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RESUMO

Virus sdo organismos ubiquos encontrados em qualquer ambiente em que a
vida é presente. S&o conhecidos como agentes ultramicroscépicos, parasitas
intracelulares obrigatérios e dependentes da maquinaria celular hospedeira
para sua multiplicacdo. Entretanto, nas ultimas décadas, ganhou projecdo
cientifica um grupo monofilético de virus, extremamente diversificado e
complexo, com uma extraordinaria variedade estrutural e gendémica, levantando
questionamentos a respeito da origem e natureza dos virus. Este grupo é
conhecido como Virus Gigantes Nucleo-Citoplasméaticos de DNA (NCLDV), ou
mais recentemente a ordem proposta Megavirales. Nos anos 2000, foi
caracterizado um virus extremamente complexo que fez questionar-se tudo o
gue se conhecia a respeito dos virus. Este virus foi denominado Acanthamoeba
polyphaga mimivirus, o qual foi inserido em uma familia viral propria,
Mimiviridae, por ndo se encaixar em nenhuma familia j& existente.
Recentemente, varios virus gigantes tém sido isolados a partir de diferentes
ambientes e espécimes, desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
presenca de isolados de mimivirus em amostras de ostras e agua do mar
coletadas em trés regides litoraneas brasileiras. Neste estudo foram utilizadas
técnicas de enriquecimento das amostras e isolamento em monocamadas
celulares de espécies de Acanthamoeba castellanii. Para a caracterizacdo
biolégica dos novos isolados de mimivirirus foram utilizados ensaios de
microscopia eletrbnica de transmissao, de resisténcia quando expostos a luz
ultravioleta e a temperatura, além do uso de técnicas moleculares a fim de
avaliar o perfil molecular de cada isolado. Quatro novos isolados foram
caracterizados biolégica e molecularmente, nos quais foi possivel observar
particulas virais semelhantes aos virus pertencentes a familia Mimiviridae, bem
como possiveis diferencas biolégicas e/ou estruturais apds a exposicdo aos
ensaios de resisténcia. Os novos isolados pertencem ao grupo A da familia
Mimiviridae. Além disso, nossos resultados sugerem que as ostras sdo uma
excelente fonte para o isolamento de virus gigantes.

Palavras-chave: Acanthamoeba polyphaga mimivirus, Mimiviridae, Virus
Gigantes Nucleo-Citoplasmaticos de DNA, ostras.



ABSTRACT

Viruses are ubiquitous organisms found in any environment in which life is
present. They are known as ultramicroscopic agents, obligatory intracellular
parasites and dependent on the host cellular machinery for their multiplication.
However, in recent decades, a monophyletic group of viruses, extremely
diverse and complex, with an extraordinary structural and genomic range, came
to the scientific forefront, raising questions about the origin and nature of
viruses. This group is known as the nucleocytoplasmic large DNA viruses
(NCLDV), and comprise the recently proposed order Megavirales. In the 2000s,
the characterization of an extremely complex virus put in question everything
that was known about viruses. This virus, named Acanthamoeba polyphaga
mimivirus, was placed into its viral own family, Mimiviridae, not fitting to any
existing family. Furthermore, several additional giant viruses have been isolated
from different environments and specimens. In this context, the aim of this study
was to evaluate the incidence of isolated mimivirus in samples of oysters and
sea water collected in three brazilian coastal regions. We used techniques of
samples enrichment for subsequent isolation in cell monolayers species of
Acanthamoeba castellanii. For biological characterization of new isolates we
used electron microscopy transmission and assays of stress when exposed to
ultraviolet light and temperature, and we used molecular techniques to evaluate
the molecular profile of each isolate. Four new isolates have been characterized
biological and molecularly in which it was possible to observe viral particles
similar to viruses belonging to the family Mimiviridae and possible biological and
/ or structural differences after exposure to the stress tests. The new isolates
belong to the group A Mimiviridae family. Our results also suggest that oysters
are an excellent source for the isolation of giant viruses.

Key words: Acanthamoeba polyphaga mimivirus, Mimiviridae, Nucleo-
Cytoplasmatic Large DNA Virus, oyster.
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1. INTRODUCAO

1.1. Virus Gigantes Nucleo-citoplasméticos de DNA (NCLDV)

Virus sdo organismos ubiquos encontrados em qualquer ambiente com
presenca de vida. S&o tradicionalmente conhecidos por seu tamanho
ultramicroscépico, sendo parasitas intracelulares obrigatérios, dependentes da
maquinaria celular do hospedeiro para sua multiplicacdo, e apresentam
genomas de tamanho pequeno que permitem a codificacdo de poucas
proteinas. Entretanto, um grupo de virus monofilético, extremamente complexo
em estrutura e composicdo do genoma, ganhou importancia nos altimos anos,
levantando questdes a respeito da origem e natureza dos virus. Este grupo de
virus, denominado Virus Gigantes Nucleo-Citoplasmatico de DNA (NCLDV), é
caracterizado por um genoma de DNA dupla fita, com um tamanho entre 100
kb e 2,5 Mb, sendo os virus capazes de codificar centenas de proteinas, das
quais muitas sdo atipicas ou novas para um virus (Tabela 1).0Os virus
pertencentes a este grupo infectam uma ampla gama de hospedeiros
eucaridticos incluindo algas (Phycodnaviridae), protistas (Mimiviridae) e
metazoarios (Poxviridae, Asfaviridae, Iridoviridae). As familias virais
pertencentes a este grupo compartilham um conjunto de genes conservados 0s
quais atuam na replicacdo, transcricdo e morfogénese da particula, o que
sugere uma origem a partir de um Unico ancestral viral (IYER et al., 2006;
FILEE, 2009; YUTIN e KOONIN, 2009; ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010;
ETTEN, 2011).

Os NCLDVs apresentam uma independéncia relativa do sistema de
replicacdo/transcricdo das células hospedeiras, pois sdo capazes de codificar
varias DNA polimerases (familia B), topoisomerase tipo la, DNA primase, DNA
ligase, dUTPase, timidinaquinase, helicases e chaperonas. Além de genes que
atuam na replicacdo e no metabolismo do DNA, ha genes envolvidos na
transcricdo (subunidades de RNA polimerase, por exemplo) (RAOULT, 2005;
IYER et al., 2006; FILEE, 2009).

A hipdtese mais aceita acerca da origem do grupo NCLDV é de que eles
sejam um grupo monofilético, mas ha controvérsias no que se refere ao

tamanho e a morfologia deste virus ancestral e como diferentes familias virais
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se originaram a partir dele. Ha trés hipoteses que tentam explicar a evolugéo
desse grupo de virus. A primeira diz que os NCLDVs evoluiram e se
diversificaram ao perder alguns genes comuns e adquirir novos genes a partir
de seus hospedeiros. A segunda hipétese diz que a evolucéo tenha se dado a
partir de um virus ancestral ainda maior e com um genoma mais extenso, que
foi se adaptando e diferenciando através do processo de reducdo gendmica.
Por fim, a terceira hipotese sugere que os NCLDVs surgiram a partir de um
ancestral com genoma pequeno, que foi se adaptando e adquirindo genes de
seus hospedeiros através do processo de transferéncia génica horizontal
(TGH) (CLAVERIE et al., 2006; MOREIRA e BROCHIER-ARMANET, 2008;
ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010; ETTEN, 2011).

Tabela 1: Principais caracteristicas de algumas familias de virus gigantes nucleo-
citoplasméaticos de DNA.

Familia Hospedeiro Tamanho do Sitio de
genoma multiplicacéo

Phycodnaviridade Algas 150 - 400 Nucleo e Citoplasma
Poxviridade Insetos, répteis, aves 130 — 380 Citoplasma

e mamiferos
Asfaviridade Mamiferos 170 Citoplasma
Ascoviridade Insetos 150 - 190 Nucleo e Citoplasma
Iridoviridae Insetos, animais de 100 - 200 Citoplasma

sangue frio
Mimiviridae Acanthamoeba 730 — 1300 Citoplasma
Marseilleviridae Acanthamoeba 346 — 374 Citoplasma
Pandoravirus* Acanthamoeba 1900 — 2500 Nucleo e Citoplasma
Phitovirus* Acanthamoeba 600 Citoplasma

Fonte: Yutin et al., 2009; Colson et al., 2013a; Philippe et al., 2013; Legendre et al., 2014 -
modificado. *Estes virus ainda ndo foram agrupados em nenhuma familia viral.

1.2. Aspectos historicos: descoberta dos mimivirus

A descoberta do primeiro mimivirus aconteceu apos tentativas frustradas
de caracterizacdo de microrganismos patogénicos associados a amebas
(MPAAS), que estavam causando em surto de pneumonia nosocomial em um
hospital publico na cidade de Bradford, Inglaterra, em 1992. A partir de
amostras de agua coletadas de torres de resfriamento de agua, pesquisadores

isolaram um microrganismo semelhante a um coco gram-positivo (Fig. 1).
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Diversas tentativas de caracteriza¢cdo, como isolamento em placas de agar e
identificagdo molecular utilizando iniciadores bacterianos universais para a
regido 16S do DNA ribossomal falharam (RAOULT, LA SCOLA e BIRTLES,
2007; LA SCOLA et al., 2003; SUZAN-MONTI et al., 2007; SUZAN-MONTI et
al., 2006; CLAVERIE et al., 2009).

Figura 1. Microrganismos intra-amebianos observados através de microscopia 6ptica
apos coloracao de Gram. Aparentes cocos gram-positivos no interior de uma ameba, este
microrganismo foi nomeado de Acanthamoeba polyphaga mimivirus.

Fonte: Raoult, La Scola e Birtles, 2007 — modificado.

Em 2003, pesquisadores de um grupo francés coordenado pelo
professor Didier Raoult (Universidade de Marseille, Franga), com o auxilio da
técnica de microscopia eletrbnica revelaram a ultra-estrutura dos cocos de
Bradford. Para a surpresa do grupo, foram observadas estruturas ‘nao-
bacterianas’ dentro de amebas infectadas. Estes elementos consistiam em
formas de simetria aparentemente icosaédrica muito regulares, semelhantes ao
capsideo dos iridovirus (Fig. 2) (RAOULT, LA SCOLA e BIRTLES, 2007; LA
SCOLA et al., 2003).



13

Figura 2: Microscopia eletr6nica mostrando a morfologia de simetria icosaédrica tipica
dos mimivirus. Estrutura da particula do Acanthamoeba polyphaga mimivirus apresentando
uma simetria icosaédrica circundado por longas fibras superficiais.

Fonte: Raoult, 2005.

Trabalhos adicionais foram necessarios para sustentar as suposicoes de
que o0 microrganismo identificado era realmente um virus. Testes
demonstraram que o0 microrganismo continha um genoma de DNA dupla- fita e
sofria uma fase eclipse de multiplicacdo tipica de virus. Além disso, foi
observado que a montagem das particulas ocorria em um local intracelular
especifico que foi denominado ‘fabrica viral’, o0 mesmo havia sido observado
em outros virus, incluindo os iridovirus. Foi proposto ao novo virus a
denominacdo Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) ou somente
mimivirus, por seu hospedeiro ser uma ameba da espécie Acanthamoeba
polyphaga e por possuir a habilidade de mimetizar micrébios (RAOULT, LA
SCOLA e BIRTLES, 2007; LA SCOLA et al., 2003; SUZAN-MONTI et al., 2007;
SUZAN-MONTI et al., 2006; VINCENT, LA SCOLA e PAPAZIAN, 2010).

1.3. Ordem Megavirales

Com a descoberta do APMV uma nova familia viral foi criada,
Mimiviridae, pois as caracteristicas especiais deste novo virus ndo permitiram
gue ele fosse inserido em nenhuma familia existente (DESNUES e RAOULT,
2010). Nesta familia sdo englobados os virus gigantes de DNA que infectam
amebas e provavelmente outros eucariotos unicelulares (YUTIN et al., 2009;
COLSON et al., 2013b).
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A familia Mimiviridade € composta por dois géneros: o género Mimivirus
(grupo 1), no qual estdo inseridos os virus semelhantes ao APMV (virus
protétipo do género); e o género Cafeteriavirus (grupo 1), que é composto por
uma unica espécie, Cafeteria roenbergensis virus (CroV) (COLSON et
al.,2011a; ICTV, 2014). Os virus pertencentes ao grupo | sdo virus que
infectam amebas, principalmente do género Acanthamoeba, e apos analises
filogenéticas baseadas no gene da DNA polimerase B foram divididos em trés
linhagens (A, B e C) (COLSON et al., 2013a).

Apoés a descoberta do APMV, diversos virus gigantes tém sido isolados
de diferentes ambientes, como: o Mamavirus que foi inicialmente isolado em A.
polyphaga apdés as amebas serem inoculadas com amostras coletadas de
torres de resfriamento de agua em Paris (Franca), e 0s estudos seguintes
foram realizados em A. castellanii, entdo o virus foi denominado Acanthamoeba
castellanii mamavirus (COLSON et al., 2011b); o Acanthamoeba polyphaga
moumouvirus, isolado a partir de amostras de agua coletadas em torres de
resfriamento industrial (YOOSUF et al., 2012); o Megavirus chilensis que foi
isolado de amostras de 4guas do mar da costa chilena (ARSLAN et al., 2011).
Os mimivirus e 0s mamavirus estao incluidos na linhagem A, enquanto os
moumovirus sao classificados na linhagem B e o Megavirus chilensis na
linhagem C (ARSLAN et al.,, 2011; COLSON et al., 2011b; COLSON et al.,
2013a; CLAVERIE, 2013; GAIA et al., 2014).

Em 2007, um novo virus foi isolado a partir de 4guas de torres de
resfriamento em Paris, Franca. Este virus foi denominado Acanthamoeba
polyphaga marseillevirus (APMaV) (Tabela 2). Posteriormente foi proposta uma
nova familia, Marseilleviridae, pois estes novos virus apresentam
caracteristicas distintas dos NCDLV ja descritos (BOYER et al.,, 2009). Em
2013, esta nova familia foi aceita pelo ICTV e é atualmente constituida por dois
géneros, sendo Marseillevirus com duas espécies, Marseillevirus marseillevirus
(espécie protétipo) (BOYER et al., 2009) e Senegalvirus marseillevirus
(COLSON et al., 2013b); e um género ainda néo classificado que € composto
por duas espécies, Lausannevirus e Tunisvirus (THOMAS et al., 2011; AHERFI
et al., 2014; ICTV, 2014).

Em 2014 foi descrito o primeiro virus gigante brasileiro, denominado

Samba virus (SMBV), que foi isolado a partir de amostras de agua do Rio
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Negro, no estado do Amazonas. Atraves de analises filogenéticas o SMBV foi
agrupado na linhagem A da familia Mimiviridae (CAMPOS et al., 2014).
Baseado em caracteristicas Unicas (Fig. 3), Colson e colaboradores

(2012) propuseram a criagcdo de uma nova ordem, Megavirales, na qual as

familias Mimiviridae e Marseilleviridae estariam inseridas (Tabela 2).

Principais caracteristicas

Tamanho da particula viral e do
genoma: diametro do capsideo > 150
nm, e o tamanho do genoma > 130 kb.

Capsideo do tipo Jelly-roll

Presenca de genes do cerne, incluindo
DNA polimerase, helicase, fatores de
transcri¢éo, entre outros.

Origem ancestral comum e pertencente
ao proposto quarto dominio da vida.

MEGAVIRALES

Critérios necessarios

Presenca de ambos, DNA e RNA.

Presenca de proteinas envolvidas na

tradiirin

Proporcdes substanciais de genes
duplicados e de genes
envolvidos em TGH dentro do genoma.

Presenca de fabrica viral.

Possivel infecgéo por vir6fago.

Figura 3: Caracteristicas Unicas para ainsercdo de um virus na ordem Megavirales.
Principais caracteristicas e critérios necessarios para que os virus gigantes sejam aceitos como
membros da ordem Megavirales.

Fonte: Colson et al., 2012 — modificado.

Outros virus gigantes, recentemente isolados, aguardam classificacéo e
aceitacéo pelo ICTV. Como por exemplo, o Pandoravirus salinus (isolado de
agua do mar da costa do Chile); o Pandoravirus dulcis (isolado de uma lagoa
de 4gua doce em Melbourne, Australia) (PHILIPPE et al., 2013); o Pithovirus
(isolado de um ‘permafrost’ siberiano datado de 30.000 anos) (LEGENDRE et
al., 2014). E esperado que nos proximos anos o ICTV incorpore também outros
géneros as familias Mimiviridae e Marseilleviridae, e que acate a sugestao da

criacao da ordem Megavirales.



Tabela 2: Relagao das principais amostras de mimivirus e marseillevirus estudados atualmente.
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Familia Virus Origem Tamanho do genoma Tamanho da particula  Referéncias
(Mb) (variavel) (nm)

Mimiviridae Mimivirus Torres de resfriamento 1.2 400 La Scola et al., 2013
Mamavirus de agua 1.2 450 Colson et al., 2011b
Moumouvirus 1.02 420 Yoosuf et al., 2012
Monvevirus NA 390 La Scola et al., 2010
Busvirus NA 400 La Scola et al., 2010
Longchamps virus Fontes decorativas NA 450 La Scola et al., 2010
Montpellier virus NA 370 La Scola et al., 2010
Saintcharles virus NA 230 La Scola et al., 2010
Courdol1 virus Agua de rios e lagos 1.25 450 Yoosuf et al., 2014b
Courdob5 virus NA 400 La Scola et al., 2010
Courdo7 virus NA 400 La Scola et al., 2010
Cher Cher virus NA 420 La Scola et al., 2010
Lactours virus NA 450 La Scola et al., 2010
Samba virus 1.21 574 Campos et al., 2014
Terral virus Solo 13 420 Yoosuf et al., 20142
Terra2 virus 1.3 370 Yoosuf et al., 2014a
Pointerougel virus Agua do mar NA 390 La Scola et al., 2010
Pointerouge?2 virus NA 500 La Scola et al., 2010
Megavirus chiliensis 1.2 680 Arslan et al., 2011
Cafeteria roenbegensis virus 0.730 300 Yutin etal., 2013
Fauteuil virus Agua de hospital NA 600 La Scola et al., 2010
Lentillevirus Lentes de contato NA 500 Desnues et al., 2012

Marseilleviridae = Cannes8 virus Torres de resfriamento 0.374 190 Aherfi et al., 2013
Marseillevirus 0.368 250 Colson et al., 2013a
Lausannevirus Agua de rio 0.346 190 - 220 Thomas et al., 2011
Senegal virus Fezes humanas 0.372 210 Colson et al., 2013a
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1.4. Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV)
1.4.1. Morfologia

O APMV apresenta uma particula com cerca de 700nm de diametro, nédo
sendo, portanto filtrado em membranas com poros de 220 nm, o que acontece
com a maioria dos virus. Como mencionado, sua morfologia externa
inicialmente levou a sua falsa identificacdo como bactéria. Estudos de
microscopia crio-eletrénica (crioEM) mostraram que 0s mimivirus possuem um
diametro de cerca de 500 nm com multiplas camadas de membranas proteicas
que envolvem o cerne. Além disso, h4 uma densa camada de longas fibrilas de
até 300nm de comprimento, que recobrem a superficie viral podendo aumentar

consideravelmente o tamanho da particula. Porém, as funcdes das fibras ainda

nao sao totalmente conhecidas, mas acredita-se que atuem na adsorc¢éao viral e
na protecdo contra radiacdo solar (Fig. 4A-B) (LA SCOLA et al.,, 2003,
MOREIRA e BROCHIER-ARMANET, 2008; RAOULT, LA SCOLA e BIRTLES,
2007; XIAO et al., 2009; ABRAHAO et al., 2014).

Figura 4: Particula do APMV visualizada por microscopia eletrénica de transmissao. (A)
Microscopia eletrénica de transmissao do APMV mostrando a particula completa. (B) Aumento
da imagem destacando uma camada densa de fibrilas (F), multiplas camadas proteicas ao
redor do capsideo (PL), uma membrana interna (IM), e uma parede do cerne (CW) que protege
0 genoma viral e fatores precoces.

Fonte: Abrah&o et al., 2014 — modificado.

ApoOs a realizacdo de microscopia eletrbnica de transmissao (MET) de
amebas infectadas, foi possivel observar uma estrutura em forma de ‘estrela do

mar’ ou ‘star-gate’, associada a uma face pentagonal do capsideo, esta
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estrutura permite que o genoma viral seja liberado no citoplasma da célula
hospedeira durante o ciclo de multiplicacdo (Fig. 5 e 6). Estes estudos
revelaram também que os mimivirus apresentam uma simetria pentagonal, e

nao classicamente icosaédrica como se acreditava (XIAO et al., 2009).

Figura 5: Reconstrucéo grafica das imagens obtidas por crio-micrografia eletrénica da
particula de APMV. Estrutura externa da particula em diversos angulos, evidenciando a
estrutura ‘star-gate’ associada a um vértice, (A) estrutura ‘star-gate’ associada a um vértice; (B)
um dos vértices da particula; (C) vértice oposto ao ‘star-gate’.

Fonte: Xiao et al., 2009 — modificado.

Figura 6: Microscopia eletrénica de varredura da particula viral da APMV, evidenciando a
abertura do ‘star-gate’. (A-B) APMV apresentando via de liberacdo de DNA diferenciada.
Fonte: Zauberman et al., 2008.

Por apresentarem caracteristicas estruturais diversificadas, alguns
autores sugerem que 0s mimivirus sejam verdadeiras “quimeras bioldgicas”. O
genoma viral envolto por uma matriz fibrosa e membranas lipidicas

semelhantes a células eucaridticas; a existéncia de um Unico Vvértice,
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possivelmente associado a liberacdo do genoma, que se assemelha a cauda
de bacteriéfagos; e uma matriz externa de peptideoglicano semelhante a
parede celular bacteriana. Por essas e outras razdes, varios pesquisadores
acreditam que os mimivirus, e outros NCLDVs, poderiam ter adquiridos essas
caracteristicas através do fendmeno da TGH, em que virus gigantes trocariam
informagdes génicas com seu hospedeiro e 0s organismos que 0s circundam,

principalmente no ambiente interno de amebas (XIAO et al., 2009).

1.4.2. Genoma

Os mimivirus apresentam um genoma de DNA dupla fita com
aproximadamente 1,2 Mb, capaz de codificar mais de 1000 genes. Possui
somente uma pequena proporcdo de DNA nao-codificante (9,5%) e
aproximadamente 1.260 janelas abertas de leitura (ORF), das quais cerca de
10% apresenta similaridade com outras proteinas de fung¢des conhecidas.
Muitos dos genes encontrados nos mimivirus ndo foram anteriormente
observados em outros virus. Dentre as proteinas codificadas, deve-se destacar
as que estdo envolvidas no processo de traducéo, reparo do DNA, motilidade
celular e biogénese de membranas. Alguns dos genes codificados sao
encontrados somente em células eucaribticas, 0 que aumenta o interesse da
comunidade cientifica, pois 0 genoma, o metabolismo e a estrutura intrinseca
sugerem que 0S mimivirus teriam se originado a partir de um ‘bridge’
evolucionario entre os virus e as células eucarioticas (SHURE, 2005b; SUZAN-
MONTI, LA SCOLA e RAOULT, 2006; CLAVERIE et al., 2006;RAOULT, LA
SCOLA e BIRTLES, 2007; LEGENDRE et al., 2010).

O genoma dos mimivirus apresenta uma regido central altamente
conservada, que codifica principalmente proteinas estruturais e enzimas
envolvidas no metabolismo de acido nucléico. Uma caracteristica intrigante
revelada por analises do conteido génico dos mimivirus foi a presenca de
genes codificadores de proteinas envolvidas no processo de traducdo, como as
aminoacil-tRNA sintetase e fatores de elongacdo, sugerindo que estes virus
podem n&o depender completamente da maquinaria de tradug¢ao do hospedeiro
para a sua replicacdo (RAOULT et al., 2004; COLSON et al., 2013c).
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O genoma dos mimivirus é também particularmente rico em adenina e
timina (AT — aproximadamente 75% do conteddo de nucleotideo). Além disso,
foi relatado em alguns estudos que os mimivirus e outros virus gigantes
apresentam diferentes composi¢des de aminoacidos em seu proteoma quando
comparados com o0s organismos celulares (MRAZEK e KARLIN, 2007;
COLSON et al., 2013c).

O estudo da evolugéo viral usando analises filogenéticas € na maioria
das vezes uma tarefa dificil devido a varias peculiaridades relacionadas ao
estiio de vida parasitario, bem como rapidas taxas evolucionarias e a
propenséo de serem envolvidos em eventos de TGH. Estes eventos de TGH
parecem ser importantes para a formacdo e riqueza dos genomas dos
mimivirus, bem como para a adaptacdo destes virus ao hospedeiro. Estudos
filogenéticos sugerem que 0s mimivirus certamente adquiriram a maioria de
seus genes ou de seus hospedeiros eucariotos ou de outros parasitas
coexistentes no mesmo hospedeiro (Fig. 7), em um modelo evolutivo conhecido
como simpatria (SUHRE, AUDIC e CLAVERIE, 2005; MOREIRA e BROCHIER-
ARMANET, 2008).

Mimivirus

Eucarya Bacteria

0% (0)

Archaea

Figura 7: Distribuicdo dos 128 genes conservados nos mimivirus. Pode-se observar a
associagao entre os dominios da vida, e o nimero de genes homologos entre eles.
Fonte: Moreira e Brochier-Armanet, 2008 — modificado.
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1.4.3. Ciclo de multiplicagcao

Semelhante aos poxvirus, o ciclo de multiplicacdo dos mimivirus ocorre
no citoplasma da célula hospedeira (Fig. 8), associado a fabricas virais bem
delimitadas, e apresenta uma expressao génica temporal. Através da
combinacdo de diferentes técnicas de imagem, pesquisadores observaram
que, ao contrario da maioria dos virus de DNA, o genoma do mimivirus néao é
direcionado para o nudcleo, sendo que o inicio da transcricdo dos genes
precoces virais se d4 em parte por complexos de transcricdo que sado
carreados pelas particulas do APMV. No entanto, este processo ndo deve ser
considerado independente do ndcleo, pois fatores nucleares podem ser
requeridos para participarem do processo de replicacdo (SUZAN-MONTI et al.,
2007; CLAVERIE et al.,, 2009b; MUTSAFI et al., 2010; KUZNETSOV et al.,
2013; ABRAHAO et al., 2014).

Early viral factory

oV

Viral seed release in ‘

cytoplasm (IV)

Star-gate open (ll)
and membrane

fusion (Il1) Viral factory

Figura 8: Representagdo esquematica do ciclo de multiplicagdo do APMV em amebas. (1)
Fagocitose. (Il - lll) Forma um fagossomo que envolve a particula, em seguida o ‘star-gate’ se
abre e ocorre a fusdo da membrana viral com o fagossomo. (VI) A semente viral é liberada no
citoplasma da ameba e inicia a formacao da fabrica viral. Apés horas, a fabrica viral cresce e
inicia a morfogénese (VI) da progénie viral. Os virus maduros séo liberados, posteriormente,

por lise celular.
Fonte: Abrahdo et al., 2014.
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O ciclo de multiplicacdo dos mimivirus tem inicio com a penetracao da
particula viral na célula hospedeira, amebas ou células fagocitarias
profissionais (humanas e murinas) (GHIGO et al., 2008; SILVA et al., 2013),
através do processo de fagocitose (Fig. 9 A-F). Em seguida, as particulas séo
envolvidas por um fagossomo (Fig. 9 G-I), apés o genoma é liberado no
citoplasma através da abertura do ‘star-gate’ e fusdo da membrana viral com o
fagossomo (Fig. 10) (SUZAN-MONTI et al.,, 2007; MUTSAFI et al., 2010;
KUZNETSOV et al., 2013).

Apés o desnudamento, 0 genoma se estabiliza e € observada a
presenca de nucleos esféricos livres (sementes virais) (Fig. 11), das quais ao
redor se formam as fabricas virais, local onde a replicagdo do genoma viral e a
morfogénese ocorrem. A origem das fabricas virais, em geral uma por célula, e
o0 seu desenvolvimento, é ainda obscuro. Mas estudos tém sugerido que as
fabricas virais podem envolver elementos do reticulo endoplasmatico e
membrana nuclear, os quais em amebas estdo localizados proximos as
margens do ndcleo. Pouco se sabe sobre a morfogénese do capsideo dentro
das fabricas virais e sobre a formagao da face unica onde se encontra o ‘star-
gate’, mas em um estudo recente, pesquisadores observaram que proteinas se
acumulam na membrana externa das fabricas virais e seriam responsaveis pela
origem e montagem do ‘star-gate’ (MUTSAFI et al., 2013; KUZNETSOV et al.,
2013).

Em um recente estudo foi observada a formacdo de vesiculas
transportadoras cerca de 2 horas pés-infeccdo, e este evento ocorre antes do
aparecimento visivel das fabricas virais. A origem precisa das vesiculas de
transporte ndo € totalmente clara. Sua presenca nao foi observada em células
nado infectadas, presumivelmente, elas sao o resultado de nova sintese pos-
infeccdo. A geracdo das vesiculas de transporte ocorre préximo ao ndcleo,
portanto, assim ha uma possibilidade de serem derivadas das membranas
nucleares ou do reticulo endoplasmatico rugoso (KUZNETSOV et al., 2013).

As vesiculas de transporte sdo as precursoras das fabricas virais, as
quais além de serem local da replicacdo do genoma, estdo também envolvidas
na producédo de enormes quantidades de proteinas, portanto essas estruturas
sdo apontadas como carreadoras de fatores necessarios a replicacédo viral
dentro das fabricas virais (KUZNETSOV et al., 2013).
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Oposto aos sitios onde ocorre a replicacdo do genoma, ha um acumulo
de novos RNAs mensageiros (mMRNA) que séo os produtos da fase inicial da
transcricio do genoma viral. A fase tardia do ciclo é caracterizada pela
morfogénese das particulas, o0 empacotamento do genoma viral e aquisicdo de
uma camada proteica a qual posteriormente servira para 0 ancoramento das
fibras superficiais (SUZAN-MONTI et al.,, 2007; MUTSAFI et al., 2010;
KUZNETSOV et al., 2013).

Antes da liberacdo dos virus, as fibras sdo ancoradas a particula
(KUZNETSOQV et al., 2013). O ciclo de multiplicacdo se finaliza com a liberacao

das particulas virais atravées da lise da célula hospedeira.

Figura 9: Andlise de microscopia eletrénica da internalizacdo do APMV em células RAW
264.7. A) APMV no ambiente extracelular. B) APMV interagindo com a membrana celular. C)
APMYV ancorado as extrusdes celulares. D e E) Grandes extensfes celulares comegam a
internalizar a particula de APMV. F) APMV sendo fagocitado. G e H) vesicula endocitica
contendo APMV (fagossomo) dentro do citoplasma. I) Vesiculas contendo particulas de APMV
gue ocasionalmente se fundiram.

Fonte: Ghigo et al., 2008 — modificado.



24

Figura 10: Tomografia eletrébnica do APMV dentro de um fagossomo de uma
Acanthamoeba infectada. (A) Pode-se observar a membrana delimitada do fagossomo (seta
vermelha); o desnudamento inicial e protrusdo da membrana interna do cerne (seta azul e seta
preta); e o cerne interno (seta amarela); (B) Extrusdo da membrana interna viral em direcdo a

membrana do fagossomo; (C) Fusdo da membrana viral com o fagossomo.
Fonte: Suzan-Monti et al., 2007; Mutsafi et al., 2010 — modificado.

Figura 11: Microscopia eletronica de transmissédo de células de A. castellanii infectadas,
demonstrando a presenca de nucleos esféricos livres (sementes virais) no interior das
células. (A-B) Amostra SCOB, isolado de agua de ostra de Santa Catarina; (C) Megavirus e (D)
Mimivirus.

Fonte: Andrade et al., 2014; Arslan et al., 2011 — modificado.
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1.4.4. Importéancia clinica

Para uma grande propor¢cdo dos casos de pneumonia (20% - 50%), o
agente etiolégico ndo é indentificado. Isso pode ocorrer, em parte, pela
inespecificidade dos métodos de diagndstico ou por desconhecimento dos
agentes etiolégicos emergentes (LA SCOLA et al., 2005; RAOULT, LA SCOLA
e BIRTLES, 2007). Portanto, a identificacdo de novos agentes causadores de
pneumonia na comunidade ou nosocomiais representa um importante
problema de saude publica (LA SCOLA et al., 2005).

Algumas bactérias aquéticas e amebas de vida livre associadas sao
encontradas colonizando canais de abastecimento de agua em ambientes
hospitalares, e podem estar associadas tanto a pneumonia hospitalar quanto a
pneumonia adquirida na comunidade. Alguns desses patdgenos sédo
estritamente intra-amebianos, como a Legionella sp. (HACKER et al., 1993), e
0s mimivirus (LA SCOLA et al., 2005).

Atualmente, o0s mimivirus sdo considerados possiveis agentes
causadores de infec¢cdes nosocomiais, especialmente em pacientes que estéo
em centros de terapia intensiva (CTI) e imunodeprimidos. A pneumonia
associada a ventilacao (VAP) causada por virus é de dificil diagnéstico, porque
esses agentes ndo sdo pesquisados em muitos dos casos, tendo, portanto, sua
incidéncia provavelmente subestimada (VINCENT, LA SCOLA e PAPAZIAN,
2010).

As evidéncias de que o APMV seria um possivel agente causador de
pneumonia, se fortaleceram ap6s um técnico do laboratério do Dr. Didier Raoult
que trabalhava com APMV desenvolver pneumonia subaguda, apresentando
tosse seca, febre e dores no peito. Altos titulos de anticorpos anti-mimivirus
foram detectados no soro deste técnico, exames de radiografia do pulméao
indicaram a presenca de infiltrado pulmonar, reforcando a suspeita de
pneumonia (RAOULT, LA SCOLA e BIRTLES, 2007).

Para estabelecer uma possivel associacdo dos mimivirus com
pneumonia, Khan e colaboradores (2006) inocularam camundongos com
APMYV por via intra-peritonial, e a partir de analises histopatoldgicas evidéncias
de pneumonia aguda foram observadas. Em outro estudo, pesquisadores

demonstraram indicios de que particulas de APMV seriam internalizadas por
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macrofagos humanos e outras ceélulas fagociticas através da fagocitose,
levando a um ciclo produtivo de replicacéo viral (GHIGO et al., 2008). Esses
resultados sugerem que o APMV poderia causar pneumonia humana e, murina,
sob condi¢bes experimentais (KHAN et al., 2006; GHIGO et al., 2008). Testes
sorologicos também foram realizados por diversos pesquisadores, através dos
quais foi possivel observar a presenca de anticorpos contra APMV em Varios
pacientes (LA SCOLA et al., 2005; BERGER et al., 2006; RAOULT et al., 2006;
LARCHER et al., 2006; DARE et al., 2008; VINCENT, LA SCOLA E PAPAZIAN,
2010; VANSPAUWEN et al., 2012).

Em 2013, pesquisadores conseguiram isolar particulas virais infecciosas
de mimivirus a partir de diferentes amostras humanas. Em um dos estudos,
Saadi e colaboradores (2013a) isolaram um mimivirus (LBA111) a partir de
amostras pulmonares de um paciente tunisiano de 72 anos com pneumonia.
Em outro estudo do mesmo grupo, foi isolado um mimivirus (Shanvirus) de
fezes de um paciente com pneumonia (SAADI et al., 2013b).

Recentemente, Colson e colaboradores (2013a) detectaram a presenca
de sequéncias génicas de APMV em fezes humanas durante um estudo de
metagendmica. E um estudo de Silva e colaboradores (2013), sugere que o
APMV é capaz de interagir com o sistema interferon humano e codifica
moléculas de evasdo do sistema imune. No entanto, mais estudos sé&o
necessarios para demonstrar que 0s mimivirus sdo realmente agentes
causadores de pneumonia.

Alguns estudos também detectaram a presenca de material genético e de
anticorpos contra outros virus gigantes em amostras clinicas ao analisarem o
viroma humano. Além disso, virus da familia Marseilleviridae, como o Senegal
virus e o Giant Blood Marseillevirus, também ja foram isolados de amostras de
sangue e fezes de individuos assintomaticos. Esses dados, juntamente com
outros estudos que detectaram a presenca do genoma de APMV em macacos
e bovinos, assim como o0s que demonstraram que o APMV é reconhecido pelo
sistema imune de vertebrados e estimula o sistema interferon, sugerem que
organismos vertebrados poderiam ser possiveis hospedeiros para 0s virus
gigantes (GOODMAN, 2013; POPGEORGIEV et al., 2013a; POPGEORGIEV et
al., 2013b; POPGEORGIEV et al., 2013c; SILVA et al., 2013; DORNAS et al.,
2014; ABRAHAO et al., 2014).
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Diante dessa controvérsia e de algumas questdes ainda nao respondidas
em relacdo a atuacdo dos virus gigantes como patégenos humanos, ou até
mesmo como organismos comensais, estudos adicionais e mais abrangentes
sdo necessarios (RAOULT et al., 2007).

1.5. Virofagos

Em 2008, La Scola e colaboradores identificaram pequenas particulas
icosaédricas, com cerca de 50 nm de didmetro, em fabricas virais no
citoplasma de amebas infectadas com mamavirus. Essas diminutas particulas
receberam o nome de Sputnik virus. Quando inoculado sozinho em A.
castellanii, o Sputnik virus ndo consegue se multiplicar, mas na presenca do
virus gigante, mamavirus ou APMV, ele se multiplica na mesma fabrica viral do
virus gigante. Em algumas imagens de microscopia eletrénica de transmisséo,
0s pesquisadores observaram o Sputnik dentro do mamavirus e que em co-
infeccdo sao formadas particulas defectivas do virus gigante hospedeiro, sendo
entdo denominados viréfagos, ou seja, virus que infectam outros virus (Fig. 12)
(LA SCOLA et al., 2008). Eles utilizam a polimerase do virus gigante para se
multiplicar, levando assim, a uma diminuicdo nas taxas de multiplicacdo dos
virus gigantes (LA SCOLA et al., 2008).
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Figura 12: Microscopia eletronica de particula virofagos. (A) fabrica viral de mamavirus
com particulas virais em diferentes estagios de maturacéo; agregados de Sputnik virus séo
observados na fabrica viral. (B) Sputnik virus dentro dos capsideos de mamavirus. (C)
particulas defectivas. (D-F) co-infecgdo de mamavirus e Sputnik virus resulta em morfologia
alterada do virus, com (D) acumulos de membrana em um lado, (E) ao redor da particula ou (F)
particulas abertas.

Fonte: La Scola et al., 2008 — modificado.

Outros virofagos também j& foram identificados em virus gigantes de
outras familias. O mavirus é um vir6fago que parasita Cafeteria roebergensis
virus (FISCHER e SUTLLE, 2011). O Organic lake virus (OLV) é um viréfago
que parasita phycodnavirus (virus que infectam algas) e controla assim o

crescimento de algas prasinofitas em lagos antarticos hipersalinos e de agua
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doce (YAU et al., 2011). O Sputnik 2 virus € um viréfago que parasita o Lentille
virus, ambos isolados a partir de fluidos de lentes de contato de um paciente
com queratite (DESNUES et al., 2012). No Brasil, foi isolado juntamente com o
Samba virus o quinto vir6fago, denominado Rio Negro virus (CAMPOS et al.,
2014).

Embora o conceito de vir6fago tenha sido criticado duramente por alguns
autores, que acreditam que esses sejam apenas novos virus satélites
(KRUPOVIC e CVIRKAITE-KRUPOVIC, 2012), a maioria dos autores
concordam que esses virus sao diferentes dos virus satélites canbnicos, pois
diminuem a infectividade do virus gigantes hospedeiros, deixando-o “doente”
(FISCHER e SUTTLE, 2011).

Acredita-se que os vird6fagos compartilham uma origem comum entre si e
provavelmente sao parasitas comuns de virus gigantes de DNA (DESNUES et
al., 2012).

1.6. Ecologia dos mimivirus

Virus sdo organismos ubiquos, sendo encontrados em qualquer
ambiente onde a vida esta presente. Os virus infectam quase todos os
organismos vivos, desde bactérias a baleias e até mesmo outros virus. Alguns
estudos sugerem que exista cerca de 10°! particulas virais a cada mililitro de
dgua dos oceanos, 0 que causa a morte de aproximadamente 20% da
biomassa marinha por dia (SUTTLE, 2005; SUTTLE, 2007). Apesar disso,
pouco se conhece a respeito do papel dos virus na maioria dos ecossistemas
(GHEDIN e CLAVERIE, 2005; ROHWER et al., 2009).

Os phicodnavirus, por exemplo, infectam algas marinhas e controlam a
floracdo de espécies distribuidas globalmente. De forma semelhante, acredita-
se que os mimivirus controlem a populacdo de amebas no ambiente, e
participem da ciclagem de nutrientes. Os mimivirus também podem atuar
seletivamente, impulsionando aspectos evolutivos de muitos organismos, ou
participando no processo de aquisicdo de genes através de TGH (YAU et al.,
2010; YAMADA, 2011). O processo de aquisicdo de genes pode ser explicado

no caso dos mimivirus, por apresentarem genes que codificam proteinas
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envolvidas na traducéo, proteinas comuns aos trés dominios (Eukarya, Archea
e Bacteria), entre outras caracteristicas peculiares (FORTERRE, 2010).

Apés o descobrimento de APMV, novos virus do grupo foram
descobertos nos mais diversos locais e ambientes. Por exemplo, em amostras
de 4gua do mar (Cafeteria roenbergensis virus, Megavirus chilensis); em
amostras de aguas de rio e lago (Courdollvirus); lentes de contato (Lentille
virus); solo (Terra 1 virus) (LA SCOLA et al., 2010; ARSLAN et al., 2011,
ETTEN, 2011; COLSON et al., 2013a). Além dos mimivirus, novos virus
gigantes tém sido descobertos, como Pandoravirus salinus e Pandoravirus
dulcis (PHILIPPE et al.,, 2013); e o mais recente Pithovirus sibericum
(LEGENDRE et al., 2014).

No ano de 2013, de acordo com o ICTV (2014), 2827 espécies virais ja
foram catalogadas, e com o advento dos projetos de metagénomica ambiental,
h& maiores chances de se encontrar novos virus gigantes em qualquer

ambiente.

1.7. Evolucéo e o quarto dominio da vida

Andlises de sequéncias moleculares tém permitido identificar
parcialmente as origens dos genes de diferentes organismos. Na década de
1970, uma suposta arvore da vida baseada em andlises de genes ribossomais
foi postulada por Carl Woese, a qual inclui os trés dominios: Eucarya, Bacteria
e Archaea. Os virus ndo foram incluidos neste sistema de classificagdo, por
supostamente nao possuirem genes que possam ser comparados para tal
classificacdo. Todavia, com a descoberta dos mimivirus, que compartilham
caracteristicas semelhantes com células eucaritticas, um intenso debate se
iniciou a respeito da natureza dos virus no contexto da evolucdo e
biodiversidade (FORTERRE, 2010). Estudos identificaram um conjunto de
proteinas presentes em todas as formas de vida, incluindo organismos
celulares e virus, principalmente em virus gigantes, e esse conjunto de
proteinas virais e celulares foi utilizado para realizar reconstrucdes filogenéticas
(MOREIRA e LOPEZ-GARCIA, 2009; BOYER et al., 2010

Baseado em analises de genes que participam da biossintese do DNA,

por serem conservados em todos 0sS organismos Vivos € nos virus gigantes, e
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em outras analises anteriormente citadas, pesquisadores propuserem a criacao
de um quarto dominio em que os virus gigantes seriam o quarto ramo (Fig. 13).
Os resultados desse estudo sugeriram a existéncia de uma fonte Unica
ancestral desses genes, e permitiu especular que eles tenham surgido

simultaneamente ou imediatamente apds o0 surgimento das linhagens

eucaridticas modernas (BOYER et al., 2010).

Figura 13: Representacdo esquematica dos quatros dominios propostos com uma
origem comum. Essa figura representa espécies de cada dominio da vida, sendo que:
eucariontes (célula amarela), bactérias (célula verde), archaeas (célula azul), e virus (mimivirus
em rosa). Cada linha colorida representa uma proteina diferente, sendo que as bifurcacdes
representam uma provavel transferéncia génica lateral. Além disso, esta figura ilustra que todos
0s organismos compartilham um conjunto de genes comuns envolvidos no processamento do
DNA, que evoluiram a partir de uma Unica origem ancestral.

Fonte: Boyer et al., 2010 — modificado.

Outros pesquisadores acreditam que os genes utilizados para incluir os
virus gigantes na arvore da vida tenham sido adquiridos por TGH de diversas
fontes, resultando em um sinal filogenético inconsistente para que estes
organismos possam ser agrupados na arvore da vida (WILLIANS et al., 2011).
Além disso, membros de diferentes familias virais apresentam diversidade nos

constituintes do capsideo e conteudos génicos, sugerindo assim que 0s virus
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tém varias origens evolucionarias, ou seja, sado polifiléticos (MOREIRA e
LOPEZ-GRAVIA, 2009).

1.8. Género Acanthamoeba

Amebas de vida livre (AVL) ja foram consideradas organismos
inofensivos e simbiontes de mamiferos. Atualmente, sdo considerados
patbgenos emergentes, associados a diversas doencas em seres humanos e
animais (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; VISVESVARA et al., 2007).

As amebas do género Acanthamoeba estdo entre as AVL mais
encontradas no ambiente. Este género foi descrito pela primeira vez por
Castellani em 1930, quando foi relatada a presenca de uma ameba em um
cultivo de Cryptococcus pararoseus. No entanto, s6 em 1931 foi estabelecido
seu género, que abriga amebas que apresentam inumeras projecdes
espinhosas, superficiais, conhecidas como acantopddios (CASTRILLON e
OROZCO, 2013).

Estas amebas tém despertado a preocupacdo e o interesse de
pesquisadores pelo fato de poderem internalizar diferentes espécies de
microorganismos. Este fato pode representar um problema de saude publica,
considerando que as amebas sao resistentes ao processo de cloracdo da agua
e podem proteger o microorganismo fagocitado, constituindo-se em um
reservatorio para infeccdées humanas (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003;
SCHEID et al., 2010; BORATTO et al., 2014).

As espécies do género Acanthamoeba estdo entre 0s protozoarios mais
encontrados na natureza. Estéo distribuidas mundialmente e tém sido isoladas
de amostras de solo, poeira, ar, 4gua doce natural e tratada, agua do mar,
piscinas, aguas residuais, sedimentos, ar-condicionado, hospitais, lentes de
contato, cultivos celulares, unidades de dialise, esta¢Bes de lavagem de olhos
e até mesmo da Antartida. Também podem ser encontradas em cavidades
nasais, garganta, faringe, tecidos pulmonares, lesées de pele, fezes humanas,
cornea, urina e fluidos cerebrais de individuos aparentemente saudaveis e de
pacientes imunodeficientes (SIDDIQUI e KHAN, 2012; CASTRILLON e
OROZCO, 2013).
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O ciclo de vida das espécies de Acanthamoeba envolve os estagios:
trofozoito e cisto (SIDDIQUI e KHAN, 2012; CASTRILLON e OROZCO, 2013).
No entanto, ambas as formas sdo reconhecidas por sua ampla tolerancia a
uma grande variedade de ambientes. O trofozoito € a forma de locomocéo e de
alimentacdo ativa da ameba, a reproducdo destes organismos ocorre por
divisdo binaria. A ameba na forma de cisto possui a vantagem de sobreviver e
resistir as condi¢cdes ambientais mais adversas como dissecacao, inani¢cdo e
agentes fisicos e quimicos como produtos de higiene e limpeza,
antimicrobianos, aguecimento, refrigeracao e radiacdo ultravioleta (AKSOZEK
et al., 2002). Estudos indicam que nesta forma podem sobreviver in vitro por
até 20 anos ou mais (MAZUR et al., 1995).

O género Acanthamoeba consiste de 17 genotipos (T1 — T17), mas o
gendtipo T4 tem sido mais frequentemente associado com infec¢cdes que
acometem mais comumente individuos imunocomprometidos (MARCIANO-
CABRAL e CABRAL, 2003; revisado por KHAN, 2012; MARTINEZ e
VISVESVARA, 1997; revisado por AQEEL et al., 2013).

Apesar de serem caracterizadas como amebas de vida livre, algumas
espécies desse género, principalmente A. polyphaga e A. castellanii, podem
ser consideradas como patégenos oportunistas e causar algumas doencas em
humanos, principalmente em imunocomprometidos. O primeiro indicio de que
Acanthamoeba poderia causar infecgdes em humanos foi em 1958, durante
ensaios clinicos da vacina contra poliomielite. Os tipos de infeccbes mais
comuns observadas incluem infeccbes disseminadas (cutaneas e
nasofaringea), queratites e encefalite amebiana granulomatosa (EAG) (rara,
mas fatal) (SIDDIQUI e KHAN, 2012; CASTRILLON e OROZCO, 2013).

Além de sua propria patogenicidade, as amebas também podem atuar
como ‘cavalos de Tréia’ e servem como plataformas de replicagdo de outros
microrganismos patogénicos, incluindo bactérias como Legionella spp, Coxiella
burnetii, Francisella tularensis, Rickettsia sp, Borrelia sp, Bartonella sp,
Chlamydia spp, e leveduras, como Cryptococcus neoformans. Além disso,
espécies de Acanthamoeba sédo hospedeiros naturais para 0s mimivirus e para
outros virus gigantes, como os marseillevirus, pandoravirus e pithovirus. Dessa
maneira, o interior da ameba se torna um ambiente propicio para a ocorréncia

de transferéncia génica lateral entre virus e bactérias, e por esse motivo as
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amebas sado conhecidas como “melting pots” propiciando o advento de
organismos quiméricos (VISVESVARA e SCHUSTER, 2008; RAOULT E
BOYER, 2010; BORATTO et al., 2013).

1.9.Biologia das Ostras

Ostras sé@o organismos invertebrados pertencentes ao filo Mollusca,
classe Bivalvia, familia Ostreidae. Os bivalves sdo moluscos marinhos ou de
adguas doces, primariamente microfagos ou suspensivoros, ou seja, se
alimentam de matéria particulada em suspenséo trazida por correntes de agua.
O processo de filtragem da agua € bastante eficiente, algumas espécies de
ostra podem filtrar 37 litros de &gua por hora e reter particulas de tamanho tdo
pequeno quanto 1um (BRUSCA e BRUSCA, 2011).

As ostras de maior importancia econbmica pertencem ao género
Crassostrea, devido ao valor alimenticio da carne e ao uso da concha como
matéria prima na fabricacdo de produtos industriais e medicinais. A ostra é
considerada um organismo com alto valor nutritivo devido ao teor de minerais
(fésforo, célcio, ferro e iodo), glicogénio, vitaminas (A, B1, B2, C e D) e
proteinas. A maricultura esta surgindo como uma das culturas mais rentaveis
em termos de importancia nutricional e econdmica em todo o mundo. A rapida
aceleracdo da atividade no Brasil aliada a falta de saneamento ambiental,
especialmente em lugares onde os bivalves séo colhidos, sem quaisquer
procedimentos de limpeza padrdo, surge como uma preocupacao importante
relacionada com o seu cultivo e producado (GUIGUET LEAL e FRANCO, 2008;
FAO, 2012; DIEGO et al., 2013).

Por possuirem a capacidade de reter particulas, as ostras podem ser
usadas como bio-indicadores de contaminacdo de aguas e seu consumo pode
resultar em riscos a saude humana, especialmente para populacdes
imunocomprometidas (SINCERO et al., 2006; CORREA et al., 2012; SOUZA et
al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

Virus séo parasitas de toda forma de vida celular. A descoberta e anélise
da sequéncia gendmica dos mimivirus, os maiores do grupo dos virus nucleo-
citoplasmaticos de DNA, contestou grande parte dos dogmas aceitos em
relacdo ao virus. Estes virus apresentam um maquinario préprio capaz de
codificar genes para replicacdo de seu genoma, com consideravel autonomia
em relacdo a célula hospedeira, portanto seu estudo pode responder muitas
questdes acerca da evolucdo e origem dos virus. Por terem sido isolados a
partir de ambiente hospitalar e associados a amebas de vida-livre, também
apresentam uma importancia no ambito meédico, por serem considerados
possiveis agentes de pneumonia. Os virus gigantes ficaram negligenciados por
muito tempo, mas atualmente com o0s avan¢os nas técnicas de biologia celular
e molecular que permitem isolar e caracterizar novos organismos, a
comunidade cientifica vem aprofundando o conhecimento acerca destes, com o
objetivo de entender a biologia e evolugdo dos mesmos. Amebas do género
Acanthamoeba sdo hospedeiros naturais dos mimivirus e apresentam uma
ampla distribuicdo na natureza, portanto este estudo visa isolar e caracterizar
molecular e biologicamente novos virus gigantes presentes em amostras de
ostras e agua do mar de trés regides do litoral brasileiro (Santa Catarina, Rio
Grande do Norte e Bahia). No ambiente marinho, as ostras merecem atencéao
sobre prospeccéo viral, devido a sua capacidade de filtracdo, podendo assim
acumular em seus corpos componentes quimicos e microrganismos presentes
nas aguas ao seu redor. Desta forma, o isolamento de mimivirus a partir de
ostras é importante ndo somente para aumentar nosso conhecimento a
respeito da biologia desses virus, como também para levantar questdes sobre
as ostras serem uma possivel fonte para a infeccdo por APMV em humanos

através de seu consumo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a presenca de isolados de mimivirus em amostras de ostras e agua do

mar de trés regides do litoral brasileiro.

3.2. Objetivos especificos

Isolar virus gigantes a partir de diferentes amostras ambientais;

e Caracterizar biologicamente os virus isolados;

e Caracterizar molecularmente os virus isolados;

e Analisar filogeneticamente os virus isolados e as possiveis sequéncias

nucleotidicas obtidas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Meios de cultura

4.1.1.1. Meio PYG

O meio de cultura PYG (meio protease peptona extrato de levedura e
glicose) € o meio utilizado para o cultivo de AVL. Composto por sulfato de
magneésio heptahidratado (MgS0O,4.7H,0) (Merck, Alemanha), 0,5 uM de cloreto
de célcio (CaCl,) (Merck, Alemanha), 5 nM de sulfato de ferro amoniacal
hexahidratado (Fe(NH4)2(S0O4).6H,0) (Merck, Alemanha), 1,4 mM de fosfato
dibasico de sodio heptahidratado (Na,HPO4.7H,0) (Merck, Alemanha), 2,5 mM
de fosfato monobéasico de potassio (KH,PO,) (Merck, Alemanha),3,4 mM de
citrato de sodio dihidratado (CgHsNazO7.2H,O) (Merck, Alemanha),20g de
protease peptona (extrato bactopeptona) (Merck, Alemanha,) 0,05 M de glicose
(Merck, Alemanha), agua g.s.p.. Com pH ajustado em 6,5. O meio foi
autoclavado a 121°C por 15 minutos, e apdés o resfriamento submetido a
filtracdo em filtros de 0,22um para retirada de eventuais cristais. O meio foi
armazenado em camara fria (temperatura de 4 a 8°C) até o uso. Foi realizado
também teste de esterilidade colocando 1 mL do meio em 9 mL de meio
tioglicolato, por 7 dias a 37°C. Para uso, o meio foi suplementado com Soro
Fetal Bovino (SFB) 7%, (Cultilab, Brasil), 200 U/mL de Penicilina (Cristalia,
Brasil), 50 ug /mL de Gentamicina (Sigma, EUA) e 2,5 ug/mL de Anfotericina B
(Sigma, EUA). As quantidades em gramas e volumes utilizados no preparo do
meio estdo na tabela 1 do Anexo |I.

4.1.1.2. Meio Agua-arroz

O meio agua-arroz é utilizado para o enriguecimento das amostras,
como descrito por Arslan et al. (2011). A solucao foi preparada colocando 40
graos de arroz em 1 litro de agua deionizada e entdo autoclavada a 121°C por
15 minutos. ApOs o resfriamento o meio foi armazenado em céamara fria

(temperatura de 4 a 8°C) até o uso.
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4.1.2. Sistemas celulares

4.1.2.1. Acanthamoeba castellanii (ATCC 30010)

AVL pertencentes ao género Acanthamoeba sao hospedeiros de APMV
e outros virus gigantes. Para o isolamento de virus gigantes eventualmente
encontrados nas amostras testadas, foram utilizadas amebas da espécie A.
castellanii originada da American Type Culture Collection (ATCC 30010)
(Maryland, E.U.A.). Para o cultivo das amebas foram utilizadas garrafas de
cultivo celular (TPP, Suica), contendo as células em meio PYG suplementado
com 7% SFB e incubadas a 32°C, totalmente vedadas. Subcultivos posteriores
foram feitos de trés em trés dias, ou dependendo da confluéncia da
monocamada. Para facilitar o desprendimento da monocamada da superficie
da garrafa, as mesmas foram colocadas por 5 minutos em banho de gelo. Em
seguida, o volume da garrafa foi vertido em um frasco, ressuspendido e com o
auxilio de uma camara de Neubauer as células foram contadas e apds os
calculos a solugédo de amebas foi dividida em novas garrafas. As células de A.
castellanii cultivadas serviram para testes de isolamento viral, titulacéo,
multiplicacéo, avaliagdo de infectividade, purificagdo, controle negativo para
auséncia de virus em reacfes em cadeia da polimerase (PCR), entre outros

testes que foram realizados.

4.1.3. Virus

4.1.3.1. Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV)

Amostras APMV foram gentilmente cedidas pelos Dr. Didier Raoult e Dr.
Bernard La Scola (Universidade de Marselha, Franca). MultiplicacGes
posteriores deste virus foram realizadas de acordo com a necessidade de uso

nos testes biolégicos e moleculares.
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4.2. Métodos
4.2.1. Colegdo de amostras

Neste estudo foram utilizadas 108 amostras, sendo 18 amostras de
ostras e 10 amostras de agua do mar, oriundas de Santa Catarina; 20 amostras
de ostras e 20 amostras de agua do mar, oriundas do Rio Grande do Norte; e
20 amostras de ostras e 20 amostras de agua do mar, oriundas da Bahia. As
ostras utilizadas neste estudo foram do género Crassostrea e apresentavam
uma aparéncia sadia. As amostras foram cedidas pela professora Célia
Barardi, da Universidade Federal de Santa Catarina. As amostras de ostra e
agua interna da concha foram dispostas em 3 ou 4 frascos de 50mL, e as
amostras de agua do mar foram dispostas em frascos de 2mL. As coletas

foram realizadas no periodo de 2012 a 2013.

4.2.2. Preparo das amostras

As amostras de ostras foram maceradas em nitrogénio liquido, e em
seguida ressuspendidas em aproximadamente 10 mL de solugdo PBS. Da
solucéo de ostra macerada foram utilizados 500 pl e adicionados a 4,5 mL de
meio agua-arroz. Outra fracdo das amostras de ostras também foi utilizada, a
agua que fica retida dentro da concha. Essas amostras foram homogeneizadas
por aproximadamente 15 segundos em agitador, e entdo 1 mL foi adicionado a
9mL do meio dgua-arroz. As amostras foram armazenadas em local escuro, a
temperatura ambiente por 30 dias.

A razdo de deixar as amostras incubadas em local escuro é para
eliminar microrganismos autotréficos, enquanto permite o crescimento de
microrganismos heterotréficos, que servem de alimento para as amebas,
permitindo assim uma eventual multiplicagdo de virus gigantes (ARSLAN et al.,
2011).

4.2.3. Enriquecimento das amostras

Para todas as amostras, ap6s 5 dias, foram adicionadas 5.000 amebas e
as amostras foram novamente incubadas em local escuro a temperatura

ambiente. Apds 20 dias do inicio do enriquecimento, foram adicionadas mais
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5.000 amebas, e as amostras foram incubadas novamente seguindo a mesma
metodologia inicial. Ao final de 30 dias de enriguecimento, as amostras
enriquecidas foram filtradas em filtros de 1,2 micrometros (Millipore, EUA) para
que as impurezas fossem retiradas, e em seguida uma nova filtragem foi
realizada utilizando filtros de 0,2 micrébmetros para a retencdo de virus
gigantes. O filtro de 0,2 micrometros foi entdo colocado em microtubos com
600 ul de PBS para eluicdo dos virus. O sobrenadante foi inoculado em
culturas de amebas e foi feito 0 monitoramento para observar efeito citopatico,

como arredondamento.

4.2.4. Isolamento

Para o isolamento dos possiveis virus encontrados apdés o
enriquecimento e filtragem, foram realizadas 3 passagens ‘cegas’, sendo que a
primeira foi realizada em placas de 24 pocos contendo 100.000 amebas/poco e
inoculando 100 puL de amostra enriquecida. A segunda e terceira passagens
foram feitas em placas de 96 pocos contendo 40.000 amebas/poco e
inoculando 100 pL de cada amostra. As passagens foram realizadas com um
intervalo de 4 dias de incubacdo. Os pocos que por ventura, apresentaram
efeito citopatico foram raspados, e submetidos a 3 ciclos de
congelamento/descongelamento  (nitrogénio  liquido/banho-maria  37°C),
facilitando assim a liberacé@o dos virus por lise celular.

4.2.5. Multiplicagéo viral (La Scola et al., 2003)

Para multiplicacdo viral, amostras de APMV ou dos virus gigantes
isolados, foram utilizados para infectar monocamada de amebas da espécie A.
castellanii, com uma confluéncia de cerca de 90%, utilizando uma
multiplicidade de infeccdo (M.O.l.) de 0,01. Para isto, 0 meio da garrafa foi
descartado e a solucdo viral (eluida em PBS) foi vagarosamente adicionada
sobre a monocamada. Apdés uma hora de adsorcdo foi adicionado a
monocamada 25 mL de meio PYG suplementado. As garrafas contendo o
in6culo viral foram mantidas a 32°C, completamente vedadas. O efeito

citopético foi avaliado entre trés e quatro dias apés infec¢cdo, e quando
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necessario o sobrenadante e os fragmentos celulares foram coletados para

purificacdo viral.

4.2.6. Purificagdo (La Scola et al., 2003)

Para a purificacdo dos virus gigantes, a multiplicacdo viral em cultura
celular utilizando amebas da espécie A. castellanii foi realizada com uma
multiplicidade de infec¢éo (M.O.l.) de 0,01. Foram aguardados 4 dias para que
a maioria das amebas estivessem lisadas. O meio das garrafas foi coletado em
frascos e submetidos a 3 ciclos de congelamento /descongelamento (nitrogénio
liquido/banho-maria 37°C), para lisar amebas que ainda estivessem com
membrana integra. O lisado entdo foi submetido a outro ciclo de lise utilizando
o homogeneizador do tipo “Douncer” (Wheaton, USA) por 80 vezes. Em
seguida, a solucéo foi filtrada em membranas de 1,2 um (Millipore, EUA) para a
retencdo de lisado e debris celulares. Em tubos para ultra-centrifuga
CombiSorvall Rotor AH-629va, foram adicionados 10 mL de uma solucdo de
sacarose 22% (Merck, Alemanha) e gotejado, vagarosamente, 25 mL do lisado
filtrado. Esses tubos foram entdo, submetidos a centrifugacdo a 14.000 rpm,
por 30 minutos, entre 4°C e 8°C, para sedimentar as particulas virais. Por fim, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 500 uL de PBS.
Aliquotas da solucéo viral eluidas foram feitas, identificadas e estocadas a -
80°C.

4.2.7. Titulacao viral (La Scola et al., 2003)

O titulo viral foi obtido pelo método de TCIDsy, e calculado segundo
Reed-Muench (1938). Placas de 96 pocos contendo aproximadamente 40.000
amebas/poco foram utilizadas para realizar este ensaio apos atingirem uma
confluéncia de 80%. As amostras virais foram diluidas em meio PYG de forma
seriada, razdo de 10 (10 a 10™°). Em seguida, foi adicionado 50uL de cada
diluicdo por poco, em quadruplicata. Apos 1 hora de adsorcdo a 32°C, um total
de 150uL de meio PYG suplementado foi adicionado em cada poco, e a placa
foi completamente vedada. Uma quadruplicata de pocos foi reservada como
controle de viabilidade de amebas. Cada poco foi monitorado diariamente, para

a observacdo de efeito citopatico como arredondamento, vacuolizacdo, perda
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de motilidade e lise celular. O calculo do titulo pelo método de TCIDso/mL foi

realizado apos 4 dias de incubacéo.

4.2.8. Teste de resisténcia a UV e temperatura

Para o teste de resisténcia a temperatura, foram adicionados em um
microtubo com 200 pl de PBS, 10° TCIDso/mL de APMV ou de outros virus
gigantes isolados. Os virus foram aquecidos a 70°C, utilizando o equipamento
Eppendorf Thermomixer, por diferentes tempos (um, cinco, sete e dez minutos)
e em seguida foram titulados. A temperatura utilizada neste teste foi escolhida
com base na temperatura média da superficie das aguas em que esses
organismos filtradores sdo encontrados, e baseado em testes preliminares
observamos que em temperaturas acima de 70°C ocorre a deshaturacado do
capsideo viral. Além disso, a mesma quantidade de particulas virais foi utilizada
para o teste de resisténcia a luz UV, no qual foi adicionado a placas de 6 poc¢os
1 mL de solucéo viral, sendo o contetdo exposto a luz UV (intensidade 15 W,
distancia entre a placa e a luz UV de 15 cm) por diferentes tempos (um, cinco,
sete e dez minutos), utilizando um transiluminador de luz UV. Posteriormente o
conteudo foi coletado para titulacdo. Os experimentos de resisténcia foram

feitos em duplicata.

4.2.8. Curva de Ciclo Unico

Para avaliar o perfil de crescimento dos virus isolados em comparacgao
ao APMV, foram realizados ensaios de curva de ciclo Unico, nos quais
monocamadas contendo aproximadamente 2 x 10°> amebas contidas em placas
de 24 pocos com confluéncia de aproximadamente 80% foram infectadas com
0 virus gigante isolado utilizando uma M.O.l. de 10. A adsorc¢éo foi feita por 1
hora, e a cada 15 minutos a placa foi homogeneizada. Apés, o indculo foi
cuidadosamente todo retirado e, foi novamente adicionado 1mL de meio PYG e
incubado a 32°C. Foram realizadas coletas em diferentes tempos (0, 1, 2, 4, 6,
8, 12 e 24horas). A monocamada foi desprendida com auxilio de um raspador e

essa suspensao foi submetida a trés ciclos de congelamento/descongelamento,
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e posteriormente foi realizada a titulacdo viral de cada tempo, de acordo com o

protocolo descrito no item 4.2.7.

4.2.9. Eletroforese em PAGE

Apos fervura em tampédo de amostra (20% glicerol, 20% SDS, 0,375M
Tris pH 8,8, 0,75M, mercaptoetanol e 0,25 % v/v do corante azul de
bromofenol) (Sigma, EUA), as amostras foram separadas por fracionamento
eletroforético em gel de poliacrilamida bifasico a 10% (acrilamida/bisacrilamida
na proporgédo30:0,8) em tampao Tris-glicina (Tris base 25 mM pH 8,3, glicina
250 mM, SDS 0,1%). O fracionamento foi feito por 3 horas a 100V. Como
marcador de tamanho molecular foram utilizados padrbes de proteinas de
tamanho conhecido (Precision Plus Protein™ Prestained Standars, Bio-Rad),
possuindo massas moleculares de 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75 e 100 kDa. O gel
foi corado em solucédo coomassie blue (0,25% p/v do corante coomassie blue R
250 (Sigma, EUA) durante 1 hora, a temperatura ambiente e sob agitacao
constante. Em seguida, foi descorado por 2 horas em solugéo fixadora I
(metanol 40%, acido acético 10%, agua 50%)e entdo transferido para outra
solucdo descorante por 2 horas, fixadora Il (etanol 10%, acido acético 5%,
agua 85%) até a visualizacdo das bandas, ao fundo do gel. O gel foi
desidratado entre duas folhas de papel celofane e preso sobre uma placa de
vidro, a temperatura ambiente, durante 48 h.

4.2.9. Microscopia Eletronica de Transmisséo

Amebas da espécie A. castellanii foram infectadas na M.O.l. de 0,01
com APMV ou virus gigante isolado. Como controle foram utilizadas amebas
ndo infectadas. Apo6s 36 horas de infeccdo, foi retirado todo o meio e a
monocamada de amebas foi lavada duas vezes com tampéao fosfato 0,1M. A
solucéo foi totalmente retirada e foi adicionada uma solucéo fixadora a base de
glutaraldeido tipo 1, 2,5% por uma hora a temperatura ambiente. A
monocamada de amebas foi retirada utilizando um raspador e centrifugada a
3.000rpm por 10 minutos a 4°C, o sedimento formado foi transferido para um
microtubo no qual foi adicionado 1 mL de tamp&o fosfato 0,1M pH 7,4. As
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seccOes ultrafinas foram realizadas pelo Centro de Microscopia da UFMG e
foram observadas em microscépio eletrbnico de transmissdo. O protocolo do

preparo das solucdes utilizadas esta no Anexo Il.

4.2.10. Extracdo do DNA viral (Sambrook e Russell, 1989)

O DNA total das amostras foi extraido utilizando uma solu¢édo de Fenol-
Cloroférmio-Alcool isoamilico (PCI), na proporcdo de 25:24:1, respectivamente.
Para tanto, 100 pl de cada amostra processada foi previamente incubado a
75°C, por uma hora, para favorecer a desnaturagcdo do capsideo viral e,
consequente liberacdo do material genético. Apds, foram acrescidos 300 pul de
PBS e mais 400 pl da solucdo de PCI. Essa mistura foi entdo vortexada, por
aproximadamente 10 segundos, e centrifugada, & temperatura ambiente, a
13.000 rpm por 1 minuto. Apd6s a centrifugacdo e aguardados mais 10 minutos,
a fase superior foi cuidadosamente coletada, medida, com o auxilio de uma
micropipeta, e cuidadosamente transferida para um novo microtubo. Para a
precipitacdo do material genético foi adicionado 2,5 vezes o volume coletado
do sobrenadante de etanol absoluto (96%) gelado e 0,1 vezes o volume
coletado do sobrenadante de acetato de sodio pH 5,5 a 3M. Em seguida, essa
mistura foi homogeneizada, invertendo o microtubo cinco vezes, e centrifugada
a 13.000 RPM por 5 minuto a 4°C. Logo apds, o sobrenadante foi descartado
por inversao e o tubo foi mantido aberto, em estufa, para evaporar o restante
do etanol. O pellet gerado, foi entdo ressuspendido com 50uL de agua estéril
aguecida a 37°C e a qualidade e concentracdo de DNA foi entdo dosada em

Nanodrop Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

4.2.11. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real

Para a realizacdo do teste de PCR, foram utilizados iniciadores
construidos a partir da sequéncia do gene conservado da RNA helicase do
APMV (Tabela 3). A PCR em tempo real foi feita utiizando mix comercial
(Applied Biosystems, EUA), iniciadores especificos (4 mM de cada),lpl de
amostra e agua totalizando 10ul de reagdo. As condi¢des térmicas utilizadas

para a amplificacdo foram as utilizadas seguindo o programa padrdo da
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maquina StepOne (Applied Biosystems, EUA), com temperatura de

pareamento de 60°C.

Tabela 3: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na PCR em tempo real
(CAMPOS et al., 2014).

Oligonucleotideo Sequéncia Foward Sequéncia Reverse Tamanho
amplicon
RNA Helicase ACCTGATCCACATCCCATAACTAAA GGCCTCATCAACAAATGGTTTCT 85 pb

4.2.12. Sequenciamento e analises de sequéncias

O sequenciamento dos fragmentos obtidos no item 11, foi feito pelo
método de Dideoxi descrito por Sanger e colaboradores (1977), em
sequenciador automatico capilar Mega Bacel000 (Amersham/Phamacia,
Suécia), utilizando o Kit DyEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
Megabace e obedecendo as condicdes de reacdo e leitura indicadas pelo
fabricante.

Para cada fragmento foram feitas quatro reacdes de sequenciamento,
sendo duas para cada um dos iniciadores. As sequéncias obtidas foram
sobrepostas e a obtencdo do consenso foi feita utilizando a plataforma
Asparagin-Cenargen (EMBRAPA, 2010). As sequéncias obtidas foram
comparadas com as depositadas no banco de dados do “National Center for
Biotechnology  Information”  através do  programa  BLAST 2.0
(http://www.ncbi.nim.gov/BLAST .- Basic Local Aligment Tool) (ALTSUCHL et al,
1990). As sequéncias de nucleotideos foram analisadas pelo programa
BLASTN. As sequéncias de nucleotideos analisadas foram utilizadas para a
construcd@o de arvores filogenéticas utilizando o programa MEGA 4.1 (KUMAR
et al., 1994).
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5. RESULTADOS

5.1. Deteccdao viral a partir das amostras de ostras

5.1.1. Isolamento

Em um recente estudo, foi observado que a técnica de enriquecimento
favorece o aumento da eficiéncia do isolamento (DORNAS et al., 2014b).
Portanto, neste trabalho, foi utilizado o processo de enriquecimento para o
isolamento de novos virus gigantes semelhantes ao mimivirus. Em 23 (21.3%)
das 108 amostras testadas, foram observados efeitos citopaticos como
arredondamento celular e lise da membrana celular, ap6s 4 dias de incubacéo
a 32°C. Nas 85 (78.7%) amostras restantes nenhum efeito foi observado, as
amebas continuaram integras na forma de trofozoito (Fig. 14 A-B), mesmo
apos 3 passagens cegas. A positividade de isolamento foi observada em
terceira passagem para grande maioria das amostras consideradas positivas. A
guantidade de amostras positivas foi maior para as amostras de ostras, sendo
21 (19.5%), e 2 (1.8%) de amostras de 4gua do mar (Tabela 4).

Figura 14: Imagem obtida por microscopia 6tica de monocamada de A. castellanii
inoculada com os espécimes testados. (A) monocamada de ameba 4 dias apés a inoculacéo
de uma amostra positiva. Como pode ser observado, as células de amebas apresentam-se
completamente lisadas e fragmentadas. (B) monocamada apoés 4 dias da inoculagao de uma
amostra negativa.
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Tabela 4: Detec¢do de mimivirus em amostras de ostras e agua do mar, coletadas
nos estados brasileiros de Santa Catarina, Bahia e Rio Grande do Norte.

Isolamento em Acanthamoeba

Estado e Amostras N°. total de  No. (%) amostras No. (%) amostras
amostras negativas positivas

Santa Catarina

Agua do mar 10 10 (100.0) 0 (0.0)

Ostra 18 12 (66.7) 6 (33.3)
Bahia

Agua do mar 20 18 (90.0) 2 (10.0)

Ostra 20 13 (65.0) 7 (35.0)
R. Grande do Norte

Agua do mar 20 20 (100.0) 0 (0.0)

Ostra 20 12 (60.0) 8 (40.0)
Total

Agua do mar 50 48 (96.0) 2 (4.0)

Ostra 58 37 (63.8) 21 (36.2)

Dos 23 virus isolados, quatro foram selecionados para prosseguir com
as caracterizacdes biolégicas e moleculares. Para a selecdo dos isolados foi
observado os locais de isolamento e o espécime a partir do qual 0s novos virus
foram isolados. Sendo uma amostra proveniente de carne de ostra e uma
amostra obtida a partir da agua retida na concha, isolados de amostras de
Santa Catarina (CO1 e SC6, respectivamente); uma amostra de agua retida na
concha isolado de amostras do Rio Grande do Norte (RN30); e uma amostra

de 4gua do mar isolado de amostras da Bahia (BAL).

5.1.2. Reacédo da Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

Das 108 amostras analisadas na reacdo da cadeia da polimerase, 28
(25,9 %) foram positivas para o gene RNA helicase. Sendo 2 (7,2%) amostras
de agua do mar positivas, e 26 (92,8%) amostras de ostras positivas (Tabela
5).
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Tabela 5: Deteccdo de mimivirus por gPCR, em amostras de ostras e agua do mar,
coletadas nos estados brasileiros de Santa Catarina, Bahia e Rio Grande do Norte.

gPCR, gene helicase

Estado e Amostras N°. total de  No. (%) amostras No. (%) amostras
amostras negativas positivas

Santa Catarina

Agua do mar 10 10 (100.0) 0 (0.0)

Ostra 18 7 (38,9) 11 (61,1)
Bahia

Agua do mar 20 18 (90.0) 2 (10.0)

Ostra 20 13 (65.0) 7 (35.0)
R. Grande do Norte

Agua do mar 20 20 (100.0) 0 (0.0)

Ostra 20 12 (60.0) 8 (40.0)
Total

Agua do mar 50 48 (96.0) 2 (4.0)

Ostra 58 32 (55,2) 26 (44,8)

Detectamos também, 70,8% de positividade para DNA de
Acanthamoeba nas amostras que foram positivas para o gene RNA helicase.
Para este teste, utilizamos iniciadores especificos para o gene 18S rDNA de
Acanthamoeba.

5.2. Caracterizacao bioldgica

Para avaliar possiveis diferencas biolégicas ou estruturais dentre os 4
virus gigantes selecionados (SC6, CO1, BA1 e RN30), foram realizados testes
para a caracterizagao bioldgica.

5.2.1. Teste de resisténcia a temperatura e a luz ultra-violeta (UV)

Os testes de resisténcia foram realizados para avaliar o perfil de
sensibilidade de cada isolado frente a exposicdo a temperatura e a luz UV,
respectivamente, em diferentes tempos, comparados com o prototipo APMV.
Para o teste de resisténcia & temperatura, foram utilizadas 10° TCIDs¢/mL de
APMV, SC6, CO1, BA1 e RN30. Os virus foram submetidos a uma temperatura
de 70°C por diferentes tempos (um, cinco, sete e dez minutos).

Para o teste de resisténcia a luz UV foram utilizadas placas de 6 pocos
contendo 1 mL de solucao viral com a mesma quantidade de particulas virais
de cada um dos os virus utilizados para o teste de resisténcia a temperatura.
Essas placas foram expostas a luz UV por diferentes tempos (um, cinco, sete e

dez minutos).
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Os experimentos de resisténcia foram feitos em duplicatas. Apds os
tempos de exposi¢cdo a temperatura e a luz UV, cada indculo foi coletado e
processado para realizacdo da titulagao viral em monocamada de amebas, o
titulo viral foi obtido conforme descrito no item 4.2.7.

Apoés a exposicdo a temperatura, o isolado SC6 apresentou um reducéo
do titulo em quase 1 log nos tempos 1, 5, 7 e 10 min, e quando comparado
com o APMV, somente no tempo 3 min apresentou um aumento de quase 1 log
em seu titulo. Para o isolado CO1, nos tempos 3 e 5 min seu titulo foi maior
que o do APMV quase 1 log em cada tempo. Nos tempos 1, 7 e 10 min a
reducdo do titulo foi semelhante ao do AMPV. Para o isolado BA1, nos tempos
1, 3, 5 e 10 min ndo houve diferencas significativas na reducao de seu titulo
comparado com o APMV, ja no tempo 7 min foi observada uma reducédo de
quase 2 log em seu titulo comparado com o APMV. Para o isolado RN30, nos
tempos 1, 7 e 10 min a reducdo de seu titulo foi semelhante a do APMV,
enquanto nos tempos 3 e 5 seu titulo foi de quase 2 log a mais do que o do
APMV (Fig. 15 A).

Apos a exposicao a luz UV, o isolado SC6 no tempo 1 min apresentou
uma reducdo de 2 log em seu titulo comparado com o APMV, enquanto no
tempo 3 min essa reducéao foi semelhante, e nos tempos 5, 7 e 10 min n&o foi
possivel detectar particula viral vidvel nem no isolado SCO6 nem no APMV.
Para o isolado CO1, seu titulo foi menor que o do APMV somente no tempo 1
mim, pois tempo 3 min seu titulo foi de quase 1 log a mais que o do APMV, nos
tempos 5 e 7 s6 foi possivel calcular o titulo para o isolado CO1, pois o APMV
havia sido inativado, enquanto no tempo 10 min os dois virus foram inativados.
Para o isolado BA1, no tempo 1 min o titulo do APMV foi quase 2 log maior,
enquanto no tempo 3 os titulos foram semelhantes, ja nos tempos 5, 7 e 10 min
os dois virus foram inativados. Para o isolado RN30, no tempo 1 min seu titulo
foi quase 2 log menor que o do APMV, ja no tempo 3 sé possivel calcular o
titulo do APMV, pois o RN30 ja havia sido inativado, e o APMV s6 foi inativado
nos tempos seguintes (5, 7 e 10 min) (Fig. 15 B).
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Figura 15: Testes de resisténcia. A) Exposicdo a temperatura (70°C) por um, trés, cinco, sete

e dez minutos. B) Exposi¢do a luz ultra-violeta por um, trés, cinco, sete e dez minutos. (SC6 —

isolado de agua retida na concha de Santa Catarina; CO1 — isolado de carne de ostra de Santa

Catarina; BA1 — isolado de 4gua retida na concha da Bahia; RN30 — isolado de agua retida na
concha do Rio Grande do Norte).
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5.2.2. Perfil proteico

Para avaliar o perfil proteico total das particulas virais dos novos
isolados, foi realizado um ensaio de eletroforese em PAGE, no qual foi
observada uma similaridade entre o perfil de bandas das proteinas totais da

particula viral de cada isolado e o prototipo APMV (Fig 16).

SC6
100 kDa S5 :__;_ R
75 kDa .
50 kDa -
37 kDa
25 kDa
20 kDa
———
15 kDa
10 kDa )

Figura 16: Comparagao entre o perfil proteico total dos isolados BA1, RN30, CO1, SC6 e

0 protétipo APMV, através de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). E observado

um perfil proteico total semelhante entre o protétipo APMV e os novos isolados brasileiros de
mimivirus.

5.2.3. Curva de ciclo unico

O ensaio de curva de ciclo unico foi desenvolvido para avaliar o perfil de
crescimento dos novos virus isolados comparando com o protétipo APMV (Fig.
17). Para isso, placas de 24 pocos contendo aproximadamente 2 x 10°> amebas
apresentando uma confluéncia de cerca 80% foram infectadas com o cada
virus gigante isolado em uma M.O.l. de 10. Foram realizadas coletas em
diferentes tempos (0, 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas) e em seguida a suspensao
coletada foi titulada seguindo o protocolo descrito no item 4.2.7.

Foi observado que o0s novos isolados apresentam um perfil de
crescimento diferente entre si, e principalmente quando comparados com o
APMV. Para o isolado SC6 seu pico maximo de multiplicacdo é de 6 horas de

infeccdo, apresentando um titulo viral de 10® TCIDso/mL. Enquanto para os
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isolados CO1, BA1 e o APMV esse pico € de 8 horas de infeccao, aprsentando
titulos virais de 10’, 10° e 10’ TCIDso/mL, respectivamente. Ja para o isolado
RN30, esse pico é de 12 horas de infeccdo, apresentando um titulo viral de 10°
TCIDso/mL. Isso sugere que os novos isolados apresentam alguma alteracéo

bioldgica que possa interferir em seu ciclo de multiplicacao.
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8 107- —_—
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Figura 17: Ensaio de curva de ciclo Unico para 0s novos isolados comparados ao APMV
em amebas A. castellanii. Culturas de A. castellanii foram infectadas com M.O.l. de 10. O
titulo viral pelo método TCIDs, foi determinado em diferentes tempos ap0s a infec¢ao pelo SC6,
CO1, BA1L, RN30 e do protétipo APMV.

5.2.4. Microscopia Eletronica de Transmisséo

As caracteristicas morfolégicas dos novos virus isolados foram
observadas através da técnica de microscopia eletrbnica de transmisséo. Para
a sua realizacdo, monocamadas de amebas da espécie A. castellanii foram
infectadas na M.O.l. de 0,01 com SC6, CO1, BA1 e RN30. Como controle foi
utilizada monocamada de amebas nao infectadas. Apds 36 horas de infeccéo,
a monocamada de amebas foi coletada, processada e encaminhada ao Centro
de Microscopia da UFMG, onde foram preparadas as secOes ultrafinas e

observadas em microscopio eletronico de transmissao.
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As imagens dos novos isolados revelaram a presenca de particulas
semelhantes ao APMV com simetria quase-icosaédrica, apresentando um
tamanho de 500-700nm dentro do citoplasma das amebas infectadas. Em
algumas imagens foi possivel observar na face pentagonal uma estrutura
‘stargate’ tipica e longas fibras superficiais. Foi possivel observar também a

presenca de particulas em etapas distintas da morfogénese viral, a qual ocorria

dentro de fabricas virais (>2uM) no citoplasma das amebas (Fig. 18 A-E).

Figura 18: Microscopia eletrénica de transmissdo de alguns dos novos mimivirus
brasileiros isolados, destacando diferentes etapas da morfogénese viral. (A) Particulas de
mimivirus penetrando em uma célula de A. castellanii por fagocitose (setas vermelhas). (B)
Particula viral dentro de um fagossomo. (C) Semente viral. (D) Estrutura ‘stargate’ tipica

indicada pela seta azul. (E) Fabrica viral indicada pela seta verde.
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Foi observado também na amostra do isolado SC6, particulas com
alteracdes na morfologia, apresentando particulas com o capsideo aberto e
particulas com um acumulo de proteinas ao redor do capsideo (Fig. 19).
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Figura 19: Microscopia eletronica de transmissédo dos novos virus isolados
demonstrando a presenca de particulas defectivas. E observada uma particula viral com a
morfologia alterada apresentando, (A) um capsideo aberto (seta vermelha) e (B) acimulos de

proteinas ao redor do capsideo (seta azul).

5.3. Caracterizagdo molecular

Para avancar na caracterizagdo dos novos isolados, técnicas
moleculares foram empregadas.

5.3.1. Anédlises filogenéticas baseadas no sequenciamento do gene RNA
helicase

O DNA obtido na gPCR do item 5.1.2, a partir de 28 (25.9%) amostras
positivas, foi sequenciado em ambas as orientagbes. As sequéncias
nucleotidicas obtidas foram alinhadas com sequéncias do gene RNA helicase
de mimivirus disponiveis no GenBank e revelaram uma alta similaridade (98.2 -
100%) entre os nossos isolados e os mimivirus do grupo A pertencentes a
familia Mimiviridae, incluindo APMV, mamavirus, sambavirus e outros.
Entretanto, as amostras SC1, SC2, SC3, SC5, SC7, RN27, RN30, RN33 e

BA29 apresentaram sitios polimérficos no gene RNA helicase (Fig. 20 A).
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Arvores filogenéticas foram construidas utilizando o método Neighbor-Joining,
e foi possivel verificar uma relagdo proxima entre 0s nossos novos isolados e
os virus da familia Mimiviridae, especialmente os virus pertencentes ao grupo
A (Fig. 20 B).



56

TOC ACA TCC CAT AARC TAA ML TTC ACG ACC TCC TIC TIC CAT ACC TTT TAT AAT TIT ATC AGA AAC CAT TIG TIG A

£ oo sus snn oo sas sss sss sEn Ses wEs SN EEs BEE EEE Ses
<.
e =
B aes sas sas das bed 005 S84 S6d Sbd S6d S8 B Gas
||||||||||||||||||||| L= Taw " w T maw " am “mn "W sms wmaw aaw “aw "am Taa "aw
<
C
i
B Tos suw snn sae ses sos see SoE BEE S8 SEN BEE BEe
£ sus sss wes Sss Ses SES SEE SEE SE8 S48 B84 SEE EES EES EEE BE
L wses sss sse ses sss ses sEs mms eEE wEw wEes SEE sEe wew sEww e
...... L!
s sas ses sas wes sas ses sss 4o was Baw mEE BEa sEE Ess EES EES EEE 44E EEE wEE EEw ses wEs wEs s
€ 555 688 568 S8 G866 SEE S8F S8 S80 S8 S88 AFE SE8 SEF SEE BEE
é
s
. s
"'. ...... € sss 585 S68 B8 G806 88 S6F G656 S8 S88 F8E AFE SEE SEF BE8
. <
Mimivirus_Terral ... ... «:s A.G T.. T-T A.. C ATG AG. A.A T A€ Cue was T. AC A ccC
Megavirus_ LBA ... s ses AGT T.T A.. € ... ATG ... AG. ALA T ¢ Ba€ Cus wus T. AC A cC €
Megavigus_chiliensis ... ... ..» A.G T TeT wns C oee AT® +o AGR AA T A€ Ca wae T. AC A 3
Courdoll = .4 ses ess AG Tiw wua T.T Auw «uC « ATG ous AG. AAT.. ... AC Cus uus T. AC A £ C
Moumouyirus =is bs Moo Toh cov cus sos Aew T.C ... ATG AATee wus ACT T. AC T s
Houmcuvirus Monve “sn san Mew Tel wos sue sue Ao Till wow ATG wow oo Ah Tow wee A Tuw wue Tow AL vow Tew +a€ wee &
B
>
&
Qs\
1
o“@\
P!
\_\°336222A
OOy sci
OOYRN40
M, iral
egavirales cOyQ
S\ Y
A0
\x\@
166 56
IS 3
© 7%
Qz;, s
A
& vl <o <o ?‘p O <
& < - o 3 @
& @ s =< S (X
N > 2 >
$ 5 & 3
& 2 3 3
('v
<& g
. %

Figura 20: Analises filogenéticas baseadas no gene RNA helicase. (A) Alinhamento das
sequéncias de nucleotideos de um fragmento do gene helicase dos virus gigantes nacleo-
citoplasmatico de DNA. As amostras obtidas neste estudo estdo em negrito; nucleotideos em
vermelho indicam sitios de polimorfismo entre os isolados obtidos neste estudo. (B) Arvore
filogenética construida usando as sequéncias dos amplicons obtidas a partir do gene da
helicase. OW= amostras de agua do mar / OY= amostras de ostra e 4gua de ostra.
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6. DISCUSSAO

Sabe-se que os virus sdo as ‘formas de vida’ mais abundantes nos
oceanos e sao reservatorios da maior parte da diversidade genética do mar,
embora somente na Ultima década estimativas quantitativas revelaram que
cada mililitro de agua contém milhfes dessas particulas (SUTTLE, 2007).
Neste contexto, o presente trabalho corrobora com tais estudos prévios, ao
isolar novos virus gigantes de DNA a partir de amostras oriundas dos oceanos.

Os virus gigantes permaneceram por muito tempo indetectaveis. O
isolamento desses virus possui limitacdes técnicas e os protocolos classicos
baseados em filtracdo adiaram sua deteccdo. Outro problema € a sua gama
limitada de hospedeiros conhecidos, 0 que restringe o uso dos sistemas
celulares para a cultura in vitro (ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010). A maioria
dos estudos de prospeccédo de virus gigantes dependem de co-culturas diretas
de amostras com amebas para propagar o virus. No entanto, o enriquecimento
de amostras do meio ambiente pode ser Util para o isolamento do virus, tal
como demonstrado pela descoberta do Megavirus chilienses (ARSLAN et al.,
2011).

Neste trabalho, foi realizado um enriquecimento das amostras e apés o
isolamento foi observada uma diferenca significativa entre a deteccdo de
mimivirus a partir de amostras de ostras e de agua do mar (Tabela 4),
independentemente da regido em que as coletas foram realizadas. Das 58
amostras de ostra, 36.2% (21) foram positivas no ensaio de isolamento viral;
enquanto das 50 amostras de agua do mar, 2 (4.0%) foram positivas.
Comparando gPCR e isolamento, foi possivel observar uma maior positividade
no primeiro método, sendo 2 (7,2%) amostras de agua do mar positivas, e 26
(92,8%) amostras de ostras positivas, um resultado esperado devido a sua
maior sensibilidade. Estes resultados contrastam com resultados obtidos em
outros estudos (PAGNIER et al, 2013). Além disso, outros fatores, tais como a
integridade das particulas virais e as diferencas entre os hospedeiros celulares
naturais e as ceélulas utilizadas para o isolamento laboratorial podem explicar
esta diferenca.

N&do ha evidéncias de que mimivirus se propagem e reproduzam em

ostras. Detectamos 70,8% de positividade para DNA de Acanthamoeba nas
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amostras analisadas, que foram também positivas para o gene RNA helicase.
Corroborando que amebas do género Acanthamoeba sdo seus reservatorios
conhecidos.

Submetendo os novos isolados a exposicao a temperatura de 70°C, foi
observada reducéo do titulo viral em cada isolado a medida que o tempo de
exposicdo aumentava. Quando submetidos a exposicdo a luz UV, foi possivel
observar que o isolado RN30 foi inativado com 3 minutos de exposi¢céo, 0s
isolados SC6 e BAL foram inativados com 5 minutos de exposicdo e o isolado
CO1 foi inativado com 10 minutos de exposi¢ao; sugerindo entdo, que o isolado
CO1 é mais resistente a exposicdo a luz UV que os outros isolados, e que o
isolado RN30 é mais sensivel, enquanto os isolados SC6 e BAL1 apresentam
uma resisténcia intermediaria a exposicdo a luz UV. Quando expomos 0s
isolados a luz UV, é observado que a reducao do titulo viral € mais significativa
do que quando comparado aos testes de resisténcia a temperatura (Fig. 15 A-
B). O que corrobora aos resultados obtidos em outros estudos, que observaram
gue os virus sao significativamente afetados pelo tratamento com luz UV, com
excecao dos adenovirus que sdo mais resistentes (HIJINEM et al.,2006). Além
disso, as diferencas na sensibilidade a exposicao a temperatura e a luz UV
observadas, podem indicar diferencas biologicas e/ou estruturais dos novos
isolados, diferencas essas que podem influenciar no ciclo de vida e no
nicho/habitat de cada isolado.

Ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida foram utilizados na
caracterizacdo de outros virus gigantes, como Marseillevirus (BOYER et al.,
2009), Moumouvirus (YOOSUF et al., 2012), Pandoravirus (PHILIPPE et al.,
2013), Pithovirus (LEGENDRE et al., 2014). Neste ensaio observamos uma
similaridade entre o perfil proteico total da particula viral do APMV e de alguns
dos nossos isolados (Fig. 16). Embora tenha sido possivel observar diferencas
nos perfis de crescimento dos novos isolados através das curvas de ciclo Unico
(Fig. 17), sugerindo que os novos isolados apresentam alguma alteracdo
biolégica que interfira em seu ciclo de multiplicacao.

Utilizando microscopia eletrénica de transmissdo foram observadas
particulas apresentando caracteristicas semelhantes a outros virus
pertencentes a familia Mimiviridae. As particulas apresentam um tamanho

entre 500-700nm de diametro, fabricas virais tipicas foram observadas, além de
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algumas etapas da morfogénese viral. Esses achados corroboram ao que foi
observado em outros estudos (LA SCOLA et al, 2003, MOREIRA e
BROCHIER-ARMANET, 2008; RAOULT, LA SCOLA e BIRTLES, 2007; XIAO
et al., 2009; ABRAHAO et al., 2014). Foi observada também a presenca de
particulas com alteracdes na sua conformacao, esse fenbmeno € caracteristico
da presenca de viréfagos, que também foi observado em outros estudo de
virus gigantes (LA SCOLA et al., 2008). Os viro6fagos durante o ciclo de
replicativo do virus gigante podem interferir na transcricdo de proteinas
estruturais, incluindo proteinas relacionadas com a morfogénese viral, entre
outras. Isso ocorre porque as regides promotoras do genoma do viréfago tem
mais afinidade pela RNA polimerase do virus gigante, assim a formacdo de
particulas virais viaveis é alterada (Fig. 19). Todavia, ndo foi possivel detectar
por PCR em tempo real o gene do capsideo do viréfago Sputnik,
provavelmente os iniciadores utilizados ndo eram especificos.

As sequéncias nucleotidicas obtidas dos novos isolados foram alinhadas
a sequéncias do gene RNA helicase de mimivirus contidas em bases de dados
e revelaram uma alta similaridade com os virus do grupo A pertencentes a
familia Mimiviridae, incluindo APMV, mamavirus, sambavirus e outros (98.2 -
100%). Obtivemos uma maior deteccdo de virus pertencentes ao grupo A, isso
provavelmente pode ter ocorrido devido a maior especificidade dos iniciadores
utilizados, embora eles detectem virus dos trés grupos (A, B e C). Estes
resultados sédo condizentes com resultados obtidos em outros estudos (GAIA et
al., 2013).

O sucesso de isolamento de mimivirus em amostras de ostras foi maior
do que em agua do mar, provavelmente pelo fato das ostras serem organismos
filtradores e por possuirem a capacidade de acumular em seu interior tanto
componentes quimicos quanto microrganismos presentes nas aguas ao seu
redor. E por isso, provavelmente a presenca de amebas € maior nas ostras do
gue na agua do mar. Corroborando assim a hip6tese de que a capacidade da
APMV para infectar amebas pode ser um mecanismo para aumentar a
resisténcia ambiental do virus, e é provavel que APMV tenha adquirido a
capacidade de usar amebas como bunkers mesmo antes de seu ambiente ser

ocupado por seres humanos (BORATTO et al., 2013).
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7. CONCLUSOES

e Novos virus gigantes foram isolados a partir de amostras de ostra, dgua

interna da concha e agua do matr,
e Na MET foram observadas particulas virais semelhantes aos virus
pertencentes a familia Mimiviridae, fabricas virais tipicas e diferentes

etapas da morfogénese viral;

e Particulas defectivas foram visualizadas na microscopia eletronica de

transmissao, sugerindo a presenca de virofagos;

e Os novos isolados apresentam possiveis diferencas biolégicas e/ou
estruturais observadas a partir dos ensaios de resisténcia em que foram
expostos a temperatura e luz UV;

e Os novos isolados possuem um perfil proteico semelhante ao APMV;

e Os novos isolados pertencem ao grupo A da familia Mimiviridae;

e Nossos resultados sugerem que as ostras sdo uma excelente fonte para

o isolamento de virus gigantes.
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ANEXO |

Tabela 1: Reagentes utilizados para preparar o meio PYG (Meio Peptona
Extrato de Levedura e Glicose)

Reagentes Concentracdo 1 litro
Sulfato de magnésio | 8uM 0,98¢g
heptahidratado

(MgS0,4.7H,0)

Cloreto de calcio 0,5uM 0,29
(CaCly)

Sulfato de ferro 5nM 0,069
amoniacal

hexahidratado
(Fe(NH,4)2(S04).6H,0)

Fosfato dibasico de 1,4AmM 1,289
sédio heptahidratado
(NazHPO47H20)

Fosfato monobasico 2,5mM 0,34g

de potéssio (KH,PO,)

Citrato de sddio 3,4mM 1,009

dihidratado

(CeHsNasz0,.2H,0)

Glicose (CgH1,06) 0,05M 9,009

Protease peptona 20,00g

Extrato de levedura 2,009

Soro fetal bovino 7% 28mL (400mL de meio)

Penicilina G 200 U/mL 320puL (400mL de meio)

Gentamicina 50 pg/mL 284pL (400mL de
meio)

Fungizona 2,5 pg/mL 320uL (400mL de

meio)




78

ANEXO I

Protocolo de preparo das solugdes utilizadas para a microscopia eletronica de
transmissao:

Solucao Fixadora

- Glutaraldeido 25% ---------------=-=-=------- 6mL
- Tampao fosfato 0,2M ----------------nmmnmme- 30mL
- Agua deionizada (g.s.p. 60 mL) ------------- 24mL

Volume final da solucdo: 60mL

Solucdo A: Fosfato de s6édio monobasico 0,2M

- NaH2P04.7H20 --------------------------------- 5,379

- Agua deionizada -----------=-==-===mmmmmmmmeen 100mL
Solucao B: Fosfato de sédio dibasico 0,2M

- NaHzPO4.7HZO ---------------------------- 5,379

- Agua deionizada -------------------------- 100mL
Solucdo A+B: tampéao fosfato 0,2M, pH 7.4

- SoluGa0o A -------mmm e 19mL

- Solugao B ---------mmmmemm e 81mL

Volume final da solugdo: 100mL



