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APRESENTACAO

A interdisciplinaridade é fruto da tradicdo grega, onde os programas de ensino
recebiam nome de enkuklios Paidéia e com objetivo de trabalhar a formacgédo da
personalidade integral do individuo, acumulando e justapondo conhecimentos e articulagéo
entre as disciplinas. A partir da década de 70 esse conceito se tornou muito enfatico em
todos os campos do conhecimento, inclusive nas ciéncias médicas.

Sabemos que a salude apresenta-se como campo totalmente interdisciplinar e
também com alta complexidade, ja que requer conhecimentos e praticas de diferentes areas
tais como as ambientais, clinicas, epidemioldgicas, comportamentais, sociais, culturais etc.
Deste modo, o trabalho em equipe de saude, de forma interdisciplinar, compreende agdes
planejadas em funcdo das necessidades do grupo populacional a ser atendido nao se
limitando as definigdes exclusivistas de cada profissional.

Tendo em vista a importancia deste conceito, a Atena Editora nas suas atribuicdes
de agente propagador de informagéo cientifica apresenta a nova obra no campo das
Ciéncias Médicas intitulada “Medicina: Ciéncias da Saude e Pesquisa Interdisciplinar”
em seis volumes, fomentando a forma interdisciplinar de se pensar na medicina e mais
especificadamente nas ciéncias da saude. E um fundamento extremamente relevante
direcionarmos ao nosso leitor uma producgéao cientifica com conhecimento de causa do seu
titulo proposto, portanto, esta obra compreende uma comunicac¢ao de dados desenvolvidos
em seus campos e categorizados em volumes de forma que ampliem a viséo interdisciplinar
do leitor.

Finalmente reforcamos que a divulgagéo cientifica é fundamental para romper com
as limitagcbes ainda existentes em nosso pais, assim, mais uma vez parabenizamos a
estrutura da Atena Editora por oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para estes
pesquisadores divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma proveitosa leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Estudos utilizando PCR em tempo
real e sequenciamento de nova geracdo
tém propiciado melhor caracterizagdo do
viroma humano, com identificacdo de virus
desconhecidos, considerados a “matéria escura”
do microbioma. Dentre esses, virus com DNA
de alto peso molecular que codifica inumeras
proteinas com repercussdes biolégicas, como
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alguns membros de virus de plantas da familia
Phycodnaviridae. Nesse contexto, recentemente
identificou-se um numero significante de
sequéncias de DNA viral semelhante ao
Acanthocystis turfacea chlorella virus 1 (ATCV-
1) em amostras de mucosa orofaringea e sua
presenca foi associada com um decréscimo
no funcionamento cognitivo humano. Dessa
maneira, objetivou-se neste capitulo realizar
uma revisdo da literatura sobre as principais
caracteristicas dos chlorovirus, especialmente o
ATCV-1, e sua relagdo com humanos.
PALAVRAS-CHAVE: Viroma
Chilorovirose. Cognigéo.

humano.

CHLOROVIRUS IN HUMANS - A
LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: Studies using real-time PCR and
next-generation sequencing have provided
better characterization of the human viroma, with
identification of unknown viruses, considered
the “dark matter” of the microbiome. Among
these, viruses with high molecular weight DNA
that encodes numerous proteins with biological
repercussions, such as some members of
plant viruses of the family Phycodnaviridae. In
this context, a significant number of viral DNA
sequences like Acanthocystis turfacea chlorella
virus 1 (ATCV-1) have recently been identified
in oropharyngeal mucosa samples and their
presence has been associated with a decrease
in human cognitive functioning. Thus, this
chapter aimed to carry out a literature review
on the main characteristics of chloroviruses,
especially ATCV-1, and their relationship with
humans.
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INTRODUCAO

Estudos de metagenémica e PCR expandiram o nimero de géneros e espécies
virais que infectam humanos particularmente, mas ndo exclusivamente, como as familias
Astroviridae, Parvoviridae, Picornaviridae e Polyomaviridae, e esse numero tende a
aumentar (DELWART, 2013). Dessa forma as rela¢des do hospedeiro com seu microbioma,
no que se refere ao conjunto de virus, comecam a ser melhor entendidas e aprofundadas.
Ainda assim, o viroma humano necessita de mais estudos para o melhor entendimento de
suas relagcées com os humanos, o que permitirda melhor entendimento do processo saude-
doencga (OGILVIE e JONES, 2015; ROUX et al, 2015).

Alguns estudos tém identificado sequéncias virais desconhecidas, por alguns
denominadas de “matéria escura viral” (ROUX et al, 2015), dentre os quais, virus com DNA
de alto peso molecular, que podem codificar inUmeras proteinas, incluindo algumas que
podem ser responsaveis por repercussoes fisiologicas e patolégicas, locais ou a distancia,
através de mecanismos imunomediados ou genéticos, em humanos. Dentre estas, a
familia Phycodnaviridae, constituida por virus de plantas, tém alguns dos maiores genomas
virais conhecidos que codificam inumeras proteinas (YAMADA, ONIMATSU e VAN ETTEN,
2006). Em suma, para alguns pesquisadores, a possibilidade de que os humanos sejam
expostos a virus de plantas ha muitos anos, como aos da familia Phycodnaviridae, deve
ser considerada, ja que essa exposi¢cao pode resultar em patologias, infecgéo de células ou
modulacdo da expressao génica em suas células (BALIQUE et al, 2015).

Recentemente, Yolken e colaboradores (2014) publicaram resultados de analises,
através de sequenciamento metagenOmico, de amostras da mucosa da orofaringe
de individuos saudaveis da zona urbana da cidade de Baltimore (Maryland, EUA), que
estavam participando de um estudo que envolvia a avaliagéo do funcionamento cognitivo e,
inesperadamente, descobriram um numero significante de sequéncias virais semelhante ao
virus Acanthocystis turfacea chlorella virus 1 (ATCV-1), um membro do género Chlorovirus
(Familia Phycodnaviridae). Identificaram sequéncias virais em 40 amostras da orofaringe
de 92 individuos (43,5%) de uma mesma coorte do estudo, sugerindo uma prevaléncia
significativa nesta populacéo. Este virus comumente infecta algas em ambientes de agua
doce e, até aquele momento, néo se tinha conhecimento sobre infec¢do ou colonizagéo das
mucosas de seres humanos por ele.

Ainda mais surpreendente que a descoberta, a presenca de ATCV-1 foi associada
com um decréscimo modesto, mas mensuravel, no funcionamento cognitivo, como atraso
na atencé@o e memoria, o que foi testado e reproduzido em modelo animal de camundongos
(YOLKEN et al, 2014). Posteriormente, Petro e colaboradores (2015; 2016) estudaram os

mecanismos que poderiam contribuir para estas alteragdes cognitivas e comportamentais,
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durante a infecgao pelo ATCV-1, através da infeccdo de macréfagos de mamiferos, o que
resultou em producgéo de citocinas inflamatérias, persisténcia viral e producdo de novos
virus.

Contudo, ainda sdo desconhecidas as vias pelas quais os seres humanos adquirem
o ATCV-1. Neste contexto, justifica-se investigar a presenca deste virus em outras
populagdes mundiais, bem como as possibilidades pelas quais microrganismos, como este,
alteram o funcionamento biol6gico humano, como por exemplo as vias cognitivas. Para
tanto, conhecer esses mecanismos de interacdo podera repercutir na complementacéo
do estudo da fisiopatogenia deste virus, sugerindo-se, por exemplo, hipéteses para sua
aquisicéo pelos humanos.

Dessa maneira, objetivou-se neste capitulo realizar uma revisao da literatura sobre
as principais caracteristicas dos chlorovirus, especialmente o ATCV-1, e sua relagdo com

humanos.

REVISAO DA LITERATURA
Histérico

Na década de 80, muitos virus contendo DNA de dupla fita de alto peso molecular
foram descobertos por infectarem algas verdes eucariéticas, unicelulares e cultivaveis,
além de poderem ser produzidos em grandes quantidades e ser analisados por formacgéo
de placas e por técnicas padrao para bacteriéfagos (VAN ETTEN, LANE e MEINTS, 1991).

Os primeiros dados da infec¢éo de algas Chlorella por virus foram publicados no
ano de 1981, com a identificagao de particulas virais grandes, ap6s o isolamento da alga do
seu simbionte (MEINTS et al, 1981). O desenvolvimento de um ensaio de placa para o virus
foi de grande validade para o estudo destas particulas virais em laboratério (VAN ETTEN
et al, 1983), pois possibilitou a identificacdo de um ecossistema desconhecido em aguas
doces, como corregos e lagoas, mesmo antes do desenvolvimento de técnicas, como o
sequenciamento de nova geracéao (VAN ETTEN, 20083).

O primeiro protétipo dessa familia de virus foio PBCV-1, identificado como icosaédrico
e formador de placa, além de seu grande genoma (VAN ETTEN, 2003). Em 1997 foram
publicados dados do inicio do sequenciamento do genoma do PBCV-1, demonstrando a
codificacdo de diversas proteinas e tRNA (LI et al, 1997). Estudos posteriores descobriram
a primeira proteina viral conhecida, que funciona como um canal seletivo de potassio (K*),
codificada por virus de Chlorella. Este canal de K* é essencial no ciclo de vida do virus,
assim como para todos 0s organismos vivos. I1sso o0 tornou um excelente modelo para
estudar como os canais idnicos funcionam (PLUGGE et al, 2000).
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Algas Chlorella

As algas verdes unicelulares do género Chlorella pertencem aos protistas
fotossintéticos mais populares, pois exemplificam um organismo que serve de modelo
experimental perfeito, por representar as propriedades fisiolégicas e bioquimicas das
microfitas e macréfitas verdes (KRIENITZ, HUSS e BOCK, 2015).

Os extratos de Chlorella sdo usados para tratamento médico, devido a suas
propriedades imunomoduladoras e anticancerigenas. Como as culturas de Chlorella
sé@o faceis de manusear e exibem desempenhos de crescimento previsiveis, elas tém
sido preferidas em laboratérios de fisiologia vegetal e agéncias de teste de algas. Sua
versatilidade em sistemas de cultivo de massa de algas estabeleceu a Chlorella como
candidata proeminente a diversas aplicagbes biotecnologicas (KRIENITZ, HUSS e BOCK,
2015).

As algas Chlorella sao os hospedeiros conhecidos dos chlorovirus, frequentemente
referidas como zooclorelas. Estas algas s&o normalmente simbiontes e estdo associadas
ao protozoario Paramecium bursaria, ao celenterado Hydra viridis ou ao heliozoario
Acanthocystis turfacea, sendo resistentes aos virus no seu estado simbiético. Algumas
zooclorelas crescem independentemente de seus parceiros em laboratério e isso permite
0 ensaio de placas dos virus e a infeccao de seus hospedeiros e o estudo detalhado do
ciclo de vida do virus (VAN ETTEN e DUNIGAN, 2016). Estas incluem a Chlorella NC64A
(recentemente renomeada Chlorella variabilis e seus virus sdo chamados virus NC64A),
Chlorella SAG 3.83 (denominada Chlorella heliozoae e seus virus sdo chamados virus
SAGQG), e Chlorella Pbi (renomeada Micratinium conductrix e seus virus sdo chamados virus
Pbi) (VAN ETTEN e DUNIGAN, 2012).

No entanto, pouco se sabe sobre a historia natural dos chlorovirus, e ha suspeitas
de que muitos outros hospedeiros existam na natureza além das algas Chlorella (VAN
ETTEN e DUNIGAN, 2012).

Chlorovirus

Os chlorovirus fazem parte da familia Phycodnavirus. O nome desta familia é
derivado de duas caracteristicas distintas: “phyco”, dos seus hospedeiros de algas, e “dna”,
porque todos esses virus possuem genomas com DNA de dupla fita (YAMADA, ONIMATSU
e VAN ETTEN, 2006). Evidéncias indicam que eles sdo provavelmente virus muito
antigos, com a hipétese de terem o mesmo antepassado evolutivo das familias Poxviridae,
Iridoviridae, Ascoviridae, Asfarviridae, Mimiviridae e Marseilleviridae (JEANNIARD et al,
2013). Assim como estas familias, possuem um genoma com DNA de alto peso molecular,
de aproximadamente 270 a 320 Kb, que pode codificar até 410 proteinas (VAN ETTEN
e DUNIGAN, 2012). Os chlorovirus sédo, entdo, virus grandes, icosaédricos, que contém
dsDNA e que se replicam em algumas algas verdes unicelulares do género Chlorella.

Além disso, os chlorovirus sdo reconhecidos como importantes elementos
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ecologicos em ambientes aquosos. Juntamente com outros virus, desempenham papéis
importantes na dindmica da proliferacdo de algas, no ciclo de nutrientes, na estrutura da
comunidade de algas e, possivelmente, na transferéncia de genes entre os organismos
(YAMADA, ONIMATSU e VAN ETTEN, 2006).

Os virus que infectam a Chlorella variabilis séo chamados virus NC64A, a Chlorella
heliozoae de virus SAG e a Micratinium conductrix de virus Pbi (VAN ETTEN e DUNIGAN,
2012). Os virus NC64A foram isolados a partir de agua doce coletada nos Estados Unidos,
América do Sul, Japao, China, Coréia do Sul, Australia, Israel e Italia. Os virus Pbi foram
inicialmente descobertos em agua doce coletada na Europa e mais recentemente em agua
coletada na Australia, Canada e norte dos Estados Unidos ou em altitudes mais elevadas
no oeste dos Estados Unidos. Os fatores mais importantes que influenciam a distribuicdo
dos virus NC64A e Pbi sdao provavelmente latitude e altitude (YAMADA, ONIMATSU
e VAN ETTEN, 2006). O virus Acanthocystis turfacea chlorella virus (ATCV) foi isolado
pela primeira vez em uma lagoa de agua doce em Stuttgart (Alemanha), infectando algas
endossimbibticas de Chlorella, do heliozoon Acanthocystis turfacea (BUBECK e PFITZNER,
2005).

Yamada e colaboradores (1993) realizaram um extenso levantamento de virus
formadores de placa com alga Chlorella NC64A como hospedeiro. Foi um relato de uma
distribui¢éo viral no Japéo e outras partes do mundo, incluindo o isolamento de similares no
Brasil. As amostras brasileiras foram oriundas da cidade de Porto Alegre-RS e produziram
placas em células Chlorella NC64A com titulos de 120 PFU/ml.

Dessa forma, os chlorovirus estdo presentes em agua doce de todo o0 mundo com
titulos de até 100.000 unidades de formacao de placa (PFU) por ml de agua, embora os
titulos sejam tipicamente 1-100 PFU/mI. Esses titulos flutuam durante o ano e apresentam
os valores mais altos na primavera. (VAN ETTEN e DUNIGAN, 2012).

No inverno, os titulos virais diminuem para titulos indetectaveis. As flutuagdes
consistentes no nimero de virus sugerem seu impacto como fatores-chave na formacgéo
de estruturas comunitarias microbianas na superficie da agua. Mesmo em meses de baixa
abundancia viral, as populag¢des infecciosas de clorovirus sdo mantidas, sugerindo que os
virus sdo muito estaveis ou que ha produgao viral em andamento nos hospedeiros naturais
(YAMADA et al, 1993).

Presumivelmente, eles se movem pelas correntes de agua. No entanto, os chlorovirus
também se associam a membrana plasmatica do paramécio sem infecta-lo, e o fato de o
paramécio nadar pode ajudar o movimento do virus. Além disso, os virus podem se mover
em vetores passivos, como aderir a aves migratdrias ou subir na cadeia alimentar e, assim,
ser transportados por peixes ou outros organismos aquosos. Uma pesquisa recente indica
que virus de algas podem ser transferidos em aerosséis se suas concentracdes forem altas
o suficiente (VAN ETTEN e DUNIGAN, 2016).

Mais recentemente, Cristian e colaboradores (2016) concluiram que as concentragées
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do virus podem variar consideravelmente dentro de uma pequena regido geografica e que
as populagdes de chlorovirus mostraram dois picos distintos a cada ano. Observaram um
padrao espago-temporal sazonal que depende do hospedeiro e do local, com os chlorovirus
emergindo durante a primavera, desaparecendo no verao e retornando no final do outono
e inicio do inverno. Certamente, a temperatura da agua poderia contribuir as variagcdes de
chlorovirus. Outros achados foram de que a infectividade especifica das particulas virais
na natureza provavelmente seria muito inferior a 25%. Ainda, ndo puderam descartar a
possibilidade de outro hospedeiro natural.

A estabilidade das particulas virais dos chlorovirus varia entre as espécies. O PBCV-
1 s6 pode ser armazenado a 4°C e é completamente inativado por congelamento. Em
contraste, particulas virais de ATCV-1 podem ser congeladas e armazenadas a -70°C sem
qualquer perda de infectividade (BUBECK e PFITZNER, 2005). Uma série de experimentos
foi conduzida por pesquisadores para estimar as taxas de decaimento da infectividade dos
chlorovirus durante todas as quatro estagdes do ano, com incubag¢des com duracgéo de 21
dias na primavera, verdo e outono e 126 dias no inverno. As taxas de declinio observadas
ao longo desses experimentos foram relativamente baixas em comparagcdo com as
estimativas anteriores obtidas para outros virus de algas. No geral, a do ATCV-1 decai mais
lentamente. Porém, para todos os virus, as maiores taxas de decaimento sao observadas
durante o verdo e as mais baixas sdo observadas durante o inverno, além da capacidade
de o virus hibernar no gelo, como ATCV-1, retendo até 48%, de sua infectividade ap6s 126
dias (LONG e SHORT, 2016).

A replicacdo dos chlorovirus no seu hospedeiro foi descrita em detalhes por Van
Etten e Dunigan (2016), demonstrando a capacidade de o virus ligar-se de forma especifica
a parede celular do seu hospedeiro e introduzir seu DNA e proteinas para dentro da célula,
provavelmente através da agéo de seu canal de K* codificado pelo préprio virus. Nenhum
dos chlorovirus tem um gene reconhecivel de RNA polimerase, entdo presumiram que o
DNA do PBCV-1 e as proteinas associadas ao virus se movem rapidamente para o ndcleo,
onde a transcricdo precoce comec¢a 5 a 10 minutos apés a infeccdo. Dessa maneira, o
PBCV-1 codifica e embala uma enzima que metiliza Lys-27 em histona 3. Uma evidéncia
circunstancial indica que esta enzima reprime a transcri¢do do hospedeiro apds a infec¢éo
pelo PBCV-1. A degradacdo do DNA cromoss6mico do hospedeiro ocorre dentro de 5
minutos po6s-infecgdo, presumivelmente por endonucleases codificadas e empacotadas de
PBCV-1 que também inibem a transcricdo do hospedeiro. Cinco a seis horas pos-infecgao,
o citoplasma é preenchido com particulas infecciosas do virus e a lise localizada da célula
hospedeira libera essas particulas em 6 a 8 horas pds-infeccéo. Enfim, cada célula de
algas infectadas libera aproximadamente 1000 particulas, das quais aproximadamente
30% formam placas (Figura 1).
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(A) Paramecium bursaria e suas células simbiéticas de Chlorella. (B) Placas formadas pelo PBCV-1 em
uma cultura de Chlorella variabilis. (C) Micrografia crioeletronica demonstrando a estrutura de espigao
cilindrica, longa e estreita, com um vértice e fibras que se estendem a partir de um capsémero unico
do PBCV-1. (D) Virion do PBCV-1 ligado a parede celular por fibras. (E) Vista da superficie da estrutura
e fibras da ponta do PBCV-1. (F) Ligacao inicial do PBCV-1 a parede celular de uma C. variabilis.
(G) Fixacao do PBCV-1 a parede de algas e digestao da parede no ponto de fixagdo. Isso ocorre
dentro de 1 a 3 minutos ap6s a infeccdo. (H) Os virions se reinem em areas definidas no citoplasma,
denominadas centros de montagem de virus, aproximadamente 4 horas pés-infecgéo. Visualiza-se o
DNA contendo centros escuros e capsideos vazios. (I) Modelo que descreve a montagem de PBCV-

1 em particulas infecciosas, incluindo produgéo de cisternas derivadas de nacleos decorados com
ribossomos (esferas vermelhas), que servem como precursores (azul escuro) para membranas virais
de bicamada unica (azul claro) nos centros de montagem viral. (J) Lise localizada de membrana
plasmatica e parede celular e liberagdo de virus da progénie, aproximadamente 8 horas po6s-infecgéao.

Figura 1 — Células de Chlorella e do chlorovirus Paramecium bursaria chlorella virus (PBCV-1).

Fonte: VAN ETTEN e DUNIGAN (2016).

A andlise da sequéncia de DNA do genoma de 330 kbp do PBCV-1, o protétipo da
familia de virus Phycodnavirus, prevé genes que codificam aproximadamente 366 proteinas
e genes de 11 tRNA. Os produtos genéticos previstos de cerca de 50% desses genes se
assemelham a proteinas de fung¢é@o conhecida, incluindo muitos que sdo completamente
inesperados para um virus. Além disso, os chlorovirus possuem varios recursos e codificam
muitos produtos genéticos que os diferenciam da maioria dos virus (YAMADA, ONIMATSU
e VAN ETTEN, 2006), como algumas proteinas incomuns, que podem influenciar o
funcionamento do cérebro humano, incluindo canais de ions de K+ e aquagliceroporina,
transportadores de potassio e calcio, enzimas metabdlicas de poliamina, uma histona
metiltransferase e inumeras enzimas de agucar, incluindo varios glicosiltransferases
(YOLKEN et al, 2014).

Ao contrério de outros virus contendo glicoproteinas, que usam tradicionalmente o
reticulo endoplasmatico hospedeiro e o complexo de Golgi para sintetizar e transferir os
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glicanos, em uma revisdo mais recente, pesquisadores identificaram que muitos dos genes
do chlorovirus codificam proteinas envolvidas no metabolismo de carboidratos, dentre as
quais, enzimas envolvidas na producdo de polissacarideos extracelulares, como acido
hialurénico e quitina, enzimas que produzem agucares nucleotidicos, como GDP-L-fucose
e GDP-D-ramnose, e enzimas envolvidas na sintese de glicanos ligados as proteinas
principais do capsideo viral (VAN ETTEN et al, 2017).

Acanthocystis turfacea chlorella virus 1 (ATCV-1)

Como outros chlorovirus, o ATCV-1 faz parte da familia Phycodnaviridae, género
Chlorovirus, infectando alga verde unicelular, eucariotica, semelhante a Chlorella heliozoae
e coletivamente séo referidos como virus SAG (VAN ETTEN e DUNIGAN, 2012), sendo
referéncia para o genoma deste grupo (JEANNIARD et al, 2013). O virus Acanthocystis
turfacea chlorella virus (ATCV) infecta algas endossimbidticas de Chlorella, do heliozoon
Acanthocystis turfacea (Figura 2). A analise por microscopia eletronica do ATCV revelou
que o capsideo viral tem uma forma icosaédrica distinta com um diametro de 140-190
nm. Estruturas filamentosas que se estendem de alguns dos vértices do virus, que podem
auxiliar a ligagéo do virus as células do hospedeiro, podem ser observadas na figura 3
(BUBECK e PFITZNER, 2005).

O genoma ATCV-1 de 288.047 pb foi o primeiro a ser sequenciado como infectante
da Chlorella heliozoae. O ATCV-1 contém 329 genes codificadores putativos de proteinas
e 11 codificadores de tRNA. Os genes codificadores de proteinas séo distribuidos quase
uniformemente em ambas as cadeias e 0 espacgo intergénico € minimo. Trinta e quatro
por cento dos produtos genéticos virais se assemelham a entradas nos bancos de dados
publicos, incluindo alguns que sédo inesperados para um virus. A comparagédo dos genes
que codificam a proteina ATCV-1 com o prot6tipo do virus da chlorella PBCV-1 indica que
cerca de 80% dos genes do ATCV-1 estéo presentes no PBCV-1 (FITZGERALD et al, 2007).
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Figura 2 - Acanthocystis turfacea contendo algas simbiéticas de Chlorella.

Fonte: BUBECK e PFITZNER, 2005.

(a) Microscopia de particulas de ATCV-1. (b) Maior ampliagdo mostrando um capsideo bem definido
rodeado por um envelope de membrana. A seta aponta para uma fibra tipo cabelo que se estende de
um vértice da particula.

Figura 3 — Microscopia eletronica do ATCV-1.
Fonte: BUBECK e PFITZNER, 2005.
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CHLOROVIROSES E HUMANOS

Yolken e colaboradores (2014) fizeram o primeiro relato de presenca da sequéncia
do gene de chlorovirus ATCV-1 na orofaringe de seres humanos, o que ndo havia sido
encontrado antes. Encontraram em 42 swabs de garganta de 92 adultos aparentemente
normais. Observaram associacdo significativa entre a presenca de DNA de ATCV-1
orofaringeo e um menor nivel de desempenho no Trail Making Test - Parte A, um teste
de velocidade motora de viséo, bem como a pontuacéo total da Bateria Repetitiva para a
Avaliacdo do Estado Neuropsicologico (RBANS). Dentro do teste RBANS, houve diferenca
estatisticamente significativa entre aqueles que tinham o DNA do ATCV-1 na orofaringe
detectavel e aqueles que nao tinham, ocorrendo nos dominios de atraso de memodria e
atencdo. Estas diferengas foram independentes das co-variaveis: idade, sexo, raga, status
socioecondmico, escolaridade, local de nascimento e do tabagismo atual. Por outro lado,
ndo foram observadas diferencas entre a presenca ou auséncia do DNA do ATCV-1 e as
pontuagdes na Escala de Inteligéncia Wechsler para Adultos, que é um teste geral de
inteligéncia, com subtestes de conhecimentos gerais. Assim, a presenca do DNA do ATCV-
1 foi associada a uma redugcé@o modesta, mas estatisticamente significativa, do desempenho
em certas avaliagdes cognitivas do processamento visual e da velocidade visual motora.

ApO6s identificagdo do chlorovirus ATCV-1 por sequenciamento metagenémico em
amostras orofaringeas de 33 adultos em um estudo cognitivo, Yolken e colaboradores (2014),
desenvolveram qPCR com uma sonda marcada com fluorescéncia (Tagman®), permitindo
que amostras orofaringeas de mais individuos fossem testadas para DNA do ATCV-1,
baseando-se em primers dirigidos ao gene z100l do ATCV-1. Desta maneira, encontraram
sensibilidade para o ensaio de aproximadamente 10 copias de DNA alvo, com base em
curvas padrao geradas a partir do DNA de ATCV-1 purificado. Com isso, detectaram o DNA
de ATCV-1 em 10 individuos com pelo menos duas sequéncias de leituras homologas ao
ATCV-1 e em 12 de 14 individuos que tinham uma sequéncia lida com homologia aoc ATCV-
1, dos individuos identificados por sequenciamento metagendmico. Mostraram ainda, que o
ensaio Tagman® foi negativo quando testado com DNA humano, com extratos de solugbes
tampdo e com o DNA extraido do hospedeiro ATCV-1 Chlorella heliozoae ou com DNA
de dois outros chlorovirus, PBCV-1 e CVM-1, e seus hospedeiros Chlorella variabilis e
Micractinium conductrix, respectivamente.

Em modelo animal, Yolken e colaboradores (2014) também encontraram alteragao
cognitiva e comportamental em camundongos C57BL/6, 6 semanas ap6s gavagem oral
com alga Chlorella heliozoae infectada com o ATCV-1. Houve evidéncia de uma resposta
imune ao ATCV-1 em cerca de 35% dos camundongos expostos ao ATCV-1, quando
medido 6 meses ap6s uma unica exposicdo (anticorpos IgG). Assim, a sorologia e os
dados de expressao de genes implicaram resposta imune ao ACTV-1 como um mecanismo
para os déficits cognitivos. Os autores concluiram que a ativagdo imunoldgica produziu a

Medicina: Ciéncias da saude e pesquisa interdisciplinar 5 Capitulo 4 “



secrecao de citocinas pro-inflamatoérias que afetaram o funcionamento neuronal, levando
a anormalidades comportamentais. A exposicdo de camundongos ao ATCV-1 também
resultou em alteragbes na expressado génica no hipocampo apds 22 semanas, revelando
que 1300 genes foram regulados para cima ou para baixo, como a via do gene Cdk5, que é
a via central para aprendizagem e formagao da meméria (SHAH et al, 2014).

Petro e colaboradores (2015) observaram que linhagens de macréfagos murinos
RAW264.7, expostos ao chlorovirus ATCV-1, absorveram o virus, mantiveram-no e,
possivelmente, replicaram suas unidades infecciosas. As respostas incluiram: apoptose,
alteracbes morfolégicas e producdo de fatores inflamatérios, incluindo fatores que
contribuem para as imunopatologias. Alguns desses fatores inflamatérios produzidos
pelos macréfagos incluem IL-6, NO e IFN-y e contribuem para alteragdes cognitivas e
comportamentais durante a infec¢do pelo ATCV-1. Além disso, a exposicdo de mamiferos
ao chlorovirus pode contribuir para respostas inflamatérias crénicas dos macréfagos.

Existem inUmeros estudos que apontam para a elevagdo da expresséo de IL-6
durante a infeccdo do SNC como causa de comprometimento da meméria em humanos e
em modelos animais (BALSCHUN et al., 2004; BRAIDA et al., 2004; HAMDAN!I et al., 2015).
Nesse contexto, resultados publicados por Petro e colaboradores (2016) confirmaram que
a infecc¢do direta de camundongos com o virus ATCV-1 livre resulta em efeitos cognitivos
e comportamentais de longa duragdo. Ha evidéncias de que o ATCV-1 persiste no
cérebro apds sua infecgcdo, sendo capaz de sustentar uma expresséo elevada de fatores
inflamatorios. A inflamagéo crénica associada a persisténcia do ATCV-1 no cérebro parece
contribuir para o prejuizo da neurogénese e diminui¢éo, por exemplo, da sociabilidade, em
testes com modelos de camundongos. Portanto, é possivel que a indugdo aguda da IL-6
induzida por ATCV-1 também tenha contribuido para os comprometimentos de memoria
nestes testes, pois ha uma elevagdo aguda, mas nao cronica, na expresséo de IL-6. Os
fatores que afetam a atividade dos macrofagos, o IFN-y e produtos de macréfagos, tais
como iINOS e CD11b, exibem expressdo aumentada e sustentada durante a infecgédo
crbnica pelo ATCV-1.

Considerando-se a distribuicdo mundial dos chlorovirus, inclusive com identificagdo
deste virus na cidade de Porto Alegre (RS, Brasil) (YAMADA et al, 1993), Oliveira e
colaboradores (2018, dados n&o publicados) objetivaram investigar a sua presenca na
mucosa da orofaringe de adultos residentes na cidade de Santa Maria, localizada na regido
central do estado do Rio Grande do Sul, regido sul do Brasil. Para deteccdo do ATCV-1,
utilizaram o qPCR por método de SYBR Green®, objetivando o alvo Z100I deste virus,
padronizado por Yolken e colaboradores (2014), e utilizando, como controle interno de
reacado, a pesquisa da beta-globina. No entanto, ndo encontraram sinais de detecc¢éo viral
por este método nas 76 amostras estudadas. As principais limitacdes identificadas neste
estudo foram a néo realizag@o de testes imunoldgicos para verificagdo de soroconversao

e presencga de anticorpos em individuos que poderiam estar expostos ao virus, mas com
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carga viral indetectavel; a dificuldade de comparacdo das metodologias de gPCR, uma
vez que Yolken e colaboradores (2014) padronizaram a gPCR por sonda de Tagman®, a
auséncia de estudos ecoldgicos com identificagcdo do hospedeiro natural do ATCV-1 ou do
préprio clorovirus ATCV-1 em nosso meio.

Embora a presenca do ATCV-1 na orofaringe humana tenha sido refutada por alguns
autores, com base em uma investigacdo de 289 amostras humanas, pela hipétese de ser
originaria de uma contaminagéo laboratorial (KJARTANSDOTTIR et al, 2015), Yolken
e colaboradores (2015), justificaram que a presenca do ATCV-1 nas suas amostras foi
confirmada por dois métodos, sequenciamento metagendémico e PCR, além de nédo terem
sido utilizados os reagentes de processamento de DNase ou RNA listados por Kjartansdottir e
colaboradores (2015). Uma contaminagdo também néo explica as variagdes nos resultados
dos testes cognitivos. Ainda, a plausibilidade biol6gica da colonizagao humana com ATCV-1
e a associagcdo com pequenas alteragdes no comportamento cognitivo foram suportadas
pelos experimentos em modelos animais. Por fim, relatam que nenhuma das amostras de
plasma da populagéo estudada mostrou-se positiva para o DNA do ATCV-1.

Em um caso de transplante de microbiota fecal, reportado na literatura, uma opgao
terapéutica emergente para infecgbes por Clostridium difficile que séo refratarias ao
tratamento convencional, também inesperadamente, o paciente apresentou sequéncias
do chlorovirus Paramecium bursaria chlorella virus 1 (PBCV-1), que ainda n&do tinham
sido relatadas no microbioma intestinal humano. Os chlorovirus ndo foram associados a
doencas intestinais neste caso, assim como foram as alteragdes cognitivas na orofaringe.
Em suma, os achados deste trabalho sugerem que o viroma é um importante indicador de
saude ou doenca (BROECKER, KLUMPP e MOELLING, 2016).

CONSIDERAGCOES FINAIS

Ainda sé@o necessarios mais estudos para elucidar a relagdo do ATCV-1 com seres
humanos e seus potenciais riscos, principalmente a sua forma de aquisicdo. Outros
hospedeiros para o virus, além da alga chlorella, ainda sdo desconhecidos.

A identificagdo de microrganismos no microbioma humano, como o ATCV-1,
particularmente no viroma humano, sendo responsavel por alteracbes imunolégicas
e genéticas a distancia, pode levar o ser humano a encontrar respostas ainda nao
esclarecidas de diversos mecanismos patoldgicos no processo saude-doenca, que podem
ter sua evolucdo alterada, melhorada ou piorada por esses agentes virais ainda pouco
conhecidos. Enfim, pode direcionar o ser humano a uma medicina de maior preciséo, ao

considerar o viroma envolvido em todos os processos fisiologicos e ou patolégicos.
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