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Resumo

Os calicivirus humanos sdo os principais causadores de gastroenterites no mundo,
atualmente. No entanto, por ndo possuirem ainda um sistema de replicacdo viral in vitro,
diferentes abordagens sdo desenvolvidas para que se possa obter maiores informagdes a
cerca da biologia desses virus. A andlise ambiental tem demonstrado que assim como os
demais virus entéricos, as particulas dos calicivirus humanos sdo resistentes e sdo
passiveis de serem detectados a partir de metodologias como RT-PCR em diferentes
amostras. No Capitulo 1 desta tese utilizou-se a tecnologia de Next Generation
Sequencing para a avaliagdo da populagdo viral encontrada em um esgoto urbano
coletado na Estacdo de Tratamento de Esgoto Norte, Brasilia, DF, Brasil, com intuito de
se determinar quais possiveis virus humanos estariam circulando na populagao do Distrito
Federal. Além de virus humanos, foram encontrados virus animais, vegetais e de insetos
nas amostras analisadas. No entanto apenas os virus com hit para entéricos causadores de
doenga humana tiveram seu genoma completo montado. Dentre os achados pelo menos
trés genotipos de sapovirus foram encontrados, assim como o novo genotipo epidémico
de norovirus GII.17 e, um virus novo descrito como astrovirus-tipo, o bastrovirus. No
Capitulo II seis diferentes genotipos de norovirus pouco detectados foram utilizados para
expressar o dominio protuberante (P) do capsideo, com intuito de se comparar e
compreender possiveis mudangas estruturais e nucleotidicas em relagdo ao gendtipo mais
prevalente (GIL.4). Como resultados as estruturas cristalizadas de dominio P de norovirus
GII.21, GIL.22 e GII.22 ligada a fucose, que ¢ um aglcar precursor na diferenciagdo de
HBGA (histo-blood group antigens) foram resolvidas. Por fim, no Capitulo III, um clone
contendo o cDNA referente ao genoma do sapovirus BRO1 foi construido. O uso de
microscopia confocal a laser e citometria de fluxo confirmaram a funcionalidade do clone
pela positividade de reacdo entre as células transfectadas e o anticorpo anti-P2
(subdominio de VP1). Futuros experimentos poderdo validar o uso desse clone como
ferramenta para genética reversa.

Palavras-chave: Calicivirus humanos, deteccdo em agua de esgoto, expressao de proteinas
virais, cristalografia, clone infeccioso, genética reversa



Abstract

Human caliciviruses are the main cause of gastroenteritis in the world today. However,
because they do not have a viral multiplication system in cell culture, different
approaches are developed so that more information can be obtained about the biology of
these viruses. Environmental analysis has shown that, like other enteric viruses, human
calicivirus particles are resistant and can be identified from methodologies such as RT-
PCR in water or food samples. In Chapter I of this thesis was used the Next Generation
Sequencing technology to evaluate the viral population found in an urban sewage
collected in the North Waste Water Treatment, Brasilia, DF, Brazil, in order to determine
which possible human viruses would be circulating in the population of the Federal
District. In addition to human viruses, animal, plant and insect viruses were found in the
samples analyzed. However only the hit viruses for enteric-causing human disease had
their complete genome assembled. Among the findings, at least three sapovirus genotypes
were found, as well as the novel genotype of norovirus GII.17 and, a novel virus
described as astrovirus-type, bastrovirus. In Chapter II, six different genotypes of
undetected norovirus were used to express the protruding (P) capsid domain, in order to
compare and understand possible structural and nucleotid changes in relation to the most
prevalent genotype (GIL.4). As results the crystallized P domain structures of norovirus
GIL.21, GII.22 and GIL.22 linked to fucose, which is a precursor sugar in the
differentiation of HBGA (histo-blood group antigens) were resolved. Finally, in Chapter
111, a clone containing the cDNA for the genome of sapovirus BRO1 was constructed. The
use of laser confocal microscopy and flow cytometry confirmed the functionality of the
clone by the reactivity positivity between the transfected cells and the anti-P2 antibody
(subdomain of VP1). Future experiments could validate the use of this clone as a tool for
reverse genetics.

Key words: Human calicivirus, sewage detection, viral protein expression,
crystallography, infectious clone, reverse genetics

xrii



Sumario

Lista de Figuras
Resumo
Abstract
1. Introducao
1.1 Calicivirus
1.2 Norovirus
1.2.1 Morfologia e Genoma
1.2.2 Classificacao
1.3 Sapovirus
1.3.1 Morfologia e Genoma
1.3.2 Classificacao
2.Justificativa
3.0bjetivos

Capitulo I - Deteccdo de virus causadores de gastroenterites em
agua de esgoto nao tratada no Distrito Federal
1. Nota de apresentacio do capitulo

2. Introducao
Artigo I
Artigo 11
Capitulo II - Biologia Estrutural dos Calicivirus Humanos
1. Nota de apresentacio do capitulo
2. Introducao
3. Material e Métodos
3.1 Material utilizado nesse estudo
3.2 Clonagem
3.3 Expressao de proteinas
3.4 Purificacao
3.5 Cristalizacao
3.6 Coleta e Processamento de Dados
4. Resultados

4.1 Norovirus

VI
VI
10
12
15
17
18
18
19
20
21
22
23

23
23
26
48
51
51
51
56
56
56
57
58
58
60
61
61



4.1.1 Alinhamento de aminoacidos referente ao capsideo de
norovirus GII
4.1.2 Expressao e Purificacao de proteina

4.1.3 Cristalizacao
4.1.4 Estruturas
5. Discussao

Capitulo III - Desenvolvimento de ferramentas basicas
aplicadas ao estudo de genética reversa de sapovirus humanos
1. Introducgao

2. Material e Métodos
2.1 Clonagem
2.2 Construcao do clone infeccioso
2.4 Transfeccao celular
2.5 Ensaio de Imunomarcacao
2.6 Citometria de Fluxo
3. Resultados
4. Discussao
5. CONCLUSAO GERAL
6. Perspectivas Futuras

7. Referéncias Bibliograficas

62
63
66
70
72

72
77
77
77
80
81
82
83
91
94
97
98



1. Introduciao

O estudo da virologia humana vem sendo realizado h4a pelo menos oito
décadas desde a identificagdo dos virus no universo microbiano (1). A compreensao
da morfologia das particulas virais, suas formas de invasdo e evasdo celular bem
como o estudo de seus ciclos replicativos tém sido o objeto de trabalho de iniumeros
pesquisadores ao redor do mundo. Todos esses esforcos buscam, sobretudo, gerar
conhecimento bésico e aplicado para prevencdo e cura de possiveis patologias
causadas pelos virus.

Apesar de existirem inimeros virus descritos na literatura apenas alguns foram
descritos como de infectar e causar danos nos humanos. No entanto, sabe-se que
algumas doencas humanas mais devastadores sdo ocasionadas por infecgdes virais,
como por exemplo, influenza, sarampo, febre amarela, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e mais recentemente a epidemia de microcefalia em neonatos
causadas pelo Zika virus (1, 2). Além disso estima-se que os virus sejam associados a
pelo menos 20% dos casos de cancer e mortes de milhares de criangas acometidas por
infec¢des virais nos tratos respiratorio e intestinal (1).

Nesse contexto, encontram-se os virus causadores de gastroenterites agudas
(GEA), que, assim como estirpes do virus influenza, causam um elevado indice de
morbimortalidade, especialmente em individuos menores de cinco anos, idosos e
imunocomprometidos (3). Estima-se que cada individuo apresente pelo menos um
episodio de diarreia por ano. Somente nos Estados Unidos da América, por exemplo,
ha registros anuais de 21 milhdes de individuos acometidos por essa patologia (Centro
de Controle e Prevencdo de Doengas, EUA) (https://www.cdc.gov/norovirus/trends-
outbreaks.htmL).

A diarreia tem por definicdo um aumento no nimero de evacuagdes, com
fezes aquosas ou de pouca consisténcia, podendo apresentar, em alguns casos, muco
ou sangue. E causada por diferentes agentes etiologicos (virus, bactérias ou
protozoarios) sendo em sua maioria autolimitada (com duracdo entre 2 a 14 dias)
podendo apresentar grande perda de fluidos associada diretamente a desidratagdo. A
maioria dos casos sdo considerados brandos, no entanto, em crian¢as menores de 5
anos, devido ao seu metabolismo acelerado e menor capacidade de armazenamento de
agua quando comparadas a jovens e adultos, a possibilidade de desidrata¢do por perda

de fluidos ¢ mais acentuada (3).
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De acordo com dados apresentados pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude)
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs330/en/) e UNICEF (Fundagdo das
Nagdes Unidas para a Infancia) (https://data.unicef.org/topic/child-health/diarrhoeal-
disease/) cerca de 9 milhdes de criangas menores de 5 anos morrem a cada ano, sendo
doengas diarreicas a segunda principal causa destes Obitos, abaixo apenas dos
ocasionados por pneumonia. Estima-se que 1 a cada 5 criangas menores de 5 anos
venham a dbito por doencgas diarreicas. De acordo com estes dados, isso significa que
o 6bito infantil por doengas diarreicas € maior do que o somatdrio de obitos por HIV,

malaria e sarampo (Fig. 1).

& Causas Neonatal
4% 13%
& Pneumonia
2%
37% Diarreia
4%
& Maldria

7% Sarampo
AIDS
16% Ferimentos

Outras

Figura 4 Distribuigdo proporcional de causa de morte entre criangas menores de 5 anos. Nesse grafico observa-se
que 17% e 16% das mortes entre criangas menores de cinco anos sdo causadas por pneumonia e diarreia,
respectivamente. 13% sdo denominadas como outras. 7% sdo causadas por malaria. 4% por sarampo e 4% por
ferimentos/acidentes. 2% por AIDS. As causas neonatais somam 37% e sdo variaveis. (Adaptado de Organizagio
Mundial de Saude, Estimativas do encargo global de doengas, 2004).

Dados estatisticos mostram comprovam que 88% das mortes por doencas
diarreicas podem ser relacionadas a agua ndo tratada bem como a condi¢des de
saneamento e processos de higieniza¢do inadequados. A higieniza¢do adequada das
maos apenas com sabdo pode reduzir em até 40% a incidéncia dessa doenca (3).

Os principais virus causadores de gastroenterites agudas sdo os rotavirus
(Reoviridae), norovirus e sapovirus (Caliciviridae), astrovirus (Astroviridae) e
adenovirus (Adenoviridae) (Fig. 2). No entanto, com o desenvolvimento e aplicacao
da vacina contra os rotavirus, os calicivirus humanos tém sido os principais
causadores de GEA virais no mundo (Centro de Controle e Prevencdo de Doengas,
EUA)  (https://www.cdc.gov/norovirus/trends-outbreaks.html).  Entretanto, em
diversos paises, assim como no Brasil, ainda ndo existe um sistema de vigilancia

eficaz para detec¢do e controle desses virus na populagdo. Um estudo realizado no

11



ano de 2014 demonstrou a diversidade genotipica dos calicivirus humanos
encontrados em todo pais (4). Os dados apresentados nesse estudo corroboram as

estatisticas mundiais de prevaléncia e incidéncia desses virus.

Icosaédrico

E——
I 1

RNA DNA

e *ﬁ
I T 1
dsDNA
dsRNA (+) ssRNA (+) ssRNA .

linear

Reoviridae Caliciviridae Astroviridae ’Adenoviridae
60 -80 nm 35-40 nm 28-35 nm 70-90 nm

I— 22-27 kb I— 8 kb I— 7-8 kb I— 36-38 kb

4 : R 3 s |
i o . ke
Figura 5 Esquema dos principais virus causadores de gastroenterites. Esse fluxograma ilustras as principais
caracteristicas de cada familia. Além de causarem doengas diarreicas, estes virus possuem arranjo icosaédrico de

seus capsideos. No entanto apenas os calicivirus e astrovirus conservam algumas similaridades como, um genoma
ndo segmentado com RNA fita simples e particula viral de até 40 nm.

1.1 Calicivirus

A familia Caliciviridae é atualmente dividida em cinco géneros: Norovirus,
Sapovirus, Lagovirus, Vesivirus e Nebovirus (Fig.3), com pelo menos seis outros

géneros em andlise para inclusdo (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp). E

descrito na literatura que a histéria natural desses virus pode ser datada desde 1932 a
partir de infec¢des descritas em mamiferos aquaticos como, ledes marinhos e focas. O
primeiro calicivirus a infectar suinos, Vesicular exanthema of swine virus (VESV),
espécie tipo do género Vesivirus, surgiu apds a alimentagdo de suinos a partir de carne
oriunda de animais marinhos contaminados com calicivirus. Apesar de ndo ser
relatado desde 1959, o VESV permanece como um virus de importancia para saude
publica devido a semelhanca de seus sintomas com os ocasionados pelo enterovirus

Coxsackie causador da doenca das maos-pés e boca (5, 6).

1?2



Norovirus

Lagovirus

Sapovirus Nebovirus

Vesivirus

Figura 6 Relacdes filogenéticas entre os membros da familia Caliciviridae. Os norovirus sdao destacados em
vermelho, lagovirus em azul claro, nebovirus em amarelo, vesivirus em verde e sapovirus em azul. (Adaptado de
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-rna-viruses-
2011/w/posrna_viruses/254/caliciviridae-figures).

Os primeiros calicivirus foram inicialmente classificados dentro da familia
Picornaviridae devido a similaridade morfologica entre seus membros e,
principalmente, a elevada identidade de suas proteinas 3C-like protease (7). Somente
em 1979 o ICTV (Comité Internacional de Taxonomia de Virus) aprovou a criagdo da
familia Caliciviridae. A atual classificagdo em cinco géneros foi aprovada pelo ICTV
em 2012 e baseia-se em andlises estruturais e filogenéticas, considerando
principalmente a sequéncia referente ao gene do capsideo.

Dentre os géneros atualmente descritos apenas Norovirus e Sapovirus
infectam humanos. Estes ainda sdo encontrados em animais suinos, bovinos, caninos,
entre outros (8). Os Vesivirus sdo representados por duas espécies, a espécie-tipo
Vesicular exanthema of swine virus (VESV), e a espécie Feline calicivirus (FCV),
que sdao responsaveis por infeccdes em felinos selvagens e domésticos e sdo
associados a diferentes patologias como doengas respiratorias, estomatite aguda e
cronica, artrite aguda e febre hemorragica, também conhecida como doenca sistémica
virulenta associada a FCV (9). Os Lagovirus sio representados, principalmente, pelos
virus causadores da febre hemorragica de coelhos, espécie tipo Rabbit hemorragic
disease virus (RHDV). A patologia é descrita como necrose e hemorragia hepaticas,

renais e pulmonares. Estima-se que o animal venha a 6bito trés dias depois do inicio
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da infeccdo (10). Por fim, o género Nebovirus, espécie Newbury-1 virus, foi o tltimo
aprovado pelo ICTV. Embora inicialmente classificado como uma norovirose em
bovinos, andlises filogenéticas corroboraram para a distingdo entre os virus
pertencentes a esse género € o genogrupo de norovirus responsavel por causar diarreia
aguda em bovinos, especialmente em bezerros (11).

A familia Caliciviridae ¢ formada por virus esféricos, ndo envelopados, com
um didmetro entre 27 e 45nm. O capsideo ¢ formado por uma tUnica proteina, VP1,
(para norovirus ja se constatou a presenca de VP2 como parte do capsideo (12), e
exibe uma simetria icosaédrica composta por 180 unidades organizadas em 90
dimeros oriundos de dois dominios: o dominio S (do inglés skell), que envolve o
RNA genomico, e, o dominio P (do inglés protruding), ainda dividido em dois
subdominios, P1 e P2 (13). Seu RNA genomico ¢ de fita simples, senso positivo,
poliadenilado no terminal 3’ e de tamanho entre 7300 a 8500 pares de bases. Em geral
o genoma apresenta duas ou trés fases de leitura aberta (ORF do inglés open reading
frame). No terminal 5° o RNA apresenta um proteina viral associada ao genoma
(VPg) e sua ORF1 compde uma poliproteina, que codifica sete proteinas nao
estruturais e ¢ clivada apos traducdo da protease viral 3C-like (7). A proteina VPI ¢
codificada pela ORF2 e traduzida a partir de um RNA mensageiro subgenomico. As
diferencas encontradas entre os genomas de cada género sdo apresentadas na Figura 4,
com a ressalva de que os norovirus que infectam murinos apresentam uma ORF4 que
codifica uma proteina de fator de viruléncia (VF1) (14) e pelo menos dois genogrupos

de sapovirus apresentam uma ORF3 de funcdo ainda desconhecida.
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Figura 4 Esquema representando os genomas dos cinco diferentes géneros membros da familia Caliciviridae. A
regido de ORF1 para os sapovirus, lagovirus e nebovirus codifica sete proteinas ndo estruturais e a proteina do
capsideo, enquanto que para vesivirus e norovirus, o a proteina do capsideo ¢ codificada pela ORF2. Entre as
proteinas ndo estruturais sdo reconhecidos os dominios de helicase (NS3), proteina viral ligada ao genoma (VPG)
(NS5), protease (NS6) e RNA polimerase dependente de RNA (NS7). Para os norovirus sabe-se que a ORF2
codifica o gene de uma proteina estrutural menor envolvida na estabilidade de VP1, enquanto que a ORF4 codifica

o gene de fator de viruléncia que foi descrito apenas para os norovirus murino. A presenga de uma possivel ORF3
sem fungdo descrita foi observada em alguns genogrupos do género Sapovirus.

A importancia das doengas associadas a infec¢des causadas por calicivirus em
seres humanos ¢ o recente surgimento de novos gé€neros, genogrupos ¢ genotipos
resultaram em um maior investimento nas pesquisas que buscam compreender para a

biologia desses virus.

1.2 Norovirus

Os norovirus foram observados pela primeira vez em 1968, na cidade de
Norwalk, Ohio, EUA, durante um surto de gastroenterite aguda envolvendo criancas e
adultos com auséncia de bactérias nas amostras coletadas (15). Em 1972 apdés um
estudo com voluntdrios, Kapikian e colaboradores identificaram em amostras
imunomarcadas uma particula de 27 nm de didmetro por meio de microscopia
eletronica de amostras imunomarcadas (15).

Em 1982, ap6s um estudo comparando diferentes surtos de norovirus
ocorridos desde sua identificagdo, foi concluido que quatro importantes critérios

estavam presentes em todos os estudos epidemiologicos, os “Critérios de Kaplan”,
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atualmente, esses critérios sdo meramente ilustrativos € ndo sdo utilizados no

diagnéstico (16):
1. Ocorréncia de vomito em mais da metade dos pacientes acometidos;
2. Periodo de incubagao entre 24 ¢ 48 horas;
3. Periodo de duracdo de sintomas entre 12 e 60 horas e;
4. Auséncia de bactérias nas amostras fecais.

Em 1993, a primeira sequéncia da espécie-tipo Norwalk virus foi clonada (17),
0 que proporcionou inumeros estudos moleculares e estruturais. A expressdo da
proteina do capsideo em células de inseto por meio de baculovirus recombinante
demonstrou a geracdo de particulas semelhantes a virus (do inglés virus like particles
VLP), apresentando tamanho e morfologia similares, e em alguns casos podendo
induzir respostas imunoldgicas (18, 19). A partir desses estudos foi possivel se obter
informagdes como a estrutura cristalografica do capsideo (20).

Nos anos 2000 diferentes abordagens foram descritas para uma melhor
compreensdo dos norovirus humanos e houve um importante avanco quando o
norovirus murino foi identificado pela primeira vez (21), logo em seguida
proporcionando a primeira descri¢do de replicagdo de norovirus em cultura de célula
(22). Em 2004 um grupo holandés se propds a avaliar mais de 20 linhagens celulares
entre elas HEK 293T, Caco-2 e Vero. Contudo, eles concluiram que apesar de
algumas linhagens permanecerem positivas para norovirus mesmo apds a quinta
passagem ndo eram observados efeitos citopaticos ou formacdo de novas particulas
virais nestas culturas (23). Em seguida foi demonstrada a replicacdo de RNA viral
transcrito sob o comando de um promotor T7 em células HEK-293T ¢ BHK (24),
assim como o uso de RNA extraido de fezes mostrou-se infeccioso em cultura de
células Huh-7 (25).

Os achados mais recentes incluem o desenvolvimento do primeiro sistema de
genética reversa para norovirus humanos e dois novos sistemas de cultivo celular. A
expressao e formagdo de progénie viral de um norovirus GII.3 sob o comando de um
promotor EF-1a (fator de elongagdo) foi obtida sem o auxilio de um virus ajudante na
célula transfectada. Além disso a inser¢do de proteina verde fluorescente (GFP) na
constru¢do permitiu a observacdo de RNA encapsidado em células transfectadas

observadas por microscopia confocal (26).
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Sabe-se que norovirus murino ¢ replicado com alta eficiéncia em células
macrofagicas e seguindo esse padrao, em 2014, foi estabelecido um sistema de cultura
humana de células linfoides B onde a presenca de enterobactérias que expressam
antigenos do sistema sanguineo (do inglés histo blood group antigens HBGA)
estimulou a infectividade de norovirus GII.4 presentes em amostra fecal nao filtrada
(27). Esse importante avango, no entanto, ndo descartou a possibilidade de que os
norovirus possuem tropismo por células que compde o epitélio intestinal. Dessa forma
foi demonstrada, em 2016, a replicagdo de norovirus GII.4 em um sistema onde
células tronco sdo isoladas das criptas intestinais e estimuladas a se diferenciarem em
um complexo multicelular denominado enterdides intestinais humanos (do inglés

human intestinal enteroids HIEs) (28, 29).

1.2.1 Morfologia e genoma

Assim como os demais calicivirus, os norovirus apresentam morfologia
esférica, didmetro entre 29-32nm, simetria icosaédrica T=3, presenca de um dominio
mais enterrado, “concha” (S) (do inglés shell), que envolve o RNA gendmico e, um
dominio mais exposto, protuberancia (P) (do inglés protrude), que se subdivide em
P1, por¢do intermedidria, e P2, regido mais exposta e com maior variagdo nucleotidica
(20).

O genoma ¢ de fita simples de RNA, senso positivo, de 7,5kb e codifica trés
ORFs (do inglés open reading frames), no caso de norovirus murino ¢ ainda
encontrada uma quarta ORF (ORF4) (14). A ORF1 codifica sete proteinas nao
estruturais, entre elas a RNA polimerase RNA-dependente (NS7), a ORF2 codifica a
proteina do capsideo e a ORF3 uma proteina estrutural menor, essas duas tltimas sdo
traduzidas a partir de um RNA subgenomico. A ORF4 foi descrita como responsavel
pela codificagdo de uma proteina antagonista de imunidade inata denominada Fator de

Viruléncia 1 (VF1) (14).
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1.2.2 Classificagao

Os norovirus sdo classificados em sete genogrupos (GI — GVII) e mais de 40
genoétipos. As infecgdes em humanos em geral sdo causadas por GI, GII, GIV, com
excecdo de GII.11, GII.18, GII.19 que infectam suinos e GIV.2 que infectam espécies
caninas. GIII infectam vacas e ovelhas, GV infectam ratos e camundongos e, GVI e
GVII infectam caninos (21, 30, 31). O norovirus GII.4 ¢ atualmente o gendtipo com
maior prevaléncia mundial ainda que GII.17 tenha sido detectado mundialmente no
ano de 2015 (8, 32).

A classificacdo em genogrupos e genotipos ¢ primordialmente baseada em
parte da sequéncia do capsideo e, ainda, em alguns casos, h4 a classificagdo a partir de
regides conservadas da polimerase (8, 33). A auséncia de um consenso dificulta a
acuracia classificatoria, principalmente a luz de diversos estudos que demonstraram a
ocorréncia de recombinagdo entre isolados virais, especialmente na regido do genoma
da jun¢do entre a RNA polimerase RNA-dependente e a sequéncia do gene do
capsideo viral (34). E importante ressaltar que a sequéncia de aminoacidos completa

do capsideo pode ser a melhor opgao para resolver a diversidade dos norovirus.

1.3 Sapovirus

Sapporo virus ¢ a espécie-tipo do género Sapovirus. A primeira descri¢ao de
sapovirus humanos foi realizada em 1977 em Sapporo, Japdo (35). Particulas
pequenas e arredondadas foram observados por microscopia eletronica apoés um surto
de gastroenterite aguda em um orfanato da regido (35). Criangas menores de cinco
anos apresentaram diarreia e amostras fecais foram coletadas e analisadas para
diagnéstico (35). Em 1980 Saif e colaboradores (36) descreveram por meio de
microscopia eletronica de transmissdo virus que apresentavam estruturas semelhantes
a um calice em sua superficie, oriundos de amostras fecais de leitdes com sintomas
diarreicos (37). Atualmente, sapovirus foram também identificados em amostras
fecais de visom, caes, morcegos e chimpanzés (37-40).

Sintomas diarreicos nem sempre estio presentes em animais ¢ humanos. E
possivel encontrar na literatura estudos que demonstraram que individuos

assintomaticos apresentavam elevada carga viral em suas amostras fecais (41). Sabe-
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se no entanto, que em indmeros casos embora os individuos apresentem
sintomatologia, poucos sdo aqueles que procuram assisténcia médica e a rota de
infec¢do entre os animais ainda ¢ pouco compreendida.

Recentemente, sapovirus humanos foram reportados em frutos do mar e em
corpos d’adgua como rios e redes de tratamento de agua ao redor do mundo. Além
disso, houve um aumento no nimero de casos de gastroenterites agudas causadas por
sapovirus em adultos, embora esses virus acometam em sua maioria criangas menores
de cinco anos (8, 42-44).

Até o presente momento apenas o sapovirus suino (PSaV Cowden) possui
sistema de genética reversa descrito (45), onde foi revelada a necessidade do uso de
acidos biliares para infec¢@o celular e propagagdo viral, os estudos demonstraram que
estes acidos estariam associados a uma redu¢do no transdutor e ativador de sinal da
via de sinalizagdo mediada pela transcricdo (STAT-1) (46). Além disse um estudo
recente demonstrou que o fator de iniciacdo eucaridtico 4A (eIF4A) ¢ necessario para
o afrouxamento da regido 5 UTR (ndo traduzida) do RNA para facilitar a traducao

viral (47, 48).

1.3.1 Morfologia e genoma

Sapovirus sdo descritos como virus de morfologia esférica com didmetro entre
30-45 nm. Apresentam as mesmas caracteristicas icosaédricas descritas para
calicivirus (7). O dominio P subdivide-se em P1 (mais interno) e P2 (mais externo —
por¢do globular) (13, 49). Assim como para os demais calicivirus, o dominio S ¢
descrito como a por¢do mais interna da estrutura do capsideo envolvendo o RNA
gendmico. O dominio P ¢é responsavel pela composi¢ao dos calices que, observados
ao microscopio eletronico, conferem a particula uma morfologia comumente descrita
como “estrela-de-Davi” (35).

O genoma dos sapovirus ¢ linear, senso positivo, fita simples de RNA com
aproximadamente 7500 pares de base, apresenta VPg em seu terminal 5° e cauda de
poli-A no terminal 3°. E um genoma nio segmentado apresentando de duas a trés
ORFs (50). A ORF1 codifica uma poliproteina viral que contém regides de

aminoacidos conservadas para sete proteinas ndo estruturais: NS1; NTPase
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481GOOGIGKT#88, VPg 942KGKTK%46 e 9%4DEYDE?%8, protease 116°GDCG!172, RNA
polimerase RNA dependente 1504GLPSG1508 e 1552 YGDD1555, e a proteina do
capsideo 1856PPG1858 (7). O papel da ORF2 e da ORF3 ainda nao foi claramente
elucidado, mas se comparado aos norovirus, a ORF2 pode codificar uma proteina
estrutural menor (VP2) e, a ORF3 pode codificar uma proteina funcional, uma vez
que sua sequéncia apresenta uma regido conservada para tradugdo no terminal 5’

GCAAUGG (51, 52).

1.3.2 Classificagdo

No ano de 2010, o Comité Cientifico Internacional de Calicivirus propos que a
classificagdo dos sapovirus fosse realizada a partir da analise da sequéncia completa
referente ao capsideo viral (33).

A partir deste critério, sabe-se que os sapovirus podem ser classificados em 5
genogrupos (GI-GV), com a proposta de nove novos genogrupos (GVI-GXIV)
(Tabela 1) e que os sapovirus humanos podem ser ainda sub-classificados em pelo
menos 16 genotipos (33, 53). Os genogrupos que infectam humanos sao GI, GII, GIV
e GV, enquanto GIII, GV, GVI, GVII, GVIII, GIX, GX e GXI infectam suinos. Como
mencionado anteriormente, sapovirus foram detectados em outros mamiferos que
também fazem parte desta classificacdo. GXII infectam visom, GXIII infectam caes e
GIV infectam morcegos. Assim como GV primariamente infecta humanos e so
recentemente foi encontrado em suinos, sapovirus pertencentes ao GI foram

encontrados em fezes de chimpanzés (40).

Tabela 1 Classificag¢do de Sapovirus baseada na sequéncia de nucleotideos completa do capsideo.

Genogrupo Numero de Genétipos Hospedeiro
I 7 Humano / Chimpanzé
I1 7 Humano
I 1 Suino
1\ 1 Humano
\ 1 Humano / Suino
VI - Suino

VIl - Suino
VIII - Suino

IX - Suino

X - Suino

XI - Suino
XII - Visom
XIII - Canino
XIV - Morcego
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2. Justificativa

Anualmente, milhdes de individuos sdo acometidos por doengas diarreicas no
mundo inteiro. Dentre estes, estima-se que pelo menos uma centena de milhar venha a
Obito. Apesar de uma diversidade de microrganismos estarem associados a essa
patologia sabe-se que em paises desenvolvidos a principal causa ¢ viral.

Até o presente momento, 0s rotavirus e os norovirus sdo os principais agentes
virais causadores de gastrenterites agudas no mundo, sendo o norovirus o principal
agente etioldgico viral em localidades onde a vacina contra rotavirus ¢ distribuida. No
entanto, alguns estudos demonstraram, na América Central, em lugares como
Nicaragua e Porto Rico, um aumento na incidéncia da sapovirus em criangas menores
de dois anos.

A auséncia de um programa nacional de detec¢do de calicivirus humanos
justifica o uso de novas tecnologias e abordagens para geracdo de dados que
descrevam a distribui¢do desses patogenos no Brasil.

Além disso a auséncia de um sistema de cultura celular robusto inviabiliza a
aquisicdo de novas informagdes sobre a biologia viral levando os cientistas a
abordagens mais classicas como, o uso de ferramentas da biologia estrutural.

Por fim, diferentes abordagens para a constru¢dao de um clone infeccioso estao
disponiveis para as principais espécies de calicivirus animais, no entanto, para

sapovirus humanos nenhuma delas foi descrita até o0 momento.
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3. Objetivos

O objetivo principal desse trabalho ¢ gerar, a partir de diferentes
metodologias, informagdes que resultem em conhecimento basico sobre os calicivirus
humanos circulantes no Brasil. Este objetivo divide-se em trés principais pontos: 1.
deteccdo de calicivirus humanos em 4gua de esgoto ndo tratada no Distrito Federal a
fim de estimar a circulacdo desses virus na regido nos anos de 2014 e 2015, 2.
elucidagdo da estrutura tridimensional do dominio P que compde a proteina do
capsideo dos calicivirus humanos e 3. desenvolver uma ferramenta de genética
reversa que possibilite o estudos moleculares mais aprofundados desses virus a partir

de genética reversa.

Os objetivos especificos sdo:
e Realizar a coleta de efluente sanitario na Estagdo de Tratamento Norte,
Brasilia, Distrito Federal.
e Analisar os dados com montagem de genomas para descricdo dos possiveis
virus circulantes durante o periodo de coleta.
e Resolver estruturas dominios P de norovirus pertencentes ao GII de genotipos
ndo epidémicos.

e Construir um clone infeccioso de sapovirus humano.
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CAPITULO I - Deteccao de virus causadores de gastroenterites em agua de

esgoto nao tratada no Distrito Federal

1. Nota de apresentagio do capitulo

O capitulo I dessa tese serd apresentado com uma breve introdugdo ao tema,
seguida do manuscrito ainda em processo de corre¢do a ser submetido ao Journal
Applied and Environmental Microbiology sera apresentado como parte do critério
exigido para realizagdo de defesa de titulo de Doutora em Biologia Molecular. Além

disso sera apresentado o manuscrito submetido ao jornal Genome Annoucements.

2. Introducio

Acredita-se que virus entéricos possuem um maior tempo de vida quando
livres em meio ambiente que os demais virus devido a sua resisténcia ao calor, alta
pressdo e variacdo de pH (54). Dessa forma o esgoto ndo tratado torna-se um
ambiente enriquecido desses virus pois concentra uma carga viral representante de
uma populagdo de determinada regido geografica.

A andlise desse tipo de amostra ambiental pode sugerir a descri¢do de virus
que ndo foram relatados ao sistema de saude e, além disso a detec¢ao desses virus em
amostras nao tratadas permite uma escolha para um tratamento adequado dessas dguas
que sdo devolvidas ao meio ambiente.

Atualmente sabe-se que o norovirus ¢ o principal agente viral causador de
gastroenterites no mundo, e devido ao seu possivel potencial zoonotico tornou-se um
importante patdogeno. Em paises como, os Estados Unidos da América (EUA) foi
implementado, em 2009, pelo Centro de Controle de Prevencdo de Doengas (CDC) o
programa CaliciNet que visa ndo s6 alimentar e organizar um banco de dados sobre
surtos e infecgdes causadas por esse virus, mas também funciona como uma
ferramenta informativa sobre desenvolvimento e pesquisa em métodos de detecgdo e
tecnologia para compreensdo do virus e possivel prevencdo. Esse 6rgdo estima que
60% dos surtos de gastroenterites ocorram por infec¢cdo por norovirus.

Estudos sobre a presenca de norovirus no meio ambiente, incluindo aguas
como veiculo de contaminacdo, demonstraram a presen¢a de norovirus em agua

potavel, dgua utilizada para recreacdo, gelo, entre outros. Propdem-se agua de esgoto
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como a principal fonte de contaminacdo ndo s6 de aguas utilizadas para consumo,
mas também agua de rios e mares, no entanto, estudos sobre a distribuicdo de
norovirus e demais calicivirus no meio ambiente ainda ndo foram realizados.

Os sapovirus humanos t€m sido relacionados a surtos esporadicos no mundo
todo, sendo bastante incidentes em criangas menores de 2 anos (55-60). Além de
estarem associados a contaminag¢do de comida os sapovirus foram recentemente
evidenciados em amostras clinicas e em agua de esgoto coletada no Rio de Janeiro,
Brasil (61). Antes disso ja haviam sido descritos em amostras ambientais como, aguas
de rios, efluente tratado e animais bivalves, por exemplo, ostras (56, 62-67).

No Brasil a auséncia de sistema de monitoramento para calicivirus humanos
contribui para o desenvolvimento de novas abordagens para se obter dados a cerca de
circulagdo desses virus. Com excecdo ao Laboratério de Virologia Comparada e
Ambiental vinculado a Fundag¢do Oswald Cruz, que ¢ um instituto nacional de
pesquisa brasileiro, as demais informagdes obtidas a respeito desses virus sdo
provenientes de estudos realizados em institutos de ensino superior e pesquisa.

A metodologia mais utilizada na detec¢do desses virus ¢ a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), quantitativa e em tempo real as quais tém sido extensivamente
aplicadas (68-73). Embora seja uma metodologia com alta especificidade a PCR nao
permite descrever a viabilidade do virus nessas amostras, e devido a auséncia de um
cultivo celular esse tipo de questdo permanece uma incognita.

Uma nova abordagem para deteccdo de virus em amostras ambientais tem sido
o uso da metagendmica, que permite ndo sé detectar virus conhecidos como também
descrever novos virus (74). Essa abordagem tem sido descrita em trabalhos para
esgoto ndo tratado e também andlise de fezes de individuos saudaveis. Nesses dois
trabalhos particularmente houve uma congruéncia em alguns resultados como, a
presenga de virus de plantas (74, 75). Isso justificado em ambas amostras pelo
consumo de vegetais e folhas que podem estar contaminados com diversos
microrganismo. Essa comparagdo apena reforca o uso de amostras de esgotos urbanos
como uma matriz enriquecida de diversidade viral e um bom exemplo de uma amostra
representativa de uma populacao de uma regido geografica especifica (74).

No trabalho apresentado a seguir trés amostras durante os meses de junho,
julho e agosto de 2014 e uma amostra referente ao més de agosto de 2015 foram
coletadas na Estacdo de Tratamento Norte, Brasilia, Brasil. As amostras foram

coletadas no tanque antes do tratamento com lodo ativado. Essa estacdo possui uma
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vazao de 450 1/s e trata aproximadamente o esgoto sanitario de uma populacdo de 180
mil habitantes referente a sete regides administrativas do Distrito Federal.

Essas amostras foram concentradas em baixa rotacdo e em seguida as
possiveis particulas virais foram concentradas por ultracentrifugacao e um colchao de
20% de sacarose. O RNA das amostras foi enviado para sequenciamento utilizando
método Illumina HiSeq paired-end, Macrogen, Coré¢ia do Sul. Os dados obtidos foram
analisados por meio de ferramentas de bioinformatica e os resultados encontrados

estdo descritos no artigo a seguir.
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Abstract

Introduction

The International Committee on Taxonomy of Viruses determines that
presently the virosphere is composed of seven orders (Caudovirales, Herpesvirales,
Ligamenvirales, Mononegavirales, Nidovirales, Picornavirales and Tymovirales) and
111 families represented by more than 9,000 viral sequences (76). However,
metagenomic studies suggest that this number is just a small representation of all
viruses present in nature (74). Viral metagenomic studies can be performed directly
after nucleic acid extraction, and have the potential to identify novel viruses without
any previously known sequences and without lab culturing and virus isolation (74, 77-
79).

In the past few years environmental samples have become increasingly
important sources for virus discovery (74, 78-80). The World Health Organization
(WHO) created a guideline regarding the quality of water for consumption that
reinforces viruses as important pathogens once waterborne transmission is well
known as an important dissemination route for enteric viruses.

It is well known that low temperatures, acidic pH, presence of salts and

organic matter in solid suspensions are important factors that can increase the
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persistence of enteric viruses in wastewater biomes (81, 82). Some studies
demonstrated that water temperature alone modulates the persistence of viruses in
groundwater. It has been broadly demonstrated in literature that human enteric
viruses, plant viruses and even insect viruses are detected, and even persist in
wastewater after treatment (77, 78, 83-85). Traditional guidelines for the assessment
of water quality are based on monitoring of indicator fecal bacteria, a method that
completely bypasses the virome (67, 86).

In Brazil sanitary surveillance systems monitor rotavirus and adenovirus
presence in clinical samples, but viruses like human calicivirus are only studied in
research level (87). Recently, in environmental studies performed in Brazil human
caliciviruses have been detected and sequenced using a combination of molecular
techniques in a water source (61, 88, 89).

In this work a metagenomic approach using the Next generation sequencing
(NGS) or High-throughput sequencing method was performed to have a broadly view
of viral diversity of the Federal District of Brazil. One untreated wastewater sample
was collected per four months and the total RNA was sequenced using paired-end
methodology and later libraries were assembled and analyzed to determine what
viruses exist in this region and specifically the enteric viruses complete genomes that
can represent gastroenteritis outbreaks during those periods. The presence and
relevance of the animal, plant and insect viruses in wastewater were also discussed
but other viruses as bacteriophages and amoeba or protozoa infecting viruses are not

targets in this study.
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Methods
Studied Area

The Federal District is the capital of Brazil, located in the Midwest region of
the country with a population of 2.8 million. Brasilia city is located in the center of
the Federal District with a population of 200.000. The Midwest region is defined by
two seasons: rainy season (October to April) and dry-warm season (May to

September).

Wastewater samples

Wastewater samples were obtained from the third wastewater treatment plant
(wwtp) in the Federal District (ETE Norte) with an average flow of 450 L/s. It
collects effluent from seven neighborhoods (Asa Norte, Vila Planalto, Lago Norte,
Taquari, Vila Estrutural, Vila Varjao and Torto) that together have approximately
180.000 habitants. The sewage is treated using a conventional system of activated
sludge, an aerobic process, and the final effluent is discharged in the Paranoa Lake.
The artificial Parano4 Lake has an area of 38.1 km”and an estimated volume of 498.6
x 10° m’.

All sample collections of wastewater were done at the station in the pre-
treatment stage, where only a physical barrier is applied to reduce the presence of
large debris in the water. The samples were collected on the first week of June (S1),
July (S2) and August (S3), 2014 and on August (S4), 2015. For each sample, 1000mL
of wastewater were collected and stored in a sterilized glass bottle kept on ice until

transportation to the laboratory for immediate processing.
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Virus concentration

In order to remove solid matter, the sample of 400 mL was first centrifuged
for 20 min, at 5,000 x g at 4°C. Virus enrichment of the supernatant was performed
by ultracentrifugation at 142,000 x g for 1h at 4°C (Beckman rotor Type 45Ti), over a
20% sucrose cushion. The pellet was ressuspended with 2 mL of Milli-Q water and

kept on ice.

Total RNA extraction and Next-Generation Sequencing

RNA extractions were performed using ZR Soil/Fecal RNA MicroPrep (Zymo
Research) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the concentrated
sample (200 pL out of 2 mL) was mixed with lysis buffer (1 mL) and the lysate was
passed through three different steps of filtrations using specific columns for large
DNA elimination, total RNA elution and polyphenol removal. For each sample, 5ug
of total RNA were dried in an RNAStable column (Biomatrica, San Diego, CA, USA)
and sent for high-throughput sequencing at Macrogen Inc. (Seoul, Korea), where the
samples were ressuspended and further treated for rRNA removal using Ribo-Zero
rRNA removal kit (Bacteria) (Illumina, San Diego, CA, USA) and cDNA library
construction using TruSeq RNA library preparation kit (Illumina). The samples were
sequenced at Macrogen Inc. (Seoul, Republic of Korea) using Illumina HiSeq 2000

paired-end method in 5G scale for each sample

Data Analysis
The reads from each sample were quality verified; adapter sequences removed
and contigs were de novo assembled using CLC Genomics Workbench version 6.3.

The commercial program Geneious Biomatters version 9.1.5 was used to perform
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Blastx searches using the assembled contigs against the viral genome RefSeq database

obtained from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/viruses/).

The results were organized into viral (hit) and non-viral (no hit). The viral hits
were further sorted into viruses that infect plants, insects, animals (humans included)
and other viruses.

To assemble the largest viral genomic sequences as possible for the
gastroenteritis viruses that were found in the samples, contigs associated to each virus
were used in the “map to reference” tool of the Geneious program. This way, the de-
novo assembly tests all other reads in the dataset for their contiguity to the initial
gastroenteritis virus contigs generated. This technique allows for an extension of the
original contigs leading to full length or near full-length genomic sequences. All
complete genomes assembled were annotated in GenBank under the following

numbers (XXXXXX).

Results
Total Data Set

The workflow was shown in Fig 1 from the sample collection to (near)-
complete genome assembly. After quality control, the following amounts of trimmed
paired reads were obtained: 27,260,854 (June 2014 (S1)); 27,268,978 (July 2014
(S2)); 27,270,556 (August 2014 (S3)) and 26,929,026 (August 2015 (S4)). The great
similarity of obtained reads between samples is an indicative of good quality pattern
maintained during sample processing.

As shown in Fig 2, virus and virus-related reads composed less than 2% of all
contigs. Those numbers were obtained after Blastx search against viral RefSeq with

results presented as viral hit and no-hit. It is important to highlight that together the

2N



sum of all contigs of no-hit is 628,025 and this could hide a very gross fraction of yet
unknown viruses.

We distributed the viral hits into three different classes: plant, insect and
animal-infecting viruses as shown in Fig 3. The dataset from samples S1 was the one
with lesser viral hits, however it was the sample that had more contigs assembled to
animal viruses including human viruses that represented 3.23% of all viral sequences
obtained. Samples S2, S3 and S4 had a similar number of viral hits however the
distribution of viral hits between classes, as shown in Fig 3, demonstrated that S2 had
similar amounts of contigs for plant and animal-infecting viruses, while S3 and S4
had a similar number of hits between the three classes. Regarding human virus hit the
results were inferior to S1 being 1.65 % to S2, 0.68 % to S3 and finally 1.06 % of
each respectively total virus contig hit. The results of BlastX are represented in four
tables (supplementary table S1, S2, S3, S4).

The results concerning most hit contigs are described below. Where the main
focus of these study was to detect and describe the most important acute
gastroenteritis viruses, only those had their complete genomes assembled and

described.

Human viruses

The most representative human viruses in all samples were human
picobirnavirus. and husavirus. The human picobirnavirus is a small, spherical, non-
enveloped virus with two double-stranded RNA genomic segments reported in
respiratory and fecal human samples (90). Husavirus was found in samples S1 and S3
and Picobirnavirus, in S2 and S4. Husavirus named human stool-associated RNA

virus was described as a novel genus in the order Picornavirales that contains one
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single ORF and ssRNA positive sense with approximately 9kb and VPg (viral protein
genome associated) at the 5° end followed by type I IRES and a poly(A) tract at the 3’
end (91). Enterovirus C of the family Picornaviridae was found in samples S1 and
S2, with a total of 20 contigs (from 72 to 2209 bps).

The major etiologic agents of human gastroenteritis were detected in all
samples and those that had their complete genomes assembled are assigned in Table
1.

Aichi virus (accession number:xxxx) is a picornavirus associated with human
acute gastroenteritis that was detected in all sewage samples but S3. All complete
genomes were deposited in GenBank under following accession numbers: aichi virus
S1 (XXXXXX); aichi virus S2 (XXXXXX); aichi virus S4 (XXXXXX). In all three
samples positive for aichi virus the genomes assembled were classified as genotype B
and presented nucleotide identity of 98% (S1), 98% (S2) and 96% (S4) to reference
genome FJ890523.

Rotavirus A was detected in all samples except S1. All genomic segments of
Rotavirus A were found and the longest contig sequence belonged to segment 1 with
1088bp. This virus belongs to the Reoviridae family and has a dsRNA genome
divided in 11 segments that codify at least 13 proteins. The non-enveloped, non-
turreted virion with a triple capsid structure has about 80nm in diameter (92). It is still
the major cause of acute gastroenteritis around the world especially in countries
where the vaccination is not implemented (93).

Astrovirus, another pathogen that causes gastroenteritis in young children, was
detected in all samples. One complete genome of human astrovirus was assembled
(accession number: xxxxx) (Table 1). The virus possesses non-enveloped virion with

positive ssRNA and three open reading frames (94, 95). The assembled virus genome
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of S1, S2, S3 and S4 showed higher identities to astrovirus strain 1 HQ398856.2. Also
in S2 two other genomes were assembled, one from strain 4 with 99% identity to
KF039912.1 and the other from strain 5 with 97% identity to KF157967.1.

The most representative gastroenteritis viruses are of the Caliciviridae family,
namely Norovirus and Sapovirus. They are non-enveloped viruses, ssSRNA positive
sense, with two or three ORFs and genomes with approximately 8kb with VPg at the
5’ end and poly(A) at the 3” end (96). Presently, they are the major viral causative
agents of acute gastroenteritis in children under 5 years old and elderly people (17).
Two norovirus and three sapovirus genogroups were assembled (Table 1) (accession
numbers: XXXXX, XXXXX, XXXX, XXXXX....). The number of contigs and sequence
lengths can be found in Supplementary Table S1. These viruses are classified by the
capsid gene nucleotide sequence. They are also divided in genogroups and genotypes.
The most epidemic norovirus genotype is GII.4 (97) and it was detected in our
samples. Since 2014, in China, GII.17 was described as new epidemic genotype
because of its persistence in population. Surprisingly this new epidemic genotype was
detected in S4 (August 2015) and its entire genome was assembled with 98%

nucleotide identity to reference genome KT780404.

Animal viruses

In Figure 3 it is possible to see that a great part of the viral hits of all samples
is related to animal viruses. The presence of these in domestic sewage could be
related to zoonosis. In all samples, viruses described as pathogens for domestic
animals were detected after Blastx such as canine astrovirus and porcine
picobirnavirus. Both were detected at least in three out of four samples. Canine

astrovirus is a pathogen described as a cause of diarrheic disease in dogs and is
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usually detected in mixed infections with canine parvovirus and canine coronavirus,
although these two were not identified in any of samples of this study.

The picobirnavirus was first described in Brazil in human fecal samples and
from feces of wild black-foot pigmy rice rats (Oryzomys nigripes) in 1988. The
isolates from human, porcine and those from environmental samples usually present

genetic homology.

Plant viruses

Important pathogens in plants were also encountered in our survey such as Bean
necrotic virus, Melon yellow virus and Pepper mild mottle virus (PMMoV). The latter
is extensively mentioned in literature as a possible wastewater treatment biomarker
for quality control (67, 75, 98-101). Viruses like Garlic common latent virus (GCLV)
were also found in the samples. GCLV is a Carlavirus that belongs to the
Betaflexiviridae family. It has a non-enveloped, flexuous, filamentous capsid with
470-1000nm length and 13nm in diameter. The linear single-stranded positive RNA
has six open reading frames and the genome size ranges between 5.8 to 9kb.
Carlaviruses have a 5’end cap and a poly-(A) tract at the 3’end (102).

PMMoV is a tobamovirus that belongs to the Virgaviridae family. It is a non-
enveloped virion with a rigid helical rod capsid with 18nm in diameter and 300-
310nm in length. The genome is linear, single-stranded positive RNA with an average
length of 6.3-6.5kb. PMMoV genomes contain four open reading frames and have a
cap at the 5’end and a tRNA-like structure at the 3’end (103, 104). PMMoV wasn’t
detected in sample S1 but in the other samples it was possible to count 25 hits on

Blastx with minimum sequence of 70bp and maximum of 809bp.
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Insect viruses
In all four samples several invertebrate viruses were detected like Autographa
californica virus, Helicoverpa zea nudivirus, Solenopsis invicta and some important
members of the family Dicistroviridae like Acute bee paralysis virus and Aphid lethal
paralysis virus detected in all four samples. Dicistroviruses have ssRNA, positive
sense, linear genomes of 8.5-10.2 kb with two open reading frames separated by an
internal ribosome entry site (IRES) element and with VPg in their 5° ends and poly A
in their 3’ ends. They have a non-enveloped capsid of approximately 30nm of
diameter (105). Aphid lethal paralysis virus was isolated from bird cherry-oat aphid
(Rhopalosiphum padi) a well described wheat virus vector (106). This virus was
mostly detected in sample S1 with 5 hits on Blastx with minimum sequence of 807bp
and maximum of 2,035 bp, all of them had an e-value equal to 0.

Acute bee paralysis virus is described as a virus that can kill pupae and adult
honeybees (107). It was found in all samples with a total of 24 hits on Blastx with
minimum sequence length of 44 bp and maximum of 1,906 bp with best e-value of

4.49e-160.

Discussion

Viral metagenomic studies of environmental samples have been shown as efficient
approaches to detect human and animal-related pathogens but also viruses that are
part of the ecosystem in a symbiotic way. The genome sequence information obtained
through NGS is valuable especially for uncultured viruses. The main objective of this
study was to describe human enteric viruses circulating in Brasilia, Brazil, during dry

season months on the year of 2014 and 2015. Unexpectedly, our analysis showed that
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the sewage water virome is very useful not only to monitor for human viruses but also
for plant viruses.

Using next generation sequence paired-end method the data obtained was first
classified between viral match and non-viral match. Here it is important to point out
that the majority of viral matches were of phages and giant viruses in all samples as
previously observed by Cantalupo et al in 2011 from samples collected in Barcelona
(Spain), Pittsburgh (United States of America) and Addis Ababa (Ethiopia)(74).

In this study, at least 49 different human viruses were found by Blastx analysis
against a viral RefSeq genome database. Among those, all important human acute
gastroenteritis RNA viruses were detected and the most epidemics had examples of
complete genome assembled (Table 1). However, many of them were not fully
studied due to the lack of contigs or reads or low identities to reference viruses.

Among gastroenteritis viruses, the number of contigs of rotavirus was
unexpectedly low, possibly due to the widespread vaccination of children under 2
years old in Brazil. On the other hand, human astrovirus were found in all samples, as
the third most common viral cause of acute gastroenteritis in children under 5 years
old. This virus is estimated to be involved in 0.5 % to 15 % of all viral enteric
outbreaks (2, 108). In detail, astrovirus genome assembled was identified as MLB1
and MLB2 in this study and the first one was first reported in Brazil only in 2015
using clinical samples from South, Southeast and Northeast coastal regions(109). This
shows that the wastewater virome analysis is also useful for gastroenteritis virus
monitoring.

The Caliciviridae family contains two genera that infect humans, Norovirus
and Sapovirus. Both are divided into genogroups and genotypes being genogroup GII

for norovirus and GI for sapovirus the most prevalent. Norovirus are considered the
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cause of almost 50% of gastroenteritis worldwide (110) and is broadly detected in
clinical samples, rivers and wastewater (61, 88, 89, 111). In this study norovirus GI.2,
GI.6, GII.4 and GII.17 were identified and their complete genomes were assembled
from the sewage samples. The genotype GII.17 is a novel variant that emerged and
persisted in Asian countries replacing GIL.4 from hospitalized patients (112).
Norovirus GII.17 was first detected in Brazil in 2016 in stool samples collected in the
North region (113). The complete genome of genotype GII.17 demonstrated 98%
identity to the GII.17 reference genome available in GenBank (accession number:
KT780404).

Unlike norovirus, the human sapovirus are less described in Brazilian clinical
literature (61). Only recently the first environmental study detected the presence of
sapoviruses in sewage in the state of Rio de Janeiro by RT-qPCR (61). It has been
shown that even though a high number of positive environmental samples for
sapoviruses is common, only few positive samples have been found in clinical
investigations(61). It is assumed that sapovirus infections of humans are associated to
subclinical conditions, as commonly observed for Norovirus GI. In this study, the
complete genomes of SaV genotypes GI.1, GL.2, GIV and GV were assembled,
corroborating to other studies performed in water and wastewater in Italy, Spain and
Japan (114-116).

Among the plant viruses detected it was noticed in half of the samples the
presence of Pepper mild mottle virus, a virus that can infect all species in the genus
Capsicum. Surprisingly this virus was detected in abundance in another RNA virus
human feces metagenomic study performed using sample from healthy individuals
(75). In this work not only this plant viruses was detected but also contigs were

assembled to Tobacco mosaic virus, Tomato mosaic virus, Maize chlorotic mottle
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virus, Melon necrotic spot virus and others. Interestingly, all of them have also been
previously detected in the gastrointestinal tract of humans (75).

The data input also presented results assembled for important insect viruses
from the Dicistroviridae family. One of them, Acute bee paralysis virus, was
represented in all four samples. This virus is widespread in honeybees (Apis mellifera)
presenting sub-clinical etiology or a highly virulent pathology that causes death (107).
In the southeastern region of Brazil the presence of this viruses were demonstrated by
gqPCR in correlation to a decrease in the adult bee populations (117).

In conclusion this is the first study performed in Brazil to access viral diversity
from raw sewage by only means next generation sequencing, resulting in the detection
and description of several human acute gastroenteritis virus pathogens complete
genomes. Our results demonstrate the diversity of enteric viruses circulating in the
central region of Brazil and offer a simple methodology for human virus surveillance

beyond individual clinical samples.
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Figure 2 Illustration of all the reads from each sample. Jun 2014 (S1), Jul2014 (S2), Aug2014 (S3) and
Aug2015 (S4) hade the same profile concerning amount of viruses hit e non viruses.
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Figure 3 Illustration of different hosts viruses detected on sewage. In blue there is plants, red is insect, green
animals and the majority is purple and is composed mostly by phages and giant viruses that were excluded from
this work. Animals in this figure are representing the number of human’s viruses also.
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Table 2 Enteric viruses found in sewage samples that had their complete genome assembled.

Gastroenteritis Viruses Complete Genomes

Jun_2014 Jul_2014 Aug 2014 Aug 2015
Aichi virus v v v
Human Astrovirus 1 v v v v
Human Astrovirus 4 v
Human Astrovirus 5 v
Norovirus GI.2 v
Norovirus GI.6 v
Norovirus GII.4 v v
Norovirus GII.17 v
Rotavirus A v v v
Sapovirus GI.1 v v v
Sapovirus GI.2 v
Sapovirus GIV v
Sapovirus GV v
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Table S1 Blast results from S1.

June_2014

Contig #

N = _ W [EENY o= =
ANNNNOR SO SN R RrRWUIARRRPRERAERMODORWRRE, gOWOR OO

_
=

N WU

Accession #
NC_001918
NC_011400
NC_013060
NC_012800
NC_001612
NC_001472
NC_002058
NC_001434
NC_001489
NC_013443
NC_001806
NC_001943
NC_024694
NC_006577
NC_023984
NC_012802
NC_012798
NC_022518
NC_030454
NC_030454
NC_009333
NC_009334
NC_001802
NC_001897
NC_001897
NC_010810
NC_032480
NC_027126
NC_030922
NC_001959
NC_029646
NC_029647
NC_001617
NC_009996
NC_012986
NC_012957
NC_006554
NC_006269

NC_027026
NC_010624
NC_008291
NC_006998
NC_001611

Sequence size

60-1276
97-731
758
2124
106-574
67-478
2209
660
2225
66-348
481
54-367
90-132
70-140
143
185
71
89-104
69-109
2187
94-550
1015
1519
72-630
2179
71-227
2893
2776
98-176
84-548
32-598
242
69-184
120-184
151-642
81-342
69-447
87-712

120-452
78-978
68-277

108-844

151-844

Virus hit
Aichi virus 1
Astrovirus MLB1
Astrovirus VA1
Cosavirus A
Enterovirus A
Enterovirus B
Enterovirus C
Hepatitis E virus
Hepatovirus A
HMO Astrovirus A
Human alphaherpesvirus 1
Human astrovirus
Human circovirus VS6600022
Human coronavirus HKU1
Human cosavirus
Human cosavirus D
Human cosavirus E
Human endogenous retrovirus K113
Human enterovirus
Human enterovirus
Human gammaherpesvirus 8
Human herpesvirus 4 type 2
Human immunodeficiency virus 1
Human parechovirus
Human parechovirus
Human TMEV-like cardiovirus
Husavirus sp.
Kilifi Virus
Mamastrovirus 1
Norovirus GI
Norovirus GII
Norovirus GIV
Rhinovirus A
Rhinovirus C
Salivirus A
Salivirus NG-J1
Sapovirus C12
Sapovirus Hu/Dresden/p]JG-Sap01/DE
Sapovirus Hu/Nagoya/NGY-
1/2012/]JPN
Sapovirus Mc10
Taterapox virus
Vaccinia virus
Variola virus

AA



Table S2 Blast results from S2.

July_2014
Contig # Accession # Sequence size Virus hit
9 NC_001918 88-303 Aichi virus 1
1 NC_011400 787 Astrovirus MLB1
1 NC_016155 787 Astrovirus MLB2
Bastrovirus-
14 NC_032426 68-144 like_virus/VietNam/Bat/17819_21
1 NC_013443 77 HMO Astrovirus A
3 NC_001943 182-853 Human astrovirus
2 NC_024694 108-174 Human circovirus VS6600022
103 NC_007026 30-556 Human picobirnavirus
25 NC_032480 20-305 Husavirus sp.
18 NC_027126 72-353 Kilifi Virus
4 NC_030922 119-917 Mamastrovirus 1
17 NC_001959 68-351 Norovirus GI
16 NC_029646 80-919 Norovirus GII
1 NC_011501 315 Rotavirus A
2 NC_011502 105-317 Rotavirus A
2 NC_011503 247-325 Rotavirus A
2 NC_011504 172-166 Rotavirus A
2 NC_011505 77-108 Rotavirus A
3 NC_011506 88-894 Rotavirus A
3 NC_011507 393-1088 Rotavirus A
2 NC_011508 101-716 Rotavirus A
2 NC_011509 39-317 Rotavirus A
1 NC_011510 776 Rotavirus A
2 NC_007547 84-89 Rotavirus C
1 NC_007572 69 Rotavirus C
1 NC_006554 117 Sapovirus C12
20 NC_006269 73-642 Sapovirus Hu/Dresden/p]JG-Sap01/DE
9 NC_027026 89-604 Sapovirus Hu/Nagoya/NGY-1/2012/JPN
1 NC_010624 105 Sapovirus Mc10
2 NC_001611 67-73 Variola virus




Table S3 Blast results from S3.

August_2014

Contig # Accession # Sequence size Virus hit
7 NC_011400 92-415 Astrovirus MLB1
Bastrovirus-
2 NC_032426 86-1399 like_virus/VietNam/Bat/17819_21
5 NC_001943 72-191 Human astrovirus
1 NC_006273 145 Human betaherpesvirus 5
1 NC_009334 414 Human herpesvirus 4 type 2
1 NC_001897 169 Human parechovirus
14 NC_007026 44-149 Human picobirnavirus
16 NC_032480 76-226 Husavirus sp.
6 NC_027126 74-141 Kilifi Virus
14 NC_030922 52-508 Mamastrovirus 1
2 NC_001959 99-148 Norovirus GI
2 NC_029646 115-121 Norovirus GII
2 NC_011500 132-505 Rotavirus A
1 NC_011501 315 Rotavirus A
1 NC_011502 317 Rotavirus A
2 NC_011503 242-326 Rotavirus A
2 NC_011504 110-175 Rotavirus A
1 NC_011505 198 Rotavirus A
1 NC_011506 893 Rotavirus A
2 NC_011507 444-634 Rotavirus A
2 NC_011508 373-450 Rotavirus A
1 NC_011509 397 Rotavirus A
1 NC_011510 775 Rotavirus A
4 NC_006554 85-194 Sapovirus C12
Sapovirus Hu/Dresden/p]G-
3 NC_006269 72-170 Sap01/DE
8 NC_010624 82-139 Sapovirus Mc10
2 NC_008291 56-83 Taterapox virus
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Table S4 Blast results from S4.

August_2015

Contig #
5

N Wwo

[ =N
PNNRPRNRPRPRNNRRPR, QNN D o AN

Accession #
NC_001918
NC_011400
NC_016155
NC_013060
NC_019027

NC_032426
NC_002058
NC_013443
NC_001943
NC_007026
NC_032480
NC_027126
NC_030922
NC_029646
NC_011500
NC_011501
NC_011502
NC_011503
NC_011504
NC_011506
NC_011507
NC_011508
NC_011509
NC_011510
NC_006269
NC_027026

Sequence size

96-256
106-438
60-121
67-182
76

69-391
72-103
85-107
71-725
62-55
67-318
76-381
52-1082
81-530
413
315
139-188
73-203
118
868
413-621
835
147
242-326
94-131
103

Virus hit
Aichi virus 1
Astrovirus MLB1
Astrovirus MLB2
Astrovirus VA1
Astrovirus VA4
Bastrovirus-
like_virus/VietNam/Bat/17819_21
Enterovirus C
HMO Astrovirus A
Human astrovirus
Human picobirnavirus
Husavirus sp.
Kilifi Virus
Mamastrovirus 1
Norovirus GII
Rotavirus A
Rotavirus A
Rotavirus A
Rotavirus A
Rotavirus A
Rotavirus A
Rotavirus A
Rotavirus A
Rotavirus A
Rotavirus A
Sapovirus Hu/Dresden/p]JG-Sap01/DE
Sapovirus Hu/Nagoya/NGY-1/2012/JPN
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Novel bastrovirus genome in raw sewage
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The complete genome sequence of a novel bastrovirus was determined. The genome
has 5,875 nucleotides and shares 56% nucleotide identity with a bastrovirus-like virus
found in bat feces. Astroviruses are one of the most common causes of human acute
gastroenteritis. They belong to Astroviridae family and are currently classified into
two genus: Avastrovirus and Mamastrovirus, which infect birds and mammals,
respectively (https://data.ictvonline.org/proposals/ICTV%206th%20Report.pdf). The
viruses are characterized as small rounded particles, non-enveloped, with linear,
positive-sense and single-stranded RNA genome (118). Moreover, astrovirus-like
viruses have been identified in feces of health humans (119), bats and rats and also in
invertebrates (120). Despite most infections caused by astroviruses are usually
asymptomatic, the emergence of novel astroviruses and their zoonotic potential
should not be ignored. Here we report a draft of a complete genome of a bastrovirus

identified in raw sewage sample analyzed in Brasilia, Federal District, Brazil.
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The sewage sample was centrifuged in a low rotation to remove the solid matter
followed by an ultracentrifugation with 20% sucrose cushion to viral particles
concentration. RNA extraction was performed using ZR Soil/Fecal RNA MicroPrep
(Zymo Research). The sample was processed for rRNA removal using Ribo-Zero
rRNA removal kit (Bacteria) (Illumina, San Diego, CA, USA) and cDNA library
construction using TruSeq RNA library preparation kit (Illumina). The samples were
sequenced at Macrogen (Seoul, Republic of Korea) using Illumina HiSeq 2000
paired-end method. The raw reads were quality trimmed and de novo assembled using
CLC Genomics Workbench version 6.3 (http://www.clcbio.com/products/clc-
genomics-workbench/). The resulting contigs were compared to astrovirus complete
genomes available in genbank using BLASTx (121) implemented in Geneious version
9.1.5 (122). One assembled contig were related to bastroviruses, a basal group of
astroviruses (2).

The genome consists of 5875 nt and tree ORFs were identified: nucleotide position 75
to 4298 (ORF1), 4324 to 5376 (ORF2) and 5406 to 5747 (ORF3). A brief analysis of
the ORF1 encoded protein (1407 aa) revealed three distinct domains of v-metil
transferase (29 to 428 aa), viral helicase-1 (607 to 849 aa) and viral RdRp-2 (969 to
1334 aa). The analysis ORF2 encoded protein (750 aa) revealed a structural domain
of calicivirus coat protein (24 to 137 aa). No domain was found for the ORF3
hypothetical protein (342 aa).

The phylogenetic analysis using all complete bastrovirus genomes (7 from human, 5
from rat, 3 from bat and 1 from porcine) revealed that the Sewage-associated
bastrovirus clustered with a highly divergent bastrovirus-like found in bat
(KX907135) in Vietnam, which present only two orfs, with 56% nucleotide identity

over the entire genome. Despite been probably associated with a mammalian host, it
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is impossible from our results to confirm that and further studies need to be

performed.

Nucleotide sequence accession number.
The nucleotide sequence has been deposited in GenBank under the accession number

MF042208
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CAPITULO II - Biologia Estrutural dos Calicivirus Humanos

1. Nota de apresentagio do capitulo

O capitulo II dessa tese refere-se ao trabalho realizado no periodo sanduiche
de 2014 a 2015 na Universidade de Heidelberg e Centro de Pesquisa de Cancer da
Alemanha (DKFZ). O trabalho foi realizado em colaboracio com o Dr. Grant S
Hansman.

Numero da bolsa fomentada pelo CNPq: SWE 249420/2013-9.

2. Introducio

A obtencdo de estruturas tridimensionais de particulas virais constituiu uma
importante ferramenta para a maior compreensdo das funcdes biologicas desses
microrganismos. Questdes a cerca da montagem, desmontagem, evasdo da resposta
imunologica do hospedeiro, entrada nas células, apresentagdo do genoma viral para
replicagdo entre outras inlimeras questoes t€ém sido respondidas por meio de estudos
estruturais.

As técnicas de microscopia eletronica e cristalografia com difracdo de raios-X
contribuiram nas ultimas décadas para a geracdo de respostas as questdes
supracitadas. A microscopia eletronica com contrastacdo negativa proveu as primeiras
imagens de particulas virais e a classificagdo a partir da morfologia, enquanto que
informagdes relativas as interacdes das subunidades do capsideo em nivel atomico
foram obtidas a partir de cristalografia com difragdo de raios-X.

Considerando-se que desde sua primeira identificacdo em 1970 (15) os
calicivirus humanos ainda n3o possuem uma cultura celular estdvel que permita
estudos a respeito da biologia viral, os dados obtidos por meio da biologia estrutural
contribuiram para um maior conhecimento a respeito desses virus.

Os calicivirus sdo constituidos morfologicamente de 90 dimeros de VP1
organizados em simetria icosaédrica onde T=3 (ntimero triangular) (Fig. 5). A
simetria T=3 resulta em duas classes de capsdomero. Uma composta por mondomeros
organizados em eixo de simetria de ordem 5 em dois ambientes quasi-equivalentes
diferentes denominados A e B, e outro composto por dimeros organizada em torno
eixo de simetria de ordem 2 onde as moléculas de VP1 ocupam espagos equivalentes

denominado C-C (Fig. 5) (20).
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Figura 5 Representagdo do capsideo de Norwalk virus.(A) Interagdes entre os dominios S do capsideo de Norwalk
virus Ilustrag@o da simetria icosaédrica T=3 com trés subunidades quasi-equivalentes, A, B ¢ C, coloridas em azul,
vermelho e amarelo respectivamente. Os os vértices dos tridngulos indicam 5 e 3 eixos. (B) Dimeros formados
entre as subunidades em dominios quasi-equivalentes. A esquerda A/B e a direita C/C. (Modificada de Prassad et
al, 1999).

Com o uso de proteinas recombinantes foi possivel determinar algumas
estruturas de calicivirus humanos e animais. Em 1994, um estudo comparou,
utilizando crio-microscopia eletronica, capsideos recombinantes expressos em células
de inseto, de cada género da familia Caliciviridae. A resolu¢do média entre as quatro
estruturas ficou em torno de 19 A. Foram observadas 180 moléculas de VPI
organizadas em 90 dimeros (Fig. 6). O dominio P, descrito como protuberancias na
superficie das esferas, apresentou uma curvatura mais acentuada para os géneros
Sapovirus e Lagovirus, enquanto que para os géneros Norovirus € Vesivirus 0 mesmo
dominio apresentou extremidades mais arredondadas (13). Um estudo similar
comparou um Vesivirus, identificado em ovarios de camundongos e, outros calicivirus
com resolucdo aproximada de 10 A. A conclusdo no entanto foi de que esse tipo era
mais proximo dos sapovirus em morfologia do que dos calicivirus felinos (FCV)

pertencentes ao mesmo género (123).

Figura 6 Imagens dos capsideos lado a lado comparados. (a) vesivirus isolado de camundongo, (b) sapovirus (c)
virus causador da doenga hemorragica em coelhos (RHDV) (d) calicivirus felino (FCV), (e) Norwalk virus e (f)
norovirus GII.10. (Adaptado de Conley et al 2017).
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Em 1999, Prasad e colaboradores determinaram por meio de cristalografia
(difracdo de raios-X) a estrutura do capsideo recombinante de norovirus numa
resolucio de 3,5 A (Fig. 5). A regido N-terminal contém 225 aminoéacidos que
constituem 8 fitas-f3 antiparalelas e formam o dominio S. Essa estrutura foi observada
em outros capsideos virais, no entanto a regido C-terminal contém também 225
residuos que formam o dominio P que ndo foram observados em nenhuma outra
proteina viral. Foi nesse estudo onde pela primeira vez a estrutura de 6 fitas- 3
formando um barril foi descrita como o subdominio P2, regido mais variavel (em
nucleotideos) do capsideo de norovirus e demais calicivirus (20).

Nos anos 2000, uma série de estudos foram realizados para determinar
proteinas ndo estruturais e suas atividades, como por exemplo, a protease 3C-like de
norovirus humano. Essa proteina foi resolvida numa resolucdo de 1,5 A, formando um
dimero que contém uma triade catalitica composta por His30, Glu54 e Cys139, sendo

Glu54 fundamental para atividade enzimatica (124) (Fig. 7).

Poliproteina
VP1 ‘ VP2 }— Poly(A)
l Traducao

E
Processamento

VP2

IVPg‘ ’ Pro I

%//C?tm?gh °

Figura 7 Representacdo do genoma de norovirus e sua possivel forma de tradugdo e processamento da
poliproteina presente na ORF1. O intuito dessa figura ¢ ilustrar as estruturas resolvidas e publicadas no
vinculando-as ao seu gene de expressdo. As estruturas ilustradas estdo disponiveis sob as seguintes identificagdes:
VPg (norovirus murino) PDB: 2M4G; Protease PDB: 2FYQ; RdRp PDB: 1SHO e VP1 PDB: 1HIM.

A conformagdo em mao direita de homodimeros da RNA polimerase
dependente de RNA (RpRd) foi resolvida numa resolugio de 2,3 A. Nesse trabalho
foi demonstrada ainda a sintese de RNA com a formacdo de dimeros (125). A
estrutura da RpRd ligada a um substrato natural foi resolvida numa resolucdo de 1.8 A

(126) (Fig.7).
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Ha alguns anos, estudos vém descrevendo a importdncia de carboidratos
encontrados em superficie de hemadcias, epitélios celular da mucosa dos tratos
respiratdrio, geniturindrio e digestivo (127). Esses carboidratos sdo denominados
antigenos do sistema sanguineo (do inglés histo blood group antigens HBGA). Sua
importancia dentre os calicivirus deu-se a partir de sua identificagdo como possivel
receptor ou interceptor celular para entrada dos norovirus na células. Esses
carboidratos sdo determinantes do sistema ABO e Lewis, a presenca de fucose ¢

comum a todos eles (Fig. 8).

N&o secretor Secretor

o3 - o2 L3
a4 L B3
Type-1 Alewisb

A antigen
a3 FUTZ] m az Las

-— —;—
ad L A3 B3 3
Lewisa Type-1 T)pel Type-1 Blewisb
precursor H antigen B antigen
o2
Lewisb

Atrsn:ferue

) [FUT3]
a2 2
B4
Type-2 AlLewisy

A antigen

a3 ] o [os -

-—
as P j4

Lewis x Type-2 Tvpe- Type-2 B Lewizy
precursor H antigen B antigen
L @‘
==

Oce Poienae [Joamac A Fuc

Figura 8 Sintese de antigenos do grupo sanguineo. Proteinas conhecidas como HBGAs podem ser relacionadas a
ligagdo e entrada de norovirus na célula hospedeira. Os precursores de HBGA de tipo 1 e tipo 2 sdo modificados
por a (1,2) -fucosiltransferase 2 (FUT2) para produzir H HBGAs, que sdo ainda modificados por transferases A e
B para Produzem A ¢ B HBGAs. Lewis HBGAs sdo determinantes do sistema de grupos sanguineos de Lewis e
sdo produzidos quando HBGAs sdo modificados por a (3,4) -fucosiltransferase (FUT3). Individuos sem FUT2
funcional sdo denominados ndo-secretores, devido a auséncia de HBGA A, B e H no corpo, enquanto individuos
com um FUT2 funcional sfo denominados secretores. Fuc, Fucose; Gal, galactose; GalNAc, N-
acetilgalactosamina; GlcNAc, N-acetilglucosamina. (Modificado de de Graaf et al 2016).
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Recentemente, um estudo comparando intmeros dominios P de norovirus
ilustrou a interacdo destes com carboidratos relacionados a antigenos do sangue
(HBGAs). Nele foram definidas as ligagdes entre norovirus GII.4 encontrados em
diferentes epidemias em comparacdo com norovirus GIL.10 e GIL12. As altas
resolugdes obtidas para essas estruturas determinou interagdes antes descritas como
negativas por imunoensaios (ELISA) (128).

Para sapovirus, apenas a proteina ndo estrutural RNA polimerase RNA
dependente teve sua estrutura resolvida (PDB: 2CKW). Ela apresenta uma por¢do em
formato de mao direita que possui em seu terminal um canal contendo o sitio de
atividade enzimatica; é visualizada como um semicilindro de didmetro de 58,4 A
(129).

Existem ainda inimeras estruturas para calicivirus ja resolvidas, no entanto,
para sapovirus sdo necessarios maiores estudos e investimentos, enquanto que para
norovirus ¢ possivel avaliar evolutivamente a persisténcia epidemioldgica de
determinados genogrupos a partir de suas estruturas, e ainda assim, esse tipo de
andlise possibilita confirmacdo ou sugestdo de novas hipdteses de interagdes proteina
viral-proteina hospedeiro, principalmente na auséncia de estudos de genética reversa

com culturas de células estaveis.
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3. Material e Métodos

3.1 Material utilizado nesse estudo

As sequéncias utilizadas nesse trabalho foram sintetizadas pela Life

Technologies GmbH com intuito de otimiza-las para expressdo em bactéria (E. coli).

Os numeros de acesso no GenBank de cada sequéncia estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 3 Numero de acesso GenBank das sequéncias utilizadas nesse estudo.

Genogrupo Genotipo Numero de Acesso
(GenBank)
Norovirus

GIL.16 AY502010
GIL.18 EU448333
GIL.19 AY823306
GIL.20 EU373815
GIL.21 JN899245
GIL.22 AB083780

3.2 Clonagem

Todos os clones foram digeridos pelas enzimas de restricdo Notl (NEB) e
BamHI (NEB) de acordo com as indicagdes do fabricante e, em seguida clonados em
vetor pMAL-c2X (NEB) modificado (Fig. 9). Apos amplificagdo do plasmideo por
meio de transformacgdo de E. coli DH5q, foi realizada a extragdo de DNA plasmidial,
para posterior sequenciamento na plataforma GATC Biotech AG (Colodnia,

Alemanha).
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Figura 9 Modificagdo de pMalc2c. Representagdo esquematica do pMalc2x com cassete de resisténcia a
ampicilina (AmpR), lac-operon (lacl), proteina de ligagdo a maltose (MBP) e sitio multiplo de clonagem (MCS). A
sequéncia do MCS esta representada na parte inferior da figura e as enzimas de restri¢do estdo destacadas nas
caixas vermelhas e a sequéncia destacada na caixa azul refere-se ao sitio de reconhecimento da HRV 3C protease.
(Modificado de Leuthold et al 2016).

3.3 Expressdo de proteinas

Ap6s a confirmagdo dos plasmideos por meio de sequenciamento, 100 ng/uL
de cada plasmideo foram utilizados para a transformagdo da bactéria E. coli cepa
BL21. Seguindo o protocolo, ap6s o crescimento do transformante em meio nutritivo
S.0.C sem antibioticos por 1 h a 37°C e 130 rpm, o volume total foi transferido para
um erlenmeyer contendo 100 mL de meio LB suplementado com ampicilina. O
mesmo foi disposto em uma incubadora a 37°C e 60 rpm, overnight.

Para expressdo em larga escala foram utilizados 9 L de meio LB suplementado
com ampicilina nos quais foram distribuidos igualmente a cultura de E. coli BL21
transformada com o plasmideo de interesse citado previamente. Durante
aproximadamente 2 h a cultura foi colocada a 37°C (norovirus) e 30°C (sapovirus), a
uma rotacdo de 6000 rpm. A densidade 6tica em um comprimento de onda de 60 Onm
foi entdo mensurada e ao atingir 0,4 a temperatura da incubadora foi reduzida a 22°C
(norovirus) e 15°C (sapovirus). Em seguida, 1 mM de IPTG foi adicionado a cultura
para inducdo da expressdo do dominio P. A cultura foi incubada por 18 h.

O volume total foi centrifugado por 15 min a 6500 rpm, 4°C (Beckman coulter rotor
JLA 8.1). O pellet foi coletado e armazenado a -20°C.

g7



3.4 Purificagdo

O pellet foi ressuspendido em 100 mL de PBS 1X e em seguida sonicado por
dois minutos (pulsos de 10 segundos em intensidade maxima). Para a primeira etapa
de purificagdo, que consiste em recuperar a proteina de interesse fusionada a MBP
(proteina de ligacdo a maltose), foi utilizada uma resina de Agarose Ni-NTA para
proteinas marcadas com histidina (His) (Genaxxon bioscience) e trés etapas de
lavagem com 10 mM, 20 mM e 50 mM de imidazol em tampao Tris-HCI 25 mM, pH
7,6 e 300 mM NaCl. Para eluicdo, a coluna foi lavada com o mesmo tampao mas
contendo 250 mM de imidazol e o volume foi coletado (o volume utilizado nessa
etapa era varidvel de acordo com a concentragdo de proteina alcancada, ou seja a cada
10 mL de tampao adicionado a coluna, as gotas coletadas eram mensuradas em um
NanoDrop (Thermo Scientific) e quando havia um decréscimo na concentracdo a
adi¢do e coleta de tampdes eram interrompidas). A confirmacdo dessa etapa foi
realizada por meio de SDS-PAGE. Em seguida, a proteina contendo MBP e cauda de
histidina foi digerida com HRV-3C Protease (Novagen), seguindo as recomendagdes
do fabricante.

Na segunda etapa do procedimento, a proteina clivada foi novamente
purificada utilizando coluna de Ni-NTA (Qiagen). Apos a lavagem com 10 mM de
imidazol em tampao Tris-HCI + NaCl (como descrito acima), a proteina clivada foi
coletada e sua presenca no eluato confirmada por SDS-PAGE. Para a etapa final, a
proteina coletada foi dialisada overnight a 4°C no mesmo tampao supracitado.

Como a técnica de cristalizagdo exige um elevado grau de pureza, a etapa final
para obtencao dos dominios P foi de purificagdo utilizando coluna de cromatografia
por exclusdo de tamanho (Akta prime) (coluna Superdex 75pg — Hiload 25/600). As
fracdes coletadas foram confirmadas por SDS-PAGE e concentradas até a proteina

atingir concentracao final de 8 mg/mL.

3.5 Cristalizacdo

O processo de cristalizagdo foi dividido em duas etapas. A primeira foi
realizada pela Plataforma de Cristalizagdo de Proteinas (Biochemie-Zentrum der
Universitidt Heidelberg), onde a proteina foi entregue para um rastreamento em 4

placas de 96 pocos com diferentes condi¢des para cristalizagdo. O kit utilizado foi
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JGSC Core Suite screen (Qiagen). O processo automatizado, realizado equipamento
Phoenix RE nano-liter crystallization robot. Foi possivel monitorar o processo de
cristalizagdo a partir do software Rigaku CrystalTrak. Apds uma andlise didria era
possivel determinar quais condigdes foram compativeis para formagao de cristais'.

A segunda etapa da cristalizagdo foi realizada manualmente. Placas de 15
pocos (EasyXtal 15-Well Tools — QIAGEN) foram montadas utilizando as melhores
condi¢des encontradas na plataforma de cristalizacdo (Fig. 10). Como ilustrado na
figura 10 cada linha possuia uma concentragdo de solucdo mae variada. A primeira
linha possuia a concentra¢do indicada pela plataforma, enquanto que a segunda foi
diluida 1:10 e a terceira 1:9. O volume final em cada pogo era de 500 pL. O método
de formacao do cristal foi o de gota pendurada onde 1 pL de proteina (4 mg/mL) ¢
misturado com 1 pL da solucdo. As placas foram incubadas a 18°C por 2 a 6 dias e
todos os dias foram observadas utilizando o estereomicroscopio Nikon SMZ1500.

Para observacdo de ligacdo entre dominio P ¢ HBGA foi realizada co-
cristalizagdo com 150 mM de cada carboidrato (antigeno H, Lewis Y, A tri, B tri) e

também com fucose na mesma concentragao.

/
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Figura 10 Esquema ilustrando as etapas para cristalizacdo in house com placa de 15 pogos e trés concentragdes
diferentes.

As condigdes para cristalizacdo de cada proteina estdo descritas na Tabela 3.
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Tabela 4 Condig¢oes de cristalizacio para cada proteina expressa.

Condicdo Concentracio Nome pH Grupo
H12 0,1M Acido Citrico 5 Sal

20% m/v Polietileno Glicol 6000 6,5 Polimero
F5 0,1 M Acetato de Sodio 5 Sal

3.6 Coleta e processamento de dados

Os dados referentes a difracdo de raios-X foram coletados no European
Synchrotron Radiation Facility (ESRF), Grenoble, Franga, utilizando os beamlines
BM30A e ID23-1. Os dados foram processados usando XDS (do inglés X-ray
Detector Software) (130).

As estruturas foram resolvidas usando substituicdo molecular (do inglés
molecular replacement) usando o software PHASER (131). A estrutura do dominio P
de GII.22 foi resolvida usando o dominio P de GII.10 como modelo. A estrutura de
GII.21 foi resolvida usando um monoémero de GII.22 como modelo. As estruturas
foram refinadas e corrigidas manualmente em varias rodadas utilizando-se o
programa COOT (132). Em seguida foram ainda mais refinadas utilizando-se o
software PHENIX (133). As estruturas foram validadas pelo MolProbity. (134). As
imagens foram produzidas com o visualizador tri-dimensional para computador
PyMOL (versdao 1.12r3pre) (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8
Schrédinger, LLC.).

AN



4. Resultados

4.1 Norovirus

4.1.1 Alinhamento de aminodcidos referente ao capsideo de norovirus GII

As sequéncias completas de aminodcidos referentes aos capsideos de todos os
gendtipos de norovirus utilizados nesse trabalho foram alinhados usando MUSCLE
(Fig. 16A) e em seguida, suas distancias filogenéticas foram analisadas com Sequence
Demarcation Tool versdo 1.2 (SDTv1.2) (Fig. 16B) (135). Os gendtipos GII.10, GIL.4
e GII.17 foram inclusos na andlise pois, o primeiro foi utilizado para substituicao
molecular na resolu¢do da estrutura de GII.22 enquanto que GII.4 e GII.17 sdo

referentes aos genotipos mais prevalente e incidente, respectivamente (Fig. 11).

Norovirus Capsid Identity
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Figura 11 Analise das identidades filogenéticas dos capsideos de diferentes genotipos do GII de norovirus.
Alinhamento realizado com as sequéncias completas de GII.16, GII.18, GIL.19, GIL.20, GII.21 e GII.22 com
adigdo de GII.10, GIL.4 e GII.17. O genoma ¢ dividido em dominio S formado pelos aminoacidos de 1 a 225 ¢
dominio P de 226 a 568 (em média). A partir do alinhamento foi montada uma arvore filogenética com intuito de
ressaltar as identidades na pirdmide colorida a frente onde as distdncias sdo destacadas de cima para baixo e da
esquerda para direita, sendo 100 em vermelho o nimero referente a relagdo entre a sequéncia e ela mesma. Tanto

em A quanto em B a nomenclatura contém o niimero de acesso do GenBank e o gendtipo. As sequéncias referentes
a GIIL.18 e GII.19 sdo as unicas utilizadas no estudo que representam norovirus que infectam suinos (do inglés pig).
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4.1.2 Expressdo e Purificagdo de proteina

Como mencionado na Metodologia seis genotipos de norovirus do genogrupo
GII pouco detectados foram escolhidos para expressdo, purificacdo e cristalizacao,
GII.16, GII.18, GII.19, GII.20, GII.21 e GII.22.

Em todos os casos foi possivel seguir o mesmo desenho experimental até a

segunda etapa de purificagdo, onde a proteina de ligacdo a maltose ¢ clivada do

dominio P (Fig. 12).
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Figura 12 SDS-PAGE de todos os gendtipos de norovirus expressos e semi-purificados. Os niimeros acima dos
pogos sdo referentes aos gendtipos. Esses resultados de eletroforese ilustram a clivagem bem sucedida de todos os
dominios P (entre 27 a 40 kDa).

A etapa seguinte de purificagdo através de cromatografia por exclusdo de
tamanho foi realizada para todos os dominios P. O dominio P GII.18 ndo apresentou
boas fracdes apos purificacdo e foi excluido apods essa etapa. O GII.19 nao apresentou
nenhum cristal na plataforma, sendo, também, excluido do estudo.

Os dominios GII.L16 e GII.20 foram purificados e concentrados até
aproximadamente 4 mg/mL. No entanto apds envio a plataforma de cristalizagdo nao
foram observados bons cristais. Um tentativa de crescimento de cristais in house foi
aplicada mas apo6s inlimeras tentativas esses dois genotipos também fora descartados
do estudo.

Os dominios GIL.21 e GII.22 apresentaram bons resultados de purificagdo por
exclusdo de tamanho e foram os Unicos a serem avaliados durante todo o ensaio.

Dessa forma na Figura 13 ¢ possivel observar o perfil da cromatografia realizada para
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GIL.21 enquanto que na Figura 14 um perfil semelhante de cromatografia e

eletroforese para GII.22 em SDS-PAGE sao observados.
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Figura 13 Perfil de cromatografia e eletroforese das fragdes coletadas para GIL.21. A esquerda observam-se 12
fragdes que compde o pico utilizado como referéncia para o dominio P de GIL.21. Apenas 9 fragdes foram
avaliadas por eletroforese e sdo observadas na imagem a direita. Essa andlise ¢ levada em conta para avaliagdo do
grau de pureza da amostra.
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Figura 14 Perfil de cromatografia e eletroforese das fragdes coletadas para GI1.22. A esquerda observam-se 13
fragdes que compde o pico utilizado como referéncia para o dominio P de GIL.21. Apenas 11 fragdes foram
avaliadas por eletroforese e sdo observadas na imagem a direita. Essa analise ¢ levada em conta para avaliagdo do
grau de pureza da amostra

4.1.3 Cristalizacdo
Todos os dominios foram expressos, purificados e enviados a plataforma de

cristalizacdo na Universidade de Heidelberg com excecdo das proteinas referentes a

GIIL.18 e GII.19. Ambas nao foram purificadas de maneira eficiente na ultima etapa
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por exclusdo de tamanho. Como mencionado acima GII.16 e GII.20 ndo apresentaram
bons cristais.

Os cristais de GII.21 foram obtidos com mistura 1:1 de proteina e solugdo mae
nomeada H12 descrita na Tabela 3. Os cristais apresentaram formato de placas
alongadas, retangulares (Fig. 15A). Os cristais de GII.22 foram obtidos utilizando-se
apenas acetato de sddio (condicdo F5), adaptada da plataforma para in house (Tabela

3). Os cristais apresentaram formato de diamante (Fig. 15B).

@

Figura 15 Cristais obtidos a partir da cristalizagdo de GII.21 e GII.22. Imagens dos cristais formados a partir de 4
mg/mL de dominio P de norovirus enviados para a Plataforma de Cristalografia da Universidade de Heidelberg.
(A) Cristais alongados em forma de placas (GII.21). (B) Cristais com formato de diamante (GI1.22).

Para GIL.21 e GIL.22 foi realizado o processo de co-cristalizagdo com
diferentes HBGAs (antigenos sanguineos), com antigeno H, Lewis Y, Atri, Btri, entre
outros, no entanto nao foram obtidos resultados apds a difracdo. Para GII.22 a adi¢ao
de fucose, o aglicar que esta presente na maioria das composicdes dos diferentes
HBGA, gerou cristais em formato diamantes (ndo mostrados) e um padrao de difragao
de raios-X com densidade e dados que comprovam sua interagdo com o dominio
GII.22.

O cristal do dominio P de GII.21 mostrou melhor solu¢do no grupos espacial
ortorrdmbico P2,2,2; enquanto os cristais tanto da estrutura sem ligante de GII.22 e
GII.22 mais fucose apresentaram solugdo no grupo espacial tetragonal P4;2,2 (Tabela

4).
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Tabela 4 Coleta de dados e resultados do refinamento das estruturas GI1.21, GII.22 e GI1.22_Fucose

Valor ou Descricao

Parametros

GIL.21_apo**

GIL.22_apo

GII.22_Fuc

Alcance de resolucio (A)
Grupo espacial

Célula Unitaria (a, ,b, ¢ (A)) (a,B,y
Q)]
Reflexdes uinicas
Completeza (%)
Média I/sigma(I)
Wilson B-factor
Refinamento
R-work
R-free
Numero de atomos nao-hidrogénio
Macromoléculas
Ligantes
Agua
Residuos de proteina
RMS(ligacdes)
RMS(angulos)
Ramachandran favored (%)
Ramachandran outliers (%)
Clashscore
Average B-factor
Macromoléculas
Ligantes

Agua

48.56 -2.17 (2.23
-2.15)
P212121

64.36 164.12
171.11 90 90 90
98683 (9750)

99.36 (97.14)
17.49 (3.93)
31.11

0.1842 (0.2503)
0.2179 (0.2828)
14429

13867+

40

522

1810

0.005

0.97

97

0

2.21

449

45.2

44.5

38.4

39.57 - 1.307 (1.35
-1.31)
P 43212

88.491 88.491
78.21 90 90 90
75196 (7416)

99.74 (99.85)
27.58 (2.49)
11.75

0.1786 (0.2269)
0.1954 (0.2356)
2805
2336

469
301
0.006
1.11
97

0
6.07
17.1
14.9

28.3

49.12 - 1.36 (1.41 -
1.36)
P 43212

88.92 88.92 78.69
9090 90
68074 (6719)

99.95 (99.87)
15.19 (1.96)
16.9

0.1897 (0.2638)
0.2106 (0.2888)
2691

2368

15

308

305

0.007

1.09

96

0.33

1.06

22.3

21.3

25.7

29.9

* Os valores entre parénteses sdo referentes a camada de maior resolugdo. **GII.21 foi resolvido com trés dimeros, ou seja,

apresenta seis cadeias.
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4.1.4 Estruturas

Os dominios P foram observados pela primeira vez por cristalografia e
difracdo de raios X em 1999 (20). Os achados encontrados descreviam a presenga de
uma estrutura barril-f composta por 6 fitas antiparalelas. Além disso o dominio P se
divide em P1 que ¢ composto pelos aminoacidos 224 a 274 e 418 a 530, P2 entdo
torna-se uma inser¢do entre esses aminodcidos sendo composto por 275 a 417,
entretanto, P2 ¢ a regido mais externa e mais variavel da estrutura, pois, supde-se sua
funcdo como epitopo com fung¢do de neutralizagdo.

Além disso, o dominio conserva trés hélices a que possuem um loop
conservado com os aminoacidos Pro-Pro-Gly para os dois gendtipos aqui resolvidos.

O dominios P de GII.21 e GII.22 sdo aqui apresentados como mondmeros a
fim de facilitar as analises comparativas, no entanto, sabe-se que naturalmente
ocorrem como dimeros (Fig. 16). A resolu¢ao de GII.21 foi configurada em trés

dimeros enquanto que a de GII.22 foi monomérica, como apresentada.
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Figura 16 Estruturas cristalinas de raios X de norovirus GII.21 e GIL.22 sem ligante. Os mondémeros foram
sobrepostos para que as diferengas fossem observadas e em seguida a sobreposi¢do foi rotacionada para melhor
observagao dos loops indicados.
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As estrutura do dominio P é composta por trés hélices a, sendo duas pequenas
posicionadas dentro do dominio P2 com as seguintes sequéncias TTA e PKL para
GII.21 e PAN e PKL para GII.22. Possui ainda 13 fitas 8, onde 6 se organizam para
compor a estrutura em forma de barril no dominio P2 presente nas duas estruturas
apesar da diferenga entre aminoécidos.

A regido do N-terminal se sobrepde por 6 aminodcidos idénticos na sequéncia
de P1 para os dois gendtipos. O loop observado na por¢do superior da estrutura de
GIIL.21 que ndo se sobrepde a GII.22 ¢ formado por aminoacidos entre 290 a 298, na
Figura 21 ¢ possivel observar que ndo ha formacao desse loop na estrutura de GII.22
(loop posicionado a direita do loop-A). O loop-A ¢ o que mais se destaca forma-se
dos aminodcidos entre as posigdes 337 a 348 para GII.21 e 341 a 351 para GII.22. Na
Figura 16 ¢ possivel observar que nao ha sobreposi¢do entre eles e ambos encontram-
se em posicdes diferentes. Além disso foram destacados dois loops na lateral da
estrutura (loop-B e loop-C), o primeiro ¢ composto pelos aminoacidos 392 a 403 para
GII.21 enquanto que para GII.22 é composto pelos aminoéacidos 396 a 401, o segundo
¢ formado pelos aminodcidos 437 a 444 para GII.21 e para GII1.22 os aminoacidos 439
a 448. Essa regido estd destacada na figura 16 pois foi observada como regido de
ligagcdo para HBGAs na estrutura GIL.21 (136).

A ultima analise realizada nesse trabalho foi a resolu¢do da estrutura de
dominio P de GII.22 co-cristalizada com fucose (Fig. 17) onde os aminoacidos N351,
R352, D380 e 1382 foram identificados como as regides de contato com a fucose, no
inicio da folha-B seguinte ao loop-A (Figura 16) formado por aminoacidos 341 a 451.
Pelo menos o aminoacido R352 ¢ conservado quando comparado GII.22 com GII.4 e
GII.10, no entanto para GII.21, previamente descrito na literatura a regido de contato

com a fucose resume-se ao aminoacido 357E (Figura 17).
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Figura 17 Interacdo de fucose com dominio P2 de de norovirus. Acima a figura representa o dominio P2
destacado da estrutura completa de P com a fucose. O primeiro quadro é um aumento da estrutura GI1.22 ligada a
fucose resolvida neste trabalho, onde os pontos de contato da fucose sdo compostos pelos aminoacidos N352,
R352 e D381. O terceiro quadro ¢ um aumento da estrutura de GII.4 (PDB:SJ35) onde apenas a fucose foi
mantida. Os pontos de contato mostrados pela linha azul sdo compostos pelos aminoacidos T343, R344 ¢ D373.
No quarto quadro a estrutura de GII.10 (PDB:30ONY) ¢ possivel observar a fucose interagindo com os aminoacidos
N354, R355 ¢ D384. Por fim o quadro referente a estrutura GII.22 (PDB:4RMO) onde uma nova regido de
interagdo foi descrita, aqui apena o aminoacido E357 apresenta contato com a fucose.
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5. Discussao

Os calicivirus humanos, com maior destaque, os norovirus, sdo a principal
causa de gastroenterites agudas. Para os norovirus o modelo animal encontrado que
produz o maior numero de informagdes ¢ o modelo murino enquanto que para os
sapovirus o modelo usual ¢ o modelo suino (45). No entanto, as informagdes
biologicas adquiridas a partir desses modelos s6 podem ser transpostas aos modelos
de infeccdo humana com um limite bastante delineado. Sendo assim abrem-se portas
para a busca de informagdes aquém de cultivos celulares e sistemas replicativos. E em
uma dessas portas encontra-se a biologia estrutural.

O wuso de cristalografia, ressonancia magnética nuclear e crio-eletro
microscopia tém gerado inumeros dados a respeito de diversos virus incluindo os
calicivirus. No entanto, at¢é o momento, somente duas estruturas referentes ao
capsideo de sapovirus foram resolvidas, sendo uma delas, uma estrutura quimérica
ainda ndo encontrada em infec¢des naturais (137, 138). Ambas foram resolvidas a
partir de crio-eletro microscopia, sendo a primeira uma estrutura de resolugdo de 22 A
e a segunda de 8,5 A.

Além disso, a metodologia aplicada para obtengdo das particulas (VLPs do
inglés virus-like particles) em geral ¢ a expressdo de proteinas usando baculovirus
recombinante. Essa técnica, bastante utilizada, desde 1997 (139), ja foi descrita como
pouco eficiente para obtencdo de concentragdes elevadas de particulas de sapovirus
humanos (GI, GII e GV), o que dificulta estudos cristalograficos (140).

Expressar uma proteina de capsideo pode ser um trabalho dispendioso, no
caso dos calicivirus a estrutura em simetria icosaédrica T=3 determina que a sua
composicao seja de 180 unidades de VP1, dessa forma sdo 180 copias de dominios S
e 180 copias de dominio P. O uso de cristalografia com difragdo de raios X para
resolugdo de proteinas ¢ bastante eficaz quando se tém fontes abundantes de
quantidades de proteina e um bom modelo para substituicdo. Para os sapovirus
humanos ja foi abordada a dificuldade em ambos os casos, € para os norovirus uma
forma mais rapida de se compreender a estrutura do capsideo e suas possiveis fungdes
foi estudar a unidade de forma individual, separando-a em dominios.

Norovirus ligam-se a HBGA que sdo carboidratos polimodrficos encontrado na
saliva e na superficie de diferentes epitélios, incluindo mucosa intestinal (141), sabe-

se que pelo menos nove diferentes tipos de HBGA sao reconhecidos pelos norovirus
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(127) e, s@o agrupados em tipo ABH ou Lewis de acordo com a posi¢cdo da fucose
(141).

Nesse trabalho seis genotipos pouco detectados do genogrupo GII de
norovirus foram escolhidos como objeto de estudo a fim de se avaliar sua estrutura, e
possivel ligacdo com HBGAs. No entanto, apenas duas delas resultaram em modelos
estruturais resolvidos e apenas GII.22 demonstrou ligagdo com fucose apesar dos
esforgos para se avaliar outras possiveis ligacdes.

Um estudo realizado recentemente demonstrou que o sitio de ligacdo para
GIIL.21 seria unico em relacdo aos demais, uma vez que ndo apresenta aminoacidos
conservados na regido previamente descrita. Enquanto GII.4 apresenta ligacdo na
regido dos aminoacidos T344, R345, D374 e G443, GIL.21 apresenta ligacdo entre
HBGAs e os aminoacidos W296, S352, S355 e N379, que seria uma regido localizada
na por¢do mais superior do dominio P (136). Para GII.22 foi possivel demonstrar
apenas pontos de contato em N351, R352, D380 e 1382, que se aproxima da regido de
ligacao de GIL.4 (128).

A ligacdo com HBGA foi demonstrada para diferentes calicivirus (142-145)
evolutivamente isso demonstraria uma manutencdo de estratégia entre todos os
patdégenos que possuem esses carboidratos como receptores. A determinacdo de
ligagdes com HBGA para diferentes norovirus pode gerar uma importante
classificacdo fenotipica. Além disso estudos avaliando essas ligagdes podem ser
implicados a estudos epidemiologicos. Embora ndo se saiba a razdo especifica para
GII.4 ser o mais epidémico considerado a capacidade de ligagdo de outros genogrupos
a HBGAs (146).

Nesse capitulo com intuito de se obter maiores informacdes sobre a biologia
estrutural de calicivirus humanos, foram obtidos dados de duas novas estruturas de
dominios P de norovirus, sendo GII.22 ainda ndo descrita na literatura. Juntas essas
informagdes compdes novos conhecimentos a respeito de calicivirus humanos e criam

bases para futuros estudos moleculares e estruturais de ambos os géneros.
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CAPITULO III — DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS BASICAS
APLICADAS AO ESTUDO DE GENETICA REVERSA DE SAPOVIRUS
HUMANOS

1. Introdugdo

O termo genética reversa dentro da genética clédssica ¢ utilizado para descrever
o processo onde a informacdo segue um caminho contrario, ou seja, um gene ¢
determinado ou mutado e, o fenotipo resultante é estudado. Para virus de RNA o
termo pode ser utilizado quando héd geracdo de virus ou VLP (virus-like particle) a
partir de cDNA, com intuito de se compreender a fun¢do de proteinas especificas do
genoma viral (147). Estudos de genética reversa permitem uma maior compreensao
da biologia viral, gerando dados a respeito das interagcdes entre virus-hospedeiro e,
esses dados sdo a base para desenvolvimento de vacinas e tratamentos antivirais.

Apesar dos inimeros avangos nessa darea, informagdes a respeito dos
calicivirus s3o obtidas através dos sistemas desenvolvidos para os virus animais
devido a falta de uma cultura celular robusta que seja permissiva a infe¢do de
calicivirus humanos.

O primeiro sistema de genética reversa descrito para calicivirus foi publicado
em 1995 pelos pesquisadores Sosnovtsev e Green. Eles demonstraram a infec¢ao de
cultura celular a partir de RNA de calicivirus felino (FCV) transcrito na presenga de
analogos de CAP-5’ in vitro (148). Antes, no entanto, nos anos de 1973 e 1988, ja
havia sido demonstrada infeccdo de culturas de células com particulas virais
purificadas de calicivirus felinos e sapovirus suinos, respectivamente (149, 150).

As estratégias bem sucedidas para esses sistemas sdo basicamente duas: 1.
transcri¢do e adi¢do de CAP in vitro e 2. transfeccdo de DNA em células expressando
T7 RNA polimerase de um virus ajudante.

Para FCV primeiro foi desenvolvida a estratégia na qual o cDNA viral do
genoma completo foi transcrito e adicionado de CAP in vitro, esse RNA apresentou-
se infeccioso e permitiu a sele¢do de uma melhor cultura celular (células de rins de
felino) isso porque a presenca de um receptor especifico, JAM-1, aumenta a eficiéncia
da infecgdo facilitando o aumento no niveis de replicagdo e amplificacdo viral (148).
Uma forma encontrada para pular a etapa de transcricdo in vitro foi o

desenvolvimento de um sistema onde um virus ajudante, Vaccinia virus modificado,
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expressando T7 RNA polimerase foi utilizado para infectar as células de felinos
possibilitando a transfec¢do direta do cDNA do genoma completo do virus mais o
promotor T7 inseridos em um plasmideo de expressdo em células de mamiferos (151).
Ambos ensaios permitiram identificar: 1) receptores celulares importantes, ii)
obrigatoriedade da presenga de um analogo a VPg, bem como a iii) integridade do
dominio referente a Protease-Polimerase viral (152-154).

Seguindo a cronologia, o segundo calicivirus a ter um sistema de genética
reversa desenvolvido foi o sapovirus suino. Em 1988, ja havia sido demonstrada a
infeccdo desses virus em culturas celulares (150), no entanto, apenas em 2005,
utilizando uma abordagem similar a descrita para FCV, foi reportado o primeiro
sistema de genética reversa para sapovirus suino. A permissividade das células LLC-
PK (células de rim de suino) sé ocorreu quando foram adicionados acidos biliares ao
meio de cultura. Os virus formados a partir desse sistema quando injetados em leitdes,
causaram sintomas atenuados, o que constatou a infectividade das particulas (37, 45).
A necessidade de adigdo dos 4cidos biliares para infeccdo viral ja havia sido
demonstrada anos antes em estudos que comprovaram a regulagdo negativa da
resposta mediada por interferon na presenca de acidos biliares (46).

Em 2006, o virus da doenca hemorragica em coelhos (RHDV) teve seu RNA
transcrito in vitro ¢ transfectado em células de coelho RK13 (células de rim de
coelho), além disso o RNA foi demonstrado infeccioso quando injetado diretamente
no figado desses animais (155). Posteriormente, demonstrou-se que, diferentemente
de FCV, RHDV nio exigia a adi¢gdo de CAP e nem a presencga da sequéncia do gene
referente a VP2 para recuperag@o de novos virus (156). Uma importante mudanga na
constru¢dao, como clonar o genoma viral completo sob o comando de um promotor
CMV permitiu que houvesse uma produgdo maior de particulas virais infecciosas
(157).

Um importante modelo para norovirus humano ¢ o norovirus murino (MNV),
descrito pela primeira vez em 2003, como letal para camundongos
imunocomprometidos (21). Sua importancia deve-se ao fato de ser o primeiro
norovirus com uma cultura celular permissiva amplamente estabelecida (22). Para o
desenvolvimento de um sistema de genética reversa para MNV foram aplicadas as
mesmas estratégias descritas anteriormente para FCV, no entanto, a recuperacdo de

particulas virais s6 foi completa quando as células foram infectadas com Fowlpox
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virus que expressavam T7 RNA polimerase, isso porque o Vaccinia virus apresentou
um efeito inibitério na replicagdo de MNV (158).

Atualmente, o sistema de genética reversa de norovirus murino foi modificado
para a transfec¢do do RNA transcrito in vitro, pois o uso de um kit para adicao de
CAP pos-transcrigdo conhecido como ScriptCap seguido de eletroporacao das células
RAW264.7 (células macréfagos de camundongos BALB/c) permitiu uma recuperagao
mais rapida e robusta de particulas de MNV infecciosas (159). Muitos resultados
foram obtidos a partir desses sistemas, um deles por exemplo, foi a fungdo das regides
ndo traduzidas 5’-terminal e 3’-terminal do virus, que em alguns casos poderia ser
deletéria para a replicagdo viral, quando mutadas (160). Outro importante achado foi
a descricdo da func¢do da proteina codificada pela ORF4, que atua como um
antagonista da resposta imune inata atrasando a expressdo de alguns genes que
desencadeariam a apoptose celular (14).

Para norovirus humanos inimeros estudos indicam tentativas de
desenvolvimento de uma cultura celular robusta, bem como um sistema efetivo de
genética reversa.

O primeiro trabalho bem sucedido utilizando um constru¢do com um gene
reporter de norovirus humano consiste em uma linhagem BHK (células de rins de
bebe camundongos) capaz de manter a replicagdo do genoma de Norwalk virus, por
meio da inser¢do de um gene que confere resisténcia a antibidtico na posi¢ao de VP1
(161). O RNA extraido dessas células foi capaz de replicar em células de hepatoma
celular humano (Huh-7). Sendo entdo a primeira linhagem a replicar RNA de
norovirus humano (161). Esse sistema, no entanto, ndo permite estudos a partir de
modifica¢des no genoma porém, permitiu avaliagdes quanto aos efeitos de inibi¢ao da
replicagdo viral do interferon-o e do antiviral ribavirina (162). O mesmo grupo
posteriormente utilizou esse sistema para determinar o papel do colesterol no aumento
da infecgao viral (163).

De maneira geral tentativas de sistema de genética reversa, similares as
descritas para FCV, nao foram bem sucedidas para norovirus humanos, ou obtiveram
apenas um ciclo de replicagdo sem novas infecgdes pds-passagem celular ou, em
alguns casos, houve apenas detec¢do de RNA viral sem particulas ou com formagao
de VLPs (24, 25, 164).

Recentemente os principais achados consistem de infec¢do de norovirus

humanos em células B, um plasmideo que contém uma progénie viral com um gene
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reporter e, replicagdo de norovirus humanos em células tronco derivadas de
enterdcitos humanos (26-28).

Apods observarem replicagdo e presenca de proteina estrutural de norovirus
murino em células B, foi avaliada a possibilidade de se conseguir replicar norovirus
humanos também nesse tipo celular. Para que isso ocorresse amostras fecais positivas
para norovirus GII.4 foram utilizadas para a infec¢do. O grande achado desse trabalho
consiste na ndo filtracdo da amostra fecal e da constatacdo de que a presenca da
bactéria Enterobacter cloacae, que expressa HBGA em sua superficie, aumentou os
titulos virais na cultura celular. O uso de HBGA sintéticos com virus oriundos de
amostras filtradas também demonstrou um aumento no titulo viral. Dessa forma
concluiu-se ndo s6 que norovirus humanos sdo capazes de infectar células B mas,
também HBGAs funcionam como moléculas mediadoras entre o virus e a membrana
celular (27).

Outra forma de cultivo celular descrita recentemente para norovirus humanos
envolve o uso de células tronco oriundas de enterdcitos humanos coletados durante
biopsia de pacientes. Essas células sdo estimuladas a se diferenciarem em células do
epitélio intestinal (enterocitos, células em goblet, células enteroendodcrinas e células
de Paneth), em uma monocamada, que foi transfectada com norovirus humano
presente em amostra fecal. Nesse estudo a exemplo das culturas celulares de
sapovirus suinos (45), foi utilizado bile junto ao meio de cultivo. Como resultado
observou-se que apenas norovirus que alguns gen6tipos como GII.3, s6 eram isolados
na presenga de bile. Os norovirus GII.4 foram encontrados apenas em enterdcitos, o
que confirma a permissibilidade dessas células também para esses virus assim como
ocorre para outros virus entéricos (28).

Similar a outros sistemas de genética reversa, Katayama e colaboradores
descreveram um sistema de genética reversa para norovirus humanos GII.3
utilizando-se de GFP como gene repérter inserido na poliproteina, € o genoma
completo viral expresso sob o comando do fator de elongacao 1-a (EF-1a) em células
COS-7 (células tipo fibroblasto de simio). Esse sistema comporta a replicacdo do
genoma, formagao de particula viral, particulas virais contendo marcac¢ao de GFP e, o
RNA extraido dessas particulas foi determinado infeccioso (26).

Para sapovirus o ciclo replicativo ainda ndo ¢ totalmente conhecido e a
genética reversa foi estabelecida, até o momento, apenas para sapovirus suinos. Isso

ocorre porque esses sistemas ndo foram elucidados usando genogrupos humanos
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ainda e, a cultura celular para sapovirus suinos tende a ser laboriosa devido a
condi¢des restritivas para sua manutenc¢do (37, 45). O papel da VPg na tradugdo viral
foi recentemente descrito utilizando sapovirus suino como modelo. Foi demonstrado
que existe uma ligacdo entre VPg e eIF4E e uma associacdo ao complexo de traducao
elF4F (48).

A auséncia de uma cultura celular robusta faz com outras abordagens sejam
desenvolvidas para estudo de calicivirus humanos. O uso de genética reversa tem se
provado uma importante ferramenta na aquisicdo de informagdes a respeito de
diferentes virus de RNA. Consequentemente o desenvolvimento de um sistema de
genética reversa para sapovirus humano seria a base para a geracdo de novos

conhecimentos a respeito desse género viral.
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2. Material e Métodos

2.1 Clonagem

Para a constru¢cdo do clone infeccioso foi utilizado o genoma completo do
sapovirus BRO1 (numero de acesso: AB614356) clonado em pGEM-T easy

(Promega) e confirmado previamente (165).

2.2 Construgdo do clone infeccioso

A sequéncia do sapovirus BRO1 (Sapo CI) foi digerida por enzima de
restricdo Pacl (NEB) (Fig. 24), de acordo com as indicagdes do fabricante. A
purificagdo de DNA foi realizada utilizando-se o kit illustra GFx PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare Life Sciences). O produto foi armazenado a 4°C.

Para amplificacdo do vetor pcDNA3.1(+) (Fig. 24) (Thermo Fisher Scientific),
gentilmente cedido pelo Dr. Alexandre M. Vieira Machado (Fiocruz — Centro de
Pesquisa René Rachou), foram utilizados os primers indicados na Tabela 5,
utilizando-se LongAmp Taq DNA polimerase (NEB). O produto de PCR foi
purificado, também através do kit illustra GFx PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare Life Sciences).
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pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

Figura 18 pcDNA (Invitrogen). Esquema representativo do vetor de expressdo em células de mamifero.

Tabela 5 Principais primers utilizados para PCR de fusdo

DNA alvo Primer Forward Sequéncia

pcDNA 3.1(+) Pacl_BGH_For TTTAATTAACCGTGCCTTCCTTGACC

Sapo_CI pcDNA_For_Sapo5 TATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACGTGATTGGTTAGATGGTTTC
CAAGC

Primer Reverse

pcDNA 3.1(+) pcDNA_Rev GCTTGGAAACCATCTAACCAATCACGTTAGCCAGAGAGCTCTGCTT
ATATA

Sapo_CI Pacl_M10_oligodT50_Rev GTTTTCCCAGTCACGACTTAATTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTT

A técnica de PCR de fusdo (do inglés overlap-extension PCR) foi utilizada
nessa estratégia para inserir o cDNA genomico de sapovirus BRO1 em pcDNA3.1(+).
Para a sobreposicdo foram utilizados 150 ng/uL. de inserto e 50 ng/uL de vetor.
Primeiro duas PCRs individuais foram realizadas para gerar cada fragmento (inserto e
vetor) utilizando Phusion DNA polimerase (NEB). Para a fusdo pelo primeiro PCR,
foram utilizados 150 ng/pL de inserto e 75 ng/uL de vetor (propor¢ao molecular 1:1)
sem adicionar primers com 12 ciclos na temperatura para anelamento. Nessa etapa
ocorre a sobreposicdo dos fragmentos indicados na Figura 19, que ilustra o processo
completo. em seguida, a segunda PCR foi realizada com primers Pacl BGH For e
Pacl M10 oligodT50 Rev que anelam novas extremidades geradas com 20 ciclos de
extensdo. A ultima PCR foi realizada com a enzima LongAmpTaq DNA polimerase

(NEB).
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pcDNA_For_Sapo

o> «—

Pacl_M10_oligodT50_
BGH Peyy #5apo Rev

€«
pcDNA_Rev

PCR de Fusao

i T4 DNA Polimerase

Figura 19 PCR de Fusdo. O esquema representa como foi realizada a fusdo entre o pcDNA e o genoma de
sapovirus. As setas indicam a posi¢do de anelamento dos primers da tabela 5.

O produto de PCR gerado, de aproximadamente 13 kb, foi precipitado com
etanol e, em seguida digerido utilizando-se a enzima de restricdo Pacl (NEB) a 37°C
por 16 h. Para purificacdo completa, um gel de agarose 0,8% foi corrido com todo o
volume da reagdo anterior. Em seguida, as bandas do gel foram excisadas e
purificadas utilizando-se QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN). Apos quantificar
o DNA (300 ng/uL), foi adicionada T4 DNA ligase (NEB) para recircularizagdo do
produto e posterior transformacdo. A reacdo foi realizada seguindo as instrugdes do
fabricante.

Um total de S5uL da reagdo foi utilizado para transformacdo de células
eletrocompetentes DH10B (Termo Fisher Scientific). Apoés 90 min de crescimento,
28°C, em meio nutritivo S.O.C sem antibidtico o volume total (1mL) foi distribuido
utilizando-se uma alg¢a de Drigalski em uma placa de petri contendo meio LB agar
suplementado com ampicilina (100 mg/mL). Essa placa foi incubada por 18h em
estufa 28°C. Todas as coldnias foram inoculadas em meio LB liquido suplementado
com antibidtico para posterior extragdo de DNA plasmidial e andlise a cerca da
presenca do plasmideo referente ao genoma completo de sapovirus por
sequenciamento de genoma completo, Macrogen (Coréia do Sul), utilizando-se da
técnica de primer walking (Tabela 6). O clone positivo foi nomeado

Sapo CI pcDNA3.1.
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Tabela 6 Primers utilizados para confirmacio da sequéncia do genoma completo

(primer walking).

Primer Sequéncia

Sapo_CI_1 CAAAAGCTAAAGCCAACCG
Sapo_CI_2 TGCATATGGGATTTTG
Sapo_CI_3 TCAACACACAAAATCTGCC
Sapo_CI_4 CAGTAATCGGCAAAGGTG
Sapo_CI_5 CTTCCTTGCTATCACGGG
Sapo_CI_6 CTGGCAATGTATTTCAGATAGAGAC
Sapo_CI_7 TTGGAATGACAGAATGCC
Sapo_CI_8 GTGCTTCCACGGTAATGG
Sapo_CI_9 GTGGCACAACTGGAGAAAC

2.3 Transfec¢do celular

Foram utilizadas para ensaio inicial as células CaCo-2 (adenocarcinoma
colorretal) e Huh-7 (carcinoma hepato-celular). A cultura foi mantida em meio
DMEM High Glucose (Gibco) com adicdo de 10% de Soro Fetal Bovino (FBS)
(Gibco) e 1% Antibidtico-Antimicético (anti-anti) (100x) (Gibco), em garrafas de 75
cm” de 4rea (frasco de cultura T75 KASVI) onde, cerca de 10° células eram
plaqueadas a cada passagem.

As transfecgdes foram realizadas em placas de 24 pogos (Kasvi), onde, 10°
células eram plaqueadas 24 h antes do procedimento, para obtencdo de confluéncia
entre 70 a 90% de células aderidas. Para o ensaio 2 pg de DNA extraido a partir de
miniprep. foram transfectados utilizando-se o reagente Lipofectamina 3000
(Invitrogen), seguindo as indicagdes do fabricante. Meio sem antibidtico e sem soro
foi utilizado quando o reagente era adicionado ao DNA. (Sapo CI pcDNA3.1 e
pcDNA3.1).

Brevemente, a recomendacdo do fabricante descreve que para o primeiro dia
as células devem ser semeadas nas placas (apés crescimento em garrafas de cultivo
em passagens abaixo de cinco vezes) em uma concentragio de 10° por pogo. Apos 24
h espera-se uma confluéncia entre 70 a 90% para realizagdo da transfeccao. O DNA
em quantidade de 2pg para cada poco foi entdo diluido em meio DMEM sem
antibioticos e sem soro fetal, num volume final de 50 puL por poco, a esse volume foi
adicionado 2 pL de reagente P3000 multiplicado ao numero de pogos a serem
transfectados, por exemplo, 3 pocos para pcDNA3.1(+) vazio igual a 6pug de DNA
mais 150 pL de DMEM mais 6 pL de reagente P3000 em um unico tubo. Para
preparo da Lipofectamina 3000 s3o adicionados 0,75 pL de reagente para cada pg de
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DNA mais 25 pL. de DMEM para cada pogo a ser trasfectado. Seguindo o exemplo
acima foram adicionados 4,5 pL de Lipofectamina 3000 mais 75 pL. de DMEM em
um Unico tubo. As duas misturas foram misturadas e mantidas a temperatura ambiente
por 15 minutos. Em seguida o complexo foi distribuido em cada poco e DMEM sem
antibiotico e sem soro foi adicionado a cada pogo até um volume final de 500 pL. As
placas foram entdo levadas a estufa, 37°C com 5% de CO; e, analisadas 24 horas e 48
horas pds transfecgdo (hpt).

As células transfectadas foram observadas diretamente ao microscopio de
fluorescéncia invertida ou confocal antes e depois da imunomarcagao.

Além de pogos contendo células transfectadas em todos os ensaios células nao
transfectadas mas, submetidas a crescimento em meio DMEM sem antibidticos e sem

soro fetal, foram observadas.

2.4 Ensaio de Imunomarcacdo

Como anticorpo primario foi utilizado soro de camundongo imunizado com
subdominio P2 de sapovirus, expresso previamente em E. coli BL21Al e, anti-dsRNA
monoclonal coletado de hibridoma de camundongo, gentilmente cedido pelo Dr.
Gorben Pijlman (Universidade de Wageningen, Holanda), e como anticorpo
secundario Alexa Fluor 633 Goat Anti-mouse IgG (H+L) (Thermo Fisher Scientific).
Ap6s o periodo de transfeccao (24 ou 48 hpt) as células foram lavadas com PBS 1X e
fixadas com 3% Paraformaldeido e 0,1% Glutaraldeido em PBS 1X por 10 minutos.
Para permeabiliza¢do das células foi adicionado PBS 1X, seguido de lavagem com
0,5% Triton por 20 minutos. As células foram entdo lavadas com PBS 1X, 3 vezes
com duragdo de 15 minutos cada lavagem. O processo de bloqueio foi realizado com
adi¢ao de PBS 1X mais BSA 3% em cada pogo por 30 minutos.

O anticorpo primdrio (anti-P2 ou anti-dsRNA) foi adicionado (1:50 ou 1:75)
em PBS 1X, as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 24 h em camara
umida escura, a 4°C (ou geladeira). O procedimento lavagem foi repetido e entdo o
anticorpo secundario (Alexa 633 anti-mouse IgG) (1:500) adicionado por 3 h. Apos
processo de lavagem foi adicionado DAPI 10 uM, por 30 minutos, seguido de 3
lavagens com PBS 1X, por 15 minutos. As laminulas foram entdo montadas em
laminas novas e devidamente identificadas e levadas ao microscopio confocal (Leica

TCS — SP3).
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2.5 Citometria de Fluxo

O procedimento de transfecc¢do foi realizado como descrito acima, utilizando-
se 4 pocos de uma placa de 24 pogos para cada ensaio, com a obrigatoriedade de um
poco de células sem transfec¢ao.

As células transfectadas com pcDNA3-1(+) vazio e Sapo CI pcDNA3.1
foram imunomarcadas antes da leitura.

Os pocos foram incubados com 100 pL de 0,05% tripsina-EDTA (Gibco) por
5 minutos a 37°C. A tripsina foi inibida com adi¢do de 500 uL. de DMEM com 10%
de soro fetal bovino. As células foram entdo centrifugadas a 400 x g por 3 minutos.

O equipamento utilizado para leitura foi FACSCalibur (Becton Dickinson).
Foram analisados os aspectos de granulosidade das populacdes de célula e a
fluorescéncia de acordo com a sua faixa de excitagdo e emissdo. Utilizando o software
FLOWIJO (LLC) dois aspectos foram avaliados, a granulosidade por tamanho da

célula e a intensidade de fluorescéncia por nimero de células.
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3. Resultados

Apds a confirmac¢do dos clone por sequenciamento ensaios referentes a
transfec¢do celular foram realizados em duas diferentes linhagens celular Caco-2 e
Huh-7. Uma vez definido o melhor protocolo de transfec¢do viral a primeira analise
realizadas foi a avaliagdo de possivel efeito citopatico. Dessa forma utilizando um
microscopio de fluorescéncia invertido as células foram observadas apenas em campo
claro, com objetiva 10x, apenas para efeito de comparagao.

E possivel observar na Figura 27 que as células Caco-2 sdo células alongadas,
com pouco volume citoplasmatico, crescem aderidas 4 superficie de cultivo e estdo
confluentes apds 24 h de semeadura. Observa-se também que as demais imagens
adquiridas demonstram uma ruptura nesse padrdo morfoldégico. Nos casos
representados as células perderam sua morfologia alongada, em sua maioria,

apresentando pouco ou nenhum volume citoplasmatico.
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Figura 20 Cé¢lulas Caco-2 transfectadas com Sapo CI e pcDNA. Todas as imagens foram capturadas utilizando
objetiva 10x. Caco-2 ndo trasnfectadas, células transfectas com plasmideo pcDNA3.1(+), com
Sapo_CI _pcDNA3.1.Todas as imagens foram observados 24 hpt. As células com Sapo_ GFP apresentam perfil de

morte celular.
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Em todos os ensaios de imunomarcagdo para células Caco-2 ou Huh-7 pelo
menos um plasmideo controle (sem o genoma viral) foi imunomarcado, bem como
Caco-2 vazia foi imunomarcada com anti-P2 e Alexa633. Para maior compreensao os
controles foram organizados em figuras separadas. A seguir, a Figura 21 referente aos
controles de transfeccdo de Caco-2 observadas em confocal. A primeira linha
representa células que ndo foram imunomarcadas. As duas seguintes foram
imunomarcadas com anti-P2 e Alexa 633 e ndo apresentaram fluorescéncia no

comprimento de onda analisado, como era esperado.

Alexa 633 Sobreposi¢io

Caco_vazia

Caco_vazia_anti- P2

Caco_pcDNA_anti-
P2

Figura 21 Caco-2 controles da transfec¢do. Na primeira linha as células ndo foram marcadas, foram apenas
coradas. Na segunda e terceira linhas células Caco ndo transfectada e células Caco transfectada com plasmideo
pcDNA3.1(+) vazio foram coradas com DAPI e imunomarcadas com anti-P2 e Alexa 633. Como esperado ndo
houve sinal de fluorescéncia.

As Figuras 22 e 23 representam o mesmo ensaio com apenas anticorpos
secunddrios diferentes, a primeira foi realizada com anti-P2 e Alexa 488 e a segunda

com anti-P2 e Alexa 633. Os controles da Figura 22 encontram-se na Figura 21.
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Na Figura 22 observa-se a imunomarca¢do de pcDNA3.1 vazio com anti-P2 e
Alexa 488 e, a mesma marca¢do na segunda linha nas células Caco-2 transfectadas
com a constru¢do SapoCIl pcDNA 3.1(+). A auséncia de sinal de fluorescéncia no
canal de Alexa 488 para o controle ¢ esperado. A marcagdo de anti-P2 e Alexa 488

em células transfectada com SapoClI apresenta pouco ndo-especifico.

Dapi Alexa 488 Sobreposi¢iao

Caco_pcDNA
3.1_anti-P2

Figura 22 Imunomarcagdo de células Caco com anti-P2 e¢ Alexa 488. Na primeira linha o controle de
pcDNA3.1(+) vazio sem sinal de imunomarcagdo. Na segunda linha uma imunomarcacdo do ensaio contendo o
genoma viral. Na sobreposic@o ¢ possivel notar um aumento nuclear, no entanto, ainda ha volume citoplasmatico,
algumas marcag¢des com caracteristicas granulosas mais destacadas e a estrutura da célula parcialmente alongada.

Caco_Sapo_CI_pcDNA
3.1_anti-P2

Na Figura 23 sdo apresentados os controles de transfec¢do em células Huh-7.
Nessa imagem observa-se na primeira linha células nio transfectada e ndo marcadas.
Na segunda linha foi realizada a imunomarcacdo (anti-P2 e Alexa 633) de células

transfectadas com pcDNA3.1(+) vazio.
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Dapi Alexa 633 Sobreposi¢io

Huh_vazia

Huh_pcDNA_anti
P2

Figura 23 Controle de imunomarcagdo de Huh-7 com anti-P2 e Alexa 633. Na primeira linha células Huh ndo

marcadas e ndo transfectada, apenas coradas com DAPI. Na segunda linha imunomarcagdo de pcDNA3.1(+) vazio

sem sinal de florescéncia.

A Figura 24 representa o ensaio de transfeccdo de células Caco-2 e Huh 7
com as construgdes que contem o genoma do sapovirus. Na primeira linha tem-se a
transfec¢do de SapoCI pcDNA3.1 em Caco-2 e na segunda linha SapoCI pcDNA3.1
em Huh-7. A imunomarcagdo foi realizada com anti-P2 como anticorpo primario e
anti-mouse Alexa633 como secundario. H4 um sinal de fluorescéncia bastante
especifico na primeira linha e ¢ possivel observar a que a marcagdo apresenta um
padrdo granuloso. Na segunda linha esse mesmo padrao ¢ observado, porém com um

sinal de ndo-especifico.
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Figura 24 Imunomarcagdo de células Caco-2 e Huh-7 transfectadas com SapoCI_pcDNA. Na primeira linha
encontra-se a imunomarcagdo de Caco-2 e na segunda de Huh-7. O padrio de marcagdo em ambas ¢ similar
apresentando uma granulosidade em volta do nucleo corado com DAPI.

As imagens obtidas a partir de imunomarcacdo com anti-dsRNA e Alexa 633
foram inconclusivas quando comparadas entre controles e plasmideos contendo
genoma viral. A possibilidade excessivo background ou reagdo inespecifica justificam
a auséncia dessas imagens nos resultados. No entanto, as células Caco transfectadas
com pcDNA3.1(+) vazio e SapoCIl pcDNA3.1 foram imunomarcadas e analisadas
por citometria de fluxo. Nesse ensaio foram utilizados os anticorpos primarios anti-P2
e anti-dsRNA e, para ambos, o secundario Alexa 633.

Para as células Caco ndo transfectada e ndo imunomarcadas foram detectas 18
células com possivel sinal de auto fluorescéncia. Para o controle pcDNA3.1(+) vazio
imunomarcado com anti-P2 num total de 10 mil células 327 estavam marcadas, porém
a leitura das células com SapoCIl pcDNA3.1 imunomarcadas com anti-P2 apresentou
550 células marcadas. A imunomarca¢cdo com anti-dSRNA para pcDNA3.1(+)
apresentou 266 células imunomarcadas enquanto que SapoCI pcDNA3.1 apresentou
um numero de 390 células imunomarcadas.

Na Figura 25 ¢ possivel observar o controle e os demais ensaios divididos em

analise da intensidade de fluorescéncia a esquerda, onde a barra indica as células
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imunomarcadas e o valor a média de células em relacdo ao total. Enquanto que a

direita o grafico representa a morfologia da célula observada em tamanho por

granulosidade.
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Figura 25 Citometria de fluxo de células Caco-2 para analise das imunomarcagdes realizadas com dois diferentes
anticorpos primarios. A primeira linha registra a leitura da célula vazia ndo imunomarcada. A segunda e a terceira
linhas referem-se ao pcDNA vazio e SapoCl, respectivamente, imunmoarcados com anti-P2. A quarta e a quinta
linhas referem-se ao pcDNA vazio e SapoCl, respectivamente imunomarcados com anti-dsSRNA. A morfologia
celular avaliada nos graficos a direita da figura manteve-se semelhantes. Embora as células transfectadas com
SapoCI tenham apresentado um numero maior de células marcadasem relacdo as células transfectadas com
pcDNA vazio, a diferenca entre esses valores ¢ maior quando avaliada a imunomarcagio anti-P2.
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4. Discussao

O primeiro sistema de genética reversa foi descrito em 1995 para calicivirus
felinos (148) e, apenas dez anos depois, em 2005, o primeiro sistema de genética
reversa para o género Sapovirus foi apresentado (45). No entanto, a exemplo do
primeiro o segundo foi baseado no virus que infecta suinos. Até o presente momento
ndo se obteve um sistema de cultivo celular para calicivirus humanos assim como nao
ha relatos de um sistema de genética reversa para sapovirus humanos.

Recentemente, um sistema de genética reversa sem o uso de virus “ajudante”
foi descrito para norovirus humanos. Essa abordagem foi relatada como mais eficaz
do que abordagens que utilizavam-se do sistema que utilizava o virus vaccinia
recombinante expressando T7 polimerase (26). Sabe-se ainda que esse sistema
mostrou-se eficaz para diferentes calicivirus mas ndo para os sapovirus suinos. Que
foram replicados em um sistema direto, onde o RNA viral ¢ transcrito e CAP ¢
adicionado in vitro, gerando assim particulas virais viaveis capazes de infectar células
LLC-PK (45).

O sistema de genética reversa descrito para norovirus GII.3 humanos,
mostrou-se eficaz em quatro diferentes linhagens de células (COS-7, Hek293T, Huh-7
e Caco-2), produzindo particulas virais detectadas por microscopia eletronica, bem
como a producdo de uma progénie viral marcada com o gene reporte GFP. O uso do
fator de elongacao 1-alfa substituiu o uso de promotores como T7 polimerase e CMV,
que foram previamente descritos como, bem sucedidos, para norovirus murino
(MNV) e virus da febre hemorragica do coelho (RHDV) (157, 158, 166, 167).

Nesse capitulo ¢ apresentada uma abordagem para o desenvolvimento de um
clone infeccioso de sapovirus humano como ferramenta para estudo de genética
reversa desses virus. A abordagem foi a clonagem do cDNA do genoma viral
completo sem nenhuma modificagdo para posterior transfecgdo celular.

Apenas dois anticorpos primarios foram utilizados nesse estudo, um deles,
especifico, produzido contra o subdominio P2 da proteina VP1 do capsideo e, o outro,
um monoclonal produzido contra fita dupla de RNA. O primeiro anticorpo indicaria a
possivel expressdo da proteina estrutural viral, enquanto o segundo, indicaria a
presenca de fita dupla de RNA, que ¢ uma forte evidéncia de transcrigdo de novo.

Em ambos os casos os anticorpos foram usados para imunomarcacdo celular e

suas reacdes foram observadas a partir de um critério qualitativo e, a partir de uma
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estimativa quantitativa. Ao observar os sinais de fluorescéncia nas imagens obtidas
por meio de microscopia de confocal a laser, pode-se assumir que h4d uma interagdo
entre ambos anticorpos e as culturas transfectada com cDNA viral. Em um ensaio
com c¢lulas Huh, ndo apresentados nesse capitulo, observou-se a formacdo de
estruturas similares a corpos apoptdticos num periodo avaliado entre 3 a 36 hpt. Esse
tipo de resultado ja foi previamente descrito na literatura, onde a presenca de GFP
estava relacionada diretamente a progressdo do efeito citopatico, ou ainda, inimeras
passagens faziam com que o GFP deixasse de ser expresso pelo sistema e, em alguns
virus animais a presenca de GFP anulou a infectividade da particula gerada (26, 168,
169).

O uso do clone denominado SapoCI-pcDNA3.1 apresentou resultados
importantes, pois, além de emitir sinais de fluorescéncia apds imunomarcagdo com
anti-P2 e anti-dsRNA, também apresentou menores efeitos citopaticos. Além disso
numericamente por analise de citometria de fluxo apresentou um numero maior de
células marcadas com anti-P2 que ¢ um anticorpo especifico para o genogrupo GI.2
utilizado no estudo.

A tentativa de recuperagdo de particulas virais para visualizagdo por meio de
microscopia eletronica de transmissdo ndo foi bem sucedida, assim como a baixa
especificidade observada no Western blot realizado com os sobrenadantes das
transfecgdes e o anticorpo anti-P2 (dados ndo mostrados). Isso pode ter ocorrido
devido a uma ineficiéncia no processo de concentragdo e purificagdo e particulas
desse material.

Um ensaio capaz de duplicar a prova de que o cDNA viral estd sendo
transcrito de novo pelo mecanismo celular, seria um ensaio de Northern blot para
deteccdo da fita senso negativo. A positividade desse ensaio concluiria a
funcionalidade do sistema, mesmo que ndo haja formacao de particulas.

O uso de anticorpos para diferentes proteinas ndo estruturais como, VPg,
RdRp, possibilitaria a mesma contra prova de uma maneira mais simples, no entanto,
esses anticorpos ndo sao disponiveis comercialmente.

E importante que a escolha de se usar um cDNA viral inserido num plasmideo
sob o comando de um promotor CMV ¢ oriunda dos sistemas de genética reversa para
sapovirus suino, norovirus murino ¢ RHDV (45, 156, 166). Apesar de se ter uma
contru¢do onde o genoma complete de sapovirus estd clonado num promotor que

apresenta a sequéncia do promotor T7 polimerase, a transcri¢do in vitro foi descartada
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devido a falta do sistema de adigao de CAP in vitro ndo ser acessivel nesse momento.
No entanto, essa abordagem, se realizada, também trara uma nova ferramenta a ser
explorada, bem como, sera considerada um ineditismo para os sapovirus humanos, até
0 presente.

Sendo assim nesse capitulo foram apresentadas evidéncias de que dois
plasmideos contendo cDNA de sapovirus, um com eGFP inserido como gene reporter,
podem funcionar como ferramentas para genética reversa desses virus. Entretanto, sdo

necessarios maiores esfor¢os para confirmagdo dessa hipdtese.
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5. Conclusao Geral

Os primeiros calicivirus humanos foram detectados e descritos em 1972 e
1977 (15, 170), nessa mesma década inimeros outros virus entéricos foram
identificados como, por exemplo, os rotavirus e astrovirus (171, 172). Curiosamente,
apenas os calicivirus humanos permanecem sem possuirem uma cultura celular
permissiva que possibilite ndo sé ensaios que requeiram isolamento viral, mas
também compreensdo de infecgdo-replicacdo-saida do virus. Isto posto, outras
abordagens foram desenvolvidas para obten¢do de informacdes a respeito desses
virus, que, atualmente, sdo os maiores causadores de gastroenterites no mundo.

No Brasil os dados a cerca da epidemiologia dos calicivirus humanos ainda
ndo faz parte de um sistema de vigilancia nacional, contudo, sabe-se que os calicivirus
humanos ja foram detectados em rios, lagoas e dguas de esgoto e, em muitos casos o
objetivo final desses estudos era o monitoramento da contaminacdo das 4guas ou
analise comparativa entre amostras clinicas e amostras ambientais (61, 111, 173-175).
Porém a maior parte dos dados compilados ¢ oriunda das grandes regides Sudeste,
Nordeste, Norte e Sul. Pouco se sabe a respeito da circulacdo desses virus na regido
Centro Oeste. Dessa forma foi proposto uma analise 4gua de esgoto ndo tratada nos
anos de 2014 e 2015, os meses referente ao periodo de baixas temperaturas e baixo
indice pluviométrico foram escolhidos baseados em estudos que os descrevem como
meses de maior incidéncia de calicivirus humanos em paises tropicais (87).

Nesse trabalho os resultados obtidos foram além dos calicivirus humanos e
demais virus entéricos. O uso de metagendmica permitiu a identificagdo de diferentes
virus de plantas e animais. Ainda que ndo seja um trabalho de vigilancia, a partir dos
dados coletados pode-se inferir que a populagdo de Brasilia ¢ acometida por
calicivirus humanos, j4 bem descritos em trabalhos que avaliaram agua de esgoto do
Rio de Janeiro, por exemplo (61, 176). Além de sapovirus, que ainda sdo pouco
estudados no pais, os norovirus identificados curiosamente apresentaram genotipos
descritos no mesmo periodo em outros paises, incluindo a presengca do genotipo
GII.17 na amostra de 2015 (32, 177, 178).

A andlise de amostras de esgoto ndo tratado resultou em uma descricdo dos
possiveis virus circulantes no Distrito Federal e, esse tipo de dado pode proporcionar
futuras medidas na escolha do tratamento desse esgoto, para que os virus sejam

eliminados e o risco de contamina¢do da 4gua onde o efluente ¢ despejado seja
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minimizado. Futuros estudos que incluam monitoramento de diferentes meses do ano
podem ajudar numa melhor abordagem para conscientizacdo dos cuidados a serem
tomados para evitar contaminagdo, principalmente, de d4gua e alimentos, uma vez que
ndo existe um tratamento com antivirais ou vacinas contra calicivirus humanos.

As informagdes a respeito das sequéncias virais sdo de suma importancia
principalmente para identificacdo e classificacdo viral, dentro dos estudos dos
calicivirus humanos utiliza-se a sequéncia para se obter informacdes epidemiologicas
e muitas vezes tentar compreender o porque de determinado gendtipo ¢ mais
prevalente que outros. Levando isso em consideragdo uma abordagem diferente no
estudo desses virus ¢ a analise estrutural.

Nesse trabalho diferentes gendtipos de norovirus, pouco incidentes, foram
escolhidos com o intuito de se compreender o que poderia causar essa baixa
incidéncia no aspecto estrutural da regido mais varidavel em sequencia desse
genotipos.

O que foi demonstrado ¢ que pelo menos um deles, o GII.21 possui uma
estrutura diferente do genotipo mais epidémico o GII.4 e, além disso o genotipo
GIIL.22 apesar de inimeros esfor¢os e sua estrutura similar a GII.4, ndo apresentou
ligagdo com HBGAs inteiros mas sim com a fucose, em regides ja determinadas para
outro gendtipo pouco incidente o GII.10 (179). Esse tipo de informacao ¢ importante
uma vez que ndo se sabe ao certo qual a forma de entrada dos norovirus nas células
humanas, mas sabe-se que HBGA livres sdo carboidratos que favorecem essa entrada
(27). Sendo assim a resolugcdo de estruturas de norovirus pode permitir a andlise
evolutiva desses virus e qual a relacdo entre as diferentes estruturas do capsideos e os
diferentes carboidratos a quais se ligam.

Por fim uma vez que um virus ¢ identificado em uma amostra, analisado por
sequenciamento, analisado por caracteristicas morfoldgicas e estruturais, espera-se
poder estudar-se suas interagdes com as células do hospedeiro. Esse fluxograma, no
caso dos calicivirus humanos ainda nao ¢ alcangado com facilidade devido a auséncia
de uma cultura celular robusta. Embora diferentes esfor¢os tenham sido demonstrados
recentemente como, o uso de células e enterdcitos derivados de células tronco (27,
28), a reprodutibilidade de ambos ainda ndo ¢ acessivel. Desta forma o uso de
plasmideos modificados com o genoma viral sdo ferramentas simples, de facil
manipulagdo para geragcdo de informagdo a respeito do virus, seu ciclo de replicagdo e

possivel interacdo entre proteinas virais e proteinas do hospedeiro.
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Foi descrito nesse trabalho um plasmideo cuja a similaridade encontra-se na
presenca do genoma completo do sapovirus BRO1, identificado pela primeira vez no
Distrito Federal, no ano de 2011 (165). Nos resultados descritos a despeito das
abordagens utilizadas para a confirmacdo da funcionalidade do clone foram
observados resultados que caracterizam uma possivel transcrigdo e traducdo.
Comprovadas pela detec¢d@o com anticorpo especifico contra a regido mais exposta do
capsideo (anti-P2) e ainda a presenca de dupla fita de RNA através da imunomarcagao
analisada através de citometria.

Conclui-se que os calicivirus humanos, norovirus e sapovirus, sdo virus
causadores de gastroenterites agudas que circulam na populagdo do Distrito Federal,
necessitando a andlise comparativa com amostras clinicas e estudos que
correlacionem possiveis surtos a esses virus na mesma localidade. Além disso a
aplicacdo de biologia estrutural permite avaliar a diferenca morfolégica entre
diferentes gendtipos e criar hipoteses que correlacionem as estruturas e a incidéncia
epidemiologica desses virus. Durante o desenvolvimento de estudos estruturais ¢
possivel melhoras técnicas que permitam a expressao de proteinas em condi¢do nativa
ndo demonstradas ainda e, por fim, a clonagem do cDNA de sapovirus em um vetor
de expressdo contendo promotor CMV mostrou-se promissora no desenvolvimento de

uma ferramenta que permita a genética reversa de sapovirus humanos.
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6. Perspectivas Futuras

Nessa tese foram apresentadas trés diferentes abordagens para o estudo de
virologia basica e, a partir dessas abordagens foram gerados conhecimentos ainda nao
descritos na literatura até o momento. Espera-se com isso uma contribui¢do na area de
estudos sobre calicivirus humanos e, espera-se a publica¢cdo da estrutura de GIL.22 e
publicacdo do clone de sapovirus apds ensaios que demonstrem a presenca da
particula viral.

O uso de metagenoma para deteccdo de calicivirus poderd ser utilizado como
justificativa futura para implementacdo de uma forma de vigilancia clinica e
ambiental a respeito dos virus causadores de gastroenterites circulantes no Distrito
Federal.

Espera-se, ainda, a submissdo, no banco de proteinas, das estruturas de
norovirus resolvidas nesse trabalho.

Por fim, com o uso de microscopia eletronica de transmissdo espera-se provar
a presenca de particulas virais apos a transfeccao do clone apresentado, bem como um
ensaio de hibridizagdo in situ ou um Northern blot para a comprovagao de replicacdo

e um possivel RNA subgenomico referente ao capsideos de sapovirus.
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