolados foram então denominados Niemeyer vírus (NYMV), 

para a amostra obtida a partir de água da Lagoa da Pampulha, e Kroon virus 

(KV), para a amostra obtida a partir de água da Lagoa Central. 

 

 6.2 Microscopia eletrônica de transmissão e análises morfométricas 

Através da observação das imagens de MET reforçamos os nossos dados 

de isolamento de membros da família Mimiviridae. As imagens nos 

demonstraram a presença de diversas partículas virais com características 

tipicamente descritas para outros mimivírus, como por exemplo: a visualização 

de partículas com grandes dimensões, a presença de uma simetria pseudo-

icosaédrica albergando a região em formato de estrela conhecida como stargate, 

a formação do capsídeo por uma variação de 3-4 camadas proteicas e a 

presença de estruturas denominadas de fibrilas em torno de toda essa região 

[Figura 11]. Por meio da análise dessas imagens pudemos também traçar o perfil 

morfométrico desses isolados. As partículas de NYMV apresentam uma 

dimensão em torno dos 696nm, tendo o capsídeo em torno de 463nm e a porção 

das fibrilas auxiliando com 153nm no diâmetro total da partícula [Figura 11]. A 

análise das imagens das partículas do KV nos demonstrou um vírus que 
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apresenta em torno dos 673nm de diâmetro, sendo que a porção do capsídeo 

contribui em média com 415nm e as fibrilas em torno dos 129nm [Figura 11].  

Figura 11 – Microscopia eletrônica de transmissão e análise morfométrica dos vírus 

isolados neste trabalho. (A) Partícula de NYMV. (B) Partícula de KV com destaque para a região 

do stargate na porção inferior direita da imagem. (C) Análise morfométrica das partículas de 

NYMV e (D) KV. Para as análises morfométricas foram analisadas cerca de 10 partículas de 

cada vírus, obtendo-se uma média do tamanho de suas estruturas: tamanho total da partícula, 

tamanho do capsídeo viral e tamanho das fibrilas. 

Os ensaios de MET também nos permitiram observar diversas etapas do 

ciclo de multiplicação tipicamente descritas para mimivírus. Assim como já 

observado em outros isolados, o início do ciclo de NYMV e KV se inicia com a 

penetração das partículas virais por meio de um processo conhecido como 

fagocitose. Nesse processo os vírus gigantes acabam sendo cercados por 

estruturas amebianas chamadas de pseudópodes e incorporados no citoplasma 

da célula hospedeira através da formação de vesículas denominadas de 

fagossomos [Figura 12 A-B]. Pudemos também observar a etapa de liberação 

do genoma viral no citoplasma da célula por meio da abertura stargate [Figura 
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12 C]. Posteriormente, assim como caracterizado, também observamos a 

presença de fábricas virais maduras, levando à formação de diversas partículas 

que se propagam por todo o citoplasma celular [Figura 12 D-E]. Por fim, a 

liberação destas é dada por meio de lise celular [Figura 12 F].  

        Figura 12 – Esquema do ciclo de multiplicação de NYMV (B-C) e KV (A, D-F) 

observados por microscopia eletrônica de transmissão. (A) Partículas são primeiramente 

englobadas por formações chamadas de pseudópodes e (B) incorporadas no citoplasma no 

interior de fagossomos. (C) As partículas virais liberam então o genoma de DNA dupla-fita 

através do stargate. (D) A formação de uma fábrica viral leva à formação de partículas virais que 

(E) se propagam por todo o citoplasma da célula. (F) Essas partículas são então finalmente 

liberadas por meio da lise da célula amebiana. 

 

6.3 Curva de ciclo único 

Por meio dos ensaios de curva de ciclo único buscamos traçar um perfil de 

multiplicação para cada um dos nossos isolados, o que nos auxiliou em 

experimentos estabelecidos posteriormente. Ambos os vírus iniciam uma 

produção maciça de partículas virais entre os tempos de 4-6h de infecção, 

atingindo o pico de produção por volta das 8h pós infecção [Figura 13]. Desse 
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período de tempo em diante, NYMV estabelece uma ligeira maior produção de 

partículas do que a observada para o vírus APMV. Enquanto isso KV determina 

no mesmo período de tempo em uma intensa produção viral ao final de seu ciclo, 

chegando a uma diferença de quase 3 logs com relação ao protótipo APMV. 

[Figura 13 B]. 

 

Figura 13 – Curva de ciclo único mostrando o perfil de multiplicação dos vírus gigantes 

isolados nesse trabalho, (A) NYMV e (B) KV, quando comparados com o vírus protótipo da família 

Mimiviridae, APMV. Ambos apresentam semelhanças no perfil de multiplicação, com a produção 

máxima de partículas virais sendo atingida em torno do tempo de 8h pós infecção. 

 

6.4 Sequenciamento e análise das aminoacil-tRNA-sintetases 

Por meio do sequenciamento e montagem do genoma completo de nossos 

dois isolados pudemos observar, primeiramente com relação ao genoma de 

NYMV, que este é caracterizado por uma molécula de DNA de dupla fita 

composta por aproximadamente 1,3 Mb, apresentando em torno de 27,96% de 

conteúdo de G-C (bastante similar com outros mimivírus) e codificando para um 

total de 1003 proteínas. Já para o vírus KV, a análise e sequenciamento do seu 

genoma havia sido feita em um outro estudo, no qual foram observadas 

características bastante semelhantes, com o vírus apresentando um genoma de 

DNA dupla fita de 1,2 Mb, um conteúdo de G-C de 27,5% e a codificação de 

cerca de 944 proteínas (Assis et al., 2015). Ambos vírus se agruparam como 

membros da linhagem A da família Mimiviridae, de acordo com análises 
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filogenéticas para o gene da DNA polimerase B, o marcador molecular mais 

utilizado atualmente nesse tipo de análise para esses vírus gigantes. 

Pela anotação funcional do genoma desses dois isolados pudemos observar 

algumas características interessantes relacionadas à distribuição de aaRS 

nesses vírus. Enquanto a grande maioria dos mimivírus pertencentes à linhagem 

A se destaca pela presença de uma única cópia das seguintes aaRS (tirosil, 

cisteinil, metionil e arginil-tRNA-sintetases), NYMV é marcado por uma 

distribuição semelhante, mas com a presença de duas cópias para as enzimas 

tirosil, cisteinil e metionil-tRNA-sintetase [Tabela 3]. Já para o vírus KV, análises 

do genoma demonstraram a presença de uma distribuição e número de cópias 

semelhantes às apresentadas para outros membros da linhagem A, da mesma 

forma como observadas para APMV, Mamavirus, Samba virus (SMBV) e 

Hirudovirus [Tabela 3]. 

 

Tabela 3 – Distribuição e número de cópias de aaRs dentre membros da família Mimiviridae 

NYMV, Niemeyer virus; KV, Kroon virus; APMV, Acanthamoeba polyphaga mimivirus; SMBV, Samba virus; 

MHCV, Megavirus chilensis; APMOUV, Acanthamoeba polyphaga moumouvirus 

      Esse fenômeno de duplicação nos levou a tentar promover um estudo 

mais refinado sobre esse processo em NYMV. Uma das análises que fizemos foi 

a avaliação das sequências de aminoácidos das aaRS duplicadas em nosso 

isolado, e a comparação com as sequências da enzima presentes em outros 

mimivírus. Através disso pudemos determinar que em NYMV as cópias de aaRS 

duplicadas apresentam polimorfismos quando comparadas entre si e que além 

AARS NYMV KV APMV MAMAVIRUS SMBV HIRUDOVIRUS MHCV APMOUV 

TIROSIL 2 1 1 1 1 1 1 1 

CISTEINIL 2 1 1 1 1 1 1 1 

METIONIL 2 1 1 1 1 1 1 1 

ARGINIL 1 1 1 1 1 1 1 4 

ISOLEUCIL - - - - - - 1 1 

ASPARAGINIL - - - - - - 1 - 

TRIPTOFANIL - - - - - - 1 - 
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disso, nessas mesmas enzimas, enquanto uma das cópias apresenta uma 

sequência que dispõe de 100% de identidade com a de outros vírus da linhagem 

A, como por exemplo com APMV e SMBV, os polimorfismos encontrados na 

segunda cópia sempre fazem com que essa se encontre em um nível de 

identidade semelhante com a sua correspondente em KV [Figura 14]. 
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Figura 14 – Sequência de aminoácidos de aaRS presentes em diferentes mimivírus da 

linhagem A. Foram analisadas aqui sequências de enzimas presentes no genoma dos vírus 

APMV, SMBV, KV e os ortólogos que se apresentam duplicados no genoma de NYMV. (A) 

Tirosil-tRNA-sintetase, (B) cisteinil-tRNA-sintetase e (C) metionil-tRNA-sintetase. Das cópias 

duplicadas, uma sempre se assemelha ao vírus APMV e SMBV, enquanto a segunda cópia 

sempre tem relação com o gene ortólogos presente em KV. Caixas marrons indicam 

polimorfismos nas sequências. 

 

Em um outro tipo de análise, buscamos fazer uma observação dos genes 

que flanqueiam essas aaRs no genoma de NYMV, e no genoma dos outros 

mimivírus acima analisados, de modo a fazer uma caracterização da sintenia de 

genes presentes naquela região e também do posicionamento ocupado pelas 

cópias que estão duplicadas dentro do próprio genoma do NYMV. Por meio 

dessa analise de vizinhança, pudemos observar que as duplicações 

apresentadas pelas três enzimas no genoma de NYMV não estão distribuídas in 

tandem, ou seja, as cópias de cada enzima duplicada no genoma desse vírus se 

localizam em regiões distantes uma das outras, visto que a vizinhança de genes 

que as flanqueiam são bastante diferentes [Figura 15]. Outra noção que 

pudemos ter com essas análises foi a de que o gene que codifica para a metionil 

tRNA sintetase é aquele que se organiza de maneira mais sintênica quando 

comparado com as outras aaRs dos vírus gigantes analisados. Isso porque, com 
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relação a esse gene, foi observado que todas as amostras de mimivírus 

analisadas compartilham pelo menos duas regiões gênicas comuns entre si, 

tanto à montante quanto à jusante (exceto SMBV na posição do segundo gene 

na extremidade 3’). 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Figura 15 – Análise de vizinhança gênica de aaRs presentes em alguns vírus gigantes. 

Três genes localizados à montante e à jusante de cada uma das aaRs duplicadas no genoma de 

NYMV foram analisados, assim como seus correspondentes no genoma de APMV, SMBV e KV. 

Ank – anquirina; Hyp – proteína hipotética; F-box – proteína de domínio F-box; Bro-n – proteína 

com domínio Bro-n; GTF – glicosiltransferase; FNIP – proteína que interage com foliculina; 

PEBP1 – proteína ligante de fosfatidiletanolamina 1. NYMV 1 e NYMV 2 correspondem às duas 

cópias de genes duplicados para cada enzima. 

 

3’ 5’ 
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  Ainda com relação às aaRs, também desenvolvemos construções 

filogenéticas para as cópias preditas no genoma de NYMV e KV. Assim como já 

descrito para o gene da polimerase B, análises filogenéticas para os quatro tipos 

de aaRs presentes em nossos isolados foram capazes de separar os vírus da 

família Mimiviridae nas três linhagens descritas na literatura [Figura 16 A-D]. Um 

outro resultado bastante interessante se relacionou com as árvores construídas 

para as aaRs que apresentam duplicações no genoma do isolado NYMV. Nessas 

árvores, da mesma forma como já havia sido observado para as análises de 

sequências de aminoácidos dessas enzimas, uma das cópias duplicadas do 

NYMV sempre se agrupou com um subgrupo (dentro da linhagem A) formado 

por APMV, SMBV e Amazonia vírus, enquanto a segunda cópia se agrupava 

com o nosso outro isolado KV [Figura 16 B-D]. 
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Figura 16 – Análises filogenéticas baseadas nas sequências de (A) arginil-tRNA-sintetase, 

(B) metionil-tRNA-sintetase, (C) tirosil-tRNA sintetase e (D) cisteinil-tRNA-sintetase, preditas nos 

genomas de NYMV, KV e outras sequências ortólogas obtidas a partir do banco de dados do 

NCBI. As árvores foram inferidas utilizando-se do programa MEGA 5 (neighbor joining – 1000 

replicatas). As aaRs codificadas por NYMV estão representadas com um círculo preto e as 

codificadas por KV estão representadas por um triangulo. As caixas azul e vermelha representam 

diferentes cópias de aaRs presentes no genoma de NYMV. 

 

Por fim, como último experimento relacionado às aaRs, resolvemos fazer 

uma avaliação dos níveis de expressão de RNAm desses genes no genoma de 

NYMV e comparar com os níveis observados dos genes ortólogos presentes no 

genoma de APMV. Buscamos através disso observar se a pressão seletiva de 

manutenção de aaRs duplicadas poderia conferir ao NYMV alguma vantagem 

com relação ao APMV devido a um maior nível de expressão desses genes. 

Nossos resultados nos revelaram que a expressão de duas aaRS, metionil e 

tirosil-tRNA-sintetases (ambas duplicadas em NYMV), foram significantemente 

maiores em nosso isolado quando comparado com APMV [p<0,001 ou p<0,01; 

Figura 17 A e B], enquanto que para os outros dois genes cisteinil (duplicada) e 

Linhagem A 

Linhagem B 

Linhagem C 
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arginil-tRNA-sintetase (não duplicada), não houve uma diferença significante de 

expressão entre os vírus [Figura 17 C e D]. Interessante destacar que para todos 

esses genes, observamos que a sequência responsável pela região promotora 

permanece a mesma, o que exclui a hipótese de diferenças de expressão devido 

a modificações nessa região.  

 

Figura 17 – Expressão do RNAm das aaRs presentes em NYMV. (A) Metionil-tRNA-

sintetase, (B) tirosil-tRNA-sintetase, (C) cisteinil-tRNA-sintetase e (D) arginil-tRNA-sintetase. 

Análises da expressão gênica relativa foram realizadas utilizando-se do método de ∆ ∆ Ct e 

normalizadas por meio da expressão do RNA ribossomal 18S e do RNAm correspondente à 

helicase viral (calibrados com o menor valor =1). Os valores foram submetidos a diferentes 

combinações de testes one-way ANOVA e pós teste de Bonferroni (intervalos com 95% de 

confiança). Diferenças entre grupos foram consideradas quando o p-valor fosse menor do que 

0,05 (asteriscos). Eixo Y representa abundancia relativa. 
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   6.5 Análises estruturais e de sintenia do gene da MCP 

      Nós então nos interessamos em estudar um outro gene presente de 

maneira geral em todos os membros do grupo NCLDV, incluindo os mimivírus. 

Esse gene codifica para a proteína principal do capsídeo (MCP). No APMV, um 

trabalho anterior já havia demonstrado que nesse vírus o gene para a MCP 

apresenta uma característica bastante peculiar, que é ser capaz de produzir um 

RNAm que sofre o processo de splicing. Além disso, nesse mesmo estudo os 

autores fazem uma caracterização da estrutura e organização sintênica desse 

gene, no qual este se apresenta na forma de três regiões exônicas, separadas 

entre si por duas outras regiões não codificantes ou íntrons (Azza et al., 2009). 

Pouquíssima informação na literatura tem sido compartilhada sobre o tema até 

então. Após uma análise extensiva dos layouts apresentados por diferentes 

amostras de mimivírus isoladas em todo mundo, incluindo NYMV e KV, nós 

pudemos observar um tipo de organização separada de três formas principais. 

O primeiro tipo de organização foi observado por ser um pouco mais complexo 

do que os outros dois, estando presente em diversos membros da linhagem A. 

Nesse layout, três regiões exônicas (chamadas aqui de e1, e2 e e3) se 

encontram separadas por duas regiões intrônicas que são específicas para os 

membros dessa linhagem (chamadas aqui de iA1 e iA2) [Figura 18A]. Nosso 

isolado NYMV está incluso nesse tipo de organização. No entanto, de maneira 

interessante, nem todos os membros da linhagem A compartilham dessa mesma 

estrutura. Nosso isolado KV, juntamente com três outros membros da linhagem 

A analisados nesse trabalho (hirudovirus, mamavirus e mimivirus Terra2) 

apresentaram um tipo de organização que se encaixa no segundo tipo de layout. 

Nesses vírus o gene para MCP apresenta uma fração da região correspondente 

ao e1 de APMV, seguida por uma região específica e não codificante (chamada 

aqui de iA3), uma nova região específica e codificante (chamada aqui de éxon 

eX) e finalmente por uma sequência homóloga ao éxon e3 presente em APMV 

[Figura 18A]. O terceiro layout se apresenta melhor relacionado aos membros da 

linhagem C. Nesses vírus as mesmas regiões compostas pelos éxons e1 e e3 

estão separadas por duas porções não codificantes específicas para esse grupo, 

chamadas aqui de iC1 e iC2 (a única exceção é o vírus Powai lake Megavirus, 

que apresenta os éxons e1 e e3 separados apenas pela região iC1) [Figura 18B]. 
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Já para os mimivírus pertencentes à linhagem B, o pequeno número de vírus 

isolados e de sequências depositadas nos bancos de dados do NCBI impuseram 

algumas dificuldades para uma melhor análise. Pelo que pudemos observar, dois 

membros dessa linhagem (Moumouvirus goulette e Moumouvirus moumouvirus) 

se divergiram de maneira bastante acentuada quando a estrutura do gene foi 

comparada entre os dois. O primeiro apresentou uma organização bastante 

semelhante aos vírus da linhagem C, enquanto o segundo se assemelhou ao 

tipo de organização encontrada para nosso isolado KV, com algumas diferenças 

relacionadas à ausência dos éxons e1 e eX, além da inclusão de duas pequenas 

regiões intrônicas (iB1 e iB2). 
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Figura 18 – Esquema geral demonstrando a organização sintênica e estrutural do gene da 

MCP em diferentes membros da família Mimiviridae. As linhagens são representadas aqui por 

caixas de diferentes cores (linhagem A, azul; linhagem C, vermelha e linhagem B, verde). 

Representantes dessas linhagens aparentam apresentar diferentes organizações para esse 

gene. No entanto, o layout geral desse gene conservado pode sofrer variações entre seus 

membros, como observado para KV, mamavirus, hirudovirus e mimivirus Terra 2 quando 

comparados com outros membros da linhagem A. 
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6.6 Análises filogenéticas para o gene da MCP 

Diferenças estruturais envolvendo o gene do capsídeo, assim como as 

descritas acima para diversos mimivírus, poderiam estar refletidas no modo 

como a evolução tem afetado as relações entre membros da família Mimiviridae, 

mesmo para um gene tão conservado. Para termos uma ideia de como essas 

relações evolutivas são construídas para o gene da MCP, nós também 

promovemos nesse trabalho a construção de árvores filogenéticas cobrindo 

sequências tanto relacionadas ao gene completo da MCP nesses vírus gigantes 

quanto também relacionadas apenas ao éxon e3 (o maior e única região que 

está presente em todos os membros avaliados). De forma interessante, as 

árvores filognéticas refletiram quase que perfeitamente o mesmo perfil 

observado no esquema de organização do gene descrito anteriormente. 

Primeiramente, pudemos observar a separação clássica dos mimivírus em três 

diferentes linhagens, seja considerando a sequência completa do gene ou 

apenas as relacionadas ao e3 [Figura 18 A e B].  

Outro resultado interessante foi relacionado à recontrução de árvores 

filogenéticas, da mesma maneira como demonstrado acima, mas considerando 

apenas organismos que fazem parte da linhagem A (linhagem que contempla 

nossos isolados). Nessas árvores, KV e os outros três vírus (hirudovirus, 

mamavirus, mimivirus Terra2) que compartilham um layout diferente de outros 

membros da linhagem, também são representados como os vírus mais 

filogeneticamente distantes do restante (a única exceção é Oyster virus que 

também se localizou em um ramo separado na árvore filogenética 

correspondendo à sequências do e3) [Figura 19 C e D]. O uso de sequências do 

gene da MCP refletiu as relações filogenéticas já descritas para os mimivírus 

mesmo considerando o vírus Moumouvirus goulette. Isso porque, observando 

atentamente, nem a presença de um layout semelhante a vírus pertencentes à 

linhagem C permitiu com que esse vírus gigante se agrupasse com outro 

representante que não fosse o Moumouvirus moumouvirus, um outro 

representante da linhagem B [Figura 19 A e B].  
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Figura 19 – Filogenia para o gene da MCP (completo ou apenas o éxon e3) em diferentes 

membros da família Mimiviridae, incluindo nossos isolados. No painel A está representada uma 

análise filogenética considerando a sequência completa do gene, contendo membros das três 

linhagens de mimivírus  e representadas por diferentes cores (linhagem A, azul; linhagem B verde 
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e linhagem C vermelha). No painel B, os mesmos membros são considerados, no entanto as 

análises são feitas apenas para a porção do éxon e3. No painel C está representada uma árvore 

radial contendo apenas membros da linhagem A, relacionado com a sequência completa do 

MCP. No painel D as relações filogenéticas de membros da linhagem A estão representadas por 

outra árvore radial, mas dessa vez com sequências representando apenas o éxon e3. Para essas 

análises, nós utilizamo do programa Mega 7 (método de máxima verossimilhança, 1000 

replicatas).  

 

6.6 Análise do transcrito para o gene da MCP 

Como as diferenças estruturais no gene da MCP mostraram influenciar o 

agrupamento dos vírus gigantes nas árvores filogenéticas demonstradas acima, 

resolvemos então investigar se essas diferenças também poderiam determinar 

em mudanças relacionadas à produção dos transcritos para esse gene. Nesse 

teste promovemos o sequenciamento e a análise dos RNAm codificados pelos 

genes da MCP presentes em APMV e KV [Figura 20 A]. Para o vírus APMV, 

observamos que as sequências correspondendo aos três éxons do gene são 

conservadas no transcrito final [Figura 20B]. O gene, inicialmente organizado em 

uma sequência de 3496 nucleotídeos é reduzido após a maturação do RNAm 

em uma sequência de 1782 nucleotídeos, apresentando uma cobertura de 51% 

e identidade de 100% com o gene original. Para KV no entanto, o vírus parece 

utilizar como RNAm apenas as regiões correspondentes ao éxon e3 e eX, 

excluindo do transcrito final a região homóloga ao éxon e1 de APMV e também 

a porção não codificante iA3 [Figura 20 B]. Outra característica interessante é 

que, durante a transcrição e formação do RNAm maduro, as regiões 

correspondentes às porções 5’UTR e 3’UTR se encontram invertidas quando 

comparadas à sequência presente originalmente no gene [Figura 20 B]. Em KV, 

o gene se encontra inicialmente presente como uma sequência de 2332 

nucleotídeos, sendo reduzida após a maturação do RNAm a uma sequência de 

1716 nucleotídeos. O transcrito apresenta uma cobertura de 73% e identidade 

de 100% com a sequência do gene original [Figura 20 B]. 
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Figura 20 – Esquema geral representando o processo de splicing para o gene da MCP nos 

vírus gigantes APMV e KV. (A) Alinhamento da sequência de aminoácidos produzida pelos dois 

isolados após a tradução dos seus respectivos genes do capsídeo. Setas vermelhas 

representam regiões de mismatches. (B) O transcrito do gene do capsideo para o APMV sofre 

um processo de splicing no qual sua forma processada é composta pelas sequências dos éxons 

e1, e2 e e3. KV no entanto, além do seu layout diferente, apresenta como transcrito final apenas 

as regiões compostas pelos éxons eX e e3 (aa = aminoácidos). 
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7. DISCUSSÃO 

Membros da família Mimiviridae tem sido isolados mundialmente a partir de 

uma grande variedade de tipos de amostras (La Scola et al., 2003; Arslan et al., 

2011; Colson, Yutin, et al., 2011; Campos et al., 2014). Assim como demonstrado 

em outros estudos, nosso trabalho também reforça a ideia de que locais 

marcados por grande concentração de matéria orgânica funcionam como pontos 

cruciais para o isolamento de uma diversidade de vírus gigantes, o que muito 

provavelmente pode estar relacionado com a presença de um habitat bastante 

adequado à sobrevivencia do hospedeiro amebiano desses vírus (Dornas et al., 

2015). Nesse trabalho conseguimos realizar o isolamento de duas amostras de 

mimivírus pertencentes à linhagem A. Até o momento, uma centena desses vírus 

gigantes (e virus relacionados) tem sido isolados a partir dos mais variados tipos 

de estratégias envolvendo cultura de amebas, principalmente as que estão 

incluídas no gênero Acanthamoeba (Arslan et al., 2011; Campos et al., 2014; 

Legendre et al., 2014; Khalil et al., 2016). Interessantemente, apesar do grande 

número desses vírus já isolados, a grande maioria se encontra dentro da 

linhagem A (Dornas et al., 2015). Uma hipótese bastante provável é que isso 

possa ocorrer devido a um fenômeno de seleção desse tipo de amostra, causado 

pela grande utilização de amebas de um mesmo gênero como suporte para o 

isolamento viral. 

Pelos ensaios de microscopia eletrônica de transmissão, observamos que 

tanto NYMV quanto KV apresentam um ciclo de multiplicação bastante 

característico ao de outros mimivírus. No entanto, através de uma observação 

mais detalhada desse ciclo, os experimentos de curva de ciclo único nos 

demonstraram que sob as mesmas condições, o isolado KV determina em uma 

produção de partículas virais muito mais acentuada do que a observada no vírus 

APMV, indicando que mesmo amostras filogeneticamente relacionadas podem 

apresentar perfis distintos de multiplicação. 

Por meio de análises genômicas e ensaios de expressão gênica também 

pudemos observar nesse trabalho um fenômeno de duplicação de genes 

presente em três das quatro cópias de aaRs apresentadas pelo vírus NYMV. 
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Através desses experimentos é bastante provável sugerir que essas duplicações 

estejam diretamente associadas com um maior nível de expressão de RNAm 

das enzimas metionil e tirosil-tRNA-sintetases. O fato das sequências 

promotoras dos quatro genes apresentarem-se iguais fortalece essa hipótese. A 

duplicação gênica é um importante meio que guia o processo de evolução 

molecular permitindo a formação de novos genes com funções biológicas novas 

ou mesmo redundantes, sendo responsável por afetar a história evolutiva e/ou o 

fitness dos organismos. Esse processo é bem descrito para diversas espécies 

nos diferentes domínios da vida, especialmente em eucariotos (Zhang, 2003). 

Simon-Loriere e colaboradores mostraram por meio de análises comparativas 

entre 55 espécies de vírus de RNA de humanos, animais e plantas (distribuídas 

entre 19 famílias e 30 diferentes gêneros) que o processo de duplicação de 

genes apresenta um papel bastante modesto na história evolutiva de vírus com 

esse tipo de material genético (Simon-Loriere et al., 2013). No entanto, quando 

observamos os vírus de DNA, esse processo já se torna muito bem descrito 

(Shackelton e Holmes, 2004). Em membros da família Mimiviridae, eventos de 

duplicação gênica são um campo aberto para estudos. Em outro trabalho, foi 

demonstrado que esse fenômeno já foi bastante importante na configuração do 

genoma do APMV durante sua história evolutiva, tendo esse vírus cerca de 1/3 

dos seus genes apresentando dentro do mesmo genoma uma outra cópia de 

gene relacionado (Suhre, 2005). Apesar desse fato, a duplicação de genes 

relacionados à aaRs não parece ser um evento muito comum em vírus gigantes 

(assim como demonstrado na Tabela 3), sendo que apenas dois vírus são 

conhecidos por terem sofrido esse processo, NYMV e o Acanthamoeba 

polyphaga moumouvirus (Yoosuf et al., 2012). Essa característica poderia 

determinar na apresentação de importantes vantagens adaptativas para ambos, 

como no auxílio à proteção contra mutações deletérias nesses genes, na 

emergência de novas amostras de mimivírus e até mesmo auxiliando em uma 

potencial capacidade infectiva de um espectro de hospedeiros mais amplo. Por 

exemplo, no caso do gene da metionil-tRNA-sintetase, duplicações para esse 

gene poderiam ter determinado em uma importante vantagem evolutiva visto que 

o aminoácido cognato para essa enzima é essencial para o processo de síntese 

protéica. Para o gene da cisteinil-tRNA-sintetase, um grande nível de 

conservação é observado dentre os genomas de mimivírus já descritos até hoje. 
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Isso poderia ter sido importante em uma provável facilitação do processo de 

duplicação desse gene. Finalmente, para a tirosil-tRNA-sintetase, duplicações 

nesse gene poderiam representar importantes vantagens no ambiente para o 

isolado NYMV visto que seus aminoácidos cognatos apresentam uma 

participação bastante relevante na composição do codon usage de diferentes 

amostras de mimivírus (Silva et al., 2015). Em um outro estudo foi demonstrado 

também que além dos domínios conservados presentes nas aaRs, relacionados 

com o processo de aminoacilação, essas enzimas podem também incorporar 

novos motivos ligados a novas funções biológicas em diferentes organismos 

eucarióticos, como por exemplo funções relacionadas à atividade angiogênica, 

atividade angiostática, respostas inflamatórias, etc (Guo et al., 2010). 

Considerando esse caso, a presença de aaRs duplicadas poderia representar 

em uma potencial adição de novas e importantes funções nesses vírus gigantes.    

Um outro ponto interessante observado para essas enzimas foi que, para 

cada cópia de aaRs duplicada no gene de NYMV, um deles apresenta 100% de 

identidade com cópias presentes no genoma de APMV, SMBV e vírus 

relacionados enquanto a segunda cópia sempre apresenta 100% de identidade 

com o nosso isolado KV. Esse resultado pode sugerir eventos de transferencia 

genica entre os ancestrais desses vírus gigantes (KV vs NYMV e/ou APMV-like 

e NYMV), em um hospedeiro comum, durante algum ponto da história evolutiva 

desses vírus. Acreditamos que a duplicação de genes relacionados ao processo 

de tradução podem também determinar em nosso isolado uma pequena 

vantagem durante o seu processo de multiplicação no hospedeiro, estimulando 

a produção de suas próprias proteínas. A razão para que o gene da cisteinil-

tRNA-sintetase não determine em uma expressão gênica significantemente 

maior ainda precisa ser investigado, mas isso poderia ser o resultado de alguma 

especificidade gênica relacionada à multiplicação viral em condições intra-

amebianas e/ou a presença de outro espectro de hospedeiros (Silva et al., 2015). 

Os resultados aqui apresentados sugerem a importancia dos fenômenos de 

duplicação gênica durante a historia evolutiva das aaRs nos mimivírus. Esses 

genes relacionados à tradução parecem apresentar um papel considerável 

durante a replicação dos vírus gigantes de ameba. Devido a isso, esse tema se 

torna interessante para estudos futuros que visem entender a origem, 
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transferência gênica e evolução das aaRs nos mimivírus, assim como seu papel 

em processos de aquisição de vantagens evolutivas por esses vírus gigantes. 

Também apresentamos nesse trabalho análises sobre a composição 

estrutural do gene principal do capsídeo em diferentes membros da família 

Mimiviridae. Por meio desses experimentos, observamos que para esse gene, 

os isolados de vírus gigantes KV, mamavirus, hirudovirus e mimivirus Terra2 

apresentam uma estrutura gênica diferente (considerando sequências de 

regiões intrônicas e exônicas) quando comparados com sequências de regiões 

homólogas em outros vírus da mesma linhagem, dentre eles NYMV, APMV, 

mimivirus Shirakomae, mimivirus Kasaii, Oyster virus e SMBV. Esses resultados, 

juntamente com aqueles observados anteriormente para as sequências das 

diferentes cópias de aaRs no vírus NYMV, sugere que dentre os vírus gigantes 

da linhagem A, certos genes podem estar ligados a um fenômeno que determina 

em um processo de dicotomia entre eles. Essa clara dicotomia nos revela uma 

importante pista ligada ao gene da MCP, o qual pode ter seguido caminhos 

evolutivos distintos para cada um dos grupos de isolados de mimivírus. Além 

disso, esses resultados também demonstraram que mesmo um gene bastante 

conservado pode carregar diferenças genéticas bastante relevantes entre os 

isolados. Além dos resultados estruturais, esse fenômeno dicotômico também foi 

reforçado por nossas análises filogenéticas, que consideraram tanto o gene 

completo da MCP como apenas a região responsável pelo éxon e3. Nessas 

árvores, os vírus gigantes compostos por KV, mamavirus, hirudovirus e mimivirus 

Terra2 acabaram se agrupando em posições separadas com relação a outros 

membros da linhagem A. O fato desse padrão ter se repetido considerando 

ambas situações implica que se tomarmos em conta análises filogenéticas feitas 

para o gene da MCP, a região responsável pelo éxon e3 pode ser associada a 

um interessante biomarcador capaz de separar os mimivírus no tipo de 

classificação de três linhagens utilizado atualmente. Outro fator interessante 

relacionado às analises filogenéticas feitas para o gene da MCP se relacionam 

com a posição de Oyster virus nas árvores construídas. Como observado, 

mesmo com uma estrutura gênica que difere da observada para KV, mamavirus, 

hirudovirus e mimivirus Terra2, em árvores filogenéticas relacionadas à região 

do éxon e3, esse vírus gigante acaba ocupando uma posição filogenética mais 
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próxima dos vírus mencionados do que a de outros membros da linhagem A. 

Esse fator reforça a importância da sequência do éxon e3 na utilização do gene 

do capsídeo como marcador de classificação de amostras de mimivírus. 

 Finalmente, pelas análises de sequências que correspondem ao RNAm do 

gene da MCP, nós demontramos que essa sequência é processada no APMV 

de uma maneira que ambas regiões intrônicas são retiradas do transcrito final, 

enquanto para KV, as regiões homólogas ao éxon e1 e íntron iA3 são retiradas. 

Observando esses resultados de maneira conjunta demonstramos que mesmo 

genes considerados conservados entre diferentes amostras de vírus gigantes 

podem apresentar diferenças relevantes no que se refere não só à sua porção 

estrutural mas também como esse elemento é processado após o processo de 

transcrição. 
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8. CONCLUSÕES 

 

✓ Nesse trabalho apresentamos o isolamento de duas amostras, 

geneticamente distintas, de mimivírus pertencentes à linhagem A da família 

Mimiviridae. 

✓ Uma das amostras (NYMV) apresenta um fenômeno de duplicação gênica 

em três das suas quatro aminoacil-tRNA-sintetases. Esse é um fenômeno 

raro dentre os mimivírus quando relacionado a esse gene. 

✓ A duplicação de aminoacil-tRNA-sintetases no genoma de NYMV parece 

estar ligada a uma maior expressão dos RNA mensageiros de metionil e 

tirosil-tRNA-sintetases. 

✓ O gene do capsídeo pode se encontrar organizado (estruturalmente e 

sintenicamente) de maneiras diferentes nos isolados de mimivírus, mesmo 

que esses pertençam a membros de uma mesma linhagem. 

✓ Alguns genes, como as aminoacil-tRNA sintetases e o gene do capsídeo, 

parecem ter sofrido caminhos evolutivos distintos quando observamos 

diferentes membros da linhagem A. Esse processo acaba determinando em 

uma dicotomia para vírus dessa linhagem durante a construção de árvores 

filogenéticas. 

✓ A porção do éxon e3 no gene do capsídeo dos mimivírus funciona como um 

marcador filogenético para separação nas três linhagens atualmente 

conhecidas. 

✓ Mesmo para amostras de mimivírus pertencendo a uma mesma linhagem, o 

processo de maturação de RNA mensageiro para o gene do capsídeo pode 

ser diferente durante a transcrição. 
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10. ANEXOS 

Anexo 1: Componentes utilizados no preparo das soluções da microscopia 

de transmissão: 

 

Solução Fixadora  

- Glutaraldeído 25% --------------------------- 6mL  

- Tampão fosfato 0,2M ------------------------ 30mL  

- Água deionizada (q.s.p. 60 mL) ------------- 24mL  

Volume final da solução: 60mL  

 

Solução A: Fosfato de sódio monobásico 0,2M  

- NaH2PO4.7H2O --------------------------------- 5,37g  

- Água deionizada -------------------------------- 100mL  

 

Solução B: Fosfato de sódio dibásico 0,2M  

- NaH2PO4.7H2O ---------------------------- 5,37g  

- Água deionizada -------------------------- 100mL  

 

Solução A+B: tampão fosfato 0,2M, pH 7,4  

- Solução A ------------------------------- 19mL  

- Solução B ------------------------------- 81mL  

Volume final da solução: 100mL 
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Anexo 2 – Tabela contendo números de acesso e a posição no genoma 

das sequências utilizadas na montagem das árvores filogenéticas do item 

5.3.5 

 

 

 

Vírus Posição no genoma Número de acesso 

(Pubmed) 

Acanthamoeba polyphaga 

mimivirus 

560963 – 557567 HQ336222.2 

Kroon virus 571341 – 569010 KM982402.1 

Oyster virus 550200 – 546804 KM982401.1 

Mimivirus Shirakomae 564194 – 560798 AP017645.1 

Mimivirus kasaii 564344 – 560948 AP017644.1 

Mimivirus Bombay 562628 – 559232 KU761889.1 

Samba virus 560967 – 557571 KF959826.2 

Niemeyer virus 620293 – 616897 KT599914.1 

Mimivirus terra 2 324976 – 322647 KF527228.1 

Hirudovirus Sangsue 621779 – 624110 KF493731.1 

Mamavirus 569993 – 567662 JF801956.1 

Powai lake Megavirus 494545 – 497462 KU877344.1 

Megavirus terra 1   292768 – 289419 KF527229.1 

Megavirus LBA111   475586 – 478918 JX885207.1 

Megavirus courdo11   495508 – 498840 JX975216.1 

Megavirus courdo7   213896 – 217247 JN885991.1 

Megavirus chilensis 508982 – 512315 JN258408.1 

Moumouvirus goulette 569906 – 566574 KC008572.1 

Acanthamoeba polyphaga 

moumouvirus 

433255 - 435267 NC_020104.1 

Cafeteria roenbergensis 

virus 

383416 - 384936 NC_014637.1 
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    11. PRODUÇÕES BIBLIOGRÁFICAS 
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