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RESUMO

A maioria dos virus gigantes de DNA comecaram a ser identificados a
partir da década de 90. A presenca de caracteristicas peculiares e distintas
daquelas vistas na maioria dos virus até entdo conhecidos, despertaram
grande interesse por parte da comunidade cientifica em relacdo a este grupo.
Em 2003, um novo virus gigante foi descoberto e impactou novamente 0s
virologistas em todo o mundo, tamanha era sua complexidade estrutural e
genética. Este foi nomeado mimivirus, devido a sua capacidade de mimetizar
um microrganismo amebiano frente a coloracdo de Gram, que foi uma técnica
utilizada como estratégia de identificacdo inicial da suposta bactéria, devido as
dimensdes tdo extensas. Um ponto interessante é a associacdo de mimivirus
com outro virus menor, denominado Sputnik virus, que atua como um
“viréfago”, por ser capaz de parasitar os virus da familia Mimiviridade de uma
forma especialmente invasiva. Além disso, estudos recentes comprovam que
mimivirus é um potencial patdgeno humano causador de pneumonia. E
importante que os estudos acerca dos mimivirus continuem e intensifiguem-se,
uma vez que podem gerar importantes questionamentos e até mesmo novas
concepc¢Bes quanto a natureza, diversidade e evolucao dos virus e até mesmo
de outras formas de vida.

Palavras chave: Mimivirus. Virus gigantes. Genoma. Pneumonia. Evolugéo.



ABSTRACT

The most of giant DNA viruses began to be identified during the 90's.
The presence of unique and distinct characteristics in this group of viruses,
have raised a great interest of the scientific community. In 2003, a new giant
virus was discovered and characterized, and impressed the virologists due it
structural and genetic complexity: the mimivirus. Mimivirus, the largest virus
known, was isolated from a free-living amoeba, and recent studies have
showing that this virus is worldwide spread, present in water, soil and dust
samples. Interestingly, mimivirus can be ‘infected” by another virus, named
Sputnik virus. Sputnik is distinct of satellite virus, since is large, codify more
than 20 proteins, and cause structural changes in mimivirus particles. In
addition, recent studies show that mimivirus is a potential human pathogen,
related with pneumonia. It is important the design and development of new
studies on mimivirus, since it can raise interesting questions regarding viral
evolution and diversity.

Key words: Mimivirus. Giant viruses. Genome. Pneumonia. Evolution.
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1. INTRODUCAO

A comunidade cientifica sempre demonstrou grande interesse pelo estudo
dos virus, devido as caracteristicas singulares presentes nos organismos deste
grupo. Neste contexto, na Ultima década, os virus gigantes de DNA surgiram como
uma fascinante linha de pesquisa para o0s virologistas em todo o mundo,
principalmente por suscitarem importantes questionamentos sobre sua relacdo com
seus hospedeiros e a evolugdo de outras formas de vida. A medida que novos
estudos sdo publicados, novas duvidas sédo reveladas, sugerindo que a pesquisa
sobre os virus gigantes € um campo em plena expansdo. Embora, de uma maneira
geral, os virus gigantes de DNA apresentem importancia ecolégica e médica, 0s
mimivirus merecem destaque especial, pois vém sendo alvo de intensa pesquisa
nos ultimos anos, o que vém gerando uma grande quantidade de informacdes

relevantes.

Para Filée e Chandler (2010), “virus gigantes" sdo aqueles com genomas
superiores a 300 kb de comprimento, com mais de 300 genes anotados, cujas
particulas apresentam mais de 200 nm de diametro, e que comecaram a ser
caracterizados a partir da década de 1990, como a maioria dos virus pertencentes
as familias Mimiviridae e Phycodnaviridae. Todavia, muitos virologistas também
consideram virus gigantes de DNA os membros pertencentes as familias Poxviridae,
Asfaviridae e Iridoviridae. Entre os virus gigantes identificados, existem grupos cujos

0os membros infectam uma grande variedade de eucariotos.

A descoberta dos mimivirus aconteceu a partir do estudo de micro-
organismos presentes em um reservatério de agua do sistema de refrigeracao de
um hospital em Bradford, na Inglaterra. Esta amostra de agua foi coletada durante
um surto de pneumonia ocorrido em 1992, e o estudo aprofundado deste material
aconteceu no inicio dos anos 2000. O grupo de pesquisa francés coordenado pelo
Dr. Didier Raoult (Universidade de Marseille, Franca) percebeu a presenca de um
micro-organismo crescendo em amebas e que se assemelhava a pequenos cocos
Gram-positivos, isolados do material coletado em Bradford, em 1992. Apds diversas

tentativas mal-suscedidas de isolamento deste micro-organismo, 0s pesquisadores



decidiram fazer microscopia eletronica do material, e surpreendentemente, foram
visualizadas estruturas com simetria do tipo icosaédrica, muito semelhante a alguns
virus. Estudos genéticos posteriores revelaram que os “cocos de Bradford” eram, de
fato, um novo virus, entdo denominado Acanthamoeba polyphaga mimivirus
(APMV). Foram identificadas caracteristicas peculiares neste novo virus, entre elas:
presenca de particulas maduras com didmetro maior que 700 nm, ndo sendo,
portanto, filtraveis através de malhas com poros de 0,2 um, diferentemente da
grande maioria dos virus. As particulas de APMV nao apresentam envelope externo,
mas fibrilas de até 300 nm podem estar associadas ao capsideo. Um ciclo de
multiplicacdo tipico de virus, incluindo uma fase de eclipse, foi observado (LA
SCOLA et al., 2003).

APMV se multiplica em amebas, possui DNA de fita dupla, é visivel ao
microscopio Optico e recebeu este nome por parasitar a ameba A. polyphaga e por
“mimetizar um microbio” ao apresentar caracteristicas de uma bactéria diante da
colacdo de Gram (DARE, CHITTAGANPITCH e ERDMAN, 2008; LA SCOLA et al.,
2008).

O genoma de APMV é maior do que o de varias bactérias, além de apresentar
0 maior numero de genes anotados entre 0s virus conhecidos, totalizando mais de
1000 fases abertas de leitura (ORFs) hipotéticas. Muitos destes genes, codificam
proteinas ndo observadas anteriormente em outros virus, como aminoacil-tRNA
sintetases envolvidas no processo de traducdo, chaperonas e enzimas envolvidas
no reparo do DNA. Além disso, o conteddo genético de APMV € o mais proximo de
uma célula eucariota dentre os virus descritos (MOREIRA e BROCHIER-ARMANET,
2008; RAOULT, LA SCOLA e BIRTLES, 2007).

Denues e Raoult (2010) e La Scola et al. (2008) comentam que em 2008, a
primeira amostra de APMV isolada perdeu o titulo de “maior virus conhecido”, pois
uma nova amostra de virus gigante foi isolada em uma torre de resfriamento em
Paris. Este virus foi nomeado A. castellanii mamavirus (ACMV), ou simplesmente,
mamavirus. O mamavirus possui morfologia muito semelhante a dos mimivirus,
poréem um genoma ligeiramente maior. Estudos filogenéticos confirmaram que o
mamavirus pode ser considerado uma nova amostra da espécie APMV. Para estes

autores, uma das caracteristicas diferenciais dos virus gigantes corresponde a sua



associacado estreita com outros virus menores denominados Sputnik virus. Este
pequeno virus € capaz de parasitar os virus da familia Mimirividae, quando estes
encontram-se multiplicando em uma ameba. Este processo de co-infeccéo leva a
formacéo de virions anormais e uma diminui¢ao significativa na lise das amebas. Tal
descoberta levou a criagdo do termo “viré6fago”, ou seja, virus que infectam outros

virus.

Toda a complexidade biologica que envolve os virus gigantes de DNA gera
varios questionamentos. Muitos destes, ainda ndo foram completamente
esclarecidos. Entretanto, varias hipéteses sao sugeridas, das mais tradicionais as
mais revolucionéarias (CLAVERIE et al., 2006).

Com base em estudos fenéticos e filogenéticos, Boyer e colaboradores
propuseram uma hipétese na qual os virus gigantes poderiam ser classificados
como um novo grupo distinto dos trés Dominios da vida conhecidos (Bacteria,
Archaea, e Eukarya): os virus gigantes nucleo-citoplasméticos de DNA (NCPLV).
Embora novos estudos sejam necessarios para a consolidacdo desta proposicéo, a
proposta de criagdo do Dominio dos NCPLV trouxe importantes questionamentos
para debate entre a comunidade cientifica, e pode revolucionar as concepcdes sobre
diversidade e evolucdo da vida, que até entdo foi alicercada no esquema tripartido
dos trés Dominios (BOYER et al., 2010; MOREIRA e BROCHIER-ARMANET, 2008).

Conforme Claverie et al. (2006) e Ruiz-Saenz e Rodas (2010), as descobertas
cientificas atuais permitem novas discussfes sobre a natureza e dinamica biologica
dos virus, restabelecendo a polémica sobre o que deve ser considerado "vivo" ou
ndo. Em relacdo aos mimivirus, suas caracteristicas singulares surpreendem,
instigam e desafiam a comunidade de virologistas e evolucionistas. Para os autores,
€ preciso trabalhar este tema e tentar chegar a um consenso cientifico ou, pelo

menos, reconhecer as surpresas frequentes da pesquisa microbioldgica.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo a realizacdo de uma pesquisa
exploratéria sobre os mimivirus, abordando tépicos tais como: histérico de
descoberta, estrutura, genoma, importancia ecologica e relevancia meédica, a fim de

aprofundar o conhecimento sobre um assunto tdo atual e promissor.

2.2 Objetivos especificos

e Aprofundar o conhecimento sobre os mimivirus e entender sua importancia no
contexto dos virus gigantes de DNA,

e Buscar informacBes sobre o genoma dos virus gigantes de DNA, incluindo
guestdes como origem, organizacao e transferéncia génica;

e Descrever os viréfagos e a infeccdo do viroplasma dos mimivirus para destacar
este interessante conceito de virus que infectam virus;

e Investigar a importancia ecolégica dos mimivirus;

e Demonstrar a importancia clinica dos mimivirus na inducdo de pneumonias em

humanos.



3. RELEVANCIA

Foi importante a realizacdo de uma pesquisa com este tema, visto ser um
assunto recente. Os virus gigantes correspondem a importantes modelos de estudo
e possuem genes unicos que codificam funcbes metabdlicas ndo vistas em outros
virus e assim, podem ajudar a entender a evolucdo de outras formas de vida. Ha
ainda, o surpreendente fato de serem infectados por outros virus, o que reforca a
tese de que os virus poderiam ser considerados seres vivos, ainda que nao

apresentem organizacao celular.



4. METODOLOGIA

O presente trabalho foi elaborado em Belo Horizonte/MG, através de intensa
revisdo bibliogréfica entre junho/2011 e novembro/2011, por meio de levantamento
da literatura sobre o tema em questdo, principalmente em artigos cientificos. O
material para pesquisa foi obtido na Biblioteca do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e por consulta em sites
especializados na Internet: peridodicos CAPES, Scielo e Pubmed. Os artigos obtidos
para leitura foram em sua maioria na lingua inglesa, publicados entre 1993 e 2011.
Os termos utilizados na pesquisa, também em inglés, foram, por exemplo: mimivirus,

mamavirus, pneumonia, giant virus, genome, evolution, entre outros.



5. DESENVOLVIMENTO

5.1 Virus gigantes nucleo-citoplasmaticos de DNA (NCPLV)

Os virus sdo organismos parasitas intracelulares  obrigatorios,
tradicionalmente conhecidos e classificados como particulas ultramicroscépicas
capazes de passar através de filtros de 0,2 ym, e por apresentarem pequenos
genomas codificadores de algumas poucas dezenas de proteinas. No entanto, um
grupo muito especial de virus, denominado genericamente de virus gigantes nucleo-
citoplasmaticos de DNA (NCPLV), apresenta caracteristicas tipicas e exclusivas que
diferem seus membros dos demais virus conhecidos. Este grupo possui
representantes com genomas de DNA dupla fita especialmente extensos, com
capacidade de codificacdo de centenas de proteinas, o que confere relativa
versatilidade metabodlica aos membros. Os NCPLV, ou simplesmente virus gigantes
de DNA, estdo sendo descobertos com uma frequéncia crescente, e o interesse da
comunidade cientifica por estes organismos cresce de forma proporcional (ETTEN,
LANE e DUNIGAN, 2010).

Segundo Yutin et al. (2009), os NCPLV formam um grupo monofilético de
virus capazes de infectar eucariotos. Dentre as familias de virus incluidas neste
grupo, tem-se: Poxviridae, Phycodnaviridae, Iridoviridae, Asfarviridae e a recém

descoberta Mimiviridae (Tabela 01).

Apesar de formarem um grupo hipoteticamente monofilético, os virus gigantes
de DNA apresentam morfologia extremamente variada, inclusive, dentro de uma
mesma familia. Podem diferir ainda em relacdo ao estilo de vida e estrutura do
genoma (ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010).

Tabela 01 - Familias pertencentes ao grupo dos virus gigantes nucleo-
citoplasmaticos de DNA (NCPLYV).



Tamanho do genoma

Familia Hospedeiros (kb) Sitio de multiplicacao
Phycodnaviridae Algas 150-400 Nucleo e citoplasma
Poxviridae Insetos, reptéis, aves, 130-380 Citoplasma
mamiferos
Asfarviridae Mamiferos 170 Citoplasma
Ascoviridae Insetos 150-190 Nucleo e citoplasma
Iridoviridae Insg;oza\ézrsgtg%dos 100-220 Ndcleo e citoplasma
Mimiviridae Acanthamoeba 1.180-1.280 Citoplasma

Fonte: Adaptado de Yutin et a.l (2009).

Os virus do grupo NCPLV sdo capazes de infectar animais, plantas e
eucariotos unicelulares. Eles demonstram relativa independéncia diante do sistema
de transcricdo de seus hospedeiros para realizar seu ciclo de multiplicacdo, pois séo
capazes de sintetizar, autonomamente, varias proteinas necessarias ao processo,
como DNA polimerases, helicases, toposoimerases e chaperonas. Tais genes séo
compartilhados pela maioria dos NCPLV, e sustentam as analises filogenéticas que
atribuem o carater monofilético ao grupo (RAOULT, 2005; KOONIN e YUTIN, 2010;
YUTIN et al., 2009).

O minimo de genes compartilhados necessarios para que se considere que
um grupo de organismos derivou de um ancestral comum € de 47 genes
conservados, justamente o que ocorre entre os NCPLV. Existem especialistas que
acreditam que os NCPLV evoluiram e se diversificaram ao perder alguns dos genes
comuns e adquirir novos genes de seus hospedeiros. Outros pesquisadores
sugerem que a evolucao do grupo se deu a partir de um virus ancestral ainda maior
€ com 0 genoma mais extenso, que gradativamente foi se adaptando e especiando

via redugcdo gendmica. Ha ainda outra teoria de que os NCPLV derivaram de um



ancestral com genoma pequeno, que se diversificou por simples aquisicdo de genes
dos hospedeiros (ETTEN, LANE E DUNIGAN, 2010).

A limitacéo técnica foi um dos motivos para que os virus gigantes de DNA néo
tenham sido dectados had mais tempo, pois procedimentos de isolamento viral
classicos, como a filtragdo em malha de 0,2 um, causava a retencdo da maioria dos
NCPLV. Além disso, a selecdo dos sistemas celulares representava um problema,
uma vez que alguns virus gigantes de DNA apresentam espectro de hospedeiros
muito restrito, como 0s mimivirus, que até o momento s6 puderam ser isolados e
multiplicados em amebas. Sendo assim, a maioria dos virus gigantes de DNA
ambientais foram inicialmente detectados com o auxilio de dados metagendmicos
(ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010).

A possibilidade de analisar sequéncias genéticas obtidas por metagenémica
permite a investigacdo da biodiversidade microbiana nos mais diversos ambientes.
Em relacdo aos virus gigantes, a comparacao entre sequéncias depositadas em
bancos de dados e sequéncias obtidas de amostragens ambientais deve ser
cautelosa, uma vez que devido ao tamanho e complexidade gendmica, estes podem
acabar sendo confundidos com bactérias. Embora o isolamento e caracterizacéo
dos mimivirus tenha sido realizada a partir dos cocos de Bradford, conforme descrito
anteriormente, sequéncias génicas de mimivirus obtidas por metagen6mica de
aguas oceanicas ja haviam sido depositadas no GenBank h& alguns anos. Apés a
correta identificacdo de APMV como virus, pesquisadores iniciaram uma busca
intensa por “parentes” semelhantes. As analises realizadas com amostras do mar de
Sargasso, por exemplo, mostraram que a maioria das sequéncias mais proximas de
mimivirus, estavam presentes entre um pool "bacteriano”, porém, com posteriores
analises filogenéticas mais detalhadas foi demonstrado que tais sequéncias seriam
estritamente relacionadas a virus gigantes ainda desconhecidos, porém, abundantes
no ambiente marinho. Muitos outros virus interessantes e incomuns podem estar
espalhados pelos mais diversos ambientes. Sendo assim, a descoberta e
caracterizacdo dos NCPLV esta em sua fase inicial e podera representar um grande
desafio para os virologistas, sobretudo devido a intensa troca horizontal de genes
realizada por eles. (CLAVERIE et al. 2006; ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010;
GHEDIN e CLAVERIE, 2005).
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5.2 Amebas de vida livre

As amebas do género Acanthamoeba, pertencem a um grupo de protozoarios
intitulado amebas de vida livre (AVL). Estas sdo extremamente ubiquas, e ja foram
isoladas em ambientes aquaticos, solo, ar, sistemas de tratamento de esgoto,
ambientes hospitalares, sistema de ventilacdo e ar condicionado e em lentes de
contato. Podem ser encontradas como parte da microbiota normal de alguns
animais, incluindo o homem. As AVL sdo extremamente resistentes a extremos de
pH e temperatura, e sdo altamente estaveis apds tratamento com desinfetantes
(CROZETTA, 2007; DUARTE, 2010; SILVA e ROSA, 2003).

Até o momento, ja foram descritas aproximadamente vinte e quatro espécies
para o0 género Acanthamoeba, sendo as mais estudadas: A. polyphaga, A.
castellanii, A. culbertsoni, A. rhysodes e A. divionensi, geralmente associadas a
doencas em individuos imunodebilitados. Estas espécies sdo caracterizadas por
apresentarem duas fases em seu clico de vida: trofozoitica, ativa, que se alimenta e
se reproduz e oocistica, que se desenvolve em situ¢cdes de condi¢cdes desfavoraveis
de sobrevivéncia. As AVL podem causar doengas graves e cronicas, entre as quais,
tem-se: encefalite amebiana granulomatosa, acantamebiase cuténea, ceratite

amebiana e a meningoencefalite amebiana priméaria (CROZETTA, 2007).

Os micro-organismos patogénicos associados a amebas (MPAAs) (Fig. 01)
representam agentes causadores de pneumonia, que ganharam destague nos
altimos anos (GREUB e RAOULT, 2004). Fazem parte dos MPAAs micro-
organismos dos géneros Legionella, Parachlamydia, Mycobacterium, dentre outros
(GREUB e RAOULT, 2004; LA SCOLA et al., 2005). Embora ainda seja debatido o
quéo importante sdo estes patégenos em termos de numeros absolutos de casos de
pneumonia, uma parte da comunidade cientifica acredita que os MPAAs estédo
associados a muitos casos nosocomiais de infec¢ao pulmonar (revisado por GREUB
e RAOULT, 2004).
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Figura 01 - Crescimento de MPAA'S do género Parachlamydia em amebas,

observado através de microscopia Optica apos a coloragdo de Gram.

Fonte: Raoult, La Scola e Birtles, 2007.

Andlises realizadas por diversos grupos de pesquisa demonstram que 0S
MPAAs sao patdgenos que mesmo apds serem fagocitados por amebas, resistem
ao ambiente intracelular, e muitas vezes conseguem se multiplicar e produzir
progénie numerosa (FRITSCHE et al., 1993; GREUB E RAOULT, 2004; LA SCOLA
et al., 2005). Desta forma, é possivel que diferentes géneros de AVL, como
Acanthamoeba sp., funcionem como plataformas biolégicas de amplificacdo e
propagacdo de MPAAs (FRITSCHE et al.,, 1993; GREUB e RAOULT, 2004; LA
SCOLA et al., 2005). Este dado ganha importancia quando sao considerados
diversos estudos realizados em pequenas, médias e grandes instituicdes de saude,
gue revelaram a presenca de AVL em objetos e no piso de diversos ambientes
hospitalares, como unidades de terapia intensiva (UTI), centro cirargico, bercario,
cozinha, emergéncia e setor de doencas infecciosas (CARLESSO et al.,, 2007,
SILVA e ROSA, 2003).

Todavia, apesar de toda atencdo e importancia que vem sendo atribuida as
AVL e aos MPAAs nos ultimos anos, uma descoberta recente chamou atencdo da
comunidade cientifica e agregou ainda mais valor aos MPAAs: o isolamento e

caracterizacdo dos mimivirus (LA SCOLA et al., 2003).
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5.3 Acanthamoeba polyphaga mimivirus e virus relacionados

Os mimivirus (Fig. 02) foram descobertos apos anos de estudos relacionados
com a caracterizacdo de MPAAs associados a pneumonias nosocomiais, realizados
por um grupo de pesquisadores franceses, coordenado pelo Dr. Didier Raoult. A
descoberta foi iniciada apos a identificacdo de um MPAA muito especial, presente
em uma ameba da espécie A. polyphaga (Fig. 03). Embora este MPAA
apresentasse dimensfes bacterianas e caracteristicas de um Gram-positivo, ndo
respondia a nenhuma classe de antibidticos. Apés diversas estratégias de estudo, o
grupo resolveu entdo realizar microscopia eletrénica deste MPAA diferenciado, que
revelou, de forma surpreendente, a estrutura de um grande virus com simetria do
tipo icosaédrica. Este virus, que segundo os pesquisadores, “mimetizava um
micrébio” amebiano, foi denominado Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV). A
caracterizacdo do APMV revelou numeros e caracteristicas surpreendentes, que de
certa forma, revolucionaram a percepcdo e conceitos dos virologistas e outros
microbiologistas. Os mimivirus sdo atualmente os virus que apresentam as maiores
dimensdes conhecidas (até 800 nm), maiores até mesmo que algumas bactérias (ex.
Mycoplasma), e por isso séo visualizaveis por microscopia 6ptica (LA SCOLA et al.,
2003).



Figura 02 - Mimivirus visualizado através de microscopia eletrbnica de

transmissao de secc¢des ultrafinas.

Nesta micrografia € possivel observar o capsideo protéico e a membrana interna, que envolve o
genoma viral. Externamente € possivel visualizar as nano-fibras associadas ao capsideo.
Fonte: Claverie et al., 2009.

Figura 03 - Mimivirus corados de violeta ap6s coloracao de Gram, visualizados

dentro de amebas sob microscopia Optica.

Fonte: Raoult, La Scola e Birtles, 2007.
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De acordo com Raoult, La Scola e Birtles (2007) e Klose et al. (2010),

inicialmente o virus foi erroneamente identificado como uma bactéria Gram-positiva
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porque sua superficie protéica e as suas nanofribras apresentam afinidade quimica
pelo corante cristal violeta. Além disso, a auséncia de envelopes lipidicos externos
torna o virus resistente ao tratamento com éter-acetona durante o processo de
coloracdo de Gram. Na ocasido da descoberta, por apresentar caracteristicas
diferenciais que ndo permitiam sua classificagdo em uma familia viral ja existente, a
familia Mimiviridae foi criada para incluir APMV, que foi, por cinco anos, o Unico
membro desta familia. Porém, em 2008, uma nova amostra viral foi isolada de uma
torre de resfriamento em Paris, sendo este nomeado mamavirus (Fig. 04), por ter o
genoma ligeiramente maior (DESNUES e RAOULT, 2010).

Figura 04 - Imagem de particulas de mamavirus obtida por microscopia

eletrbnica de transmissao.

v RN . .
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'Fonte: Desnhues e Raouli, 2016.

O mamavirus foi isolado originalmente de A. polyphaga, porém todos os
trabalhos posteriores foram realizados em A. castellanii, sendo o virus entédo
batizado de A. castellanii mamavirus (ACMV). Este virus possui morfologia e
propriedades muito semelhantes as do mimivirus. Assim como o APMV, o ACMV
possui genes codificadores de proteinas envolvidas na transcrigédo e traducdo génica
(COLSON et al., 2011).
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A prospeccao de outros virus gigantes de DNA continua. O Marseillevirus, por
exemplo, também foi isolado de AVL. Este virus, entretanto, apresenta
caracteristicas genéticas um pouco distantes de APMV e ACMV (RAOULT e
BOYER, 2010).

Marseillevirus apresenta um genoma de 368 kb, possui simetria do tipo
icosaédrica, com diametro de cerca de 250 nm. A particula viral apresenta tanto
proteinas que desempenham funcdes estruturais, quanto fatores envolvidos na fase
inicial do ciclo de multiplicacdo do virus. E composto de genes de varias fontes
distintas, obtidos a partir de hospedeiros eucarioticos e de outros MPAAs. Embora o
marseillevirus compartilhe diversos genes conservados com os membros da familia
Mimiviridae, estudo genéticos indicam que estes virus provavelmente devem ser

agrupados em uma familia distinta (BOYER et al., 2009).

5.4Estrutura geral dos mimivirus

Segundo Claverie e Abergel (2010) uma das principais maneiras de
diferenciar um virus de outros micro-organismos consiste na avaliacdo de sua
capacidade de atravessar um filtro com poros de tamanho especifico, sobretudo os
de 0,2 uym. Por ser um “virus completamente nao filtravel”, mimivirus quebrou este

dogma antigo.

O capsideo externo dos mimivirus apresenta 450 nm de didametro, o que ja o
colocaria no topo da lista dos maiores virus ja descritos. Todavia, além do capsideo
gigante, a particula viral apresenta em toda a sua superficie nano-fibras protéicas,
aumentando consideravelmente as dimensfes deste virus, que pode alcancar até
800 nm. A funcdo destas fibras ainda ndo foi totalmente elucidada, mas alguns
autores acreditam que elas podem ser importantes no processo de agregacao viral e
para protecdo do virus contra radiacdo solar. Ensaios utilizando lisozima sugerem
que as fibras podem ser imersas em uma matriz de peptideoglicano, o que seria

7

condizente com a coloracdo de Gram. Por microscopia eletronica € possivel
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observar dois halos de fibras (Fig. 05) em volta da particula, cada um com uma
densidade distinta (XIAO et al., 2009).

Figura 05 - Imagem de halos de nano-fibras protéicas que circundam o capsideo

de mimivirus obtida por crio-microscopia eletronica.

Fonte: Xiao et al, 2009.

Embora estudos preeliminares tenham sugerido que 0s mimivirus apresentam
capsideo com simetria genuinamente icosaédrica, Xiao e colaboradores (2009)
demonstraram que isto pode ndo ser verdade. Projecdes computacionais baseadas
em imagens obtidas da particula viral por microscopia eletrénica e de forca atémica
revelaram que os mimivirus apresentam simetria pentagonal, do tipo icosaédrica, mas
ndo icosaédrica-tipica. Nesta simetria, um dos eixos é formado pela jungédo de faces
compostas por capsdmeros, que convergem para uma depressao central.
Denominada de forma “star-fish” ou “star-gate” (Fig. 06), esta simetria permite que o
genoma viral seja liberado por esta regido do virus, podendo ser importante durante
0s momentos iniciais do ciclo de multiplicacéo viral. Esta estratégia de liberacdo do
genoma dos mimivirus € muito semelhante a de alguns bacteri6fagos, e
provavelmente representa um exemplo de convergéncia adaptativa. O numero de
triangulacéo estimado para os mimivirus é de 1200 (XIAO et al., 2009).
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Figura 06 - Star-fish ou star-gate.

Esta estrutura é formada em um dos eixos do capsideo pela juncéo de faces compostas por
capsdmeros, que convergem para uma depressao central, a qual permite a liberagdo do genoma
viral. A: imagem obtida através proje¢cdo computacional baseada em crio-microscopia eletrénica; B:
imagem obtida através de microscopia de forca atdmica.

Fonte: Xiao et al., 2009.

Estudos sobre a estrutura interna das particulas dos mimivirus revelaram a
presenca de uma membrana interna envolvendo o genoma. Esta membrana
apresenta uma concavidade direcionada para a face “star-fish” do capsideo externo, o
gue parece estar relacionado com o processo de liberagdo do genoma. No restante
da particula, a membrana interna e o capsideo externo estdo separados por um vao
de aproximadamente 400 A. O genoma dos mimivirus parece estar imerso em uma
matriz fibrosa (XIAO et al., 2009).

Xiao et al. (2009) discutem que a estrutura dos mimivirus pode ser um reflexo da
sua grande capacidade de adquirir genes de forma horizontal. A associacdo do
genoma com uma matriz fiborosa se assemelha a estrutura dos grandes genomas
eucariotos; a liberacdo do genoma por mecanismo de “star-gate” € observado em
fagos; e por fim, a matriz de peptideoglicano que envolve as nano-fibras externas
pode ter sido derivada de bactérias. Embora meramente especulativas tais

proposi¢cdes suscitaram debates.
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5.5Ciclo de multiplicacao

Mutsafi et al. (2010) e Suzan-Monti et al. (2007) demonstraram através de seus
estudos que os mimivirus possuem um ciclo de multiplicacdo peculiar, assim como o
poxvirus, em relacdo aos outros componentes do grupo NCPLV. Os dois
compartilham a replicagao caracterizada por ocorrer exclusivamente no citoplasma da
célula hospedeira. Porém, este ndo deve ser considerado um processo independente
do nucleo hospedeiro, uma vez que fatores nucleares necessarios a replicacdo
podem participar do processo. Entre os diferentes MPAAs conhecidos até o momento,
mimivirus parece ser o0 Unico a possuir um efeito tdo rapido e litico sobre as amebas e
um centro de replicacdo que garante grande autonomia sobre o maquinério celular do

hospedeiro.

Apos a infeccdo de mimivirus em amebas através de um processo fagocitéario,
particulas virais sdo mantidas em fagossomos. A fusdo da membrana viral com a
membrana do vacuolo da ameba e a acdo de lisossomos sobre o sistema formam
uma abertura Unica e centralizada no capsideo viral, na estrutura star-fish, através da
qgual ocorre a passagem do genoma viral para o citoplasma da célula hospedeira.
Como os mimivirus possuem proteinas capazes de processar o acido nucléico, o
genoma € desnudado e se estabiliza sob a forma de nucleos esféricos livres, ao redor
dos quais se formam as chamadas fabricas virais, que inicialmente foram
erroneamente identificadas como o nucleo do hospedeiro, devido ao seu tamanho e
aspecto. Nestas fabricas ocorrem o0s estagios inicial e tardio de replicacdo e
transcricao (ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010; MUTSAFI et al. 2010; SUZAN-MONTI
et al., 2007; XIAO et al., 2009).

O ciclo de multiplicacdo dos mimivirus (Fig. 07) em seu inicio € marcado por
uma fase de eclipse tipica, de cerca de 2 horas, na qual particulas virais ndo séo
visualizadas na célula (CLAVERIE e ABERGEL, 2009; LA SCOLA et al.,, 2008;
LEGENDRE et al., 2010).
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Figura 07 - Ciclo de multiplicacdo de mimivirus em A. polyphaga.
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Esquematizacdo baseada em imagens obtidas por microscopia eletrénica. Mimivirus é representado
por pontos vermelhos, a fabrica viral por um circulo azul, o ndcleo da célula por um circulo cinza e o
vacuolo por um circulo branco.

Fonte: Claverie e Abergel, 2010.

A transcri¢do inicial dos genes de mimivirus parece ser correlacionada com a
presenca de uma sequéncia promotora altamente conservada: AAAATTGA. A fase
tardia de replicacdo ocorre em média seis horas ap0s o inicio da infec¢do, quando
passa a ocorrer a montagem dos virions e empacotamento de DNA, tornando-se
visiveis na periferia das grandes fabricas citoplasmaticas. Foi observado que os
MRNAs sintetizados se acumulam no citoplasma, em sitios vizinhos as fabricas,
porém, distintos daqueles nos quais ocorrem a replicacdo. (CLAVERIE et al., 2009;
CLAVERIE e ABERGEL, 2009; MUTSAFI et al., 2010).
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Na fase tardia ocorre um aumento da fabrica viral, sendo possivel distingui-la do
nacleo hospedeiro claramente. Este aumento é caracterizado pela fusdo de pequenas
fabricas entre si e por um aumento na producédo de DNA viral. Nesta fase, também é
possivel observar uma alta acumulacédo de virions em fase final de morfogénese,

precedendo sua liberacdo no citoplasma da célula (SUZAN-MONTI et al., 2007).

A coloracao fluorescente do DNA de mimivirus utilizada nos experimentos de
Suzan-Monti et al. (2007) possibilitou a descoberta de que os capsideos pré-formados
ja estdo preenchidos com o DNA viral. Como capsideos virais foram observados na
periferia das fabricas virais, pode ser pertinente concluir que as proteinas virais
presentes nas particulas sdo quase totalmente sintetizadas nestes sitios. Além disso,
a analise de dados protebmicos mostrou que ndo ha proteinas celulares do
hospedeiro incorporadas dentro das particulas virais, 0 que sugere um mecanismo
ativo de exclusédo de proteinas celulares (SUZAN-MONTI et al., 2007).

5.6 Genoma

O genoma dos mimivirus € composto por uma molécula de DNA de dupla fita,
variando de 1,2 Mb (APMV) a 1,3 Mb (megavirus), codificando aproximadamente
1000 proteinas. Este tamanho relativamente grande do genoma permite aos
mimivirus codificarem proteinas ndo-essenciais para seu ciclo de multiplicacdo, mas
gue aumentam seu valor adaptativo (CLAVERIE e ABERGEL, 2010).

Para Suhre (2005) o genoma dos mimivirus detém duas vezes mais
informacdo genética do que pequenas bactérias necessitam durante todo seu ciclo
de vida e uma grande fracdo deste conteudo genético exibe pouca ou nenhuma
homologia com quaisquer outros genes conhecidos nas atuais bases de dados.

Apenas 9% do genoma é nao codificador.

A regido central do genoma dos mimivirus € altamente conservada, e codifica
principalmente proteinas estruturais e enzimas envolvidas no metabolismo do &cido

nucléico. Estudos comparativos revelaram que pouca variagao € observada entre 0s
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genomas de APMV e ACMV, todavia estas variagbes se concentram nas
extremidades do genoma. ACMV apresenta na extremidade 5’ de seu genoma cerca
de 1.3000 bp de sequéncias duplicadas, provavelmente adquiridos por transferéncia

génica lateral de um organismo desconhecido (COLSON et al., 2011b).

Das mais de 1000 ORFs presentes nos mimivirus, muitas sdo codificadoras
de proteinas nunca antes observadas em outros virus. Dentre estas, merecem
destaque proteinas envolvidas na traducdo protéica, no reparo do DNA, em
motilidade celular, biogénese de membranas, chaperonas, dentre outras. Além
disso, os mimivirus compartilham alguns genes com outros NCPLV, envolvidos no
metabolismo de nucleotideos e de DNA. Estas caracteristicas Unicas reacendem
discussbes conceituais sobre a natureza dos virus e sobre a fronteira entre os virus
e organismos celulares (LEGENDRE et al., 2011).

A transferéncia génica horizontal (TGH) (Fig. 08) também contribui para a
relativa expressividade numérica de genes observada nos mimivirus. Pelo menos
126 genes presentes na familia Mimiviridae parecem ter sido adquiridos por TGH.
Mais de 88 genes de mimivirus apresentam homodlogos em Bacteria. Ao todo,
mimivirus apresenta 46 genes homoélogos de Archaea e mais de 80 homdlogos de
Eukarya (COLSON et al., 2011a).
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Figura 08 - Distribuicdo taxonémica de ORFs conservadas em mimivirus.

O numero de homologos nos trés dominios da vida é mostrado.

Mimivirus

Bacteria

Fonte: Moreira e Brochier-Armanet, 2008.

5.7 Virofagos

De acordo com Desnues e Raoult (2010), uma das caracteristicas mais
interessantes dos mimivirus esta relacionada a sua susceptibilidade a um outro
virus, conhecido como Sputnik virus (Fig. 09). Sputnik é um virus de simetria
icosaédrica, com aproximadamente 50 nm de diametro e um genoma de 18 kb, que

contém um mosaico de genes relacionados com bacteriéfagos, virus e amebas.
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Figura 09 - Sputnik virus observado dentro de capsideos de mamavirus.

Fonte: La Scola et al. 2008.

Sputnik possui genoma de DNA fita dupla, circular, altamente rico em AT,
hipoteticamente capaz de codificar 21 proteinas, que variam de 88 a 779
aminoacidos em sua composicao. Dessas 21 proteinas, 13 ndo possuem homologos
detectaveis em atuais bancos de dados de sequéncias nucleotidicas. Os outros 8
genes tém homologos em virus capazes de infectar hospedeiros pertencentes aos
trés dominios da vida (SUN et al., 2010).

O Sputnik virus foi identificado primeiramente como um virus defectivo, ou seja,
um virus que depende do processo de co-infeccdo de uma célula hospedeira com
um virus auxiliar para sua multiplicacdo. No entanto, assim como mimivirus, o
sputnik apresenta uma complexidade gendémica e estrutural fora dos padrdes dos
virus defectivos até entdo conhecidos. A multiplicagdo do virus sputnik nas fabricas
dos mimivirus, assemelha-se a de virus satélites que acomentem animas e plantas,
como o virus da hepatite D e o virus da necrose do tabaco, respectivamente. No
entanto, a reproducao do sputnik parece prejudicar a morfogénese e a producéo de
virions normais dos mimivirus indicando que ele é um parasita genuino (Fig. 10). Do
ponto de vista bioldgico, a infeccao por sputnik resulta em uma reducéo de 70% do
efeito citopatico do virus gigante sobre a ameba e leva a formacdo de algumas
formas virais atipicas, de um modo nunca descrito para os virus defectivos
tradicionais (DESNUES e RAOULT. 2010; LA SCOLA et al., 2008).
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Figura 10 - Vir6fago versus virus satélite.
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a: regime de multiplicagéo correspondente ao conceito viréfago: nele, a multiplicagéo do sputnik
ocorre inteiramente em fabricas dos mimivirus e ndo depende no nucleo da célula hospedeira. b: o
regime de multiplicagdo de um virus satélite tradicional: apos entrar para o citoplasma do hospedeiro,
os dois virus seguem cursos distintos. Embora os mimivirus gerem fabricas nas quais sua replicacéo
ocorre, 0 sputnik se aproveita do nucleo da célula hospedeira para a replicacéo de seu genoma.
Apenas na fase de montagem de particulas, sputnik necessitaria da ajuda de mimivirus.
Fonte: Claverie e Abergel, 2009.

O sputnik ndo se multiplica quando diretamente inoculado em Acanthamoeba.
No entanto, este virus cresce como demonstrado por microscopia eletrénica de
transmissdo e PCR em Acanthamoeba ja infectadas com mimivirus ou mamavirus.
Tal dependéncia metabdlica poderia ser um simples reflexo do modelo de estudo.
Desta forma, a existéncia de um possivel hospedeiro eucarioto ou procarioto para o
sputnik ndo pode ser completamente rejeitada (LA SCOLA et al.,2008).

De acordo com La Scola et al. (2008), o genoma de sputnik contém genes
evolutivamente relacionados com fontes distintas, incluindo os virus da familia
Mimiviridae, provavelmente adquiridos ap0s a associagcdo com APMV ser
estabelecida. Dentro das fabricas virais, a replicacdo concomitante dos genomas de

mimivirus e sputnik pode resultar em troca genética.

Estudos relacionados aos viro6fagos vém sendo desenvolvidos paralelamente

a caracterizacao biolégica dos mimivirus. Foi demonstrado que o sputnik ndo se
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multiplica durante uma co-infeccdo com o marsellevirus. Todavia, a multiplicacéo
deste NCPLV é atrasada. O porqué isso acontece nao foi totalmente elucidado, mas
pode ser que nas fases iniciais do ciclo de multiplicacdo do virus, por exemplo,
ocorra a producao de inibidores. Outros agentes similares ao sputnik devem ser
descobertos nos proximos anos e o termo viréfago poderia ser usado como um
nome genérico para designa-los (DESNUES e RAOULT, 2010; LA SCOLA et al.,
2008).

5.8 Evolucao

Para Moreira e Brochier-Armanet (2008), desde a sua descoberta, 0s virus
sao considerados um verdadeiro quebra-cabeca, especialmente para aqueles que
estudam evolucdo. Devido a sua natureza como entidades na fronteira entre os
Vivos e 0s nao-vivos, o debate sobre sua origem tem sido constante e recentemente

ganhou um impulso sem precedentes, com a descricdo dos genomas dos mimivirus.

Ha mais de duas décadas, Carl Woese propds a divisdo dos seres vivos em
trés Dominios: Eukarya, Bacteria e Archaea. Bacteria sdo 0s organismos
estruturalmente mais simples que ndo possuem um nucleo para manter seu
material genético. Archaea, embora morfologicamente semelhante a Bacteria,
apresenta uma diferenciada composicao fosfolipidica de membrana, e compartilha
semelhancas com Eukarya. Finalmente, Eukarya contém um nudcleo verdadeiro no
interior das células, onde o material genético € protegido. Sempre foi considerado
que os genomas da maioria dos virus ndo contém informacgfes suficientes que
suportem a classificacdo dos mesmos em um Dominio préprio. Porém, com a
descoberta de mimivirus, este argumento foi enfraquecido. Surpreendentemente, os
mimivirus apresentam genes que sao comuns aos trés dominios mencionados. Para
alguns pesquisadores, este fendbmeno coloca APMV na mesma definicdo de vida
que é atribuida a esses Dominios, ou pelo menos APMV mereceria sua propria
definicdo de vida (RUIZ-SAENZ e RODAS, 2010; WILLIAMS, EMBLEY e HEINZ,

2011).
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O tamanho do genoma do mimivirus e o conteudo genético, bem como a
presenca de genes previamente reconhecidos como especificos para os organismos
celulares (como aminoacil-tRNA sintetases), reavivou o debate sobre a origem
evolutiva dos virus de DNA e seu papel no suposto surgimento do nucleo eucariotico
ou no advento de genomas de DNA (JEUDY et al., 2009).

Varios estudos filogenéticos, que analisam a identidade de genes isolados,
tém sido realizados com a finalidade de obter-se mais conhecimento sobre a
natureza de todas as formas de vida, através da identificacdo de genes

codificadores de proteinas em comum (BOYER et al., 2010).

As enzimas do grupo timidina sintetase, por exemplo, estdo envolvidas na
biossintese de oligonucleotideos de DNA em células eucarioticas e tiverem seus
genes identificados também em NCPLV. A principal timidina sintetase presente em
NCPLV é a do tipo A. Reconstrucdes filogenéticas evidenciaram dois agrupamentos,
um que inclui bactérias, bacteriéfagos e Archaea, e outro, que inclui eucariotos e
seus virus. Proteinas envolvidas na replicagdo e reparo do DNA, como DNA
polimerase B (DNAP B) e Topoisomerase Il A (TopollA) sdo amplamente distribuidas
em NCPLV e suas arvores filogenéticas foram construidas a partir do alinhamento
de sequéncias protéicas de arqueas, bactérias, virus e eucariotos. JA a Flap
endonuclease (FEN) néo foi encontrada em Bacteria, mas sua arvore filogenética
corroba com a divisdo em Dominios Archaea, Eukcarya e NCPLV monofiléticos. A
reconstrucdo filogenética de proteinas envolvidas na transcricdo, como a RNA
polimerase DNA dependente (RNAP 1I), revela um clado contendo NCPLV
claramente distintos de Eukarya, Bacteria e Archaea. Ja a arvore filogenética do
Fator de transcricao Il B (TFIIB), revelou que este é ausente em Bacteria, e sugere
gue genes codificantes de proteinas envolvidas na biossintese de RNA em NCPLV
sdo altamente conservados e surgiram em um clado tdo antigo quanto os de
Eukarya e Archaea. As amino-acil tRNA sintetase sdo proteinas envolvidas no
processo de traducdo. O estudo filogenético de seus genes demonstrou que dentro
deste grupo ha genes que sdo encontrados nos taxons Mimiviridae, Eukarya e
Amoebazoa. Este fato levantou a hipdtese de que tais genes podem ter sido
transferidos a partir de um ancestral viral para amebas, o que é sustentado pela

demonstracado de que os genes correspondentes a estas proteinas sdo comumente
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trocados. Sendo assim, os virus também estdo incluidos no confuso cenario
evolutivo destas proteinas. Por fim, o fator de elongacdo EF gerou uma arvore
filogenética através da qual foi possivel analisar o compartilhamento de genes entre
Archaea, Eukarya e familia Mimiviridae (BOYER et al., 2010).

Os resultados obtidos com as anélises dos genes correspondentes a RNAP I,
TFIIB, FEN e fator de proliferacdo celular em arvores filogenéticas sugeriram ainda
gue os NCLPV emergem do clado que liga Archaea a Eukarya como um grupo
monofilético (BOYER et al., 2010).

Estudos fenéticos, que analisam a presenca ou auséncia de um gene entre
varios organismos, também sao realizados com o intuito de esclarecer a origem dos
genes de mimivirus. Nos resultados obtidos por Boyer et al. (2010), foi verificada
uma arvore na qual era evidente a existéncia de um clado distinto para NCPLV,
Eukarya, Bacteria e Archaea. Dessa forma, o estudo fenético mostrou-se coerente
com o estudo filogenético, pois os dois mostraram quatro Dominios distintos. Este
fato levou ao questionamento da veracidade das arvores baseadas em analise de
RNA ribossomal, uma vez que estas excluem os virus, e de acordo com o0s estudos
destes pesquisadores, ndo parecem suficientes para representar todas as formas de
vida (BOYER et al., 2010).

Baseando-se nos resultados obtidos com os estudos citados acima, Boyer et
al. (2010), montaram uma arvore filogenética baseada na andlise dos genes para o
TFIIB (Fig. 11), que € ausente em Bacteria e um dendograma, baseado na analise
de genes referentes a proteinas envolvidas com fungdes de processamento de DNA
(genes informacionais) em virus e organismos celulares (Fig. 12). Em ambas as
figuras € possivel observar a introducdo de um quarto grupo, que corresponde a

proposicao polémica destes autores: a existéncia de um quarto Dominio da vida.
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Figura 11 - Arvore filogenética baseada na analise dos genes para TFIIB.
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Arvore filogenética com abordagem Bayesiana que demonstra os clados para Eukarya (azul),
Archaea (verde), NCPLV (vermelho) e sequéncias metagendmicas.
Fonte: Boyer et al., 2010.
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Figura 12 — Dendograma construido com os resultados de estudos fenéticos.
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Dendograma que demonstra o agrupamento hierarquico de Eukarya (azul), Bacteria (roxo), Archaea
(verde) e NCPLV (vermelho) baseado em estudos fenéticos que analisaram genes informacionais.
Fonte: Boyer et al., 2010.

Williams, Embley e Heinz contradizem Boyer et al. (2010) em artigo publicado
em 2011, no qual descordam da proposicédo de um quarto Dominio da vida. Para os
autores, a divisdo da arvore da vida em quatro Dominios é dificil, uma vez que a
classificacdo existente baseia-se sobre os padrdes de similaridade em RNAs
ribossomais ndo encontrados em virus. Além disso, consideram que o0
posicionamento de NCPLV em um novo Dominio pode ser um erro, uma vez que
0s genes utilizados para construir as arvores filogenéticas em sua maioria séo
adquiridos por TGH a partir de fontes diferentes, resultando em marcadores

filogenéticos inconsistentes.

As analises de Boyer e colaboradores (2010) foram baseadas em modelos
evolutivos tradicionais e muito sensiveis a heterogeneidade de composi¢ao
molecular, o que aliado as rapidas taxas de evolucédo e tendéncia de composi¢cao
diferenciada de sequéncias virais, poderia levar a uma errdnea especificacdo da
posicao filogenética dos NCPLV. Diante disso, os autores resolveram re-analisar 0s

dados de Boyer, avaliando a adequacdo dos modelos utilizados com respeito a
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saturacdo de sequéncias, homoplasia e heterogeneidade de composi¢cdo molecular.
Os resultados mostraram que o0s modelos originais ndo foram devidamente
eficientes. A hipotese de que genes de NCPLV foram adquiridos por TGH de
doadores dentro do Dominio Eukarya foi fortemente levantada. Sendo assim, 0s
autores concluiram que ndo ha evidéncias suficientes para a criagdo de um quarto
Dominio da vida (NCPLV). Uma das arvores filogenéticas (Fig. 13) obtidas com os
resultados de Williams e colaboradores, evidencia essa conclusdo (WILLIAMS,
EMBLEY e HEINZ, 2011).

Figura 13 - Filogenia ndo enraizada de RNAPII.
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Arvore gerada com base na analise Bayesiana de 80 seqiiéncias de 272 aminoacidos realizada com
PhyloBayes sob o modelo de CAT60. Sequéncias de NCPLV (vermelho) ndo monofiléticas, mas
formam trés grupos. Um ramo localizado entre Archaea (verde) e Eukarya (azul), um ramo emergente
de dentro do Eukarya e um ramo que compreende Emiliana huxleyi virus.

Fonte: Williams, Embley e Heinz, 2011.
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5.9 Importancia ecolégica

Amebas do género Acanthamoeba sdo ubiquas na natureza e dessa forma
mimivirus podem existir em toda parte (MONIER et al.,, 2008). O zooplancton
marinho € de grande importancia na cadeia alimentar aquatica, uma vez que € um
grande consumidor de bactérias heterotroficas e fitoplancton, sendo uma via
importante na transferéncia de carbono e reciclagem de nutrientes neste ambiente.
Nestes sistemas, outra presenga importante € a dos virus, que sao responsaveis por
infectar protistas. Porém, esses ambientes sdo em sua maioria, inexplorados
geneticamente. A descoberta dos mimivirus em amebas de agua doce e salgada,
provocou um intenso debate sobre o papel ecoldgico deste virus em sistemas
aquaticos. Recentemente, tornou-se evidente que protistas hospedam virus grandes
e complexos e que alguns destes sdo patdgenos de fitoplancton, como o Cafeteria
roenbergensis virus (Phycodnaviridae), que infecta um flagelado unicelular marinho
clorofilado (FISCHER et al., 2010).

Os mimivirus possuem estreita relacdo com virus que infectam fitoplancton e
se agrupam filogeneticamente com certos virus de algas uni e pluricelulares
(MONIER et al., 2008). Uma vez que ja foi demonstrado que cultivos sucessivos de
APMV em amebas causam uma reducado drastica no genoma viral, especula-se que
outros organismos poderiam ser 0os hospedeiros naturais deste virus (BOYER et al.,
2011). Protistas unicelulares, esponjas e cnidarios surgem como posiveis candidatos
(CLAVERIE et al., 2009).

Em 2005, Ghedin e Claverie realizaram um estudo que tinha por obijetivo
encontrar um local onde fosse possivel procurar novas espécies da familia
Mimiviridae. Foi realizada uma busca por genes semelhantes aos de mimivirus no
Mar Sargasso, seguida de analises filogenéticas. Os resultados demonstram que
neste mar existem virus de DNA que sao evolutivamente préximos aos mimivirus.
Vérias sequéncias Mimivirus-like foram identificadas, sugerindo que virus deste tipo
sédo abundantes no ambiente marinho amostrado. Tais resultados séo valiosos, pois

o estudo complementar dessas sequéncias genémicas pode levar ao entendimento
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da diversidade dos virus de DNA e sobre o eventual papel deles na evolugcédo dos
eucariotos (MONIER et al., 2008).

Em 2008, Monier e colaboradores realizaram um grande estudo no qual
também analisaram a distribuicdo de sequéncias Mimivirus-like obtidas e mapeadas
durante a Expedicdo de Amostragem Oceanica Global, bem como suas relagbes
filogenéticas. Utilizando os genes da DNA polimerase como marcadores, 0s autores
identificaram mais de 800 sequéncias virais, a grande maioria pertencente a fagos.
Entretanto, o segundo grupo viral mais amostrado foi o dos NCPLV, especialmente
mimivirus e phycodnavirus. Este resultado permitiu aos autores concluirem que,
embora os mimivirus tenham sido recentemente descobertos, eles constituem um
grupo extremamente diverso, quantitativamente importante e ubiquo do ecossistema
marinho. Embora em menor propor¢ao que observado para os fagos marinhos, a lise
de amebas e outros organismos em decorréncia da multiplicacdo dos mimivirus,
poderia auxiliar no fendbmeno de bomba bioldégica de carbono, disponibilizando
carbono em sua forma dissolvida em aguas superficiais, e evitando a decantacdo e
consequente aprisionamento do carbono no fundo dos oceanos (MONIER et al.,
2008).

5.10 Importancia clinica

Estudos recentes demonstraram que pacientes de UTIs, imunodebilitados, e
gue respiram sob ajuda de aparelhos, representam um grupo de risco para agentes
causadores de pneumonia associados a amebas, incluindo Legionella pneumophila
e mimivirus (LA SCOLA et al., 2005).

Raoult, La Scola e Birtles (2007) relataram trés estudos realizados com o
proposito de investigar a prevaléncia de anticorpos para mimivirus em populacbes
humanas especificas. Em um deles foram testadas amostras de soro de 376
pacientes canadenses com pneumonia adquirida na comunidade e de 511
individuos saudaveis. Aproximadamente 9,7% dos pacientes com pneumonia

apresentaram anticorpos contra mimivirus. O segundo estudo testou pacientes
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franceses que haviam adquirido pneumonia em ambiente hospitalar e comparou os
resultados obtidos com individuos saudaveis. Anticorpos para mimivirus foram
detectados em cinco pacientes doentes, mas em nenhum saudavel. O ultimo estudo
testou o soro de pacientes com pneumonia internados em UTI e comparou com um
painel de antigenos de agentes convencionais causadores de pneumonia e de
MPAAs, incluindo mimivirus. Foram evidenciados 28 casos de pneumonia causados
por patdgenos convencionais, enquanto 18 pacientes apresentaram anticorpos
contra micro-organismos associados a amebas. Destes, foi possivel encontrar
anticorpos anti-mimivirus em alguns pacientes, sendo mais comum entre aqueles

que utilizavam ventilagdo mecanica.

Em um estudo similar, em 2008, Dare e colaboradores analisaram amostras
respiratorias de pacientes provenientes de hospitais dos Estados Unidos. Todavia,
ndo foram encontrados sinais de DNA de mimivirus em seus testes, utlizando a
técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real. Segundo Didier
Raoult, chefe do laboratério francés que fez a associacdo entre mimivirus e
pneumonia, um motivo para os resultados negativos de Dare pode ser o fato das
amostras de trabalho terem sido provenientes do trato respiratério superior dos
pacientes. Outro estudo realizado na Australia pelo grupo de Larcher (2006) também
apresentou resultado de PCR negativo para mimivirus em todas as amostras
testadas de aspirado nasofaringeo de criancas (DARE, CHITTAGANPITCH e
ERDMAN, 2008; VINCENT, LA SCOLA E PAPAZIAN, 2010).

Ghigo et al. (2008) estudaram a infeccdo de mimivirus em macréfagos pela
técnica de PCR em tempo real. Os autores conseguiram observar que APMV é
internalizado apenas por células fagocitarias profissionais, como macréfagos e
nunca por células nao-fagociticas, incluindo fibroblastos, células epteliais ou
neuronais. O ciclo de infeccdo de APMV dentro de macréfagos também foi avaliado
e foi possivel concluir que o numero de coépias do DNA viral aumentou
significativamente com o aumento no tempo de infec¢cdo. APMV foi citopatogénico
para os macréfagos e realizou ciclos de multiplicacdo produtivos. Diluicbes seriadas

dos extratos de macréofagos foram inoculadas em amebas, que foram lisadas.

Com base nestes dados, que sugerem que mimivirus poderiam ser agentes

etiologicos de pneumonia em humanos, pesquisadores da Faculdade de Marseille,
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tentaram estabelecer um modelo animal para estudos in vivo. Dentre as diversas
vias de infeccdo testadas, a via intra-cardiaca foi a mais promissora. Doze
camundongos foram inoculados por esta via, e foi possivel observar evidéncias
histopatolégicas de pneumonia aguda em 75% deles: espessamento de paredes
alveolares com infiltragdo celular de leucdcitos, macréfagos e linfocitos; dano
alveolar difuso e presenca de eritrécitos no lumen alveolar. A partir deste material,
foi possivel isolar o virus e detectar antigenos por ensaio de imunofluorescéncia
indireta. Dessa forma, os resultados indicaram fortemente que camundongos
infectados pela via intra-cardiaca poderiam servir de modelo de estudo para avaliar
a patogenicidade de mimivirus (VINCENT, LA SCOLA E PAPAZIAN, 2010).

Apesar de alguns estudos terem apresentado resultados negativos para
mimivirus, Raoult, La Scola e Birtles (2007) consideram que este virus €, de fato, um
potencial patégeno humano causador de pneumonia. Entre os motivos para tal
afirmacéo, temos: os mimivirus sdo parasitas de amebas, que sdo conhecidas como
plataformas bioldgicas para os agentes de pneumonia; ha a possibilidade de induzir
a doenca em camundongos inoculados experimentalmente com o virus; estudos
sorolégicos demonstraram a existéncia de pacientes com pneumonia que
apresentaram anticorpos contra mimivirus. Além disso, os autores relatam um caso
de pneumonia acidental causada por mimivirus, acometendo um técnico de
laboratério que trabalhava com altos titulos deste virus (Fig. 14). Baseado nestes
argumentos, Raoult e colaboradores dizem que € possivel preencher todos os
parametros do postulado de Koch, atribuindo ao mimivirus o carater de agente

infeccioso humano.
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Figura 14: Radiografia de torax

Radiografia de térax de um técnico de laboratério infectado acidentalmente com mimivirus, mostrando
infiltracéo basilar bilateral.
Fonte: Raoult, La Scola e Birtles, 2007.

Apesar disso, Raoult, La Scola e Birtles (2007) admitem que existem varias
controvérsias e questdes mal respondidas em relacdo a atuacdo de mimivirus como
um patégeno humano. O virus ndo se multiplica de forma eficaz em nenhuma co-
cultura com células de mamiferos testadas até 0 momento e seus antigenos sofrem
sororeatividade aparente. Dessa forma, ha a necessidade de estudos adicionais e

mais abrangentes para resolver essas questoes.
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6. CONCLUSAO

Dentre os virus atualmente conhecidos, os mimivirus conseguem despontar
como os mais complexos morfolégica e geneticamente e, desta forma intrigam os
virologistas, principalmente por incitarem mais perguntas do que respostas. Alguns
dos virus gigantes de DNA estdo em fase inicial de descoberta e caracterizacao e as
informacBes que poderdo surgir nos proOXimos anos com as pesquisas que estao
sendo realizadas acerca destes organismos poderdo vir a mudar as nossas
concepgOes atuais sobre vida, diversidade e evolugéo. Desta forma, buscar entender
toda a complexidade que envolve os virus gigantes € um desafio importante, que ao

ser aceito e explorado podera gerar resultados impactantes para a ciéncia.
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7. PERSPECTIVAS

O fato de espécies do género Acanthamoeba serem detectadas em todos os
biomas brasileiros desperta o interesse a cerca do estudo dos mimivirus no Brasil,
através da prospeccdo em amostras de agua e solo em ecossistemas brasileiros e
em ambientes hospitalares, por exemplo. Além disso, a busca por métodos de
estudo melhores e mais reprodutivos € fundamental para o desenvolvimento desta
area. Diante disso, o conhecimento construido através desta revisdo podera servir

como base para a continuacao do trabalho em um futuro projeto de pesquisa.
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