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Novas técnicas biofisicas de biologia estrutural aplicadas em
virus gigantes de Acanthamoeba castellanii

DELFINO, Leonardo Martins'; THIEMANN, Otavio Henrique!

leonardodelfino@usp.br

Hnstituto de Fisica de Sio Carlos IFSC - USP

Os virus gigantes que infectam amebas, em especial os do género Mimivirus, tém atraido atencdo
mundialmente, devido ao seu tamanho, estruturas complexas, ciclo de reproducdo, genomas
extensos, elementos transcricionais quase completos em algumas espécies, elementos genéticos méveis
dentre outras peculiaridades, quebrando assim, diversos paradigmas da virosfera tradicional (1).
Especificamente, os recentemente isolados Niemeyer Virus (NMV) e Tupanvirus (TPV), que infectam
Acanthamoeba castellanii e Acanthamoeba polyphaga, revelam a formac3o de uma densa Fabrica Viral
(VF) e a desorganizagdo da morfologia intracelular do hospedeiro durante a replicagdo (2). Técnicas
biofisicas e abordagens de biologia estrutural, como Microscopia Eletrénica de Transmissdo Criogénica
(Cryo-ET), Microscopia Eletronica de Particulas Unicas Criogénica (Cryo-EM), Tomografia Criogénica
de Raios-X Suaves (Cryo-SXT) e Imagem por Difragdo Coerente (CDI), aliadas a outras técnicas
quantitativas como Espectrometria de Massa por Tempo de Voo (TOF-MS), s&o cruciais para desvendar
a arquitetura dessas particulas virais, bem como a formagdo da fabrica viral e a organizagdo celular
do hospedeiro durante o ciclo de infecgdo (3). Esta pesquisa tem como objetivo fornecer uma analise
estrutural abrangente dos componentes do Niemeyer virus, a formacdo da fabrica viral de duas espécies
de virus (NMV e TPV), ambos do género Mimivirus, durante sua replicagdo em seu hospedeiro e a
caracterizacdo das mudancas na organizac3o celular durante o ciclo viral. Para alcancar esses objetivos,
particulas virais sdo produzidas a partir de culturas de A. castellanii, purificadas e, em seguida, utilizadas
em grades de Cryo-EM para experimentos de Cryo-ET, Cryo-EM e Cryo-SXT. Fabricas Virais purificadas
de NMV e TPV serdo analisadas por Espectrometria de Massa por Tempo de Voo (TOF-MS) para
determinar as proteinas envolvidas no processo de replicagdo. Utilizando softwares apropriados como
Amira para visualizacdo e analise de tomografias, é possivel reconstruir e segmentar estruturas celulares
em 3D, fornecendo informacdes sobre a organizacdo interna das células. CryoSPARK, por sua vez, é
especializado no processamento de imagens de microscopia crioeletrénica, permitindo a reconstrucdo
em alta resolucdo de estruturas virais e a analise precisa de complexos virus-proteina. As condicdes
experimentais foram estabelecidas, e dados preliminares permitiram a reconstrucdo de tomogramas.
Apesar do tamanho dos virus, é possivel visualizar complexos como a VF e a dindmica de sua biossintese
no citoplasma do hospedeiro. Futuros experimentos de coleta de dados visam aumentar a resolucdo dos
dados para caracterizar melhor as estruturas e complexos-alvo, compreendendo a dindmica e replicacdo
dos Mimivirus e sua intima relagdo com o hospedeiro.
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