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RESUMO 
Tese de Doutorado 

Programa de Pós-Graduação em Microbiologia-Universidade Federal de Minas Gerais 
INTERAÇÕES ENTRE VÍRUS GIGANTES E PROTOZOÁRIOS: CARACTERIZAÇÃO DO 

TUPANVIRUS SODA LAKE E DO CEDRATVIRUS GETULIENSIS 
LUDMILA KAREN DOS SANTOS SILVA 
ORIENTADOR: Dr. Jônatas Santos Abrahão 

COORIENTADORES: Dr. Cláudio Antônio Bonjardim e Dr. Jonas Dutra Albarnaz 
Belo Horizonte, maio de 2018 

Após o isolamento do mimivírus, vários outros vírus tão ou mais complexos foram identificados, 
apresentando diferenças notáveis em relação a estrutura, genoma, ciclos de multiplicação e, 
consequentemente, interação com seus hospedeiros. Recentemente, um amplo trabalho de prospecção 
viral, a partir de amostras de diversos ambientes, foi realizado pelo nosso grupo de pesquisa, 
possibilitando o isolamento de dois novos vírus, tupanvirus soda lake e cedratvirus getuliensis. A 
caracterização inicial do tupanvírus evidenciou uma curiosa interação determinada pelo shutdown do 
RNA ribossomal em células hospedeiras e não hospedeiras, quando inoculadas com tupanvírus. Já a 
descoberta do cedratvirus getuliensis representou o isolamento do terceiro cedratvírus no mundo, 
revelando a ascensão de um novo grupo viral e evidenciando o nosso ainda limitado conhecimento acerca 
da biologia desses vírus. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo analisar as interações entre 
esses vírus e protozoários a partir da caracterização do shutdown e da presença de sequências ribossomais 
em tupanvirus soda lake, assim como da descrição do ciclo de multiplicação do cedratvirus getuliensis. 
Com o intuito de elucidar se o canônico processo de ribofagia/autofagia estaria relacionado à degradação 
ribossomal promovida pelo tupanvírus, alguns experimentos foram conduzidos. O tratamento de A. 
castellanii com cloroquina e bafilomicina A, assim como o silenciamento do gene Atg8, não preveniram a 
ocorrência do shutdown. Ademais, foi possível observar que a infecção por tupanvírus induz uma notável 
acidificação do citoplasma de amebas, assim como uma progressiva degradação do núcleo/nucléolo 
temporalmente associada ao shutdown. Imagens de microscopia eletrônica de transmissão também 
revelaram a presença de pequenas vesículas, em sua maioria com uma única membrana, contendo 
ribossomos, próximas ao núcleo. Essas vesículas, posteriormente, se agregam formando grandes 
estruturas que são depletadas do citoplasma no mesmo tempo que o shutdown pode ser detectado. Em 
conjunto, esses dados sugerem que o shutdown não é diretamente relacionado ao processo de ribofagia. 
Além disso, embora a formação de vesículas contendo ribossomos e a degradação do nucléolo possam 
estar relacionadas a ocorrência desse fenômeno, os mecanismos envolvidos no shutdown ainda precisam 
ser melhor investigado. Em paralelo aos experimentos da caracterização do shutdown, investigações sobre 
a presença de sequências ribossomais presentes no genoma do tupanvírus também foram conduzidas. 
Nossas análises revelaram a presença de duas cópias similares a partes de regiões intrônicas de 18S, mais 
especificamente a íntrons self-splicing do grupo I, no genoma de tupanvírus. Sequências similares 
também foram encontradas nos genomas de outros mimivírus, embora nunca antes descritas. A análise 
filogenética dessas duas cópias evidenciou que elas apresentam origens separadas, e, apesar de estarem 
localizadas em regiões intergênicas, são altamente expressas durante o ciclo de multiplicação. No entanto, 
a real função dessas cópias nos genomas virais ainda é obscura. A outra seção dessa tese foi destinada ao 
estudo aprofundado do ciclo de multiplicação do cedratvirus getuliensis. Inicialmente, o uso de diferentes 
inibidores de endocitose demonstraram que a penetração desses vírus em A. castellanii ocorre 
principalmente por fagocitose. Imagens de microscopia eletrônica de transmissão evidenciaram que, em 
seguida, ocorre a formação de uma fábrica viral elétron-lucente perinuclear, no interior da qual ocorre a 
morfogênese de cedratvirus getuliensis envolvendo estruturas subsequentes, complexas e elétron-densas. 
Além disso, alterações celulares, como recrutamento de mitocôndrias, polarização de lisossomos e intenso 
tráfego de membranas também foram observadas ao longo da multiplicação de cedratvirus getuliensis. O 
final do ciclo de multiplicação foi marcado pela liberação da progênie viral principalmente pela lise 
celular, mas também por exocitose. Os dados aqui apresentados revelaram características peculiares de 
ambos os isolados virais e contribuíram para um melhor entendimento das relações entre esse vírus e seus 
hospedeiros. 
 
Palavras chave: tupanvirus, cedratvirus getuliensis, interação vírus hospedeiro, degradação ribossomal, 
ciclo de multiplicação. 
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Following the isolation of mimivirus, many other viruses as or more complex than APMV were 
identified, revealing notable differences related to structure, genome, replication cycle, and, consequently, 
host interactions. Recently, a extensive work of viral prospection using samples from diverse 
environments was performed by our research team, enabling the isolation of two new viruses, tupanvirus 
soda lake and Cedratvirus getuliensis. The initial characterization of tupanvirus showed a curious 
relationship determined by the ribosomal shutdown of host and non-host cells when inoculated with 
tupanvirus. Also remarkably, the discovery of cedratvirus getuliensis has represented the isolation of the 
third cedratvirus in the whole world, revealing the ascension of a new viral group and evidencing our 
limited knowledge about the biology of these viruses. Faced with this, the main goal of this thesis was to 
analyze the protozoan-viruses interactions based on the ribosomal RNA shutdown characterization and 
the presence of ribosomal sequences in tupanvirus soda lake, as well as the description of cedratvirus 
getuliensis replication cycle. Initially, to elucidate whether the canonical process of ribophagy/autophagy 
would be related with the observed ribosomal degradation promoted by tupanvirus, some experiments 
were conducted. The obtained results showed that the A. castellanii treatment with chloroquine and 
bafilomycin A, as well as the Atg8 gene silencing do not prevent the occurrence of tupanvirus induced 
shutdown in A. castellanii cells. Moreover, it was possible observe that the tupanvirus soda lake infection 
induces a remarkable acidification of amoebas cytoplasm and as a progressive degradation of the 
nucleus/nucleoli that was temporally associated with shutdown. Transmission electron microscopy also 
revealed the presence of small vesicles, in majority composed of just one membrane, containing 
ribosomes next to nuclear membrane. These vesicles, posteriorly, suffer aggregation and constitute 
growing structures that were depleted from the cytoplasm at the same time that shutdown could be 
detected. Taken together, these data suggest that the shutdown is not directly related to the ribophagy. 
Moreover, although the formation of vesicles containing ribosomes and the degradation of the nucleolus 
may be related to the occurrence of this phenomenon, the mechanism involved in the ribosomal 
degradation still need to be further investigated. In parallel to the experiments developed on the 
characterization of the ribosomal RNA shutdown, the presence of ribosomal sequences in tupanvirus were 
also investigated. Our analyzes revealed the presence of two copies that presented similarity with parts of 
18S intronic regions, more specifically to group I self-splicing introns, in the genome of tupanvirus. 
Similar copies were also found in genomes of other mimiviruses, although never reported before. The 
phylogenetic analyzes of these two copies present evidenced that they had separated origins and, although 
they are located in intergenic regions, they are highly expressed during the replication cycle. However, 
the possible role of these copies in viral genomes still unclear. The other section of this thesis was 
devoted to the in-depth study of cedratvirus getuliensis replication cycle. Initially, the use of different 
endocytosis inhibitors evidenced that the entry of these viruses into A. castellanii occurs mainly by 
phagocytosis. Transmission electron microscopy images showed the formation of a perinuclear electron-
lucent viral factory. Inside and on the periphery of this structure occurs the morphogenesis that involved 
subsequent, complex and electron-dense structures. In addition, cellular alterations, such as mitochondria 
recruitment, lysosomes polarization, and intense membrane traffic were also observed along the 
replication of cedratvirus getuliensis. The end of the replication cycle was marked by the release of viral 
progeny mainly by cells lysis, but also by exocytosis. These data presented here revealed peculiar 
characteristics of both viral isolates and contribute to a better understanding about the host-virus 
interactions.  
 
Key words: tupanvirus, cedratvirus getuliensis, host-virus interaction, ribosomal degradation, replication 
cycle. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Vírus Grandes Núcleo-citoplasmáticos de DNA (NCLDVs) 

 

O final do século XIX foi marcado por um crescimento notável do campo da 

microbiologia, principalmente pelos estudos desenvolvidos por Louis Pasteur e Robert 

Koch que associaram uma etiologia microbiana a algumas doenças que acometiam o 

homem e outros animais (ARTENSTEIN, 2012; LECOQ, 2001). No final do mesmo 

século, três pesquisadores botânicos (Adolf Mayer, Dimitri Ivanovsky e Martinus 

Beijerinck), envolvidos no estudo da doença do mosaico do tabaco, tiveram um papel 

essencial na origem da virologia (LECOQ, 2001; LUSTIG; LEVINE, 1992). Baseados 

em uma série de experimentos, esses pesquisadores relacionaram a ocorrência dessa 

doença à presença de uma nova classe de agentes infecciosos, que diferentemente de 

bactérias ou fungos, não eram retidos pelos conhecidos filtros de Chamberland 

(LECOQ, 2001; LUSTIG; LEVINE, 1992). A partir de então, o conceito de agentes 

filtráveis, não visíveis por microscopia óptica, mas capazes de causar doença em células 

e tecidos, teve origem. Mais tarde o termo “vírus” foi cunhado para designar esses 

agentes e rapidamente após o isolamento do vírus do mosaico do tabaco (1892), o 

primeiro vírus animal, vírus da febre aftosa (1898), e o primeiro vírus humano, vírus da 

febre amarela (1901), foram também isolados (LUSTIG; LEVINE, 1992).  

A partir do século XX a virologia teve um desenvolvimento notável e os vírus 

passaram a ser comumente descritos como um grupo de parasitas ubíquos capazes de 

infectar organismos pertencentes aos três domínios da vida. Além disso, eles são 

tradicionalmente conhecidos pela dependência quase completa da maquinaria celular do 

hospedeiro para sua multiplicação e por apresentarem um genoma pequeno, codificador 

de poucas proteínas (IYER et al., 2006; LWOFF, 1957). Até recentemente a 

classificação desses micro-organismos era baseada em critérios negativos, como não 

serem visíveis em microscopia óptica e não serem retidos em filtros de 0,22 µm 

(LWOFF, 1957). Entretanto, essas características canonicamente relacionadas aos vírus 

e essa classificação por critérios negativos vêm sendo desconstruídas com a recente 

descoberta de novos vírus, que são incluídos no grupo dos “Vírus Grandes Núcleo-

citoplasmáticos de DNA” (NCLDVs) (IYER; ARAVIND; KOONIN, 2001). 

Os NCLDVs foram inicialmente descritos como um grupo de vírus 

hipoteticamente monofilético, apresentando genes conservados, denominados “core 



 21 

genes”, que estão envolvidos em boa parte das funções essenciais para a multiplicação 

viral, como transcrição, replicação e metabolismo do DNA, transcrição e processamento 

de RNA, e morfogênese viral (FILÉE; CHANDLER, 2010; IYER et al., 2006; IYER; 

ARAVIND; KOONIN, 2001; YUTIN et al., 2009). Além da relativa independência dos 

sistemas de replicação e transcrição dos seus hospedeiros conferida por esses genes, os 

NCLDVs compartilham outras características únicas da virosfera, como partículas virais 

de grande tamanho, sendo algumas visíveis em microscópio óptico, e genomas de dupla 

fita de DNA relativamente extensos, entre 100 Kb e 2,5 Mb, com capacidade de 

codificar centenas a milhares de proteínas (FILÉE; CHANDLER, 2010). 

Atualmente o grupo dos NCLDVs é composto por sete famílias virais: 

Poxviridae, com representantes que infectam insetos e vertebrados, Asfarviridae, que 

infecta suínos, Iridoviridae, que infecta invertebrados e vertebrados pecilotérmicos, 

Ascoviridae, que infecta insetos, Phycodnaviridae, que infecta algas, Mimiviridae e 

Marseilleviridae, que infectam protistas. Além destes, outros vírus gigantes associados 

a protistas, recentemente descritos e ainda não agrupados em nenhuma família pelo 

Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), também fazem parte deste grupo, 

sendo eles: extended Mimiviridae, pandoravírus, pithovírus, faustovírus, mollivírus, 

cedratvírus, kaumoebavírus, pacmanvírus, e orpheovírus (Tabela 1) (ANDREANI et al., 

2016, 2017, 2018; BAJRAI et al., 2016; COLSON et al., 2013; LEGENDRE et al., 

2014, 2015; RETENO et al., 2015; SCHULZ et al., 2017). 

 

Tabela 1: Famílias e membros do grupo dos vírus grandes núcleo-citoplasmáticos de 

DNA e suas principais características. 

 

Família Hospedeiros Tamanho do 
genoma (Kb) 

Compartimento 
celular de 

multiplicação 
Phycodnaviridae Algas 150-400 Núcleo e citoplasma 

Poxviridae Insetos, reptéis, 
aves, mamíferos 

130-380 Citoplasma 

Asfarviridae Mamíferos 170 Citoplasma 

Ascoviridae Insetos 150-190 Núcleo e citoplasma 

Iridoviridae Insetos, 
vertebrados 

pecilotérmicos 

100-220 Núcleo e citoplasma 
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Mimiviridae Acanthamoeba sp.  1.180-1.280 Citoplasma 

Marseilleviridae Acanthamoeba sp.  370 Núcleo e Citoplasma 

Extended 
Mimiviridae 

Algas 177-466 Citoplasma 
Núcleo (?) 

Pandoravírus* Acanthamoeba sp.  1900-2500 Núcleo e citoplasma 

Pithovírus* Acanthamoeba sp.  600 Citoplasma 

Faustovírus* Vermamoeba 
vermiformis 

466 Citoplasma 

Mollivírus* Acanthamoeba sp.  651 Perinuclear 
Núcleo (?) 

Cedratvírus* Acanthamoeba sp. 589 Citoplasma 

Kaumoebavírus* Vermamoeba 
vermiformis 

350 Citoplasma 

Pacmanvírus* Acanthamoeba sp. 395 Citoplasma 

Orpheovírus* Vermamoeba 
vermiformis 

1400 Citoplasma 

 

Fonte: Modificado de KOONIN; YUTIN, 2010.  
*Vírus que compõe o NCLDV, mas ainda não possuem família reconhecida pelo comitê internacional de 
taxonomia de vírus – ICTV.   

 

Acredita-se que os vírus gigantes só tenham sido recentemente descobertos 

devido às limitações técnicas dos procedimentos de isolamento viral clássicos que 

impregavam o uso de filtros microbiológicos de 0,22 µm, causando a retenção da 

maioria dos vírus gigantes (Figura 1) (COLSON et al., 2012). Como mencionado, esse 

critério de filtração era anteriormente utilizado como um dos fundamentos para a 

classificação virológica, entretanto, com a descoberta dos vírus gigantes, esse sistema se 

tornou arcaico. Diante disso, um novo critério dicotômico de classificação foi proposto 

por Raoult & Forterre que sugeriram a divisão dos organismos atuais em organismos 

celulares codificadores de ribossomos (REOs) em oposição aos organismos 

codificadores de capsídeo (CEOs). Segundo essa nova classificação, os REOs 

englobariam os três domínios da vida (archae, bacteria e eukarya) e os CEOs 

compreenderiam os vírus, uma vez que até então não havia relatos da presença de 

nenhuma sequência relacionada a ribossomos no genoma de nenhum agente viral 

(Figura 2) (RAOULT; FORTERRE, 2008). 
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Figura 1: Ilustração esquemática evidenciando a retenção de vírus gigantes por filtros de 
0,2 µm. A filtração faz parte dos procedimentos de isolamento viral clássicos e acredita-se que 
por esse motivo os vírus gigantes só tenham sido descobertos recentemente. Fonte: Modificado 
de COLSON et al., 2012.  
 

 
Figura 2: Redefinição da classificação dos vírus. Uma nova proposta de classificação sugere 
que os organismos sejam divididos em codificadores de ribossomos (REOs) em oposição aos 
organismos codificadores de capsídeo (CEOs), que englobariam os vírus. Fonte: Modificado de 
RAOULT; FORTERRE, 2008.  

 

Apesar do conhecimento sobre os vírus gigantes representar apenas uma 

pequena fração em relação à até então conhecida virosfera, recentes estudos têm 

demonstrado que esses micro-organismos são habitantes ubíquos no planeta, e nessa 

nova era de descoberta estamos começando a apreciar uma enorme diversidade viral, 

muito além do que pensávamos originalmente. Sendo assim, a descoberta e a 

caracterização dos NCLDVs está em sua fase inicial e além de ser um campo aberto 
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para novas pesquisas, também representa um grande desafio para os virologistas 

(BOYER et al., 2010; COLSON et al., 2012; ETTEN; LANE; DUNIGAN, 2010; 

GALLOT-LAVALLÉE; BLANC, 2017). 

 

1.2. Descoberta dos mimivírus e a família Mimiviridae 

O isolamento do primeiro mimivírus ocorreu no ano de 1992, quando o Dr. Tim 

Rowbothan e seus colaboradores do Laboratório de Saúde Pública em Leeds na 

Inglaterra investigavam um surto de pneumonia de etiologia desconhecida em um 

hospital na cidade de Bradford (RAOULT; LA SCOLA; BIRTLES, 2007). Com o 

objetivo de isolar bactérias que pudessem estar relacionadas à ocorrência desse surto, 

Rowbothan inoculou amostras de água provenientes de torres de resfriamento de ar 

condicionado, que pensavam ser a provável origem da infecção, em uma cultura de 

Acanthamoeba spp. Esta técnica possibilitou a identificação e caracterização de novas 

espécies de Legionella e também o isolamento de um outro micro-organismo, 

semelhante a um pequeno coco Gram positivo, que foi inicialmente denominado de 

coco de Bradford (Figura 3) (ADENIKE et al., 2001; RAOULT, 2005). No entanto, 

após muitas tentativas frustradas de cultivo e identificação molecular usando iniciadores 

bacterianos universais para a região 16S do DNA ribossomal, os cocos de Bradford 

foram estocados (RAOULT; SCOLA; BIRTLES, 2007; LA SCOLA et al., 2003) 

 

 
Figura 3: APMV, inicialmente chamado de Coco de Bradford, no interior de uma ameba 
de vida livre. O micro-organismo é corado de violeta através da coloração de Gram, e assim 
pode ser visualizado por microscopia óptica. Fonte: Modificado de RAOULT; LA SCOLA; 
BIRTLES, 2007.  
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Em 1995, a amostra contendo os cocos de Bradford foi levada para Marseille, 

França, onde um grupo de pesquisadores coordenados pelo pesquisador Didier Raoult 

deu continuidade aos estudos. A fim de tentar solucionar o que os pesquisadores 

acreditavam ser problemas técnicos da identificação molecular, os cocos de Bradford 

foram examinados por microscopia eletrônica. No entanto, o micro-organismo 

observado aparentemente apresentava um formato de simetria icosaédrica regular, muito 

semelhante ao dos iridovírus, com aproximadamente 600 nm de diâmetro, sugerindo 

que os cocos de Bradford na verdade se tratavam de vírus gigantes (Figura 4) 

(RAOULT, 2005; RAOULT; LA SCOLA; BIRTLES, 2007; LA SCOLA et al., 2003). 
 

 

 
Figura 4: Imagem de microscopia eletrônica de transmissão do mimivírus. A estrutura da 
partícula do vírus gigante pode ser observada: capsídeo de simetria aparentemente icosaédrica 
circundado por fibrilas. Fonte: Modificado de ABRAHÃO et al., 2014.  

 

Outras análises foram necessárias para comprovar a natureza viral do micro-

organismo e demonstraram que ele era composto de um genoma extenso, de DNA dupla 

fita, e apresentava uma fase de eclipse, típica dos vírus, em sua multiplicação. Além 

disso, foi observado que a morfogênese das partículas virais ocorria no interior de 

estruturas intracelulares denominadas fábricas virais, semelhante ao observado também 

em outros vírus, como os poxvírus (RAOULT, 2005; RAOULT; LA SCOLA; 

BIRTLES, 2007; LA SCOLA et al., 2003). 

Após a comprovação da natureza viral dos cocos de Bradford, o novo vírus foi 

denominado de Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV), por infectar amebas do 

gênero Acanthamoeba e também por mimetizar micro-organismos, como bactérias, após 

coloração de Gram. Por apresentar características diferenciais que não permitiam sua 

classificação em nenhuma família viral já existente, a família Mimiviridae foi criada 
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para incluir o APMV e após outras análises filogenéticas também foi incluída no grupo 

dos NCLDVs (RAOULT, 2005; RAOULT; LA SCOLA; BIRTLES, 2007; LA SCOLA 

et al., 2003). 

Atualmente Mimiviridae é a família com o maior número de vírus isolados entre 

os gigantes, aproximadamente 300, e é dividida em dois gêneros: o gênero Mimivirus 

(ou grupo I), que inclui os vírus semelhantes ao protótipo APMV, enquanto o gênero 

Cafeteriavirus (grupo II) é composto somente pelo Cafeteria roenbergensis virus 

(CroV). O grupo I é composto por vírus que infectam amebas do gênero Acanthamoeba 

e é subdivido, de acordo com análises filogenéticas baseadas na sequência da DNA 

polimerase B, em outras três linhagens: A, B e C. O APMV e o mamavírus estão 

incluídos na linhagem A, enquanto os moumovírus são classificados na linhagem B e o 

Megavirus chilensis na linhagem C (Figura 5) (ARSLAN et al., 2011; CLAVERIE, 

2013; COLSON et al., 2011, 2012; GAIA et al., 2014).  
 

 
Figura 5: Gêneros e linhagens que compõem a família Mimiviridae. Reconstrução 
filogenética da família Mimiviridae evidencia a divisão dessa em dois gêneros, grupo I e grupo 
II, sendo o grupo I ainda subdividido em linhagens A, B e C. Fonte: Modificado de COLSON 
et al., 2012.  

 
1.3. Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) 

 
A descoberta do APMV levou ao desenvolvimento de diversos estudos que 

revelaram um vírus extremamente diferenciado com características morfológicas e 

genéticas bastante peculiares.  
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1.3.1. Estrutura 

 

Análises de microscopia crio-eletrônica demonstraram que, estruturalmente, esse 

vírus apresenta um capsídeo de aproximadamente 500 nm de diâmetro, externamente 

recoberto por uma densa camada de longas fibrilas, de cerca de 125 nm, que fazem com 

que o diâmetro total das partículas virais sejam de aproximadamente 750 nm (XIAO et 

al., 2005, 2009). Acredita-se que o capsídeo viral seja formado por três camadas 

protéicas e que as fibrilas estejam associadas à camada protéica mais externa. 

Internamente ao capsídeo se encontra uma membrana lipídica, que é aparentemente 

derivada do retículo endoplasmático do hospedeiro. Essa membrana recobre a parede do 

cerne e essa, por sua vez, envolve o genoma viral que se encontra associado a uma 

matriz fibrosa (Figura 6) (ABRAHÃO et al., 2014; KLOSE et al., 2015; MUTSAFI et 

al., 2013). 
  

 
 

Figura 6: Organização das camadas da partícula viral de APMV. (A) Imagem de 
microscopia eletrônica de varredura e transmissão do corte de uma partícula madura de APMV 
evidenciando suas múltiplas camadas. (B) Ampliação da região delimitada em (A) evidenciando 
o cerne (1), parede do cerne (2), membrana interna (3), camadas protéicas do capsídeo (4), (5) e 
(6) e fibrilas (7). Fonte: Modificado de MUTSAFI et al., 2013.  

 
 A partícula viral ainda apresenta um único vértice modificado em formato de 

estrela do mar, denominado “star-gate”, que confere ao vírus uma simetria pentagonal 

(pseudo-icosaédrica) (Figura 7) (ZAUBERMAN et al., 2008). Essa estrutura 

diferenciada possibilita a abertura do capsídeo e, consequentemente, a fusão da 

membrana viral interna com a membrana do fagossomo levando à formação de um 

canal de membranas por onde o DNA é liberado para o citoplasma da célula hospedeira 

(XIAO et al., 2009; XIAO; ROSSMANN, 2011). 
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Figura 7: Estrutura do star-gate dos mimivírus. Star-gate observado por microscopia 
eletrônica de transmissão (A), crio-microscopia (B) e microscopia eletrônica de varredura (C).  
Em (D) reconstrução do star-gate revelando a presença de duas camadas do capsídeo em 
vermelho e laranja. Escala: 100 nm. Fonte: Modificado de ZAUBERMAN et al., 2008.  

 
O star-gate é a única região do capsídeo dos mimivírus que não é recoberta por 

fibrilas. Essas estruturas apresentam uma composição protéica e são envoltas por uma 

matriz semelhante a peptideoglicanos, o que condiz com o fato do APMV ser corado 

pelo método de Gram e ter sido inicialmente identificado como uma bactéria (IYER et 

al., 2006; XIAO et al., 2009). Acredita-se que a função dessas fibrilas esteja diretamente 

relacionada à adesão viral à superfície celular e interação com bactérias, fungos e até 

mesmo artrópodes, sendo que a adesão a esses outros micro-organismos poderia 

facilitar a fagocitose dos mimivírus pelo seu hospedeiro natural (RODRIGUES et al., 

2015). 

 

1.3.2. Genoma 

 

Além do seu grande tamanho e complexidade, APMV também apresenta um 

extenso genoma composto por uma molécula de dupla fita de DNA linear com 

aproximadamente 1,2 Mb. A partir desse genoma, cerca de 1000 proteínas são 

codificadas, sendo muitas delas sem função conhecida e outras nunca antes observadas 

na virosfera, na ocasião da descoberta desses vírus. Além disso, algumas das sequências 

do genoma dos mimivírus, denominadas de ORFans, também exibem pouca ou 

nenhuma homologia com quaisquer outras sequências nucleotídicas até então 

A B C 

D 
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conhecidas (ABRAHÃO et al., 2014; COLSON et al., 2017; LEGENDRE et al., 2010, 

2011; RAOULT et al., 2004).  

Os mimivírus também apresentam genes envolvidos na biossíntese de 

nucleotídeos (ribonucleotídeo redutases), na replicação e reparo de DNA (DNA 

polimerase da família B, chaperonas e topoisomerases do tipo I e II) e na transcrição 

(RNA polimerase DNA dependente). Além disso, também codificam fatores envolvidos 

na tradução, como tRNAs, aminoacil-tRNA sintetases, fatores de iniciação e elongação 

da tradução e fatores de liberação de peptídeos (COLSON et al., 2017; RAOULT et al., 

2004; SUHRE; AUDIC; CLAVERIE, 2005; SUZAN-MONTI; LA SCOLA; RAOULT, 

2006). Esse grande arsenal gênico pode ser importante por permitir que APMV utilize 

sua própria maquinaria em paralelo com os elementos análogos celulares para 

replicação de seu genoma e formação de progênie (COLSON et al., 2011; SUHRE; 

AUDIC; CLAVERIE, 2005). O estudo do repertório gênico dos mimivírus também 

evidenciou que o genoma desses vírus é uma quimera, sendo composto por ORFs que 

exibem sequências similares a homólogos encontrados nos três domínios da vida 

(Bacteria, Archea e Eukarya). Acredita-se que esses genes tenham sido adquiridos por 

transferência gênica horizontal (TGH) a partir dos seus hospedeiros, no caso as amebas, 

ou por transferência gênica lateral (TGL) a partir de outros micro-organismos que 

parasitam o mesmo hospedeiro de forma simpátrica. Além disso, a detecção de outros 

eventos de TGH envolvendo genes provenientes de diferentes eucariotos sugere que o 

espectro de hospedeiros de mimivírus pode ser bem maior do que o que se conhece 

atualmente. Logo, o processo de TGH e TGL parecem ser importantes no processo 

evolutivo do genoma dos mimivírus (CLAVERIE; ABERGEL, 2009; FILÉE; 

CHANDLER, 2010; MOREIRA; BROCHIER-ARMANET, 2008). 

 
 

1.3.3. Ciclo de multiplicação 

 
A multiplicação dos mimivírus ocorre no citoplasma das células hospedeiras, em 

zonas delimitadas denominadas de fábricas virais. Dessa maneira, até onde sabemos 

atualmente, o genoma de APMV não é direcionado até o núcleo da célula e não cruza a 

membrana nuclear. No entanto, esse processo não deve ser considerado um processo 

completamente independente do núcleo hospedeiro, uma vez que fatores nucleares 
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necessários à replicação podem participar do processo (ABRAHÃO et al., 2014; 

MUTSAFI et al., 2010; SUZAN-MONTI et al., 2007). 

O ciclo de multiplicação se inicia com a penetração do vírus nas células 

hospedeiras através da fagocitose das partículas virais por amebas do gênero 

Acanthamoeba (Figura 8) (ANDRADE et al., 2017). Em seguida, partículas virais 

podem ser observadas dentro de fagossomos. Logo após, ocorre a abertura do star-gate e 

a extrusão da membrana interna da partícula viral que se funde com a membrana do 

fagossomo. Essa fusão leva à formação de um canal que permite que o cerne do APMV 

seja liberado no citoplasma da ameba (Figura 9A) (ABRAHÃO et al., 2014; MUTSAFI 

et al., 2010; SUZAN-MONTI et al., 2007). 
 

  
Figura 8: Ciclo de multiplicação do APMV em ameba. (I) Fagocitose. (II) Penetração viral 
por fagossomo, seguida por abertura do star-gate. (III) Fusão da membrana viral. (IV) 
Liberação do cerne viral. (V) Início da formação das fábricas virais. (VI) Crescimento das 
fábricas virais, seguida da morfogênese viral e liberação das novas partículas virais por lise 
celular. Fonte: Modificado de ABRAHÃO et al., 2014. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9: Imagens de microscopias eletrônica de transmissão evidenciando fusão da 
membrana interna viral com a membrana do fagossomo e a semente viral. (A) Partículas de 
APMV com membranas já fusionadas. (B) Semente viral formado após a extrusão do cerne 
viral. Fonte: Modificado de ANDRADE et al., 2017. 
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Após a liberação do cerne, o genoma viral é estabilizado sob a forma de núcleos 

esféricos livres, as chamadas sementes virais, ao redor das quais são formadas as 

fábricas virais, nas quais ocorre uma massiva replicação do DNA (Figura 9B). A 

transcrição dos genes ocorre de uma forma temporal: transcrição de genes precoces, 

intermediários e tardios (ANDRADE et al., 2017; LEGENDRE et al., 2010; MUTSAFI 

et al., 2010; SUHRE; AUDIC; CLAVERIE, 2005). 

A fase tardia de multiplicação do APMV é caracterizada por um aumento da 

fábrica viral, devido à síntese de proteínas estruturais, e pelo início da morfogênese viral 

que se dá a partir de estruturas lamelares crescentes na periferia da fábrica viral (Figura 

10A). Essas estruturas aumentam de tamanho pela incorporação de proteínas e, em 

seguida, as fibrilas são adquiridas em regiões denominadas de zonas de aquisição de 

fibrilas, concomitantemente à aquisição do genoma (Figura 10B). Posteriormente o 

ciclo de multiplicação é finalizado com a liberação das novas partículas virais pela lise 

celular (ANDRADE et al., 2017; CLAVERIE et al., 2009; KUZNETSOV et al., 2013; 

MUTSAFI et al., 2010). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Imagens de microscopia eletrônica das fábricas virais dos mimivírus. (A) 
Estruturas lamelares crescentes na periferia da fábrica viral. (B) Zona de aquisição de fibrilas na 
periferia da fábrica viral. Fonte: Modificado de ANDRADE et al., 2017. 

 

1.4. Diversidade de outros vírus gigantes 

 
O isolamento dos mimivírus, além de ocasionar uma quebra de paradigmas na 

virologia, também levou ao crescimento do número de estudos de prospecção de vírus 

gigantes. Desde então, vários novos vírus, isolados a partir de amostras provenientes 

dos mais diferentes ambientes, têm sido descobertos e caracterizados (PAGNIER et al., 

2013). 



 32 

No ano de 2009, o mesmo grupo de pesquisadores franceses responsáveis pela 

descoberta do APMV, isolou um novo vírus gigante utilizando culturas de 

Acanthamoeba polyphaga. Denominado de Marseillevirus marseillevirus (MsV), esse 

novo micro-organismo, obtido a partir de amostras de água coletadas em uma torre de 

resfriamento de ar condicionado na cidade de Paris, apresenta partículas virais de 

simetria icosaédrica, com capsídeo de aproximadamente 250 nm circundado por curtas 

fibrilas de 12 nm, e genoma de aproximadamente 370 kb (Figura 11) (BOYER et al., 

2009). Após o isolamento do primeiro marseillevírus, outros foram descobertos e, 

atualmente, todos esses isolados pertecem à família Marseilleviridae, que foi criada em 

2013 pelo ICTV e representa a segunda maior família dentre os vírus gigantes de ameba 

(COLSON et al., 2013). 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 11: Imagens de microscopia eletrônica de partículas de Marseillevirus 
marseillevirus. (A-C) Grandes vesículas contendo várias partículas virais e apresentando uma 
ou duas membranas. Fonte: Modificado de ARANTES et al., 2016. 

 

Assim como Mimiviridae, a família Marseilleviridae também é dividida em 

linhagens de acordo com diferenças genéticas e filogenéticas (AHERFI et al., 2014; 

DORNAS et al., 2016). A linhagem A é composta pelo vírus protótipo, Marseillevirus 

marseillevirus, e pelo Cannes 8 virus, Fointaine Saint-Charles virus, Senegalvirus, giant 

blood marseillevirus e Melbournevirus (AHERFI et al., 2013; COLSON et al., 2013; 

DOUTRE et al., 2014). A linhagem B possui dois isolados, Lausannevirus e Port-Miou 

virus, e a linhagem C é representada pelo Tunisvirus e pelo insectomine virus (AHERFI 

et al., 2014; BOUGHALMI et al., 2013; DOUTRE et al., 2014; THOMAS et al., 2011). 

Já a linhagem D foi proposta após a descoberta e caracterização do primeiro 

marseillevírus isolado no Brasil, denominado Brazilian marseillevirus (DORNAS et al., 

2016).  
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que, ao contrário do 

observado para os outros vírus gigantes, a penetração das partículas isoladas dos 

marseillevírus não ocorre por fagocitose, mas sim por meio de endocitose mediada por 

receptor. Além disso, foi demonstrado que os marseillevírus podem formar grandes 

vesículas, que contêm de dezenas a milhares de partículas virais, e que essas vesículas 

por sua vez poderiam estimular a fagocitose devido ao seu tamanho (Figura 11A-C) 

(ARANTES et al., 2016). 

Em 2013, os primeiros pandoravírus, foram isolados por Philippe e 

colaboradores a partir de amostras de sedimentos marinhos no Chile (Pandoravirus 

salinus) (Figura 12A) e de lama de água doce em Melbourne (Pandoravirus dulcis). 

Esses vírus apresentam uma morfologia completamente diferente de qualquer outro 

vírus descrito, com uma partícula viral ovóide, em formato de ânfora e com um poro 

apical, de aproximadamente 1µm de comprimento e 0,5 µm de diâmetro. Além disso 

também apresentam genomas complexos e extensos, variando de 1,9 Mb, em 

Pandoravirus dulcis, a 2,5 Mb, em Pandoravirus salinus (PHILIPPE et al., 2013). Em 

2015, dois novos pandoravírus foram isolados, Pandoravirus inopinatum, isolado a 

partir de amostras de um paciente com ceratite, e o primeiro pandoravírus brasileiro, 

isolado a partir da lagoa da Pampulha em Belo Horizonte (ANTWERPEN et al., 2015; 

DORNAS et al., 2015). De maneira semelhante aos outros vírus gigantes, o 

pandoravírus se multiplica no citoplasma das amebas, entretanto, durante esta fase 

ocorre uma desorganização nuclear, sugerindo que a multiplicação também possa 

envolver o núcleo das amebas, o que antes não havia sido observada para os demais 

gigantes. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12: Partículas virais de pandoravírus, pithovírus e mollivírus. (A) Imagem de 
microscopia eletrônica de transmissão de Pandoravirus salinus e (B) pithovirus sibericum: 
evidenciando a estrututura do cork (detalhe). (C) Imagem de microscopia eletrônica de 
varredura de mollivirus sibericum. Fonte: Modificado de LEGENDRE et al., 2014, 2015; 
PHILIPPE et al., 2013. 
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Também no ano de 2013, os extended mimivírus, assim denominados por Yutin 

e colaboradores, foram inicialmente classificados como membros da família 

Phycodnaviridae. Entretanto, análises genômicas, particularmente do Organic Lake 

phycodnavirus e do Phaeocystis globosa virus, revelaram a presença de um grande 

número de genes homólogos em membros da família Mimiviridae. Estes resultados 

filogenéticos, levaram à proposição de um novo grupo de vírus, representando uma 

substancial expansão da família Mimiviridae e englobando vírus com genomas muito 

menores do que os dos membros originais dos mimivírus (YUTIN et al., 2013).  

No ano de 2014, um vírus ainda maior do que os pandoravírus, foi descrito por 

Legendre e colaboradores. O pithovirus sibericum foi isolado a partir de amostras de 

permafrost siberiano datados de 30.000 anos, apresentando cerca de 1,5 µm de 

comprimento e um genoma surpreendentemente pequeno de aproximadamente 610 Kb 

(Figura 12B) (LEGENDRE et al., 2014). Pithovirus sibericum apresenta uma 

morfologia semelhante aos pandoravírus, no entanto o poro apical dos pithovírus é 

composto por uma estrutura denominada “cork” que é constituída por estrias verticais 

paralelas de 15 nm, semelhantes a favos de mel (LEGENDRE et al., 2014; OKAMOTO 

et al., 2017). Recentemente, Levasseur e colaboradores isolaram o segundo pithovírus 

denominado pithovirus massiliensis, isolado a partir de amostras coletadas em esgotos 

da cidade de La Ciotat, na França (LEVASSEUR et al., 2016). 

A partir da mesma amostra de permafrost siberiano de 30.000 anos, outro vírus 

com morfologia bastante diferente à de pithovirus sibericum também foi isolado 

(LEGENDRE et al., 2015). Mollivirus sibericum apresenta uma partícula viral esférica 

não icosaédrica com diâmetro de 500-600 nm e um genoma de aproximadamente 652 

Kb (Figura 12C). A análise dos genes de mollivirus demonstrou que cerca de 20% 

desses são homólogos aos genes de pandoravírus, sugerindo que esses vírus possam ser 

parentes distantes. Com relação ao ciclo de multiplicação, acredita-se que a replicação 

do DNA viral ocorra no núcleo das amebas, que apresenta deformação durante a 

infecção, e que a liberação da progênie ocorra por exocitose, uma vez que a lise viral 

não é observada (LEGENDRE et al., 2015).  

Até 2015 o único protista utilizado no isolamento de vírus gigantes pertencia ao 

gênero Acanthamoeba, no entanto, Reteno e colaboradores descreveram o isolamento de 

oito novos vírus gigantes, denominados de faustovírus, utilizando amebas da espécie 

Vermamoeba vermiformis (RETENO et al., 2015). O protótipo, faustovirus E12, 

apresenta um capsídeo de simetria icosaédrica de aproximadamente 200 nm de 
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diâmetro, desprovido de fibrilas, que encapsida um genoma circular de cerca de 466 Kb. 

Além disso, análises filogenéticas demonstraram que esses vírus são relacionados ao 

African swine fever virus (ASFV), pertencente à família Asfarviridae. 

 Outros dois vírus posteriormente isolados, kaumoebavirus e pacmanvirus, 

também se mostraram filogeneticamente relacionados aos asfarvírus (ANDREANI et 

al., 2017; BAJRAI et al., 2016). O kaumoebavirus, também isolado em V. vermiformis, 

foi descoberto a partir de amostras de esgoto da cidade de Jeddah, Arábia Saudita, e 

apresenta um capsídeo de simetria icosaédrica de aproximadamente 250 nm e um 

genoma circular de DNA com 350 Kb (Figura 13A) (BAJRAI et al., 2016). O 

pacmanvirus, por sua vez, foi isolado em A. castellanii a partir de uma amostra 

ambiental coletada na Argélia apresentando uma partícula viral de 200 nm e um genoma 

linear de 395 Kb (Figura 13B) (ANDREANI et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 13: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão de kaumoebavírus e 
pacmanvírus. (A) Diversas partículas de kaumoebavirus no interior de V. vermiformis. (B) 
Partículas de pacmanvirus no citoplasma de A. castellanii. Fonte: Modificado de ANDREANI 
et al., 2017; BAJRAI et al., 2016; RETENO et al., 2015.  

 

Utilizando amostras também provenientes da Argélia, Andreani e colaboradores 

isolaram em A. castellanii outro gigante de morfologia similar aos phitovírus, porém 

com o diferencial de apresentar dois corks nos poros apicais da partícula, ao invés de 

somente um (ANDREANI et al., 2016). Denominado de cedratvirus A11, esse vírus 

apresenta vírions de aproximadamente 1 – 1,2 µm de comprimento e 0,5 µm de largura, 

contendo um genoma circular de DNA dupla fita de aproximadamente 589 Kb (Figura 

14A). Análises gênicas não identificaram a presença de nenhum tRNA, mas levaram à 

predição de 574 genes, sendo 177 (30,8 %) desses considerados ORFans (ANDREANI 

et al., 2016). 
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Figura 14: Partículas de cedratvírus. (A) Imagem de microscopia eletrônica de transmissão 
de cedratvirus A11 evidenciando os dois corks encontrados nos poros apicais da partícula. (B) 
Imagem de microscopia eletrônica de varredura (esquerda) e transmissão (direita) de cedratvirus 
laussanensis. Os corks podem ser observados em ambas as imagens. Fonte: Modificado de 
ANDREANI et al., 2016; BERTELLI et al., 2017. 

 
Em 2017, um segundo cedratvírus, cedratvirus laussanensis, foi isolado a partir 

de amostras de água da comuna francesa de Morsang-sur-Seine. Com dimensões de 

0,75 – 1 µm de comprimento e 0,4 – 0,6 de largura, cedratvirus laussanensis apresenta 

um genoma de 575 Kb, que apesar de menor do que o genoma de cedratvirus A11, é 

capaz de codificar 643 proteínas preditas (Figura 14B) (BERTELLI et al., 2017). 

Reconstruções filogenéticas utilizando grupos de proteínas ortólogas revelaram uma alta 

proximidade entre cedratvirus A11, cedratvirus laussanensis e os pithovírus, levantando 

a hipótese dos cedratvírus serem considerados novos membros da proposta família 

Pithoviridae (ANDREANI et al., 2016; BERTELLI et al., 2017). 

Além dos dois peculiares corks, a partícula viral dos cedratvírus apresenta outras 

características marcantes, como a presença de um capsídeo estriado e de uma membrana 

interna que delimita um compartimento, aparentemente sem subestruturas, aonde se 

encontra o material genético viral (ANDREANI et al., 2016; BERTELLI et al., 2017). 

Apesar dessas diferenças, os cedratvírus apresentam similaridades com os demais 

gigantes, como um espectro de hospedeiros restrito, sendo capazes de estabelecer um 

ciclo viral produtivo somente em A. castellanii, e a capacidade de se multiplicarem em 

fabricas virais localizadas no citoplasma (Figura 15) (ANDREANI et al., 2016; 

BERTELLI et al., 2017). 
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Figura 15: Imagens de microscopia confocal de A. castellanii infectadas com cedratvirus 
laussanensis evidenciando a presença da fábrica viral. Com o avançar da infecção, a fábrica 
viral aumenta de tamanho (DAPI – azul) e pode ser visualizada na região perinuclear. Vírus 
foram marcados com anticorpo anti-cedratvirus laussanensis (verde) e A. castellanii com 
concanavalina A (vermelho). Fonte: Modificado de BERTELLI et al., 2017. 

 

Recentemente, estudos envolvendo análises de dados metagenômicos de 

amostras obtidas a partir de uma usina de tratamento de esgoto, localizada em 

Klosterneuburg, no leste da Áustria, levaram à identificação de novos micro-

organismos. Denominados de klosneuvírus, esse grupo é composto por quatro vírus: o 

indivirus com genoma de 0,86 Mb; o hokovirus, com genoma de 1,33 Mb; o catovirus, 

com genoma de 1,53 Mb e o klosneuvirus, com genoma de 1,57 Mb. Embora não 

isolados, os novos vírus em questão chamaram a atenção devido ao seu conteúdo 

genético, que revelou a presença de um sistema de tradução complexo para um vírus, 

com a presença de 25 tRNAs, mais de 40 fatores de tradução e 19 aminoacil tRNA 

sintetases, dentre outros (SCHULZ et al., 2017). 

Finalmente, no início desse ano, o mais novo vírus gigante foi publicado e 

isolado também por Andreani e colaboradores (ANDREANI et al., 2018). Denominado 

Orpheovirus IHUMI-LCC2, esse vírus foi descoberto a partir das fezes de um rato 

utilizando amebas V. vermiformes como plataforma de isolamento. Com relação à 

morfologia, a partícula viral apresenta um formato ovóide de 900-1300 nm com um 

poro apical semelhante ao apresentado pelos pandoravírus (Figura 16). Entretanto, 

apesar de se aparentar morfologicamente aos pandoravírus, análises filogenéticas 

indicam uma maior proximidade desses vírus com os pithovírus e os cedratvírus 

(ANDREANI et al., 2018).  
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Figura 16: Imagens de microscopia eletrônica de transmissão do Orpheovirus IHUMI-
LCC2. (A) Várias partículas no citoplasma da célula hospedeira. (B) Particula viral em maior 
aumento evidenciando o poro apical semelhante aos dos pandoravírus. Fonte: Modificado de 
ANDREANI et al., 2018. 

 

Em conjunto, todos esses dados demonstram que vários estudos de prospecção já 

foram concluídos, e muitos outros ainda estão em andamento. Além disso, com o 

advento de projetos de metagenômica ambiental acredita-se que o número de novos 

vírus gigantes tenda a crescer ainda mais nos próximos anos.  

 

1.5. Isolamento de vírus gigantes no Brasil 

 

As pesquisas de vírus gigantes no Brasil tiveram início no ano de 2011 com a 

criação do Grupo de Estudo e Prospecção de Vírus Gigantes (GEPVIG), conduzido no 

Laboratório de Vírus da UFMG. Após sete anos de pesquisa, 39 artigos já foram 

publicados abordando vários aspectos relacionados ao estudo dos vírus gigantes, como 

prospecção, caracterização viral, interação vírus-hospedeiro, análises genômicas, dentre 

outros.     

Os estudos de prospecção tiveram início após uma expedição à Amazônia, aonde 

foram coletadas amostras das águas do Rio Negro. A partir destas amostras o primeiro 

mimivírus brasileiro, nomeado de samba vírus (SMBV), foi isolado (Figura 17). Com 

uma partícula de aproximadamente 574 nm e um genoma de 1,2 kb, codificando 938 

ORFs, o SMBV foi caracterizado como um novo vírus pertencente à linhagem A da 

família Mimiviridae (CAMPOS et al., 2014).   
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 Além do SMBV, outros mimivírus foram descritos pelo GEPVIG, entre eles o 

Niemeyer vírus (NYMV) (Figura 17B), isolado de amostras de água coletadas na lagoa 

da Pampulha, Belo Horizonte, Minas Gerais (Figura 17B) (BORATTO et al., 2015), o 

Kroon vírus (KROV) (Figura 17C), isolado em 2012 de amostras de água de uma lagoa 

urbana na cidade de Lagoa Santa, Minas Gerais (BORATTO et al., 2017), Amazônia 

vírus (AMAV), isolado em 2011 de amostras de água do Rio Negro, (ASSIS et al., 

2015),  e oyster vírus (Figura 17D), isolado a partir de amostras de ostras de uma 

fazenda situada na costa sul de Florianópolis, Santa Catarina (ANDRADE et al., 2014). 

O isolamento de outros mimivírus também foi realizado a partir de amostras coletadas 

em diferentes ambientes do Hospital das Clínicas, em Belo Horizonte, Minas Gerais 

(DOS SANTOS SILVA et al., 2015). Todos os isolados acima citados foram 

caracterizados biologicamente e identificados filogeneticamente como mimivírus do 

grupo A, assim como o SMBV.  

 Entre outros vírus gigantes descobertos pelo grupo está o Brazilian 

marseillevírus (BrMsV) (Figura 17E), o primeiro marseillevírus brasileiro, isolado a 

partir de amostra de água coletada na lagoa da Pampulha, Belo Horizonte. O BrMsV é 

morfologicamente semelhante do MsV, medindo cerca de 250 nm de diâmetro. No 

entanto, este vírus é filogeneticamente distinto dos demais marseillevírus, o que levou à 

proposição da linhagem D para abrigar este novo isolado (DORNAS et al., 2016).  

 Em 2016, Andrade e colaboradores realizaram outro grande estudo de 

prospecção no qual foram avaliadas 976 amostras de solo, água doce, esgoto, água do 

mar, fezes de capivara, solo de lagoas salinas, aspirado de nasofaringe, água de 

bromélia e água de mangue. A partir deste estudo foram isolados 68 vírus gigantes, 

entre eles 26 mimivírus pertencentes à linhagem A, 13 da linhagem B, 2 da linhagem C 

e 23 sem classificação definida. Através deste estudo, também foi possível o isolamento 

de outros vírus gigantes, como 2 pandoravírus (Figura 17F), 1 marseillevírus e 1 

cedratvírus, denominado cedratvirus getuliensis, que foi o primeiro isolado no Brasil 

(ANDRADE et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 



 40 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 17: Vírus isolados pelo Grupo de Estudo e Prospecção de Vírus Gigantes. (A) 
Samba vírus, isolado a partir de amostra de água coletadas no Rio Negro, Amazônia. (B) 
Niemeyer vírus, isolado de água coletada na lagoa da Pampulha, Belo Horizonte. (C) Kroon 
vírus, isolado a partir de amostra de água da lagoa central, Lagoa Santa. (D) Oyster vírus, 
isolado a partir de água coletados de ostras, Santa Catarina. (E) Brazilian marseillevírus, isolado 
a partir de água coletada na lagoa da Pampulha, Belo Horizonte. (F) Pandoravirus isolado a 
partir de água coletada na lagoa da Pampulha, Belo Horizonte. Fonte: Modificado de 
ANDRADE et al., 2018, 2014, BORATTO et al., 2015, 2017; CAMPOS et al., 2014; DORNAS 
et al., 2016. 

 
 Recentemente, dois novos vírus gigantes, o tupanvirus soda lake e o tupanvirus 

deep ocean, foram isolados pelo nosso grupo de pesquisa e, diferentemente dos demais 

gigantes isolados até então, apresentam uma morfologia e um conteúdo gênico nunca 

antes observado em toda a virosfera.  

 

1.6. Cedratvirus getuliensis 

 

Como mencionado anteriormente, estudos de prospecção do GEPVIG levaram à 

descoberta do primeiro cedratvírus brasileiro. Cedratvirus getulienses foi isolado a partir 

de amostras de esgoto doméstico coletadas na cidade de Itaúna, Minas Gerais, em 

novembro de 2016. Em 2017, essas amostras foram submetidas ao protocolo de 

prospecção e isolamento viral sendo inoculadas em cultivos de amebas da espécie A. 

castellanii (ANDRADE et al., 2018). Após o isolamento, amostras de células infectadas 

A B C 

E D F 



 41 

com o novo vírus foram enviadas para análise por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET). A visualização por MET evidenciou a presença de um vírus com morfologia 

típica de outros cedratvírus, apresentando uma partícula ovóide, com dois corks 

localizados nos poros apicais e um capsídeo estriado (Figura 18). Além disso, o 

sequenciamento do genoma de cedratvirus getuliensis seguido da análise de sintenia 

revelou uma alta semelhança desse vírus com cedratvirus A11 e cedratvirus 

laussanensis, confirmando que o isolado em estudo realmente se tratava de um 

cedratvírus (estudo em andamento – dados não publicados).  
 

 
Figura 18: Imagem de microscopia eletrônica de transmissão de cedratvirus getuliensis. 
Partículas virais de cedratvirus getuliensis apresentam morfologia ovóide, corks nas regiões 
apicais e capsídeo estriado. Fonte: Banco de imagens do GEPVIG. 

 

O isolamento de cedratvirus getuliensis representou a descoberta do terceiro 

cedratvírus no mundo. Entretanto, apesar de dois trabalhos terem sido anteriormente 

publicados, pouco ainda se sabe sobre as diferentes etapas que compõem o ciclo de 

multiplicação desses vírus, como penetração, morfogênese e liberação, sendo esse um 

campo aberto para novos estudos (ANDREANI et al., 2016; BERTELLI et al., 2017). 

   

1.7. Tupanvírus 

 

1.7.1. Descoberta  

 

Desde o início dos estudos de prospecção, nosso grupo de pesquisa tenta buscar 

diferentes vírus gigantes a partir de coleções contendo amostras dos mais variados e 

extremos ambientes brasileiros. A história da descoberta do primeiro tupanvírus se 

iniciou justamente com o estudo de amostras provenientes de lagoas da região do 
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Pantanal – Mato Grosso do Sul (soda lakes), Nhecolândia, que representam um dos 

ambientes aquáticos mais extremos do planeta, com alta salinidade e pH. A partir da 

inoculação de algumas dessas amostras em cultivos de A. castellanii, um efeito 

citopático caracterizado por arredondamento e aglomeração amebiana, não antes visto 

para outros vírus gigantes, foi observado. A formação desses aglomerados, ou “cachos”, 

levantou suspeitas sobre a possibilidade de um novo isolado viral e afim de confirmar 

esse resultado, amebas infectadas foram encaminhadas para microscopia eletrônica de 

varredura. A observação da amostra revelou a presença de um vírus com uma 

morfologia extremamente distinta, apresentando uma longa cauda, e em tributo às tribos 

indígenas Guarani, que tem como principal figura mitológica o Deus do trovão Tupã, 

esse novo micro-organismo foi denominado tupanvirus soda lake (Figura 19) 

(ABRAHÃO et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 19: Partículas virais do tupanvírus observadas por microscopia eletrônica de 
varredura. Partículas virais de tupanvírus apresentam uma longa cauda. Barra de escala: 1 µm 
Fonte: Modificado de ABRAHÃO et al., 2018. 

 
Posteriormente um segundo tupanvírus, denominado tupanvírus deep ocean, foi 

isolado de amostras de sedimentos oceânicos coletados a 3.000 metros de profundidade 

na bacia de Campos dos Goytacases, Rio de Janeiro. Análises do genoma foram então 

conduzidas e evidenciaram a presença de diferenças consideráveis entre os dois isolados 

virais (ABRAHÃO et al., 2018). 
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1.7.2. Estrutura 

 

Após a descoberta do tupanvírus, novas análises por microscopia eletrônica de 

transmissão e varredura foram feitas para melhor entender a morfologia desses vírus. 

Essas análises revelaram que a partícula viral é composta por um capsídeo de estrutura 

bastante similar ao dos mimivírus, com um tamanho aproximado de 450 nm, um vértice 

modificado em star-gate e fibrilas recobrindo a parte externa (Figura 20). Além disso, 

uma membrana lipídica foi observada na parte interna do capsídeo e, assim como em 

outros vírus gigantes, está associada ao início do ciclo de multiplicação dos tupanvírus 

(ABRAHÃO et al., 2018). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20: Estrutura da partícula viral do tupanvírus. (A) Imagem de microscopia 
eletrônica de transmissão evidenciando a estrutura de toda partícula viral. Barra de escala: 200 
nm. (B) Star-gate em corte transversal. Barra de escala: 100 nm. (C) Capsídeo cortado 
transversalmente. Barra de escala: 200 nm. Fonte: Modificado de ABRAHÃO et al., 2018. 

 
A despeito dessas similaridades, tupanvírus apresenta uma longa cauda 

cilíndrica ligada ao capsídeo, que nunca tinha sido observada em outros vírus (Figura 

20A). Essa estrutura apresenta aproximadamente 550 nm de extensão e 450 nm de 

diâmetro, incluindo as fibrilas, e se encontra acoplada à base do capsídeo, na região 

oposta ao star-gate (Figura 21). Além disso, um conteúdo de natureza ainda não 

identificada pode ser observado no interior da cauda. Apesar de não aparentarem ser 

fortemente ligados, tentativas de separação por tratamentos mecânico e enzimáticos não 

foram capazes de separar a cauda e o capsídeo do tupanvírus (ABRAHÃO et al., 2018). 
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C 



 44 

 

 

 

 

 
Figura 21: Estrutura da cauda do tupanvírus. (A) Imagem de microscopia eletrônica de 
varredura evidenciando base da cauda. Barra de escala: 250 nm. (B) Imagem de microscopia 
eletrônica de transmissão de corte transversal da cauda. Barra de escala: 200 nm. Fonte: 
Modificado de ABRAHÃO et al., 2018. 

 
Juntamente, cauda e capsídeo fazem com que o tamanho total da partícula dos 

tupanvírus seja de ~1,2 µm de comprimento. Entretanto, devido a uma plasticidade no 

tamanho da cauda, partículas de até 2,3 µm podem ser observadas. A presença dessas 

partículas, denominadas de super-tupans, fazem dos tupanvírus os maiores vírus já 

descritos em toda a virosfera (ABRAHÃO et al., 2018). 

 

1.7.3. Espectro de hospedeiros e ciclo de multiplicação  

 

Em contraste aos demais vírus gigantes, os tupanvírus apresentam um amplo 

espectro de hospedeiros. Testes de permissividade foram conduzidos em um largo 

painel de protozoários e foi observado que tupanvírus é capaz de infectar e se 

multiplicar em diferentes espécies do gênero Acanthamoeba (A. castellanii, A. sp E4, A. 

polyphaga e A. griffini), em Vermamoeba vermiformis, Dyctiostelium discoideum e 

também em Willaertia magna. Além de ocasionar uma infecção produtiva, com 

aumento do título viral nessas amebas, esse vírus também e capaz de causar outros três 

diferentes tipos de interação com outros protozoários: (I) um ciclo abortivo em A. 

michelline e A. royreba, (II) uma interação refratária em Trichomonas tenax e (III) uma 

interação citotóxica singular, sem multiplicação viral, em Tetrahymena hyperangularis 

(ABRAHÃO et al., 2018). 

O ciclo de multiplicação do tupanvírus foi estudado por microscopia eletrônica 

de transmissão em A. castellanii e V. vermiformis e ocorre de maneira similar em ambas 

as células. Inicialmente as partículas virais se aderem à superfície celular e são 

internalizadas por fagocitose, sendo posteriormente observadas dentro de fagossomos 

no citoplasma (1-2 h.p.i) (Figura 22A e B). Em seguida, o genoma é liberado através da 

abertura do star-gate pela fusão da membrana interna do capsídeo com a membrana do 

A B 
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fagossomo. Curiosamente, a abertura do star-gate pode ser precedida, ou seguida, da 

invaginação da membrana do fagossomo para o interior da cauda, causando a liberação 

do conteúdo desta no citoplasma das amebas (Figura 22C e D). Após a fase típica de 

eclipse, fábricas virais são formadas no citoplasma e a morfogênese começa a ser 

observada (7-12 h.p.i) (Figura 22E). A análise da morfogênese viral revelou que a cauda 

é ligada ao capsídeo somente após a formação e fechamento do mesmo, sendo o 

processo associado à fábrica viral (Figura 22F). Em tempos tardios, (16-24 h.p.i), o 

citoplasma da ameba é preenchido com partículas virais maduras, seguido da lise celular 

e liberação dos vírus (ABRAHÃO et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22: Ciclo de multiplicação de tupanvírus soda lake em A. castellanii. (A) As 
partículas são internalizadas através de fagocitose. (B) As partículas são observadas no interior 
de fagossomos. (C) Pode ocorrer fusão de membrana da cauda com o fagossomo (seta 
vermelha), causando a liberação do conteúdo da cauda no citoplasma. (D) O genoma é liberado 
através da abertura do star-gate e pela fusão da membrana interna do capsídeo com o fagossomo 
(seta vermelha). (E) Fábrica virail e morfogênese, evidenciando a presença de uma partícula 
viral completa (seta branca). (F) A cauda é ligada ao capsídeo (seta vermelha) após a formação 
e fechamento do mesmo, sendo o processo associado a fábrica viral. Fonte: Modificado de 
ABRAHÃO et al., 2018. 

 
1.7.4. Genoma e aparato traducional 

 

Tupanvirus soda lake e tupanvirus deep ocean apresentam um genoma composto 

por uma dupla fita de DNA linear, rico em conteúdo AT (28% GC), com 

aproximadamente 1,4 e 1,5 Mb, respectivamente. Além disso, 1276 e 1425 ORFs foram 

preditas, sendo 375 e 378 correspondentes a ORFans, respectivamente (ABRAHÃO et 

al., 2018). 
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A análise das ORFs dos dois tupanvírus revelou como principais best hits 

sequências das linhagens A, B e C de mimivírus e também dos klosneuvírus. Os demais 

best hits foram relacionados a Eukaria e Bacteria. A análise filogenética com base no 

gene da DNA polimerase B, comumente utilizado na filogenia de vírus gigantes, 

evidenciou o agrupamento dos tupanvírus com outros mimivírus, sugerindo que aqueles 

são parentes destes e possivelmente representam um novo gênero dentro de Mimiviridae 

(Figura 23) (ABRAHÃO et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 23: Árvore filogenética baseada no gene da DNA polimerase B. A análise 
filogenética demonstra que os tupanvírus se agrupam juntamente aos membros da família 
Mimiviridae, formando um novo gênero. Fonte: Modificado de ABRAHÃO et al., 2018. 

 

Além de apresentarem o quarto maior genoma viral descrito até então, 

tupanvírus soda lake e tupanvírus deep ocean também apresentam o maior aparato 

traducional da virosfera, com 20 ORFs codificadoras de aminoacil-tRNA-sintetases 

(aaRS) e 67 e 70 tRNAs, associados a 46 e 47 códons, respectivamente. Tupanvírus 

deep ocean ainda apresenta um tRNA ambíguo relacionado ao raro aminoácido 
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pirrolisina. Dessa maneira, dentre os 22 aminoácidos existentes, tupanvírus deep ocean 

contém genes relacionados a 21 aminoácidos, com exceção somente para selenocisteína. 

A partir dessas informações, análises filogenéticas também foram desenvolvidas com o 

objetivo de investigar a possível origem dos genes de aaRS, no entanto não foi possível 

afirmar que a origem da maioria desses genes seja celular (ABRAHÃO et al., 2018). 

Outros fatores envolvidos no processo de tradução foram identificados nos 

tupanvírus. Dentre eles, oito fatores de iniciação (F2 alfa, IF2 beta, IF2 gama, IF4e - 

duas cópias em tupanvirus soda lake, IF5a - 2 cópias em tupanvirus deep ocean, SUI1, 

IF4a), um fator de elongação/iniciação (GTP-binding elongation/initiation), um fator de 

elongação (Ef-aef-2) e um fator de terminação (ERF1). Além desses, outros fatores 

relacionados à maturação e estabilização de tRNAs, maturação de RNAm, splicing e 

modificação de proteínas ribossomais também foram relatados (ABRAHÃO et al., 

2018). 

Sendo assim, a caracterização genômica dos tupanvírus evidenciou um genoma 

complexo, com diversos fatores relacionados à síntese protéica sugerindo que esses 

vírus apresentam uma considerável independência da maquinaria celular do hospedeiro 

e levantando questionamentos sobre a presença de outras possíveis sequências, de 

natureza ribossomal, por exemplo, que pudessem complementar esse aparato de 

tradução. 

 
1.8. Amebas de vida livre e outros protozoários 

 
As amebas de vida livre (AVLs) são protozoários unicelulares ubíquos, sendo 

encontrados no solo, esgoto, poeira, ambientes aquáticos e ar atmosférico. Além disso, 

podem ser encontradas colonizando uma grande variedade de organismos, incluindo 

peixes, pássaros, mamíferos e seres humanos (KHAN et al., 2007; LIU et al., 2006). As 

AVLs têm sido amplamente utilizadas como plataforma de isolamento de vírus 

gigantes, principalmente amebas pertencentes ao gênero Acanthamoeba (LA SCOLA et 

al., 2003). 

Apesar de Acanthamoeba ser composto por amebas consideradas de vida livre, 

algumas espécies desse gênero, principalmente Acanthamoeba polyphaga e A. 

castellanii, podem ser consideradas como patógenos oportunistas e causar doenças em 

humanos, como lesões cutâneas, ceratite e encefalite. Além das próprias amebas serem 

agentes causadores de doenças, elas também servem como plataformas de replicação 
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para outros micro-organismos patogênicos, incluindo bactérias causadoras de infecções 

respiratórias, como Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa e Coxiella 

burnetii, e leveduras, como Cryptococcus neoformans (CASTRILLÓN; OROZCO, 

2013; SIDDIQUI; KHAN, 2012). Além disso, espécies de Acanthamoeba são 

hospedeiros de diversos vírus gigantes, como os mimivírus, marseillevírus, 

pandoravírus, cedratvírus, tupanvírus, entre outros. Desta forma estes protozoários são 

importantes reservatórios de diversos micro-organismos, sendo chamados de “cavalos 

de Tróia” do mundo microbiano (GREUB; RAOULT, 2004; PAGNIER et al., 2015; 

RAOULT; BOYER, 2010). 

O ciclo de vida dessas amebas envolve dois estágios: uma forma vegetativa 

conhecida como trofozoíto (Figura 24A) e uma forma de resistência conhecida como 

cisto (Figura 24B). As amebas em estágio de trofozoíto se alimentam de bactérias, 

leveduras e algas por fagocitose, ou podem captar nutrientes dispersos no ambiente por 

pinocitose. Sob condições ótimas de crescimento, os trofozoítos se dividem por mitose. 

No entanto, sob condições adversas, como dessecação, privação de nutrientes, 

hiperosmolaridade e temperaturas extremas, eles sofrem diferenciação celular e dão 

origem aos cistos que desempenham um papel crucial na sobrevivência e propagação 

desses protozoários. Esse processo de diferenciação de trofozoíto para cisto é 

denominado encistamento e envolve um massivo turnover de componentes, assim como 

mudanças estruturais e funcionais em toda a célula (CASTRILLÓN; OROZCO, 2013; 

FOUQUE et al., 2012; MOON et al., 2008; SIDDIQUI; KHAN, 2012).   

 
 

 
Figura 24: Estágios do ciclo de vida de amebas do gênero Acanthamoeba. (A) Estágio de 
trofozoíto. (B) Estágio de cisto. Fonte: Modificado de SIDDIQUI; KHAN, 2012.  
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Além das amebas, outro protista de vida livre, Tetrahymena hiperangularis, 

também foi recentemente associado ao estudo dos vírus gigantes (ABRAHÃO et al., 

2018). Tetrahymena é um gênero constituído por protozoários ciliados, de formato 

ovóide/piriforme, que apresentam a superfície celular recoberta por fileiras de cílios 

uniformemente espaçadas (Figura 25). Assim como outros ciliados, esses protozoários 

apresentam uma “boca ciliar” (citóstomo) capaz de criar correntes de alimentação que 

direcionam os alimentos, na maioria das vezes bactérias, para a sua direção, sendo a 

partir daí ingeridos por fagocitose (GRONLIEN; BERG; LOVLIE, 2002; LYNN et al., 

2000; WONG, 2017). 
 

 
 
Figura 25: Imagem de microscopia óptica de Tetrahymena sp. É possível observar a 
presença do citóstomo (seta) e dos cílios distribuídos em fileiras espaçadas. Barra de escala: 
10µm. Disponível em: <http://enfo.agt.bme.hu/drupal/node/12845>. Acesso em: 25 abr. 2018.  

 
O processo de fagocitose em protozoários é amplamente utilizado para 

alimentação e é desencadeado pelo reconhecimento e adesão, seguido de internalização 

e degradação de partículas (ROWBOTHAM, 1980). Korn e Weisman demonstraram, 

através de experimentos utilizando esferas de látex de diferentes tamanhos, que a 

fagocitose em Acanthamoeba, por exemplo, é estimulada na presença de partículas 

acima de 500 nm (KORN; WEISMAN, 1967). O desencadeamento do processo de 

fagocitose é uma condição sine qua non para a maioria dos vírus gigantes iniciarem seu 

ciclo de multiplicação e formar sua progênie. A maioria desses vírus, a exemplo dos 

mimivírus, pandoravírus, pithovírus, cedratvírus e tupanvírus, cumprem o requisito 

primário para o estímulo da fagocitose, uma vez que apresentam partículas virais 

maiores que 500 nm (LEGENDRE et al., 2014, 2015; PHILIPPE et al., 2013; RETENO 

et al., 2015). 



 50 

1.9. Interações entre vírus gigantes e protozoários  

 

Os vírus apresentam uma especificidade notável quanto aos tipos de células que 

são capazes de infectar e multiplicar. Entender essa relação pode revelar uma gama de 

componentes do hospedeiro que são necessários para o estabelecimento da 

multiplicação viral e também os fatores de restrição impostos por esses organismos para 

limitar ou impedir o avanço de uma infecção viral. Por esse motivo, estudos envolvendo 

interações entre vírus-hospedeiros são indispensáveis no avanço da virologia.   

Um interessante exemplo de interação vírus gigante-ameba foi recentemente 

observado pelo nosso grupo de pesquisa. Boratto e colaboradores descreveram que o 

APMV não é capaz de infectar cistos de A. castellanii, demonstrando que o 

encistamento pode prevenir a infecção por esses vírus. Por outro lado, quando 

trofozoítos são previamente infectados, o encistamento não é desencadeado, 

evidenciando que esses vírus são capazes de prevenir o processo de formação dos cistos 

(BORATTO et al., 2015).  

Anteriormente, no ano de 2008, Frada e colaboradores descreveram um tipo de 

relação ecológica e evolutiva denominada de teoria do Gato Risonho. Essa teoria 

abrange uma interação previamente desconhecida entre um phycodnavírus, o Emiliania 

huxleyi virus (EhVs), também classificado como um NCLDV, e um eucarioto unicelular 

fotossintético, o cocolitoforídeo Emiliania huxleyi. Essa alga, apresenta dois estágios de 

vida: uma fase haplóide, não calcificada, e um fase diplóide, calcificada. Os autores 

observaram que o vírus é capaz de infectar e lisar somente as células em estágio 

diplóide, enquanto a fase haplóide é resistente à infecção pelo EhVs. Também foi 

demonstrado que a exposição das células diplóides ao vírus induz a transição das outras 

células vizinhas para o estágio haplóide resistente por meio de moléculas quorum 

sensing sinalizadoras (FRADA et al., 2008).  

Com base nessas observações, nosso grupo propôs a expansão da Teoria do Gato 

Risonho para o mundo dos vírus gigantes e Acanthamoeba, uma vez que assim como E. 

huxleyi, essas amebas são capazes de evadir a infecção por mimivírus, e também 

marseillevírus, quando estão em um estágio de vida específico: o cisto (Figura 26). 

Embora não haja relatos de fatores quorum sensing envolvidos na comunicação 

amebiana e no desencadeamento do encistamento, análises experimentais demonstraram 

que durante uma infecção por APMV uma pequena porcentagem (1–4%) de amebas são 

capazes de encistar. Essa diferença de susceptibilidade viral entre os estágios de vida do 
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hospedeiro caracteriza um mecanismo de escape que garante a sobrevivência de 

Acanthamoeba e pode representar uma das razões do sucesso ecológico e evolutivo 

desse gênero (SILVA et al., 2016). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 26: Teoria do Gato Risonho expandida para o universo dos vírus gigantes e 
amebas. (a) Emiliania huxleyi virus (EhV) infecta e causa a lise apenas de células na fase 
diploide do hospedeiro, enquanto a fase haplóide é resistente à infecção viral. (b) Moléculas 
quorum sensing secretadas por células diplóides infectadas com EhVs induzem a transição de 
células vizinhas para a fase haplóide, resistente à infecção. (c) Assim como EhVs, vírus gigantes 
infectam e causam a lise apenas de trofozoítos, enquanto os cistos são resistentes à infecção por 
APMV e marseillevírus. (d) Prováveis moléculas quorum sensing secretadas por trofozoítos 
infectados com vírus gigantes induzem a transição das células vizinhas para a fase de cisto. 
Fonte: Modificado de SILVA et al., 2016. 

 
Além disso, a teoria do Gato Risonho pode ser considerada como uma relação 

complementar à teoria da Rainha Vermelha (VAN VALEN, 1973). Por um lado, a 

dinâmica da teoria do Gato Risonho demonstra a supressão da pressão viral por um 

curto prazo, permitindo que as amebas evoluam mecanismos de resistência a outros 

fatores de estresse. Contudo, pelo outro lado, a capacidade dos mimivírus impedirem o 

encistamento, uma vez que a infecção já tenha se iniciado, pode ser um exemplo da 

ocorrência da teoria da Rainha Vermelha. Dessa maneira, a ocorrência simultânea 

dessas duas teorias parece direcionar a evolução dos vírus gigantes e de seus 

hospedeiros (SILVA et al., 2016).  
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Outra interessante interação entre vírus gigantes e protozoários também foi 

observada logo após a descoberta do tupanvírus. Como mencionado anteriormente, o 

tupanvírus soda lake é capaz de ocasionar uma citotoxicidade que até então não tinha 

sido descrita para nenhum outro vírus conhecido. Esse perfil foi inicialmente observado 

após tentativas frustradas de realização do RNA-seq viral. Após a preparação de 

amostras para o sequenciamento, um controle de qualidade de dosagem do RNA total 

em espectrofotômetro demonstrou surpreendentemente a presença de uma ínfima 

quantidade de RNA. Para a confirmação de tal resultado, as amostras preparadas 

também foram submetidas a fracionamento eletroforético para análise da qualidade do 

RNA, entretanto nenhuma banda correspondente às subunidades ribossomais 18S e 28S 

do hospedeiro foram observadas, evidenciando a ocorrência de uma degradação 

ribossomal.   

Esse perfil citotóxico, caracterizado pelo shutting down do RNA ribossomal da 

célula infectada, foi observado em Tetrahymena hyperangularis, um protozoário não 

permissivo ao tupanvírus, assim como em A. castellanii e V. vermiformis em alta 

multiplicidade de infecção viral. Além disso, a mesma citotoxicidade não foi observada 

nas mesmas condições para mimivírus, evidenciando que esse perfil é especificamente 

causado por tupanvirus soda lake. A observação desse fenômeno, em que uma partícula 

viral é responsável pela modulação de organismos independentemente da multiplicação, 

levou a questionamentos acerca do mecanismo pelo qual a degradação ribossomal 

ocorre, sugerindo a participação do canônico processo de ribofagia. 

A descrição dessas relações demonstra que os estudos envolvendo interações 

entre os vírus gigantes e protozoários estão somente no início e que mais empenhos 

ainda são necessários para o melhor entendimento dessas singulares relações entre esses 

patógenos e seus hospedeiros. 

 

1.10.  Ribofagia: autofagia de ribossomos 

 
Como mencionado, após a descoberta do fenótipo citotóxico causado por 

tupanvirus soda lake em células hospedeiras e não hospedeiras, novos questionamentos 

sobre qual mecanismo poderia estar relacionado a esse fenômeno foram levantados. 

Num primeiro momento, a hipótese inicial foi de que o shutting down do RNA 

ribossomal pudesse estar relacionado ao processo de ribofagia: um tipo seletivo de 
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autofagia, responsável pela degradação de ribossomos em períodos prolongados de 

privação de nutrientes (KRAFT et al., 2008).  

A autofagia é um canônico mecanismo de degradação de macromoléculas e 

organelas celulares, que envolve a formação de vesículas especializadas, capazes de 

englobar porções citoplasmáticas, proteínas e organelas danificadas encaminhando-as 

para a degradação após fusão com lisossomos. A ocorrência desse processo apresenta 

alguns marcadores típicos como a formação de vesículas contendo dupla membrana, a 

acidificação de autofagossomos e a participação de um grupo de proteínas codificadas 

por genes denominados Atg (autophagy-related genes) (CHOI; BOWMAN; JUNG, 

2018; KRAFT et al., 2008). 

Em 2009, Moon e colaboradores descreveram um gene homólogo ao gene Atg-8 

em amebas A. castellanii. Denominado de AcAtg-8, esse gene foi associado à biogênese 

e elongamento de membranas de fagóforos, precursores de autofagossomos maduros 

(MOON et al., 2009). Posteriormente, uma segunda isoforma de Atg8 (AcAtg-8b), foi 

descrita em Acanthamoeba, sendo também associada à ocorrência de autofagia (MOON 

et al., 2013). Nesses protozoários, o processo de autofagia é naturalmente requerido e 

responsável por mudanças na composição celular durante a diferenciação. Dessa 

maneira, durante o encistamento, por exemplo, em que um massivo turn-over de 

proteínas e outros componentes celulares pode ser observado, a autofagia é um dos 

mecanismos fundamentais (MOON et al., 2009, 2013). 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

Os vírus são as entidades biológicas em maior abundância e diversidade na 

natureza, sendo encontrados nos mais diferentes ambientes. Estima-se, por exemplo, 

que existam mais partículas virais na Terra do que estrelas no universo. Nos últimos 

anos, vários vírus foram descritos e isolados a partir de hospedeiros pertencentes aos 

três domínios da vida. No entanto, apesar dessa abundância e diversidade pouco ainda é 

conhecido sobre o papel dos vírus na natureza.  

A descoberta dos vírus gigantes acarretou numa quebra de paradigmas no campo 

da virologia, uma vez que, anteriormente, acreditava-se que os vírus eram micro-

organismos filtráveis através de membranas de 0,22 µm e não visíveis em microscopia 

ótica. Além disso, o estudo desses vírus revelou uma complexidade genética, proteica e 

estrutural nunca antes vista na virosfera e comparável ao apresentado por bactérias, 

arquéias e alguns eucariotos.  

Na última década, os estudos de prospecção viral se intensificaram e outros vírus 

pertencentes à família Mimiviridae, como tupanvírus, assim como outros não 

pertencentes a essa família, como cedratvírus, também foram descritos. A análise do 

tupanvírus revelou a presença de um extenso aparato traducional e de uma interação 

caracterizada pelo shutting down do RNA ribossomal em células hospedeiras e não 

hospedeiras, desencadeando questionamentos relacionados à presença de outros fatores 

que pudessem complementar esse aparato de síntese proteica, assim como hipóteses 

acerca do mecanismo envolvido na degradação do RNA ribossomal. Já o isolamento do 

cedratvirus getuliensis representou a descoberta do terceiro cedratvírus descrito, no 

entanto, apesar de dois outros já terem sido caracterizados, ainda há poucas informações 

a respeito das etapas que envolvem a penetração, morfogênese e liberação desses vírus 

gigantes. 

O isolamento desses novos vírus desencadeou debates e revelou um 

conhecimento ainda limitado da virosfera. Desta forma, o presente trabalho se faz 

necessário, uma vez que busca estudar características peculiares de dois vírus 

recentemente isolados, tupanvírus e cedratvírus, abordando aspectos relacionados ao 

ciclo de multiplicação, às sequências do genoma viral, assim como o aprofundamento 

de um perfil de interação entre vírus e hospedeiro nunca antes descrito na virosfera.   

 



 55 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Analisar interações entre vírus gigantes e protozoários a partir da investigação do 

mecanismo envolvido no shutting down do RNA ribossomal e da presença de 

sequências ribossomais em tupanvirus soda lake, assim como da caracterização do ciclo 

de multiplicação do Cedratvirus getuliensis. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

3.2.1. Investigação do shutting down do RNA ribossomal e da presença de 

sequências ribossomais em tupanvírus 

 

• Investigar a ocorrência do perfil citotóxico relacionado ao shutting down do 

RNA ribossomal diante da infecção pelo tupanvirus soda lake;  

• Avaliar a ação de inibidores farmacológicos na ocorrência do shutting down;  

• Avaliar o papel do gene codificador de Atg8 no processo de shutting down;  

• Avaliar a ocorrência de alterações nucleares durante o processo do shutting 

down;  

• Investigar eventuais mudanças de pH ocasionadas pelo tupanvírus no citoplasma 

do hospedeiro;  

• Investigar a formação de vesículas contendo ribossomos induzidas por 

tupanvírus por microscopia eletrônica de transmissão; 

• Investigar a presença de sequências ribosomais no genoma do tupanvírus;  

• Investigar a origem evolutiva dessas sequências ribossomais, assim como sua 

expressão durante a multiplicação viral.  

 

3.2.2. Caracterização do ciclo de multiplicação do Cedratvirus getuliensis 

 

• Elucidar o mecanismo de penetração do cedratvirus getuliensis em células de A. 

castellanii através do uso de diferentes inibidores farmacológicos;  
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• Avaliar o impacto do uso de inibidor de transporte de membrana no ciclo de 

multiplicação do cedratvirus getuliensis; 

• Caracterizar a fábrica viral e investigar a ocorrência de alterações celulares 

durante a multiplicação viral; 

• Investigar e descrever as etapas da morfogênese viral; 

• Realizar a caracterização da partícula viral; 

• Avaliar a ocorrência de partículas defectivas durante a multiplicação; 

• Investigar os possíveis mecanismos de liberação das partículas virais ao final da 

multiplicação viral. 
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4. FLUXOGRAMA 

 

 
 
 

 



 58 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Com o objetivo de proporcionar uma melhor compreensão, os materiais e 

métodos realizados neste trabalho serão divididos em duas seções. A primeira (5.1) será 

referente à investigação do shutting down do RNA ribossomal e da presença de 

sequências ribossomais em tupanvírus. A segunda seção (5.2) abordará os experimentos 

conduzidos com o intuito de caracterizar o ciclo de multiplicação do cedratvirus 

getuliensis. 

 

5.1. Investigação do shutting down do RNA ribossomal e da presença de 

sequências ribossomais em tupanvírus 

 

Os experimentos descritos nessa seção foram desenvolvidos durante o período 

de doutorado sanduíche realizado na Aix Marseille Université – França, através do 

programa CAPES/COFECUB, sob supervisão do professor Bernard La Scola. 

 

5.1.1. Investigação do shutting down do RNA ribossomal 

 

Após a descoberta do fenótipo citotóxico causado por tupanvirus soda lake em 

células hospedeiras (A. castellanii) e não hospedeiras (T. hyperangularis), a hipótese 

inicial foi de que o shutting down do RNA ribossomal pudesse estar relacionado ao 

canônico processo de ribofagia/autofagia. Com o objetivo de corroborar ou não essa 

hipótese, uma gama de experimentos envolvendo o uso de inibidores de acidificação, a 

investigação da ocorrência de acidificação das células, o silenciamento gênico de Atg-8 

e a observação da presença de vesículas com dupla membrana durante a infecção por 

tupanvirus soda lake foram realizados.  

 

5.1.1.1. Sistema celular 

 

Para a produção viral e experimentação foram utilizadas amebas Acanthamoeba 

castellanii (ATCC 30010) e Tetrahymena hyperangularis (ATCC 30273) originadas da 

American Type Culture Collection (Maryland, EUA). As amebas foram cultivadas em 

meio PYG comercial (Eurobio, França) suplementado com 500 U/mL de penicilina e 

500 U/mL de estreptomicina (Gibco, EUA). As células Acanthamoeba castellanii foram 
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mantidas a 32 ºC e as células de Tetrahymena hyperangularis foram mantidas a 28 °C 

em estufa. Ambas as células foram cultivadas em garrafas (Corning Sigma-Aldrich, 

EUA) completamente vedadas, sendo os subcultivos realizados três vezes por semana 

ou de acordo com a necessidade. 

 

5.1.1.2. Vírus 

 

Para a realização dos experimentos descritos nesta seção foram utilizados 

tupanvirus isolados a partir do ambiente soda lake (previamente obtidos pelo nosso 

grupo de pesquisa, conforme descrito no item 1.7.1) e não submetidos ao processo de 

clonagem. Como vírus controle também foi utilizado o APMV, protótipo do grupo I,  

que foi gentilmente cedido pelo Dr. Didier Raoult (Aix-Marseille Université, França). 

Estoques virais de ambos os vírus foram produzidos e titulados, de acordo com a 

necessidade, em células de A. castellanii.  

 

5.1.1.3. Multiplicação e purificação viral (ABRAHÃO et al., 2016) 

 

Para a produção viral, 7x106 amebas A. castellanii, cultivadas em garrafas de 

cultura T175 (Corning Sigma-Aldrich, EUA), foram infectadas com tupanvirus soda 

lake, em uma multiplicidade de infecção (MOI) de 0,1, ou com APMV, em uma MOI 

de 0,01. Após a infecção, as garrafas contendo os inóculos virais foram mantidas a 32 

°C, completamente vedadas. A monocamada celular foi avaliada diariamente para 

acompanhamento da evolução do efeito citopático e após a lise celular, o sobrenadante e 

os fragmentos celulares foram coletados e submetidos a 3 ciclos de congelamento e 

descongelamento, visando a liberação de partículas virais eventualmente retidas em 

amebas não lisadas. Em seguida, o sobrenadante e o lisado foram filtrados em filtros de 

0,8 µm (Millipore, E.U.A.) e submetidos à centrifugação a 11.000 x g, por 10 minutos, a 

4°C em centrífuga Jouan CR3i (rotor AC100.10). O sobrenadante foi descartado e o 

pellet foi ressuspendido em solução salina para amebas (PAS) (Anexo I) para lavagem. 

Os tubos foram novamente centrifugados sob as mesmas condições e o pellet foi 

novamente ressuspendido em PAS e vagarosamente gotejado sobre 10 mL de uma 

solução de sacarose 24% (Sigma-Aldrich, EUA) em tubos para ultracentrifugação. 

Esses tubos foram então centrifugados a 36.000 x g, por 1 hora, a 4°C em ultra-

centrífuga Beckman Coulter – Optima XPN-80 (rotor SW 32 Ti) para que as partículas 
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virais fossem sedimentadas. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspendido em 300 µL de PAS. Alíquotas das soluções virais foram feitas, 

identificadas e estocadas à -20 ºC. 

 

5.1.1.4. Titulação viral (ABRAHÃO et al., 2016; REED; MUENCH, 1938) 

 

Placas de 96 poços (BD-falcon, EUA) contendo 100 µL de meio PYG e 4x104 

amebas A. castellanii/poço foram utilizadas para titulação de vírus gigantes pelo método 

de diluição limitante (REED; MUENCH, 1938). As amostras virais a serem tituladas 

foram diluídas em PAS seriadamente, na razão de 10 (10-1 a 10-11), e em seguida, um 

total de 100 µL de cada diluição foi adicionado a cada poço, em quadruplicata. Uma 

quadruplicata de poços foi reservada como controle de viabilidade de amebas. As placas 

foram vedadas completamente e incubadas a 32 ºC. Cada poço foi monitorado 

diariamente, para observação de efeitos citopáticos, e após 4 dias de incubação, o 

cálculo do título viral foi realizado e o valor foi expresso em TCID50 por mililitro (mL) 

(REED; MUENCH, 1938).  

 

5.1.1.5. Ensaios para reprodução e avaliação da ocorrência do 

shutting down 

 
Para esses ensaios, 1x106 amebas A. castellanii foram infectadas com tupanvírus 

ou APMV nas MOIs de 10 ou 100 e incubadas a 32 °C. Após 3 e 9 horas de infecção, 

células e sobrenadantes foram coletados e submetidos à centrifugação a 800 x g, por 10 

minutos em centrífuga Jouan CR3i (rotor AC100.10). O sobrenadante foi descartado e o 

pellet foi congelado à -20 ºC para posterior extração de RNA. Em paralelo, para 

determinar se tupanvírus inativados também seriam capazes de induzir o shutdown do 

RNA ribossomal, partículas virais purificadas foram expostas à radiação UV, durante 1 

hora a 60 W/m2, ou aquecidas em termobloco (Eppendorf, Alemanha), durante 1 hora a 

80 °C. Para confirmação da inativação, parte das partículas submetidas aos processos de 

aquecimento ou exposição à luz UV foram inoculadas em monocamadas de células A. 

castellanii para acompanhamento ou não de efeito citopático. Como controle viral, 

partículas de APMV também foram submetidas aos mesmos procedimentos. Em 

seguida, as partículas virais inativadas foram utilizadas para infectar 5x105 amebas A. 

castellanii, na MOI de 100, e após 3 e 9 horas de infecção, células e sobrenadantes 
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também foram coletados, centrifugados e o pellet foi congelado à -20 ºC para extração 

de RNA. 

Para investigação do shutdown em células não permissivas, 1x106 células de T. 

hyperangularis, cultivadas em meio contendo 10% de PYG e 90% de PAS, foram 

infectadas com tupanvírus na MOI de 100. Após 1, 2, 3 e 4 dias de infecção, as células e 

o sobrenadante foram coletados e centrifugados a 800 x g, por 10 minutos em centrífuga 

Jouan CR3i (rotor AC100.10). O Sobrenadante foi então descartado e o pellet foi 

congelado à -20 ºC, também para posterior extração de RNA. 

 

5.1.1.6. Extração de RNA e fracionamento eletroforético em gel de 

agarose 

 

A extração de RNA total foi realizada a partir do pellet de células infectadas 

com tupanvírus e APMV utilizando-se o kit RneasyÒ (Qiagen, Alemanha), de acordo 

com as recomendações do fabricante. Após a extração, o RNA resultante foi eluído em 

30 µL de água livre de nuclease, acrescido de 1,5 µL de RNAseOUT (Invitrogen, EUA) 

e tratado com o kit Turbo DNA-Free (Invitrogen, EUA), também de acordo com as 

recomendações do fabricante para exclusão de DNA contaminante. Em seguida, o RNA 

foi dosado em nanodrop (Thermo Scientific, EUA). 

Para visualização da possível degradação do RNA ribossomal, 10 µL do RNA 

total extraído e tratado com DNAse foi submetido a fracionamento eletroforético em gel 

de agarose 1,5%, contendo Sybr safeÒ (Invitrogen, EUA), em tampão TBE (Sigma-

Aldrich, EUA) a 135 V por 40 minutos. O gel foi observado e imagens foram obtidas a 

partir de fotodocumentador de géis (Bio-rad, EUA). O restante do RNA extraído foi 

armazenado a -80 °C para posterior realização de RT-PCR.  

 

5.1.1.7. Transcrição reversa e qPCR 

 

A obtenção de cDNA foi realizada tendo como molde o RNA total extraído 

conforme o item anterior. As reações foram realizadas utilizando-se o kit SuperScript 

VILO cDNA SynthesisÒ (Invitrogen, EUA), contendo primers randômicos, conforme 

as recomendações do fabricante. O cDNA resultante foi utilizado como molde em 

reações de qPCR realizadas em placas de 48 poços, em duplicata, utilizando 5 µL de 
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QuantiTect SYBR Green Master Mix (Qiagen, Alemanha), 1 µL de amostra, 0,4 µM de 

iniciadores específicos para o 18S rRNA de A. castellanii (5ʹ-

TCCAATTTTCTGCCACCGAA-3ʹ e 5ʹ-ATCATTACCCTAGTCCTCGCGC-3ʹ) 

(MOON et al, 2008), e água q.s.p para 10 µL de reação. Controles negativos foram 

realizados nas mesmas condições, sendo a amostra substituída por 1 µL de água. As 

reações foram feitas no aparelho CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-rad, 

EUA) seguindo as seguintes condições térmicas: 15 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 95 °C 

por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, seguidos de curva de 

dissociação. Os gráficos foram elaborados utilizando o software GraphPad Prism versão 

7.00 para Windows (GraphPad Software), sendo os valores expressos em unidades 

arbitrárias (D-Ct). 

 

5.1.1.8. Ensaios com inibidores de acidificação 

 

Para os ensaios com inibidores, 5x105 células A. castellanii, cultivadas em 

garrafas T12,5 (BD-Falcon, EUA) contendo meio PYG, foram infectadas com 

tupanvírus, ou APMV, na MOI de 100 e incubadas a 32 °C. Uma hora após a infecção, 

cloroquina (Sigma-Aldrich, EUA), na concentração final de 100 µM, e bafilomicina A 

(Sigma-Aldrich, EUA), na concentração final de 10 nM, foram adicionadas ao 

sobrenadante da cultura infectada. Como controle, células não infectadas também foram 

tratadas com os mesmos inibidores sob as mesmas condições. Após 3 e 9 horas de 

infecção, as células e o sobrenadante foram coletados e centrifugados a 800 x g, por 10 

minutos em centrífuga Jouan CR3i (rotor AC100.10). O Sobrenadante foi descartado e 

o pellet foi submetido à extração de RNA, seguido de fracionamento em gel de agarose, 

RT-PCR e qPCR, conforme descrito nos itens 5.1.1.6 e 5.1.1.7. 

 

5.1.1.9. Silenciamento gênico do gene Atg8 

 

Para o silenciamento gênico, duplex de pequenos RNAs de interferência 

(siRNA) para o gene Atg8, senso (5ʹGAACUCAUGUCGCACAUCUTT-3ʹ) e anti-

senso (5ʹAGAUGUGCGACAUGAGUUCTT-3ʹ) previamente descritos por Moon e 

colaboradores (2009), foram sintetizados e marcados com FITC pela Eurogentec 

(Bélgica). Para a transfecção, 1 µg desses siRNAs foi diluído em meio PYG e incubado 
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por 20 minutos com 15 µL de lipofectamina RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific, 

EUA). Em seguida, essa solução contendo meio, siRNA e lipofectamina foi adicionada 

a tubos de microcentrífuga contendo 1x106 amebas A. castellanii e imediatamente 

infectadas com tupanvírus ou APMV, na MOI de 100. Após 1 hora em homogeneização 

em agitador rotativo (Stuart, Reino Unido), as células e o sobredante foram transferidos 

para placas de 6 poços (BD-Falcon, EUA) contendo meio PYG e incubados a 32 °C em 

estufa por 9 horas. Posteriormente a esse tempo, as células e o sobrenadante foram 

coletados, centrifugados e o pellet foi submetido à extração de RNA, seguido de 

fracionamento em gel de agarose, RT-PCR e qPCR, conforme descrito nos itens 5.1.1.6 

e 5.1.1.7.  

Como controle de transfecção, 2x105 células infectadas foram paralelamente 

coletadas e processadas em centrífuga para citocentrifugação do tipo Shandon Cytospin 

4 (Thermo Electron Corporation) a 800 rpm por 10 min. As lâminas foram fixadas com 

metanol (Merck Millipore, EUA) e após secagem, foram montadas com ProLong Gold 

Antifade Mountant with DAPI (Thermo Fisher Scientific, EUA) e lamínulas. Em 

seguida foram analisadas em microscópio de fluorescência DMI6000B (Leica, 

Alemanha). Como controle biológico, o efeito do siRNA foi avaliado a partir da 

inibição do processo de encistamento que também requer a partipação do gene Atg8 

(MOON et al, 2009). Para tanto as células foram submetidas ao mesmo processo de 

transfecção descritos no parágrafo anterior, no entanto após esse processo, as células e o 

sobrenadante foram coletados, centrifugados e o pellet foi ressuspendido em meio Neff 

(Anexo II), para indução do encistamento, e transferido para placas de 6 poços (BD-

Falcon, EUA), que foram incubados a 32 °C por 3 dias. Após esses dias, cistos e 

sobrenadantes foram novamente centrifugados e os cistos foram ressuspendidos em 

SDS 0,5% (Sigma-Aldrich, EUA). Em seguida o numero de cistos maduros foi contado 

em Kova slides (Kova, EUA).  

 

5.1.1.10. Análise da acidificação celular 

 

Com o intuito de investigar a ocorrência da acidificação das células infectadas 

por tupanvírus ou APMV, amebas A. castellanii foram submetidas ao mesmo padrão de 

infecção e tratamento com bafilomicina A, conforme descrito no item anterior. No 

entanto, 1 hora antes do tempo de coleta, as células foram incubadas com LysoTracker 

Red DND-99 (Thermo Fisher Scientific, EUA) na concentração final de 75 nM. Após 9 
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horas de infecção, células e sobrenadante foram coletados e centrifugados a 800 x g, por 

10 minutos em centrífuga Jouan CR3i (rotor AC100.10). O sobrenadante foi então 

descartado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de PAS contendo somente bafilomicina 

A, também na concentração de 10 nM. Em seguida, 20 µL dessa suspensão foram 

adicionados a lâminas de vidro, sendo essas recobertas com lamínulas e imediatamente 

analisadas em microscópio confocal (Zeiss, Alemanha) para avaliação da fluorescência. 

 

5.1.1.11. Análise das mudanças celulares ocorridas durante o shutdown  

Para a avaliação de possíveis mudanças nucleares e citoplasmáticas durante a 

ocorrência do shutdown, células A. castellanii e T. hyperangularis foram infectadas 

conforme descrito no item 5.1.1.5. Após 9 horas e 1, 2, 3 e 4 dias de infecção, 

respectivamente, as células foram submetidas à citocentrifugação, conforme item 

5.1.1.9. Em seguida, as lâminas foram fixadas com metanol (Merck Millipore, EUA) e 

após secagem, foram coradas conforme recomendações do fabricante em Hemacolor 

(Merck Millipore, EUA), montadas com lamínulas e observadas em microscópio óptico 

Olympus BX40 (EUA).  

Em paralelo, 2x106 células A. castellanii e T. hyperangularis, também 

preparadas conforme descrito no item 5.1.1.5. e, após diferentes tempos, foram fixadas 

com solução de glutaraldeído 2.5% para análise por microscopia eletrônica de 

transmissão. A inclusão das amostras e as secções ultrafinas foram realizadas no Centro 

de Microscopia da Aix-Marseille Université, assim como a aquisição de 

eletromicrografias a partir do microscópio eletrônico Tecnai G20. 

 

5.1.2.  Investigação da presença e caracterização de sequências ribossomais 

em tupanvírus 

 

Para a investigação da presença de sequências ribossomais no genoma viral, 

dados referentes ao RNAseq do tupanvirus soda lake, previamente realizado pelo nosso 

grupo de pesquisa, foram avaliados e alinhados a outras sequências disponíveis no 

GenBank com a utilização da ferramenta blastn do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI). Além disso, todas as demais caracterizações foram baseadas na 

anotação do genoma desse vírus, que se encontra disponível no GenBank sob o número 

de acesso KY523104. 
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5.1.2.1. Avaliação dos Best hits 

 

Para a caracterização das possíveis sequências ribossomais, uma análise de 

similaridade de nucleotídeos também com base em outras sequências disponíveis no 

GenBank foi realizada com a utilização da ferramenta blastn NCBI. A partir dessa 

análise, os 100 primeiros best-hits resultantes foram tabulados e usados para a 

construção de diagramas com o intuito de investigar a origem evolutiva dessas 

sequências. Em seguida, esses hits também foram alinhados, utilizando a ferramenta 

Clustal W do programa Mega 7.0, e usados para a construção de árvores filogenéticas 

através do método de máxima verossimilhança com 1000 replicatas. 

 

5.1.2.2. Análise de vizinhança e de regiões imediatamente adjacentes 

 

Para a investigação da localização genômica, as sequências identificadas foram 

alinhadas ao genoma completo do tupanvirus soda lake utilizando-se novamente a 

ferramenta blastn (NCBI). Após o alinhamento, e com base na anotação do genoma, a 

análise dos genes localizados em regiões imediatamente adjacentes às sequências, assim 

como em regiões vizinhas, também foi realizada e esquematizada. De maneira 

semelhante, essas análises também foram conduzidas para investigar a presença dessas 

sequências nos genomas de tupanvirus deep ocean (MF405918) e de outros 

representantes das três linhagens da família Mimiviridae: APMV (HQ336222.2), 

Acanthamoeba polyphaga moumouvirus (JX962719.1) e megavirus LBA (JX885207.1). 

 

5.1.2.3. Avaliação da expressão 

 

Para averiguar a expressão das sequências identificadas foram utilizadas duas 

diferentes técnicas: FISH (fluorescence in situ hybridization) e qPCR. Para tanto, 1x106 

amebas A. castellanii foram infectadas com tupanvírus na MOI de 5 e incubadas a 32 

°C. Como controle, células não infectadas foram mantidas sob as mesmas condições. 

Após 30 minutos, 6 horas e 12 horas de infecção, células e sobrenadantes foram 

coletados e submetidos à centrifugação a 800 x g, por 10 minutos em centrífuga Jouan 

CR3i (rotor AC100.10). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 

PAS. 2x105 células foram então submetidas à citocentrifugação para confecção de 

lâminas, conforme descrito no item 5.1.1.9, e o restante das células foi novamente 
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centrifugado. O pellet resultante foi submetido à extração de RNA e produção de 

cDNA, conforme os itens 5.1.1.6 e 5.1.1.7.  

 Para a técnica de FISH, sondas específicas para o 18S rRNA de A. castellanii 

(5ʹ-TTCACGGTAAACGATCTGGGCC-3ʹ-fluorophore Alexa 488), assim como para 

as sequências identificadas nesse estudo, cópia 1 RNA (5ʹ-

AGTGGAACTCGGGTATGGTAAAA-3ʹ-fluorophore Alexa 555) e cópia 2 RNA (5ʹ-

GGCCAAGCTAATCACTTGGG-3ʹ-fluorophore Alexa 555), foram desenhadas, 

utilizando-se as ferramentas online primer3 e Mathfish, e posteriormente sintetizados 

pela Eurogentec (Bélgica). Essas sondas foram reconstituídas e diluídas na concentração 

final de 2 µM em tampão de hibridização (900mM NaCl, 20mM Tris/HCL, 5mM 

EDTA, 0.01% SDS, 10–25% formamida em água destilada) (Sigma-Aldrich, EUA). Em 

seguida, o tampão de hibridização contendo as sondas foi adicionado sobre as lâminas 

previamente preparadas. As lâminas foram então recobertas com lamínulas, seladas com 

silicone líquido e submetidas ao processo de hibridização a 46 °C, por 16 horas, em 

hibridizador com controle de temperatura (ThermoBrite StatSpin, EUA). Após o 

processo de hibridização, o silicone e as lamínulas foram retirados e as lâminas foram 

submetidas à lavagem com tampão de lavagem (0.45–0.15M NaCl, 20mM Tris/HCL, 5 

mM EDTA, e 0.01% SDS) (Sigma-Aldrich, EUA) a 48 °C por 10 minutos. Em seguida, 

as lâminas foram analisadas em microscópio invertido de fluorescência DMI6000B 

(Leica, Alemanha). 

 As reações de qPCR foram realizadas de acordo com o item 5.1.1.7 utilizando-se 

iniciadores específicos para as sequências identificadas, cópia 1 (5ʹ-

GCATCAAGTGCCAACCCATC-3ʹ e 5ʹ-CTGAAATGGGCAATCCGCAG-3ʹ) e cópia 

2 (5ʹ-CCAAGTGATTAGCTTGGCCATAA-3ʹ e 5ʹ-CGGGAAGTCCCTAAAGCTCC-

3ʹ), assim como para o gene constitucional amebiano GAPDH (5ʹ-

GTCTCCGTCGTCGATCTCAC-3ʹ and 5ʹ-GCGGCCTTAATCTCGTCGTA-3ʹ). Os 

iniciadores foram desenhados com o auxilio da ferramenta online primer designing tool 

(NCBI). Os gráficos foram elaborados utilizando o software GraphPad Prism versão 

7.00 para Windows (GraphPad Software) e os resultados foram analisados pelo método 

de quantificação relativa 2(-DDCt), sendo os valores expressos em unidades arbitrárias.  
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5.2. Caracterização do ciclo de multiplicação do cedratvirus getuliensis 

 

Os experimentos expostos nessa seção foram conduzidos durante o período do 

doutorado realizado no Laboratório de Vírus, no departamento de Microbiologia dessa 

universidade. 

 

5.2.1. Sistema celular 

 

Para a produção viral e experimentação foram utilizadas amebas Acanthamoeba 

castellanii originadas da American Type Culture Collection (ATCC 30010) (Maryland, 

E.U.A.) e gentilmente cedidas pelo Laboratório de Culturas especiais, Aix Marseille 

Université, França. As amebas foram cultivadas em meio PYG (Anexo III) 

suplementado com 25 mg/mL fungizone (anfotericina B, Cristália, São Paulo, Brasil), 

500 U/mL de penicilina (Schering-Plough, Brasil) e 50 mg/mL de gentamicina 

(Schering-Plough, Brasil). As células foram mantidas em estufa a 32 ºC, sendo as 

garrafas (Kasvi, Brasil) completamente vedadas. Os subcultivos foram realizados três 

vezes por semana ou de acordo com a necessidade. 

 

5.2.2. Vírus 

 

Os experimentos descritos neste trabalho foram realizados utilizando o 

cedratvirus getuliensis, descrito no item 1.6, previamente isolado pelo nosso grupo de 

pesquisa (ANDRADE et al, 2018).  

 

5.2.3. Multiplicação e purificação viral (ABRAHÃO et al., 2014, 2016) 

 

Para a produção viral, 7x106 amebas A. castellanii, cultivadas em garrafas de 

cultura T175 (Kasvi, Brasil), foram infectadas com uma multiplicidade de infecção 

(MOI) de 0,01, com o estoque viral do cedratvirus getuliensis. Após a infecção, as 

garrafas contendo os inóculos virais foram mantidas em estufa a 32 °C, completamente 

vedadas. A monocamada celular foi avaliada diariamente para acompanhamento da 

evolução do efeito citopático e após a lise celular (cerca de 3-4 dias pós infecção) o 

sobrenadante e os fragmentos celulares foram coletados em tubos cônicos de 50 mL 

(BD-Falcon, EUA) e submetidos a 3 ciclos de congelamento e descongelamento, 
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visando a liberação de partículas virais eventualmente retidas em amebas não lisadas. 

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 800 x g, por 10 minutos, a 4°C em 

centrífuga Sorvall RI 6000B (rotor H1000B). O pellet resultante foi descartado e o 

sobrenadante foi centrifugado novamente a 36.000 x g, por 20 minutos, a 4°C em ultra-

centrífuga Combi Sorvall (rotor AH-62va). Logo após a centrifugação, o sobrenadante 

foi descartado, o pellet resultante foi ressuspendido em PAS para lavagem e os tubos 

foram novamente centrifugados sob as mesmas condições em ultra-centrífuga. Em 

seguida, o pellet foi novamente ressuspendido em PAS e vagarosamente gotejado sobre 

10 mL de uma solução de sacarose 40% (Sigma-Aldrich, EUA) em tubos para 

ultracentrifugação. Esses tubos foram então centrifugados a 36.000 x g, por 1 hora, a 

4°C para que as partículas virais fossem sedimentadas. Por fim, o sobrenadante foi 

descartado e o sedimento ressuspendido em 300 µL de PAS. Alíquotas da solução viral 

foram feitas, identificadas, estocadas à -20 ºC e posteriormente tituladas conforme item 

5.1.1.4. 

 

5.2.4. Infecção para análise do ciclo de multiplicação   

 
Para avaliar as diferentes etapas do ciclo de multiplicação do cedratvirus 

getuliensis, 7x106 células de A. castellanii cultivadas em garrafas T175 (Kasvi, Brasil) 

foram submetidas a uma infecção viral assincrônica usando uma baixa MOI de 0,01. 

Após a infecção, as células foram incubadas a 32 °C por 24 horas e em seguida todo o 

conteúdo da garrafa foi coletado e submetido à centrifugação a 800 x g, por 10 minutos, 

a 4°C em centrífuga Sorvall RI 6000B (rotor H1000B). Após a centrifugação o 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi processado para análise por microscopia 

eletrônica de transmissão. 

 

5.2.5. Microscopia eletrônica de transmissão 

 

O pellet resultante do item anterior foi lavado com tampão fosfato de sódio 0,1 

M por duas vezes. Após a lavagem, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi fixado 

em solução glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato de sódio 0,1 M (Sigma-Aldrich, 

EUA), durante 1h à temperatura ambiente. Após este período a suspensão foi 

centrifugada e o sobrenadante descartado. Em seguida o pellet foi ressuspendido em 

1mL de tampão fosfato de sódio 0,1M e novamente centrifugado a 900 x g durante 10 
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minutos para obtenção do pellet. O material foi enviado ao Centro de Microscopia da 

Universidade Federal de Minas Gerais, onde foi fixado com 2% de tetróxido de ósmio e 

incorporado em resina EPON. As secções ultrafinas foram analisadas através de 

microscópio eletrônico de transmissão (Spirit Biotwin FEI - 120 kV). 

 

5.2.6. Microscopia eletrônica de varredura 

 

Para a realização da microscopia eletrônica de varredura, 10 µL de cedratvirus 

getulienses purificado, ou células A. castellanii infectadas na MOI de 0,01 em tempo 

precoce (1 hora) ou tardio (24 horas) foram espalhados sobre lamínulas circulares 

tratadas com Poly-L-Lisina. Após a secagem do material, as lamínulas foram 

adicionadas a placas de 24 poços (Kasvi, Brasil) e o material foi fixado com 

glutaraldeído 2,5%, em tampão cacodilato 0,1M por 1 hora. Decorrido esse tempo, o 

fixador foi removido e as amostras foram lavadas três vezes com tampão cacodilato 

0,1M. As etapas seguintes da preparação: fixação secundária com tetróxido de ósmio 

1%, imersão em Ácido Tânico 1%, desidratação em solução crescente de álcool etílico, 

secagem das amostras em ponto crítico de CO2 e metalização com ouro/5nm de 

espessura foram realizadas pelo próprio Centro de Microscopia da UFMG. Após todo o 

processamento, as amostras foram analisadas em microscópio eletrônico de varredura 

FEG Quanta 200 FEI. 

 

5.2.7. Ensaios de penetração viral 

 

Os ensaios de penetração viral foram realizados com objetivo de investigar a 

principal via de penetração utilizada pelo cedratvirus getuliensis para infectar A. 

castellanii. Para tanto, foram utilizados diferentes inibidores farmacológicos para 

avaliar distintas vias endocíticas comumente utilizadas pelos vírus: (I) a cloroquina, que 

inibe a endocitose mediada por clatrina e caveolina ao prevenir a acidificação do 

endossomo; (II) a citocalasina D, que promove desestabilização do citoesqueleto celular 

e consequentemente a ocorrência da fagocitose; (III) o 5-(N-ethyl-N-isopropyl) 

amiloride (EIPA), um inibidor de macropinocitose. 

Para estes testes, 5x105 células de A. castellanii foram pré-tratadas com 2 µM de 

citocalasina D (Sigma-Aldrich, EUA), 100 µM de cloroquina (Sigma-Aldrich, EUA), 
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ou 1 µM de EIPA (Sigma-Aldrich, EUA). Após 1 hora, as células foram infectadas com 

cedratvirus getuliensis na MOI de 5. Grupos controle não pré-tratados e infectados 

também foram preparados. Depois de 30 minutos de infecção, células e sobrenadantes 

foram coletados e conjuntamente centrifugados a 800 x g em centrífuga Sorvall RI 

6000B (rotor H1000B) por 10 minutos. O pellet resultante foi lavado três vezes com 

PAS e posteriormente submetido a três ciclos de congelamento e descongelamento para 

lise celular e liberação de partículas virais. Em seguida as amostras foram submetidas à 

titulação viral de acordo com o item 5.1.1.4. Todos os ensaios foram feitos em triplicata 

e os gráficos foram elaborados utilizando o software GraphPad Prism versão 7.00 para 

Windows (GraphPad Software). Análises estatísticas também foram realizadas no 

mesmo programa, sendo os valores analisados por teste One-way ANOVA, seguido de 

pós-teste de Bonferroni. 

 

5.2.8. Ensaio de tráfego de membrana 

 

Com o intuito de avaliar o papel de membranas do hospedeiro na multiplicação 

viral, 5x105 amebas A. castellanii foram infectadas com cedratvirus getuliensis na MOI 

de 5. Após 30 minutos de infecção, as amebas foram lavadas com PAS, transferidas 

para placas de 6 poços (Kasvi, Brasil) contendo 1 mL de PYG e incubadas à 32 °C. 

Depois de 1 hora, brefeldina A (Sigma-Aldrich, EUA), um inibidor de tráfego de 

membranas, foi adicionado aos poços com células infectadas na concentração final de 

10 µM. Após 8 e 24 horas de infecção, as amebas foram coletadas para titulação viral, 

conforme item 5.1.1.4, e análise por microscopia eletrônica de transmissão, conforme 

item 5.2.5. Todos os ensaios também foram feitos em triplicata e os gráficos foram 

gerados a partir do software GraphPad Prism, assim como as estatísticas.  
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6. RESULTADOS 

 

Assim como no tópico de materiais e métodos, os resultados também foram 

divididos em duas seções para melhor compreensão. Os dados apresentados na seção 

6.1, correspondem aos resultados obtidos na investigação do shutting down e da 

presença de sequências ribossomais em tupanvírus. Já os dados apresentados na seção 

6.2 correspondem aos resultados referentes aos estudos com cedratvirus getuliensis. 

 

6.1. Investigação do shutting down do RNA ribossomal e da presença de 

sequências ribossomais em tupanvírus 

 

6.1.1. Investigação do shutting down do RNA ribossomal 

 

6.1.1.1. Avaliação da reprodução e ocorrência do shutdown 

 

A observação incial do shutdown de RNA ribossomal em células infectadas por 

tupanvírus levantou questionamentos sobre sua ocorrência e reprodutibilidade, 

evidenciando a necessidade de uma caracterização mais aprofundada. Com esse intuito 

novos experimentos foram conduzidos inicialmente em A. castellanii, em diferentes 

tempos e MOIs. Os dados revelaram a reprodutibilidade do fenômeno do shutting down 

do RNA ribossomal de amebas A. castellanii em altas MOIs (10 e 100), corroborado 

através do fracionamento do RNA total em géis de agarose, assim como por qPCR 

utilizando-se iniciadores específicos para o 18S rRNA (Figura 27A e C). O shutdown 

ribossomal se mostrou diretamente proporcional à multiplicidade de infecção, sendo 

observada uma degradação mais intensa em amebas infectadas com tupanvírus na MOI 

de 100 (50-80% de redução), do que nas células infectadas com MOI de 10 (30% de 

redução) (Figura 27A). Além disso, também foi possível observar diferenças temporais 

na ocorrência do shutdown na MOI de 100, sendo notável uma maior degradação em 

tempo tardio (80% de redução – 9 horas), do que em tempo inicial de infecção (50% de 

redução – 3 horas) (Figura 27A). Como esperado, nenhuma alteração no padrão de 

abundância ribossomal foi observada para as amebas infectadas com APMV, sugerindo 

que a ocorrência do shutdown está relacionada especificificamente à infecção por 

tupanvírus (Figura 27B e D).  
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Figura 27: Shutdown ribossomal em amebas A. castellanii. (A) e (B) Quantificação relativa 
do 18S rRNA por qPCR de amebas A. castellanii infectadas por tupanvírus (A) ou APMV (B) 
nas MOIs de 10 e 100, nos tempos de 3 e 9 horas. (C) e (D) Fracionamento em gel de agarose 
do RNA total de amebas infectadas nas mesmas condições descritas em (A) e (B). Os controles 
de todos os ensaios foram submetidos às mesmas condições experimentais e coletados no tempo 
de 9 horas. APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus. *:p < 0.05; **:p < 0.01. As barras de 
erro representam o desvio padrão. 

 
 

Os ensaios conduzidos com partículas inativadas de tupanvírus demonstraram 

que a ocorrência do shutdown não parece ser dependente da multiplicação viral, uma 

vez que a infecção com partículas expostas à radiação UV também levou à degradação 

ribossomal de maneira semelhante ao observado para infecções com partículas virais 

viáveis (Figura 28). Entretanto, a infecção com partículas virais inativadas por calor (80 

°C) não foi capaz de causar o shutdown, sugerindo que esse fenômeno citotóxico possa 

estar relacionado a presença de algum fator viral termosensível. 
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Figura 28: Ocorrência do shutdown em amebas infectadas por tupanvírus inativado. 
Quantificação relativa do 18S rRNA por qPCR de amebas A. castellanii infectadas com APMV 
ou com tupanvírus inativados por radiação UV ou calor, nas MOIs de 10 e 100, nos tempos de 3 
e 9 horas. O controle foi submetido às mesmas condições experimentais e coletado no tempo de 
9 horas. APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus. TPV: tupanvirus. As barras de erro 
representam o desvio padrão. 

  

 

Após a realização desses experimentos, ensaios abordando a ocorrência do 

shutdown em T. hyperangularis também foram desenvolvidos. No entanto, a reprodução 

da degradação ribossomal nesses protozoários revelou um perfil distinto, uma vez que o 

shutdown foi observado somente após dias de infecção e não em horas de infecção, 

como observado para A. castellani. O fracionamento do RNA total revelou uma 

alteração inicial entre o 2° e o 3° dia, entretanto, somente no 4° dia uma degração 

ribossomal mais intensa foi observada (Figura 29).     

 
 

 

 

 
Figura 29: Shutdown em T. hyperangularis. Fracionamento em gel de agarose do RNA total 
de T. hyperangularis infectadas por tupanvírus após 1, 2, 3 e 4 dias, na MOI de 100. O controle 
foi submetido às mesmas condições experimentais e coletado no 4° dia após a infecção. 
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6.1.1.2. Avaliação da ação de inibidores na ocorrência do shutdown 

 

Após a observação da reprodutibilidade e a melhor caracterização do shutdown, 

o próximo passo foi investigar qual mecanismo poderia estar relacionado com a 

degradação ribossomal. Como mencionado anteriormente, a hipótese inicial foi de que 

esse fenômeno pudesse estar relacionado ao canônico processo de ribofagia e com o 

intuito de corroborar ou não essa hipótese, alguns experimentos envolvendo os 

principais marcadores de autofagia foram desenvolvidos. O primeiro deles foi realizado 

com o intuito de avaliar o papel de dois inibidores farmacológicos de acidificação de 

autofagossomos, cloroquina e bafilomicina A, na ocorrência do shutdown.  

Os ensaios conduzidos revelaram, surpreendentemente, que o tratamento com 

cloroquina não foi capaz de evitar a ocorrência do shutdown, sendo observada uma 

redução de aproximadamente 50% do 18S rRNA das amebas (3 horas de infecção) 

tratadas ou não com esse inibidor (Figura 30A). Um perfil semelhante também foi 

observado após 9 horas de infecção, uma vez que a mesma degradação ribossomal (~ 

70%) foi observada na presença ou ausência da cloroquina (Figura 30B).    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: O tratamento com cloroquina não altera a ocorrência do shutdown em A. 
castellanii. O fracionamento em gel de agarose, assim como a quantificação relativa do 18S 
rRNA de amebas infectadas por tupanvírus ou APMV na MOI de 100, nos tempos de 3 (A) e 9 
horas (B), revelaram que a ocorrência de degradação ribossomal não é alterada com o 
tratamento com cloroquina. APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus; TPV: tupanvirus. As 
barras de erro representam o desvio padrão. 
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   De maneira similar, o tratamento com bafilomicina A também não impediu o 

shutdown. Uma degradação ribossomal de proporções similares entre o grupo tratado e 

não tratado foi observado tanto no tempo de 3 horas pós infecção (Figura 31A), como 

no tempo de 9 horas pós infecção (Figura 31B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 31: O tratamento com bafilomicina A não altera a ocorrência do shutdown em A. 
castellanii. A quantificação relativa do 18S rRNA, assim como o fracionamento em gel de 
agarose do RNA total de amebas infectadas por tupanvírus ou APMV na MOI de 100, nos 
tempos de 3 (A) e 9 horas (B), revelaram a ocorrência do shutdown também na presença do 
inibidor bafilomicina A. APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus; TPV: tupanvirus. As 
barras de erro representam o desvio padrão. 

 

Em conjunto, o tratamento com ambos os inibidores sugere que a acidificação de 

autofagossomos, pelas vias inibidas por essas drogas, aparentemente, não é um fator 

necessário para a ocorrência do shutting down do RNA ribossomal de amebas A. 

castellanii. 

 

6.1.1.3. Análise do papel do gene Atg8 no shutdown 

 

O segundo experimento desenvolvido, ainda na tentativa de confirmar ou não se 

o mecanismo de autofagia estava envolvido no processo do shutdown, foi relacionado à 

análise do papel do gene Atg8, que, como já citado, faz parte de uma família de genes 

envolvidos no processo de autofagia, mais especificamente na formação da membrana 
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do autofagossomo. Com esse objetivo, pequenos RNAs de interferência foram 

sintetizados e utilizados no silenciamento desse gene.  

Após o silenciamento, não foi possível observar a presença de bandas referentes 

às subunidades ribossomais 18S e 28S através do fracionamento do RNA total de 

amebas infectadas com tupanvírus, indicando que o shutdown ainda ocorre diante do 

silenciamento do gene Atg8 (Figura 32A). Da mesma maneira, a comparação das 

médias da quantificação relativa do 18S rRNA por qPCR entre o grupo controle e o 

grupo infectado por tupanvírus, também evidenciou uma redução ribossomal similar 

entre as amebas transfectadas com o siRNA (~ 80% de redução) e as amebas não 

transfectadas (~ 85% de redução) (Figura 32B). Sendo assim, ambos os resultados 

sugerem que o gene Atg8 não tem um papel crucial na ocorrência do shutdown, uma vez 

que seu silenciamento não afetou a degradação ribossomal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: O shutdown ocorre mesmo após o silenciamento do gene Atg8. O fracionamento 
em gel de agarose (A), assim como a quantificação relativa do 18S rRNA (B) de amebas 
infectadas por tupanvírus na MOI de 100, no tempo de 9 horas, revelaram que a ocorrência de 
degradação ribossomal não é alterada pelo silenciamento do gene Atg8. APMV: Acanthamoeba 
polyphaga mimivirus; TPV: tupanvirus. As barras de erro representam o desvio padrão. 
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Para comprovação do silenciamento, dois diferentes controles foram realizados. 

O controle de transfecção evidenciou a ocorrência bem-sucedida da transfecção dos 

siRNAs marcados com FITC a partir da observação de fluorescência somente nas 

amebas que foram submetidas a esse processo (Figura 33). Já o controle biológico de 

silenciamento foi avaliado a partir da inibição do processo de encistamento que também 

requer a partipação do gene Atg8. Dessa maneira, trofozoítos de A. castellanii 

submetidos ao mesmo protocolo de silenciamento e posteriormente induzidos ao 

encistamento, deram origem a um menor número de cistos maduros do que os 

trofozoítos não transfectados, evidenciando a ocorrência do silenciamento (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 33: Controle de transfecção dos siRNAs marcados com FITC em amebas A. 
castellanii. Uma intensa fluorescência é observada nas células que foram submetidas à 
transfecção, enquanto para as células não transfectas não foi possível a mesma observação. 
Aumento de 640x. APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus; TPV: tupanvirus. 
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Figura 34: Controle biológico da ocorrência do silenciamento. Após 3 dias de encistamento, 
um menor número de cistos maduros foi observado para as amebas transfectadas com siRNAs 
para o gene Atg8, evidenciando a ocorrência do silenciamento gênico. ***:p < 0.001. As barras 
de erro representam o desvio padrão. 

 

6.1.1.4. Investigação de alterações no pH amebiano durante a infecção 

por tupanvírus 

 

Uma vez que inibidores farmacológicos de acidificação de autofagossomos, 

assim como o silenciamento do gene Atg8, não foram capazas de alterar o perfil de 

ocorrência do shutdown ribossomal, o próximo passo foi verificar se durante a infecção 

por tupanvírus alguma alteração no pH amebiano era observada. Para tanto utilizamos o 

lysotracker, uma sonda vital constituída por bases fracas conjugadas a um fluoróforo, 

que tem afinidade por compartimentos ácidos. Em paralelo, amebas também foram 

tratadas com bafilomicina A, um inibidor de bombas de H+ V-ATPase que impedem a 

acidificação de compartimentos celulares, como vacúolos. 

Como esperado, amebas controle, não infectadas, apresentaram compartimentos 

ácidos, visualizados como pontos vermelhos dispersos pelo citoplasma da célula (Figura 

35A). Também como previsto, diante do tratamento com bafilomicina A, as células 

apresentaram uma fluorescência menos intensa, como demonstrado na Figura 36. Por 

sua vez, amebas infectadas com APMV também apresentaram compartimentos ácidos 

no citoplasma, de maneira semelhante ao observado para o controle de célula (Figura 

35B). Entretanto, o tratamento com bafilomicina A não foi capaz de alterar esse perfil, 

sendo a mesma intensidade de fluorescência observada na presença ou ausência dessa 

droga (Figura 36). 
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Figura 35: Tupanvírus induz uma intensa acidificação do citoplasma de amebas A. 
castellanii. (A) Amebas não infectadas apresentam compartimentos ácidos, que na presença de 
bafilomicina A apresentam uma fluorescência menos intensa. (B) A. castellanii infectadas por 
APMV (MOI de 100, 9 hpi) apresentam compartimentos menos ácidos do que o controle que 
não são alterados pelo tratamento com bafilomicina A. (C) Amebas infectadas por tupanvírus 
(MOI de 100, 9 hpi) apresentam uma intensa acidificação de todo o citoplasma, que também 
não é alterada pela presença de bafilomicina A. Aumento de 640x. APMV: Acanthamoeba 
polyphaga mimivirus; TPV: tupanvirus. 
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Surpreendentemente, um perfil bastante diferencial foi notado para amebas 

infectadas por tupanvírus, uma vez que uma intensa acidificação não 

compartimentalizada e abrangendo todo o citoplasma amebiano foi observada (Figura 

35C). Entretanto, assim como observado para APMV, a presença da droga bafilomicina 

A não alterou esse perfil, sendo notável uma intensidade de fluorescência similar nas 

células tratadas ou não com esse inibidor (Figura 36). Sendo assim, foi verificado que 

concomitante, temporalmente, ao processo de shutdown ocorre uma alteraçao de pH em 

todo o citoplasma da célula hospedeira, tornando-o extremamente ácido quando 

comparado ao controle.   

 

 
Figura 36: Medida da intensidade de fluorescência de amebas tratadas com lysotracker e 
infectas por tupanvírus. Amebas não infectadas na presença de bafilomicina A apresentam 
uma fluorescência menos intensa do que amebas não infectadas e não tratadas. Já A. castellanii 
infectadas por APMV na MOI de 100 no tempo de 9 horas, tratadas ou não com bafilomicina A, 
apresentam menor intensidade de fluorescência do que células não infectadas. Curiosamente, 
amebas infectadas por tupanvírus, também na MOI de 100 no tempo de 9 horas, apresentam 
uma intensa fluorescência, que também não é alterada pela presença de bafilomicina A. APMV: 
Acanthamoeba polyphaga mimivirus; TPV: tupanvirus. ***:p < 0.001. As barras de erro 
representam o desvio padrão. 

 

6.1.1.5. Investigação de alterações citoplasmáticas e nucleares durante 

o shutdown 

 

Ainda na investigação do mecanismo associado à degradação ribossomal, alguns 

experimentos foram conduzidos para a avaliação de possíveis mudanças citoplasmáticas 

e nucleares durante a ocorrência do shutdown em células A. castellanii e T. 

hyperangularis.  
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Análises por microscopia eletrônica de transmissão de amebas A. castellanii 

infectadas por tupanvírus revelaram a presença de vesículas contendo ribossomos. Além 

disso, também foi possível observar que essas vesículas são formadas próximo à 

periferia do núcleo, a partir da invaginação de membranas, que por sua vez englobam 

ribossomos (Figura 37A). Posteriormente essas vesículas parecem se agregar formando 

vesículas maiores contendo uma grande quantidade de ribossomos (Figura 37B). 

Curiosamente, essas vesículas, em sua maioria, apresentam somente uma membrana, 

sendo que vesículas com dupla membrana, são raramente observadas. Com o avançar da 

infecção, e temporalmente ao shutdown (9 hpi), essas vesículas não são mais observadas 

no citoplasma das amebas, sugerindo a ocorrência de depleção.  

 

 
Figura 37: Formação de vesículas contendo ribossomos em amebas A. castellanii 
infectadas por tupanvírus. (A) Vesículas com uma membrana (setas vermelhas) e raramente 
com duas membranas (seta amarela) são formadas na periferia nuclear (*) de amebas infectadas 
por tupanvírus (MOI de 100, 2 hpi). O mesmo perfil não é observado em amebas não infectadas 
ou infectadas com APMV. Barra de escala APMV e não infectada: 1µm. (B) Vesículas maiores 
contendo uma grande quantidade de ribossomos (MOI de 100, 6 hpi). Barra de escala: 1µm. R: 
ribossomos; NL: nucléolo. APMV: Acanthamoeba polyphaga mimivirus; TPV: tupanvirus. 

 

O acompanhamento do shutdown em T. hyperangularis, por sua vez, 

demonstrou a ocorrência de um aumento do número de vacúolos no citosol com o 

passar dos dias, sendo que uma maior vacuolização foi observada no 4° dia (Figura 

38A), quando uma maior degradação ribossomal também ocorre. Além dessas 

alterações citoplasmáticas, a presença de vesículas contendo ribossomos também foi 
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notável nesse protozoário, sendo essas bastante similares às observadas em A.castellanii 

(Figura 38B).  

 
Figura 38: Alterações citoplasmáticas observadas em T. hyperangularis infectadas por 
tupanvírus. (A) Uma intensa vacuolização do citoplasma do protozoário é observada com o 
avançar dos dias de infecção por tupanvírus (MOI de 100). Aumento de 1000x. (B) Grandes 
vesículas contendo uma grande quantidade de ribossomos também são observadas. (MOI de 
100, 6 hpi). Barra de escala: 3,5 µm. R: ribossomos. 

 
Além dessas diferenças citoplasmáticas, alterações nucleares temporalmente 

associadas à ocorrência do shutdown também foram observadas em A. castellanii 

(Figura 39A) e T. hyperangularis (Figura 39B). Essas alterações, caracterizadas por 

uma desorganização e degradação do núcleo e do nucléolo, foram claramente 

observadas após a coloração por hemacolor e também por microscopia eletrônica de 

transmissão (Figura 37A).  

Em A. castellanii não infectadas, o nucléolo é claramente visível no interior do 

núcleo, que se mantem organizado. Diante da infecção por APMV uma branda 

desorganização nuclear é observada. Entretanto, essa desorganização é incomparável à 

degradação nuclear sofrida por amebas infectadas por tupanvírus na MOI de 100. Nessa 

situação, após coloração por hemacolor, o núcleo e o nucléolo não são evidentes, sendo 

possível somente a visualização da fabrica viral do tupanvírus (Figura 39A).  
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Figura 39: Alterações nucleares observadas em A. castellanii e T. hyperangularis infectadas 
por tupanvírus. (A) Amebas A. castellanii infectadas por tupanvírus (MOI de 100, 9 hpi) 
apresentam uma intensa degradação do núcleo e do nucléolo. Amebas infectadas por APMV 
apresentam uma desorganização nuclear (setas) não comparável à degradação ocasionada por 
tupanvírus. Controles de células apresentam nucléolos bem definidos no interior do núcleo 
(setas). (B) T. hyperangularis infectadas por tupanvírus (MOI de 100, 4 dias pós infecção) 
também apresentam desorganização nuclear (setas), sendo que em algumas células os núcleos 
não são evidentes (*). Tanto as células não infectadas, quanto as células incubadas com APMV 
não apresenta mudança na morfologia nuclear. Aumento de 1000x.VF: Fábrica viral. APMV: 
Acanthamoeba polyphaga mimivirus; TPV: tupanvirus. 

 
 

Um padrão semelhante de desorganização nuclear também foi observado em T. 

hyperangularis, sendo que em algumas células, como demonstrado na Figura 39B, o 

núcleo também não é evidente.  Entretanto, diferentemente de A. castelanii, nenhuma 

desorganização foi observada nas células incubadas com APMV, sendo essas 

comparáveis ao controle de células (Figura 39B).  

Em conjunto esses dados revelaram a ocorrência de mudanças celulares, tanto 

em A. castellanii, como T. hyperangularis, temporalmente associadas à ocorrência do 

shutdown, como a formação de vesículas contendo ribossomos e a degração do núcleo e 

do nucléolo, que é diretamente associado à biogênese de ribossomos.   
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6.1.2. Investigação da presença e caracterização de sequências ribossomais 

em tupanvírus 

 

6.1.2.1. Presença de sequências 18S-like em tupanvírus 

 

Em paralelo aos experimentos desenvolvidos na caracterização do shutdown do 

RNA ribossomal, investigações sobre a presença de sequências ribossomais também 

foram conduzidas. Essas investigações tiveram início com a análise de dados 

provenientes do RNAseq do tupanvírus, que havia sido realizado previamente pelo 

nosso grupo de pesquisa. Apesar do sequenciamento não ter sido capaz de alcançar uma 

ampla cobertura do genoma, algumas reads virais foram geradas e avaliadas. No 

entanto, a análise de algumas dessas reads virais demonstrou uma alta similaridade com 

sequências de Vermamoeba vermiformis (antigamente denominada Hartmannella 

vermiformis), mais especificamente com sequências parciais do gene da subunidade 18S 

do rRNA.  

Após essa observação, o alinhamento do genoma completo do tupanvirus soda 

lake com a família Hartmannellidae foi realizado, levando à identificação de uma 

sequência viral apresentando 74% de similaridade com o gene da subunidade 18S de H. 

vermiformis. Essa sequência de 101 pares de bases foi então denominada de cópia 1 e 

localiza-se na região intergênica 798.441-798.541 do genoma viral. Em seguida, o 

alinhamento da cópia 1 com o genoma completo do tupanvírus foi realizado e uma 

segunda sequência, com 80% de similaridade, também foi observada. Essa sequência de 

88 pares de bases foi denominada de cópia 2 e, assim como a cópia 1, se localiza na 

região intergênica 692.605-692.692.  

 

6.1.2.2. Avaliação dos best hits  

 

Após a identificação dessas duas sequências 18S-like em tupanvírus, o próximo 

passo foi realizar uma análise evolutiva a partir da tabulação e avaliação dos 100 

primeiros hits para essas sequências (Anexo IV). Essas análises revelaram que os best 

hits, para ambas as cópias, correspondem, principalmente, a regiões intrônicas, mais 

especificamente a fragmentos de íntrons self-splicing do grupo I, de sequências de 18S 

rRNA de diversos organismos, como fungos, amebas e algas (Figura 40A e B). A 

identificação dessa similaridade com íntrons foi possível somente para depósitos 
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completos no GenBank, em que a informação relativa a íntrons e éxons estavam 

disponíveis. Dessa maneira, na ausência desse tipo de informação os hits foram 

tabulados como genes de 18S e não como íntrons, conforme pode ser observado nos 

gráficos da Figura 40. 

 

 

 

A 
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Figura 40: Análise dos best hits das cópias de regiões intrônicas de 18S em tupanvírus 

soda lake. Os 100 best hits para as cópias 1 (A) e 2 (B) foram tabulados e graficamente 

representados evidenciando a similaridade, principalmente, com regiões intrônicas de 

sequências de 18S de diversos organismos. * Na ausência de depósitos detalhados contendo 

informações de íntrons e éxons os dados foram identificados como genes. 

 

A avaliação dos best hits também evidenciou a presença de sequências similares 

às copias 1 e 2 de tupanvirus soda lake em outros vírus do grupo dos NCLDVs, como 

phycodnavírus e mimivírus. Em alguns Chlorella vírus foi possível a identificação de 3 

a 4 cópias. Já em membros da família Mimiviridae foram identificadas uma única cópia 

em vírus pertencentes às linhagens A e B, e duas em vírus da linhagem C. Como 

esperado, duas cópias também foram encontradas no genoma do tupanvirus deep ocean.  

 Análises filogenéticas das sequências identificadas em vírus gigantes, assim 

como de sequências dos best hits também foram realizadas e sugeriram que as cópias 1 

e 2 de tupanvirus soda lake e tupanvirus deep ocean tiveram origens separadas e 

parecem ser filogeneticamente relacionadas às cópias únicas das linhagens A e B, assim 

como da cópia 1 da linhagem C e das sequências intrônicas de 18S rRNA de 

mitocôndrias de fungos. Além disso, também foi observado que as diversas cópias dos 

phycodnavírus aparentam ser filogeneticamente relacionadas entre si, assim como à cópia 2 

da linhagem C e sequências de 18S de fungos. Dessa maneira, as cópias da linhagem C 

parecem ter tido origens distintas (Figura 41).  

B 
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Figura 41: Árvore filogenética das sequências intrônicas de 18S presentes em mimivírus, 
phycodnavírus, fungos e mitocôndrias de fungos. As sequências intrônicas foram alinhadas, 
utilizando-se a ferramenta Clustal W do programa Mega 7.0, e usadas na construção da árvore 
filogenética através do método de máxima verossimilhança com 1000 replicatas. 
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6.1.2.3. Análise de vizinhança e de regiões imediatamente adjacentes 

 

Com o objetivo de avaliar quais genes estariam próximos às cópias 1 e 2 de 

tupanvirus soda lake, análises da vizinhança de ambas as sequências intrônicas de 18S 

foram realizadas. Essas análises revelaram a presença de genes codificadores de 

proteínas hipotéticas e ORFans próximas a ambas as cópias. Além disso, uma ilha de 

tRNAs, composta por sequências relativas a seis tRNAs, também foi observada a 15 

kpb de distância da cópia 1. No entanto nenhum outro gene relacionado ao processo de 

tradução foi identificado nas proximidades das duas cópias (Figura 42). 

 

 
 
Figura 42: Análise da vizinhança das cópias 1 e 2 de tupanvirus soda lake. Genes 
codificadores de proteínas hipotéticas e ORFans são observados nas proximidades de ambas as 
cópias. Uma ilha de tRNAs também pode ser observada a 15 kpb de distância da cópia 1.  

 

Além das análises de vizinhança, as regiões imediatamente adjacentes às 

sequências intrônicas de 18S presentes na família Mimiviridae também foram 

estudadas. Para tanto, além de tupanvirus soda lake e tupanvirus deep ocean, um 

membro de cada linhagem foi selecionado para avaliação. As análises demonstraram 

que as cópias únicas das linhagens A e B, assim como a cópia 1 da linhagem C, 

similarmente se localizam em uma região intrônica do gene da RNA polimerase 

subunidade 1 (Figura 43A, B e C). Curiosamente, próximo a essas cópias está presente 

uma endonuclease também codificada por íntrons self-splicing. Já a cópia 2 da linhagem 

C se localiza entre o gene codificador da proteína 1 do capsídeo e íntron codificador de 

nuclease (Figura 43C). Por sua vez, ambas as cópias de tupanvirus soda lake e 
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tupanvirus deep ocean se localizam em regiões intergênicas: as cópias 1 entre proteínas 

hipotéticas e proteínas 1 do capsídeo, e as cópias 2 entre ORFans e proteínas de choque 

térmico de 70 kDa (Figura 43D e E). 

 

 
 
Figura 43: Análise das regiões imediatamente adjacentes às cópias de 18S-like em 
mimivírus. (A) Acanthamoeba polyphaga mimivirus; (B) Acanthamoeba polyphaga 
moumouvirus; (C) megavirus LBA; (D) tupanvirus soda lake; (E) tupanvirus deep ocean. 

 

6.1.2.4. Análise da expressão das cópias 1 e 2 

 

O próximo passo no estudo das cópias de íntrons de 18S foi avaliar a expressão 

dessas duas sequências durante a infecção por tupanvirus soda lake. Inicialmente a 

expressão foi averiguada através da técnica de FISH utilizando-se sondas para o 18S 

rRNA de A. castellanii, assim como para ambas as cópias de tupanvírus. Após a 

hibridização e avaliação microscópica, foi possível observar uma considerável 

fluorescência, relativa às sondas para as duas cópias de íntrons de 18S, nas células 

infectadas por tupanvírus (Figura 44). Além disso, essa fluorescência, indicativa de 

expressão gênica, foi observada de maneira similar para ambas as cópias e ao longo de 
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toda a infecção viral, especialmente nos tempos intermediários (6 hpi) e tardios (12 hpi) 

(Figura 44). 

 

 

A 
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Figura 44: Análise da expressão das cópias de 18S-like de tupanvirus soda lake por FISH. 
Fluorescência indicativa de hibridização entre sondas e alvos pode ser observada tanta para a 
cópia 1 (A), quanto para a cópia 2 (B) durante diferentes tempos de infecção, sendo mais intensa 
nos tempos intermediários (6 hpi) e tardios (12 hpi). 

 

B 
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Em seguida, a avaliação da expressão das cópias 1 e 2 presentes em tupanvírus 

também foi checada por qPCR a partir da utilização de iniciadores específicos. 

Similarmente ao anteriormente observado para os experimentos com FISH, também foi 

possível observar a expressão de ambas as cópias durante a infecção viral, sendo que 

uma maior expressão, quando comparada ao tempo precoce de 30 minutos, foi notada 

nos tempos de 6 e 9 horas pós infecção (Figura 45).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 45: Análise da expressão das cópias de 18S-like de tupanvírus soda lake por qPCR. 
Células A. castellanii infectadas por 30 minutos, 6 horas ou 12 horas foram infectadas com 
tupanvirus soda lake na MOI de 5, submetidas à extração de RNA total, transcrição reversa e o 
cDNA resultante foi utilizado como molde para PCR em tempo real. É possível observar a 
expressão das cópias 1 (A) e 2 (B) em difentes tempos de infecção, principal nos tempos de 6 e 
9 horas. As barras de erro representam o desvio padrão. 

 

Em conjunto, os dados relativos aos experimentos envolvendo FISH e qPCR 

sugeriram que, embora as duas cópias de 18S-like sejam localizadas em regiões 

intergênicas, elas são altamente expressas ao longo da infecção por tupanvirus soda lake.   

 

6.2.  Caracterização do ciclo de multiplicação do cedratvirus getuliensis 

 

Os estudos de prospecção de vírus gigantes vêm avançando consideravelmente 

nos últimos anos, possibilitando o isolamento de diferentes vírus. Entretanto apesar 

dessas novas descobertas, pouco ainda é conhecido sobre a biologia da maioria desses 

vírus. Esse também é o caso dos cedratvírus, que anteriormente ao isolamento do 

cedratvirus getuliensis, eram representados somente por dois outros isolados. Com o 

intuito de fornecer mais informações acerca desses vírus, uma caracterização 
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aprofundada do ciclo de multiplicação do cedratvirus getuliensis foi desenvolvida 

durante a realização dessa tese. 

 

6.2.1. Ação de diferentes inibidores na penetração de cedratvirus 

getuliensis 

 

Para investigar o principal mecanismo de penetração utilizado por cedratvirus 

getuliensis, ensaios com diferentes inibidores farmacológicos foram realizados. Os 

dados revelaram que o pré-tratamento de células A. castellanii com citocalasina D levou 

a uma diminuição considerável do título viral, quando comparado a amebas não 

tratadas, indicando que esses vírus podem penetrar nas células hospedeiras por 

fagocitose, após adesão (Figura 46A e B). Imagens de microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) também corroboraram essa hipótese, uma vez que partículas virais 

puderam ser observadas dentro de vesículas semelhantes a fagossomos, apresentando 

mais do que 500 nm (Figura 46 C e D). 

 
Figura 46: Penetração do cedratvirus getuliensis em amebas A. castellanii. (A) Imagens de 
microscopia eletrônica de varredura evidenciando uma partícula viral aderida à ameba. (B) 
Impacto de diferentes inibidores na penetração viral. O tratamento com citocalasina reduzia o 
título viral de maneira significativa. (C) e (D) Imagens de microscopia eletrônica de transmissão 
de partículas virais no interior de vesículas similares a fagossomos. *:p < 0.05. As barras de erro 
representam o desvio padrão. 
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Ao contrário do observado para citocalasina D, o pré-tratamento com cloroquina 

curiosamente revelou uma tendência biológica de aumento do título viral. Já o 

tratamento com EIPA não foi capaz de induzir uma redução significativa do título viral, 

sugerindo que a macropinocitose aparentemente não é um mecanismo essencial para a 

penetração (Figura 46 B). 

 

6.2.2. Caracterização da fábrica viral de cedratvirus getuliensis e 

observação de outras mudanças celulares  

 

Após o estudo da penetração, o próximo passo na investigação do ciclo de 

cedratvirus getuliensis foi a caracterização das fábricas virais observadas durante a 

multiplicação viral no citoplasma da célula hospedeira. Imagens de microscopia 

eletrônica de transmissão revelaram que as fábricas virais de cedratvirus getuliensis 

possuem tamanho semelhante ao do núcleo e são elétron-lucentes, sendo, por esse 

motivo, de difícil distinção do restante do citoplasma da célula. Além disso, essas 

fábricas virais, aparentemente, se localizam na região perinuclear, entretanto apesar da 

proximidade, nenhuma alteração nuclear foi observada, sugerindo que essa estrutura não 

é afetada pela multiplicação viral (Figura 47A). 
 

 

Figura 47: Fábrica viral de cedratvirus getuliensis e outras alterações celulares observadas 
durante a multiplicação viral. (A) Fábrica viral de cedratvirus getuliensis contornada em 
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vermelho e em destaque. (B) Mitocôndrias ao redor e no interior (destacadas em vermelho) da 
fábrica viral (contornada em azul). (C) Acumulação e polarização de lisossomos no citoplasma 
(contornado em amarelo). (D) Tráfego de membranas no citoplasma celular (seta amarela). (E) 
O tratamento com brefeldina A reduz o título viral de maneira significativa. (F) Células tratadas 
com brefeldina apresentando degradação de membranas. VF: fábrica viral; Nu: núcleo; Mi: 
mitocôndria. ***:p < 0.001. As barras de erro representam o desvio padrão. 

 

Além da formação da fábrica viral, outras alterações celulares foram observadas 

durante a multiplicação do cedratvirus getuliensis, como a concentração de 

mitocôndrias ao redor e no interior da fábrica viral e a acumulação e polarização de 

estruturas semelhantes a lisossomos no citoplasma do hospedeiro (Figura 47B e C). 

Outra alteração observada foi um exacerbado tráfego de membranas que aparentemente 

são importantes para a morfogênese e exocitose das partículas virais. Para corroborar 

essa hipótese, tratamentos com brefeldina A foram realizados e foi observado que a 

ação dessa droga é capaz de impactar de maneira significativa o título viral. Além disso, 

imagens de microscopia eletrônica de transmissão evidenciaram um decréscimo do 

tráfego e uma degradação de membranas em células também tratadas com esse inibidor 

(Figura 47D, E e F). 

6.2.3. Morfogênese das partículas virais de cedratvirus getuliensis 
 

O estudo da progressão da infecção viral por MET evidenciou que a 

morfogênese do cedratvirus getuliensis envolve a formação de estruturas elétron-densas 

subsequentes visualizadas no interior e na periferia da fábrica viral. As imagens obtidas 

sugerem que a morfogênese se inicia a partir de crescentes apresentando 

aproximadamente 100 nm (Figura 48A). Em seguida, secções longitudinais 

demonstraram a ocorrência de um alongamento longitudinal dessas estruturas, que 

assumem uma conformação de “grampo” (Figura 48B). Secções transversais, por sua 

vez, revelaram a presença de capsídeos ainda não preenchidos, apresentando uma 

morfologia similar a “ferraduras” e uma típica parede estriada (Figura 48C). Além 

disso, secções longitudinais também possibilitaram a observação de somente um cork, 

localizado em um dos polos da partícula viral (Figura 48D). Nessa etapa da 

morfogênese as partículas parecem ser cilindros lateralmente abertos, uma vez que em 

cortes longitudinais as mesmas aparecem como retângulos e em cortes transversais 

como “ferraduras” (Figura 48E e F). Em seguida, um preenchimento progressivo da 
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partícula viral, seguido do fechamento lateral do capsídeo e emergência/incorporação do 

segundo cork também foi observado (Figura 48G a J).  

 
 

Figura 48: A morfogênese de cedratvirus getuliensis envolve a ocorrência de estruturas 
complexas subsequentes. (A) Primeiras estruturas observadas apresentam um formato de 
crescentes. (B) Cortes longitudinais evidenciam o alongamento longitudinal da partícula 
fazendo com que o capsídeo assuma uma conformação similar a “grampos”. (C) Cortes 
transversais possibilitam a observação de capsídeos vazios com uma conformação de 
“ferradura”. (D) Secções longitudinais demonstram capsídeos em forma de grampo com 
somente um cork evidente (seta vermelha) em um dos polos. Nesse estágio da morfogênese a 
partícula aparenta ser um cilindro aberto, uma vez que cortes longitudinais revelam as mesmas 
como retângulos (F) e cortes transversais com morfologia de “ferradura” (E). (G-I) 
Preenchimento progressivo do capsídeo. (J) Fechamento completo do capsídeo.  

 
Após o completo fechamento da partícula viral, também foi observado que o 

capsídeo sofre mudanças relacionadas à sua espessura. Esse espessamento se apresentou 

de maneira progressiva e em regiões localizadas ao redor da fábrica viral (Figura 49A e 
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B). MET evidenciaram que inicialmente essa estrutura apresenta uma parede fina, que 

não é capaz de recobrir lateramente ambos os corks, no entanto, com o avançar da 

maturação, a parede se torna mais grossa e passa a adquirir a mesma espessura de 

ambos os corks (Figura 49C a H).  

 
Figura 49: Espessamento do capsídeo viral de cedratvirus getuliensis. (A) Partículas virais 
sofrem diferenciação em regiões específicas na periferia da fábrica viral (contornada em 
vermelho e em detalhe). (B) Periferia da fábrica viral evidenciando o espessamento do capsídeo 
viral. Secções transversais (C) e longitudinais (D) de capsídeos apresentando uma fina parede 
que não recobre lateralmente ambos os corks (E) (setas vermelhas). (F) e (G) O capsídeo sofre 
espessamento com o avançar da maturação e adquire a mesma espessura de ambos os corks (H) 
(seta vermelha). VF: fábrica viral; Nu: núcleo. 

 

6.2.4. Caracterização da progênie viral 

 
Após a avaliação da morfogênese viral, a caracterização da progênie viral 

também foi realizada. A observação de partículas virais maduras revelou que essas 

apresentam um formato ovóide e medem ~1 µm de comprimento e 0,5 µm de diâmetro. 

Além disso, MET também demonstraram a presença de um capsídeo apresentando 

típicas listras paralelas, que aparecem como pontos organizados, em secções superficiais 

de partículas maduras (Figura 50A e B). No interior do capsídeo também foi possível 

observar a presença de uma membrana, que por sua vez delimita um compartimento 
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interno sem subestruturas evidentes (Figura 50B). Além disso, as partículas também 

apresentaram dois corks, característicos dos cedratvirus, em ambos os polos da partícula 

viral. Entretanto, apesar desses corks serem encontrados nas extremidades, eles não se 

localizam em pontos antipodais, apresentando um desalinhamento entre seus centros 

(Figura 50A e C).       

 
Figura 50: Partículas de cedratvirus getuliensis apresentam um formato ovóide e um 
capsídeo estriado. (A) Típico capsídeo viral apresentando listras paralelas e cork em pontos 
não antipodais. (B) Corte superficial de uma partícula madura evidenciando que as listras 
paralelas do capsídeo se apresentam como pontos organizados. (C) Interior do capsídeo é 
composto por uma membrana (seta vermelha) que delimita um compartimento interno 
homogêneo e sem subestruturas.  

 
 

Apesar da maioria das partículas virais de cedratvirus getuliensis apresentarem 

morfologia semelhante (Figura 51A), algumas partículas de tamanho diferente também 

foram observas por microscopia eletrônica de varredura e apresentaram 2,04 µm, quase 

o dobro do tamanho da maioria das partículas (Figura 51B).  
 
 

 
 
Figura 51: Imagens de microscopia eletrônica de varredura de partículas de cedratvirus 
getuliensis evidenciando a plasticidade dessas estruturas. A maioria das partículas virais 
apresentam ~1 µm de comprimento (A), entretanto, partículas com quase o dobro de tamanho 
(B) também podem ser observadas. 
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Além disso, algumas estruturas de morfologia incomum compostas por porções 

de corks, capsídeos, membrana e material elétron-denso também foram notadas, 

sugerindo que essas pudessem representar partículas defectivas ou prematuras. A 

quantificação da ocorrência dessas estruturas também foi realizada e observou-se que 

aproximadamente 7% das células apresentam pelo menos uma dessas formações, sendo 

essas detectadas em paralelo a partículas comuns, em diferentes regiões do citoplasma e 

não restritas à região da fábrica viral (Figura 52). 

 
Figura 52: Estruturas de morfologia incomum observadas em meio à progênie viral. (A) e 
(B) Estruturas amorfas semelhante a partículas virais defectivas e compostas por porções de 
corks, capsídeo estriado, membranas e materiais elétron-densos, que podem ser visualizados no 
citoplasma da célula hospedeira em paralelo a partículas de morfologia comum. 

 

6.2.5. Liberação das partículas virais ao final do ciclo de multiplicação 

 

O próximo passo após a caracterização da progênie viral foi a análise da 

liberação das partículas virais formadas durante a multiplicação viral. Através de MET 

foi possível observar que em seguida ao processo de aumento de espessura da parede do 

capsídeo viral, as partículas maduras podem ser observadas imersas no citoplasma da 

célula viral ou também envoltas por membranas (Figura 53A). Além disso, mais de uma 

partícula viral foi observada dentro da mesma vesícula, que por sua vez também 
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apresentou uma ou mais camadas de membranas em sua composição (Figura 53B a E). 

Ademais, algumas partículas também foram observadas no interior de vesículas e no 

exterior da membrana celular (Figura 53F).  

 
Figura 53: Partículas de cedratvirus getuliensis podem ser liberadas por lise celular ou 
exocitose. (A) Novas partículas virais são encontradas imersas no citoplasma ou no interior de 
vesículas. (B) e (C) Vesículas apresentando uma ou mais partículas virais. (D) Partículas sendo 
englobadas por membranas. (E) Vesícula com mais de uma membrana. (F) Partícula no interior 
de uma vesícula e aparentemente no exterior na membrana celular. (G) Imagens de microscopia 
eletrônica de varredura evidenciando dano na membrana celular e a emergência de partículas 
virais (seta vermelha). (H) Blebs (contornados de amarelo) na membrana celular podem ser 
observados ao final da infecção viral. (I) Célula controle, não infectada, apresentando 
membrana citoplasmática íntegra e sem protrusões.   

 

Além desses dados, que sugerem a ocorrência de exocitose das partículas virais, 

também foi observardo por microscopia eletrônica de varredura a presença de uma 

grande quantidade de amebas apresentando danos substanciais na membrana celular a 

partir dos quais novas partículas virais parecem emergir (Figura 53G). Em paralelo a 

essa lise celular, a formação de protrusões membranosas denominadas de blebs também 

foi observada (Figura G e H).  
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7. DISCUSSÃO  

 

A compreensão atual da virosfera mudou drasticamente após a descoberta dos 

mimivírus, que abriu o caminho para o isolamento de outros vírus tão ou mais 

complexos capazes de infectar amebas. Embora muitos estudos já tenham sido 

desenvolvidos destacando que os vírus gigantes podem ser filogeneticamente 

relacionados, formando o grupo monofilétido dos NCLDVs juntamente com outros 

grandes vírus de DNA (IYER et al., 2006; IYER; ARAVIND; KOONIN, 2001), estes 

vírus apresentam diferenças notáveis em relação à estrutura, genoma, ciclos de 

multiplicação e, consequentemente, interação com seus hospedeiros. 

 Recentemente, dois novos vírus, tupanvirus soda lake e cedratvirus getuliensis, 

foram descobertos pelo nosso grupo de pesquisa, a partir de um extenso trabalho de 

prospecção viral utilizando diferentes amostras dos mais diversos ambientes. A 

caracterização inicial do tupanvírus evidenciou, além da presença de um extenso aparato 

traducional, uma curiosa interação caracterizada pelo shutdown do RNA ribossomal em 

células hospedeiras e não hospedeiras. Por sua vez, a descoberta do cedratvirus 

getuliensis representou o isolamento do terceiro cedratvírus no mundo, revelando a 

acensão de um novo grupo viral e evidenciando o nosso ainda limitado conhecimento 

acerca da biologia desses vírus. Nesse contexto, o presente estudo apresenta 

características peculiares de ambos os isolados virais, abordando aspectos relacionados 

ao ciclo de multiplicação de cedratvirus getuliensis, à presença e caracterização de 

sequências 18S-like no genoma de tupanvirus soda lake, assim como o aprofundamento 

de um perfil de interação entre vírus e protozoário nunca antes descrito na virosfera.   

A reprodução e caracterização aprofundada do shutdown em células A. 

castellanii revelou que a degradação do RNA ribossomal ocorre somente em células 

infectadas por tupanvírus, mas não por APMV, sob determinadas condições de 

infecção, sendo diretamente dependente da quantidade de partículas virais presentes, 

suportado pela necessidade de uma alta multiplicidade de infecção (MOI=100), assim 

como pelo tempo de interação entre vírus-hospedeiro, evidenciado por uma maior 

degradação em tempos mais tardios de infecção (9 hpi) (Figura 27). Além disso, o fato 

do shutdown ocorrer mesmo na presença de partículas inativadas por UV, mas não por 

calor, sugere que esse fenômeno possa ser induzido pela presença de algum fator viral, 

provavelmente, de natureza protéica, uma vez que proteínas são termo-sensíveis, 

sofrendo desnaturação, e consequente perda de função nessas condições (Figura 28) 
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(WU, 1925). Ademais, uma vez que o shutdown ocorre independentemente da 

multiplicação, como observado para T. hyperangularis, acredita-se que esse fator possa 

ser carreado pela partícula viral e liberado no citoplasma do hospedeiro. De fato, 

algumas imagens prévias de MET já evidenciaram, por exemplo, a liberação do 

conteúdo presente na cauda do tupanvírus no citosol de A. castellanii e também T. 

hyperangularis (ABRAHÃO et al., 2018). No entanto, mais estudos para corroborar 

essa hipótese são necessários, uma vez que os estudos de proteômica da partícula 

evidenciaram que mais da metade das proteínas virais presentes são desconhecidas, 

sendo algumas dessas codificados por ORFans. Além disso, as análises conduzidas 

também não foram capazes de identificar quais proteínas estariam associadas à 

composição exclusiva da cauda de tupanvírus (ABRAHÃO et al., 2018). 

Apesar do shutdown também ser observado em T. hyperangularis, um diferente 

perfil temporal de ocorrência foi notado. Somente no 4° dia pós infecção uma degração 

ribossomal mais intensa foi detectada nesse protozoário, sugerindo que as diferenças 

biológicas existentes entre A. castellanii e T. hyperangularis possam acarretar em 

respostas diferentes à presença do patógeno (Figura 29). De fato, outras alterações além 

da degradação ribossomal foram observadas em T. hyperangularis, como diminuição da 

motilidade desses protozoários, aumento da vacualização e presença de uma grande 

quantidade de vesículas extracelulares provavelmente correspondentes a egestão de 

rejeitos não digeridos pelo citopígio (ABRAHÃO et al., 2018; DÜRICHEN et al., 2016; 

THURMAN; DRINKALL; PARRY, 2010)  

Como mencionado anteriormente, após a caracterização do processo do 

shutdown, alguns outros experimentos foram conduzidos para corroborar, ou refutar, a 

hipótese inicial de que a degradação ribossomal ocorria pelo canônico processo de 

ribofagia. O primeiro experimento realizado com esse intuito foi a avaliação da inibição 

do processo de autofagia pelo uso de inibidores farmacológicos. O tratamento com as 

drogas cloroquina e bafilomicina A para inibição desse mecanismo já havia sido 

empregado anteriormente em diversos estudos e em diferentes células, inclusive em A. 

castellanii (JHA et al., 2014; MOON et al., 2015; REDMANN et al., 2017; SOLITRO; 

MACKEIGAN, 2016). No entanto, o tratamento com ambas as drogas não foi capaz de 

impedir o processo de shutdown, sugerindo que a acidicação de lisossomos, assim como 

a fusão de autofagossomos com essas organelas, não são processos inerentes para a 

ocorrência da degradação ribossomal ocasionada pelo tupanvírus (Figuras 31 e 32).  
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O próximo experimento conduzido na investigação do shutdown foi baseado no 

silenciamento do gene Atg-8 a partir do uso de siRNAs, previamente utilizados (MOON 

et al., 2009). Os resultados obtidos revelaram que alterações na biogênese da membrana 

de fagóforos, precursores dos autofagossomos, ocasionados pelo silenciamento não são 

capazes de evitar a degradação do RNA ribossomal de amebas A. castellanii diante da 

infecção por tupanvírus (Figura 32) (MOON et al., 2009; XIE; NAIR; KLIONSKY, 

2008). É sabido que a família de genes codificadores de proteínas associadas à autofagia 

(Atg) contém mais de 35 genes em leveduras, no entanto, poucos homólogos foram 

descritos em A. castellanii, como Atg16, Atg3 e curiosamente uma segunda cópia de 

Atg8, denominada Atg8b (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; OHSUMI, 2011; MOON et 

al., 2013). Entretanto, apesar de somente um dos genes Atg8 ter sido silenciado nesse 

trabalho, estudos prévios já demonstraram que a inibição da expressão de uma das 

cópias é capaz de afetar consideravelmente a ocorrência da autofagia (MOON et al., 

2013). Além disso, os dados obtidos através do silenciamento gênico corroboram os 

dados anteriores envolvendo o uso de inibidores farmacológicos, sugerindo que o 

processo de autofagia não está diretamente relacionado ao shutdown.     

Além do silenciamento gênico e do uso de inibidores de autofagia, experimentos 

para avaliar a ocorrência de acidificação de compartimentos celulares também foram 

realizados. Os dados obtidos revelaram uma intensa acidificação do citoplasma de 

amebas A. castellanii infectadas por tupanvírus que coincide temporalmente com a 

observação do shutdown. Diversos trabalhos previamente publicados já demonstraram 

que diferentes vírus utilizam da acidificação de endossomos ou fagossomos como 

estratégia para desnudamento e liberação do material genético viral no citoplasma 

(ANDRADE et al., 2017; BRINDLEY; MAURY, 2005; GROVE; MARSH, 2011; 

TOWNSLEY et al., 2006). Entretanto, a acificação causada por tupanvírus não foi 

restrita a compartimentos celulares, como aqui observado durante a infecção por 

APMV, ou como comumente observado no processo de autofagia, mas abrangeu todo o 

citoplasma celular de uma maneira que, até onde se sabe, não foi observada em outras 

infecções virais (Figura 35) (CHOI; BOWMAN; JUNG, 2018). Além disso, essa 

alteração no pH do citosol não foi afetada pelo tratamento com bafilomicina A, 

sugerindo que a acidificação ocorre de maneira independente de V-ATPases (Figura 

36).  

Concomitante à ocorrência do shutdown e à acidificação do citoplasma 

amebiano, outras alterações celulares foram observadas, como a formação de vesículas, 
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em sua maiora apresentando membrana única, contendo ribossomos em A. castellanii e 

T. hyperangularis (Figura 37 e 39). De fato, uma típica característica dos 

autofagossomos envolvidos no processo de ribofagia é a presença de duplas 

membranas, entretanto, raramente vesículas com duas membranas foram observadas 

durante o shutdown (KRAFT et al., 2008). Além disso, MET revelaram que a formação 

dessas vesículas ocorre principalmente na periferia da membrana nuclear, após 

invaginação e englobamento de ribossomos (Figura 37). Em seguida, essas vesículas se 

fundem com outras, formando grandes estruturas que não são mais observadas nos 

tempos do shutdown, sugerindo a ocorrência de depleção das mesmas por um 

mecanismo ainda desconhecido. Ademais, a infecção por tupanvírus também induziu 

uma extrema degradação do núcleo e do nucléolo em ambos os protozoários, sendo que 

em amebas A. castellanii o completo desaparecimento do núcleo/nucléolo foi observado 

em células coradas por hemacolor durante o shutdown (Figura 39). Nesse contexto, 

somente as fábricas virais são visualizadas no interior das células hospedeiras, 

fortalecendo o conceito de virocell, previamente proposto por Forterre (FORTERRE, 

2013).  

Vários estudos já foram conduzidos demonstrando que a multiplicação de 

diferentes vírus envolve a interação com o nucléolo do hospedeiro (Salvetti & Greco, 

2014). Além disso, desorganizações nucleares já foram observadas em outros vírus 

gigantes, como pandoravírus, mollivírus e também aqui demonstrado para APMV em 

alta MOI (LEGENDRE et al., 2015; PHILIPPE et al., 2013). Entretanto, nenhuma 

alteração previamente reportada foi tão intensa, ou ocorreu de maneira concomitante 

com uma considerável degradação ribossomal como observado diante da infecção por 

tupanvírus.  

 Em conjunto, os dados aqui apresentados sugerem que o shutdown do RNA 

ribossomal não é diretamente relacionado ao canônico processo de ribofagia/autofagia. 

Embora a formação de vesículas contendo ribossomos e a degradação do nucléolo 

possam estar relacionadas a ocorrência desse fenômeno durante a infecção por 

tupanvírus, os mecanismos envolvidos na degradação ribossomal, após a formação de 

grandes vesículas contendo ribossomos, ainda precisam ser mais investigados. Como 

perspectiva, uma hipótese que poderia ser explorada é a possibilidade do tupanvírus 

ocasionar modificações ribossomais que favorecessem a tradução de suas proteínas, em 

oposição às proteínas celulares, como já descrito anteriormente para poxvírus (JHA et 

al., 2017). 
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Em paralelo aos experimentos desenvolvidos na caracterização do shutdown do 

RNA ribossomal, investigações sobre a presença de sequências ribossomais em 

tupanvírus também foram conduzidas. Nossas análises revelaram a presença de duas 

cópias (Cópia 1 e 2) no genoma desses vírus apresentando uma alta similaridade com 

partes de sequências intrônicas de 18S rDNA, mais especificamente com íntrons self-

splicing do grupo I, presentes em diferentes organismos, como fungos, amebas e algas. 

De fato, os íntrons self-splicing do grupo I são amplamente distribuídos na natureza e 

são presentes no genoma de vários organismos, como bactérias, plantas, mitocôndrias, 

cloroplastos e eucariotos, sendo que no genoma desses últimos esses íntrons 

interrompem exclusivamente sequências de genes ribossomais (EDGELL; 

CHALAMCHARLA; BELFORT, 2011; HAUGEN; SIMON; BHATTACHARYA, 

2005; MACHOUART et al., 2004). 

Curiosamente, a presença de outras cópias de partes de íntrons de 18S também 

foi identificada em outros vírus do grupo dos NCLDVs, como mimivírus e 

phycodnavírus. Entre os representantes da família Mimiviridae foram identificadas uma 

única cópia em vírus pertencentes às linhagens A e B, e duas em vírus da linhagem C e em 

tupanvirus deep ocean. Apesar da descrição da presença dessas sequências já terem sido 

relatadas previamente para Chlorella virus e também para bacteriofágos, essa foi a 

primeira vez que essas cópias foram descritas em vírus gigantes (BONOCORA; SHUB, 

2004; NISHIDA et al., 1998).  

As análises filogenéticas realizadas com o intuito de avaliar a origem evolutiva 

dessas sequências, demonstraram que as cópias de tupanvirus soda lake e tupanvirus 

deep ocean tiveram origens separadas e parecem ser filogeneticamente relacionadas às 

cópias únicas das linhagens A e B, assim como da cópia 1 da linhagem C e das 

sequências intrônicas de 18S rRNA de mitocôndrias de fungos. Já as diversas cópias 

dos phycodnavírus aparentam ser filogeneticamente relacionadas entre si, assim como à 

cópia 2 da linhagem C e sequências de 18S de fungos (Figura 41). Um resultado 

semelhante também foi observado previamente para Chlorella virus, sugerindo um 

parentesco das sequências presentes nesses vírus com a presente no rRNA de uma 

variedade de organismos, como fungos e protozoários (NISHIDA et al., 1998). 

A avaliação das regiões imediatamente adjacentes às sequências intrônicas de 

18S presentes na família Mimiviridae, demonstraram que as cópias únicas das linhagens 

A e B, assim como a cópia 1 da linhagem C, se localizam em uma região intrônica do 

gene da RNA polimerase subunidade 1 (Figura 43A, B e C). A localização intrônica 
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dessas sequências em genes não ribossomais não foi relatada para eucariotos, entretanto, 

íntrons do grupo I já foram encontrados inseridos em uma ampla variedade de genes, 

como DNA polimerase e proteína principal do capsídeo em bacteriófagos e 

phycodnavírus (BONOCORA; SHUB, 2004; NISHIDA et al., 1998). Curiosamente, 

próximo a todas as cópias presentes nas três linhagens de mimivírus, uma endonuclease 

codificada por íntrons self-splicing foi observada. Alguns grupos de íntrons self-splicing 

possuem ORFs que codificam endonucleases que promovem a mobilidade desses 

íntrons de um local para outro no genoma e também de um organismo para outro 

(EDGELL; CHALAMCHARLA; BELFORT, 2011; HAUGEN; SIMON; 

BHATTACHARYA, 2005; MACHOUART et al., 2004). Dessa maneira, a presença 

dessas enzimas pode sugerir a ocorrência da mobilidade dessas sequências o que 

representaria um possível cenário da origem dessas cópias em genomas virais.     

Entretanto, para tupanvirus soda lake e deep ocean, a análise das regiões 

imediatamente adjacentes evidenciou que ambas as cópias, surpreendentemente, se 

localizam em regiões intergênicas, conforme predição gênica, o que até então não havia 

sido descrito para esse grupo de íntrons self-splicing (Figura 43D e E). Além disso, 

nenhuma endonuclease foi identificada nas proximidades das duas cópias em ambos os 

tupanvírus, sugerindo a ocorrência de um cenário evolutivo diferente dos outros 

mimivírus. A fim de checar a expressão de ambas as cópias, análises envolvendo FISH 

e qPCR foram conduzidas e revelaram que, apesar das sequências se localizarem em 

regiões intergênicas elas são altamente expressas durante todo o ciclo de multiplicação, 

mas principalmente nos tempos intermediários (6 hpi) e tardios (12 hpi) (Figura 44 e 

46). Apesar dos resultados observados, o motivo pelo qual essas sequências são 

expressas e como elas seriam expressas ainda não foi completamente elucidado, 

entretanto, uma aparente colocalização entre as sondas específicas para as cópias virais 

e para o 18S amebiano foi observada, sugerindo uma possível interação entre essas 

sequências intrônicas e os ribossomos de A. castellanii. No entanto, para corroborar essa 

evidência, novos experimentos ainda precisam ser conduzidos com sondas marcadas 

com um maior número de fluoróforos afim de possibilitar o aumento da captação do 

sinal de fluorescência por microscópio confocal.      

 

Após a caracterização dos aspectos descritos em tupanvirus soda lake, a presente 

tese também teve como objetivo a condução do primeiro estudo aprofundado do ciclo 
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de multiplicação dos cedratvírus, fornecendo informações relevantes para o melhor 

entendimento da biologia do cedratvirus getuliensis.  

Inicialmente, devido ao tamanho da partícula viral dos cedratvírus, havia sido 

proposto que esses vírus poderiam iniciar seu ciclo de multiplicação a partir da 

penetração por fagocitose, entretanto, nenhum dado experimental havia sido fornecido 

para sustentar essa hipótese, exceto por algumas imagens de microscopia eletrônica de 

transmissão. Diante disso, novos experimentos foram conduzidos utilizando-se 

diferentes inibidores de endocitose. Os dados obtidos demostraram que a inibição da 

fagocitose por citocalasina D, um inibidor previamente utilizado em amebas A. 

castellanii, capaz de inibir a polimerização de actina resulta em uma redução 

significativa da incorporação de partículas virais de cedratvirus getuliensis, sugerindo 

que o principal mecanismo de penetração utilizado por esse vírus é a fagocitose (Figura 

46B, C e D; Figura 54 – 1) (ALSAM et al., 2005; CHRISMAN; ALVAREZ; 

CASADEVALL, 2010; SOTO-ARREDONDO et al., 2014; TAYLOR et al., 1995). Em 

contrapartida, o tratamento com EIPA, um inibidor de macropinocitose capaz de 

bloquear as trocas celulares de Na+ e H+, não afetou a penetração de partículas virais 

(Figura 46B). Entretanto, como o efeito desse inibidor em Acanthamoeba ainda não foi 

profundamente estudado, a penetração de cedratvirus getuliensis por macropinocitose 

não pode ser completamente descartada. Além disso, alguns trabalhos prévios 

desmonstraram que o inibidor citocalasina também é capaz de interferir na ocorrência 

de macropinocitose, reforçando assim a necessidade de estudos mais aprofundados do 

mecanismo de ação do EIPA em Acanthamoeba (KUHN et al., 2014; MICHAEL et al., 

2013; SOLDATI; SCHLIWA, 2006). Já o tratamento com cloroquina, 

interessantemente, demonstrou uma tendência biológica de aumento do título viral, 

sugerindo que esse inibidor pode se acumular no interior de fagossomos, impedindo a 

acidificação e culminando em um aumento do pH, prevenindo assim a ocorrência do 

processo de desnudamento e preservando um maior número de partículas não 

desnudadas e infecciosas no interior de fagossomos (Figura 46B) (DUTTA; 

DONALDSON, 2012; JHA et al., 2014; MOON et al., 2015).  
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Figura 54: Representação esquemática do ciclo de multiplicação do cedratvirus 
getuliensis. (1) Partículas virais penetram na célula hospedeira por fagocitose. (2-3) Após a 
penetração, um cork é expelido e ocorre a fusão da membrana interna com a membrana do 
fagossomo possibilitando a liberação do genoma no citoplasma. (4) Após uma fase de eclipse 
típica, ocorre a formação de uma fábrica viral elétron-lucente no interior da qual ocorre a 
morfogênese viral. (5) O espessamento do capsídeo também ocorre na periferia da fábrica viral 
e novas partículas virais podem ser observadas dispersas no citoplasma (6) ou no interior de 
vesículas (7). (8) A progênie viral é liberada principalmente por lise celular, entretanto a 
exocitose também parece ocorrer.  

 

Com relação ao processo de desnudamento, já foi demonstrado por outros estudos que 

esse parece ocorrer após a extrusão de somente um dos corks, possibilitando assim a 

fusão da membrana interna, também observada nos dados aqui apresentados, com a 

membrana do fagossomo e a liberação do material genético no citoplasma da célula 

hospedeira (Figura Figura 54 - 2 e 3) (ANDREANI et al., 2016; BERTELLI et al., 

2017). O mecanismo preciso envolvido no desencadeamento do desnudamento, ainda 

não é completamente elucidado, mas acredita-se que ele possa estar relacionado à 

acidificação do fagossomo, de maneira similar ao observado para os mimivírus 

(ANDRADE et al., 2017). Além disso, outro ponto que ainda permanece obscuro nessa 

etapa do ciclo de multiplicação é qual dos corks estaria envolvido no processo de 



 109 

liberação do material genético, no entanto, nenhuma outra diferença, além de não se 

localizarem em pontos antipodais, já foi descrita para ambos os corks.  

 Após o desnudamento e uma típica fase de eclipse, MET evidenciaram a 

formação de uma grande fábrica viral nas proximidades do núcleo celular, que 

aparentemente não é envolvido no processo de multiplicação, uma vez que permaneceu 

inalterado durante todo o ciclo de multiplicação, diferentemente do observado para 

outros vírus gigantes, como pandoravírus e mollivírus (LEGENDRE et al., 2015; 

PHILIPPE et al., 2013). Ao contrário do observado também para os mimivírus, que 

apresentam uma fábrica viral elétron-densa dividida em partes (uma basicamente 

relacionada à replicação do genoma e morfogênese e outra relacionada a aquisição de 

fibrilas), a fábrica viral do cedratvirus getuliensis se mostrou elétron-lucente e sem 

subdivisões (Figura 47A; Figura 54 – 4) (ANDRADE et al., 2017; KUZNETSOV et al., 

2013; SUZAN-MONTI et al., 2007). Além disso, similarmente aos pithovírus, nenhuma 

delimitação foi observada ao redor da fábrica viral do cedratvirus getuliensis sendo essa 

de difícil diferenciação do restante do citoplasma.  

 No interior e na periferia dessas fábricas virais também foi observada uma 

complexa morfogênese de partículas virais do cedratvirus getuliensis, envolvendo a 

formação de estruturas elétron-densas subsequentes (Figura 54 – 4) . As imagens 

obtidas sugerem que a morfogênese se inicia a partir de crescentes de origem ainda 

desconhecidas de ~100 nm. Estruturas similares já foram observadas durante a 

multiplicação de vaccinia vírus, mimivírus e asfarvírus, sugerindo a ocorrência de 

etapas comuns na multiplicação dos NCLDVs (Figura 48A) (MUTSAFI et al., 2010, 

2013; SUAREZ et al., 2013; SUAREZ et al., 2015).  

A morfogênese completa do cedratvirus getulienses se mostrou relativamente 

semelhante à de pithovírus, com partículas apresentando uma morfologia ligeiramente 

retangular no início, seguido por um espessamento do capsídeo e subsequente aquisição 

de um formato oval (Figura 49; Figura 50; Figura 54 – 5) (LEGENDRE et al., 2014). 

Mas diferentemente dos pithovírus, cedratvirus getuliensis adquire um segundo cork no 

final da morfogênese. Além disso, nenhuma estrutura em formato de ferradura, 

indicativa da presença de uma partícula lateralmente aberta, foi descrita para os 

pithovírus. As imagens obtidas também demonstraram que é através dessa abertura 

lateral que essas partículas são preenchidas por um material elétron-denso, sugerindo a 

ocorrência da aquisição do genoma e de proteínas virais nessa etapa da morfogênese 

(Figura 48G, H e I).  
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A caracterização da progênie viral revelou a presença de partículas apresentando 

em sua maioria 1 µm, entretanto, vírus de mais de 2 µm também foram observados, 

evidenciando uma plasticidade no tamanho do cedratvirus getuliensis, que também já 

havia sido relatada para os pithovírus (Figura 51) (LEGENDRE et al., 2014; 

OKAMOTO et al., 2017). Além disso, a presença de partículas virais amorfas, 

observadas durante o ciclo de multiplicação dos cedratvirus getuliensis, também já 

tinham sido descritas por Legendre e colaboradores (2014), entretanto esses 

pesquisadores descreveram essas estruturas como possíveis reservatórios de 

componentes necessários à morfogênese viral. No entanto, a hipótese dessas estruturas 

serem, na realidade, partículas defectivas não pode ser descartada, uma vez que a 

ocorrência de partículas anormais já foi previamente relatada para outros vírus gigantes 

(Figura 52) (ABRAHÃO et al., 2014; ANDRADE et al., 2017).      

 O fim do ciclo de multiplicação do cedratvirus getulienses foi caracterizado pela 

liberação das novas partículas virais principalmente por lise celular (Figura 54 – 8). 

Entretanto, a liberação por exocitose também parece ocorrer, uma vez que partículas 

virais foram observadas no interior de membranas no citoplasma da célula hospedeira 

(Figura 54 – 7). A origem dessas membranas, assim como da membrana observada no 

interior dos vírions, ainda não é clara, no entanto, os experimentos envolvendo o 

tratamento com brefeldina A revelaram um impacto significativo do título viral, 

demonstrando que o tráfego de membranas é importante para o processo de 

morfogênese e/ou exocitose das partículas virais.      

Durante o ciclo de multiplicação do cedratvirus getuliensis outras alterações 

celulares também foram observadas. Uma delas foi o recrutamento de mitocôndrias para 

a região da fábrica viral, o que pode estar relacionado com a otimização de aquisição de 

energia que é requerida para a multiplicação viral (Figura 47B). Além dessa alteração, a 

polarização de estruturas que remetem a lisossomos também foi notada, sugerindo a 

possibilidade de ocorrência de autofagia de vírions ou de componentes virais, uma vez 

que essas organelas atuam como estruturas degradativas. Entretanto, o real impacto 

dessas organelas na multiplicação viral ainda precisa ser melhor estudado.  

Ainda há algumas perguntas a serem respondidas sobre o ciclo de multiplicação 

deste novo grupo de vírus, especialmente no nível molecular. Investigações adicionais 

usando diferentes técnicas de microscopia, combinadas com transcriptômica e dados 

proteômicos, certamente fornecerão informações valiosas sobre a dinâmica de interação 
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vírus-hospedeiro e preencherão algumas lacunas remanescentes relativas ao ciclo de 

multiplicação dos cedratvírus.  
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8. CONCLUSÕES 
 

 
• O shutdown do RNA ribossomal é causa ou consequência de um padrão citotóxico 

que ocorre em células não permissivas, como T. hyperangularis, e também em 

células permissivas, como A. castellanii e V. vermiformis, em alta multiplicidade 

de infecção e dependente do tempo de interação entre vírus e hospedeiro; 

 

• A degradação ribossomal também é observada diante da infecção com partículas 

de tupanvírus inativadas por UV, mas não por calor; 

 

• O shutdown aparentemente não está associado ao processo de ribofagina, uma vez 

que o tratamento de amebas A. castellanii com inibidores de autofagia, assim 

como o silenciamento do gene Atg8 não impedem a ocorrência da degradação 

ribossomal induzido pelo tupanvírus; 

 
• Durante a infecção pelo tupanvírus, uma notável acidificação do citoplasma de 

células A. castellanii é observada; 

 

• A infecção pelo tupanvirus soda lake induz uma progressiva degradação do 

núcleo/nucléolo temporariamente associada ao shutdown. O APMV também é 

capaz de ocasionar mudanças no nucléolo da célula hospedeira, entretanto essas 

alterações não apresentam a mesma proporção das observadas diante da infecção 

pelo tupanvírus; 

 

• Pequenas vesículas, compostas em sua maioria por uma única membrana, 

contendo ribossomos próximo à membrana nuclear foram observadas. Essas 

vesículas, posteriormente, se agregam formando grandes estruturas que são 

depletadas do citoplasma no mesmo tempo que o shutdown pode ser detectado; 

 

• Duas cópias de sequências similares a partes de regiões intrônicas de 18S, mais 

especificamente a íntrons self-splicing do grupo I, foram encontradas no genoma 

de tupanvírus; 
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• Cópias similares também foram encontradas nos genomas de mimivírus das 

linhagens A, B e C e também em tupanvirus deep ocean;  

 

• A análise filogenética das duas cópias presentes em tupanvírus evidenciou que 

elas apresentam origens separadas, e apesar de estarem localizadas em regiões 

intergênicas do genoma, são altamente expressas durante o ciclo de multiplicação, 

mais especificamente durante as fases intermediárias e tardias. 

 

• O estudo aprofundado do ciclo de multiplicação do cedratvirus getuliensis revelou 

através do uso de diferentes inibidores de endocitose que a penetração desses 

vírus em amebas A. castellanii ocorre principalmente por fagocitose; 

 

• Foi possível observar a presença de uma fábrica viral elétron-lucente localizada na 

periferia do núcleo; 

 

• A morfogênese de cedratvirus getuliensis é complexa e envolve estruturas elétron-

densas subsequentes que podem ser observadas no interior e na periferia da 

fábrica viral; 

 

• Alterações celulares como recrutamento de mitocôndrias, polarização de 

lisossomos e intenso tráfego de membranas foram observadas ao longo da 

multiplicação de cedratvirus getuliensis; 

 

• A análise da progênie viral envidenciou a presença de partículas com uma 

plasticidade de tamanho, assim como partículas defectivas; 

 

• A liberação das novas partículas virais ocorre principalmente por lise celular, 

entretanto a liberação por exocitose também parece ocorrer.  
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10.    ANEXOS 

 

10.1. Anexo I – Preparação de solução PAS 

 

A solução salina para amebas é a solução utilizada para o cultivo das amebas de 

vida livre, além de ser usada em experimentos para que não haja intensa multiplicação 

das amebas, visto que é um mais meio pobre. Para preparar 1000 ml desta solução, 

inicialmente, prepara-se duas soluções chamadas de solução A e solução B. Para a 

solução A, adiciona-se as seguintes substâncias em 10 ml de água estéril: 0,16µM 

sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) (Merck, Alemanha); 0,1mM de 

fosfato dibásico de sódio (Na2HPO4) (Merck, Alemanha); 0,1mM de fosfato 

monobásico de potássio (KH2PO4) (Merck, Alemanha); NaCl (2mM) ; Na2HPO4 

(0,0001mM). Para o preparo da solução B, adiciona-se 0,272 µM de cloreto de cálcio 

(CaCl2.2H2O) (Merck, Alemanha). As soluções A e B são filtradas em filtro de 0,22µm 

a fim de deixar a solução final estéril e também eliminar possíveis cristais formados 

durante o preparo e posteriormente adicionadas a um volume final de 1 litro de água. 

Esta solução é mantida em câmara fria até o momento de uso. Como controle, uma 

alíquota da solução preparada deve ser incubada a 37ºC para verificar se a mesma está 

contaminada; além disso, outra alíquota é incubada em meio tioglicolato para 

verificação de crescimento de microorganismos.  

 

10.2. Anexo II – Preparação de meio NEFF  

 

A indução do encistamento foi feita por choque hiperosmótico através da utilização 

de uma solução salina de Neff que possui uma grande quantidade de magnésio em sua 

composição. Para o preparo dessa solução foram utilizados 20 mM de Tris-HCl (Merck, 

Alemanha), 100 mM de cloreto de potássio (KCl) (Merck, Alemanha), 8 mM de sulfato 

de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) (Merck, Alemanha), 0,4 mM de cloreto de 

cálcio (CaCl2) (Merck, Alemanha), 1 mM de bicarbonato de sódio (NaHCO3) (Merck, 

Alemanha) e H2O destilada em q.s.p. 1 litro. Após a homogeneização da solução o pH 

foi ajustado para 9,0. Em seguida o meio foi autoclavado a 121°C por 15 minutos. Após 

o resfriamento o meio foi armazenado em câmara fria (temperatura de 4 a 8°C) até o 

momento de uso. 
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10.3.   Anexo III – Preparação do meio PYG 

 

O meio de cultura PYG (meio protease peptona extrato de levedura e glicose) foi o meio 

utilizado para o cultivo de amebas de vida livre. Três soluções diferentes foram 

preparadas separadamente, em seguida foram misturadas e o volume foi completado 

para 1 litro. Em um recipiente foi preparada a primeira solução contendo 300 mL de 

água destilada, 8 µM de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) (Merck, 

Alemanha), 0,5 µM de cloreto de cálcio (CaCl2) (Merck, Alemanha), 5 nM de sulfato de 

ferro amoniacal hexahidratado (Fe(NH4)2(SO4).6H2O) (Merck, Alemanha), 1,4 mM de 

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

de fosfato monobásico de potássio (KH2PO4) (Merck, Alemanha), 3,4 mM de citrato de 

sódio dihidratado (C6H5Na3O7.2H2O) (Merck, Alemanha), que em seguida foi 

homogeneizada até a completa dissolução. A segunda solução foi preparada em outro 

recipiente, adicionando, à 200 mL de água destilada, 20g de protease peptona (extrato 

bactopeptona) (Merck, Alemanha). A terceira solução foi preparada adicionando 0,05 M 

de glicose (Merck, Alemanha) à 200 mL de água destilada. As três soluções foram 

adicionadas a um mesmo recipiente e homogeneizadas. Em seguida o volume foi 

completado para 1L e o pH ajustado a 6,5 (Anexo I). O meio foi autoclavado a 121°C 

por 15 minutos, e após o resfriamento foi filtrado em filtros de 0,22 µm para retirada de 

eventuais cristais. O meio foi armazenado em câmara fria (temperatura de 4 a 8°C) até o 

momento do uso. Foi feito também o teste de esterilidade em que 1 mL do meio foi 

adicionado a 9 mL de meio tioglicolato, por 7 dias a 37°C. Para uso, o meio foi 

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

Gentamicina (Sigma-Aldrich, EUA) e 2,5 µg/mL de Anfotericina B (Sigma-Aldrich, 

EUA).  

 

10.4. Anexo IV – Tabela best hits das cópias 1 e 2 

 

10.4.1. Cópia 1 
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10.4.2. Cópia 2 
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