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RESUMO 

 

A família Caliciviridae é formada por vírus pertencentes a cinco gêneros: Sapovirus, 

Norovirus, Lagovirus, Vesivirus e Nebovirus. Alguns sapovírus e norovírus são conhecidos 

como agentes causadores de gastrenterites em humanos, sendo sapovírus o segundo agente 

viral mais importante depois dos norovírus. O genoma do sapovírus é linear, de senso 

positivo, ssRNA, com tamanho de cerca de 7,5 kb, poliadenilado na região terminal 3'. Os 

sapovirus, atualmente, são divididos em sete genogrupos (GI-GVII) que infectam humanos, 

suínos e visons. Essa classificação é baseada, principalmente na sequência da proteína do 

capsídeo. Nesse estudo, o genoma completo de um sapovírus isolado (Sapovirus Hu/GI.2/BR-

DF01/BRA/2009) em Brasília, Brasil, foi analisado com todas as sequências de sapovírus 

disponíveis para determinar sua relação filogenética e possíveis eventos de recombinação 

intra- e inter-genogrupos. Foi determinada uma proximidade filogenética com uma sequência 

obtida em 2005 em Bangladesh. Uma possível recombinação inter-genogrupo entre GI 

(humano) e GIII (suíno) assim como recombinações intra-genogrupo foram encontradas nas 

análises. Outro achado relevante é a região RdRp-CP como sítio de recombinação. Devido à 

ausência de ferramenta eficaz de diagnóstico imunológico do vírus baseada em procedimento 

de ELISA, surgiu à demanda de se expressar o capsídeo viral utilizando sistema de expressão 

de proteína heteróloga para obter anticorpo específico. Dessa forma o segundo objetivo desse 

trabalho foi produzir VLP de sapovírus utilizando o sistema de baculovírus recombinante. 

Para a confirmação da montagem dessa particular além de análise em microscopia eletrônica 

foi produzido um anticorpo policlonal contra a porção variável da proteína do capsídeo (P2). 

A análise ao microscópio eletrônico de transmissão demonstrou partículas esféricas com 

tamanhos de 20-40 nm, no entanto a ligação entre o anticorpo anti-P2 e possível VLP 

expressa não foi demonstrada. Esses resultados indicam que maiores estudos quanto a 

expressão e purificação de VLP de sapovírus devem ser realizados. 

 

Palavras-chave: calicivírus, sapovírus, recombinação, produção de anticorpos policlonais, 

virus-like particles 
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ABSTRACT 

 

The family Caliciviridae consists of viruses belonging to five genera: Sapovirus, Norovirus, 

Lagovirus, Vesivirus and Nebovirus. Certain sapovirus and norovirus strains are well-known 

causative agents of serious human gastroenteritis. Sapovirus is the second most important 

causative agent of human diseases next to norovirus. The sapovirus genome is linear, 

positive-sense, single-stranded RNA, of approximately 7,5kb that is polyadenylated at the 3’ 

terminus. Sapovirus is divided into, at moment, seven genogroups (GI-GVII). This 

classification is based mainly on capsid protein sequence divergence. In this study, the entire 

genome of one sapovirus isolated in Brasília, Brazil (Sapovirus Hu/GI.2/BR-

DF01/BRA/2009) was evaluated with all available sequences of sapovirus to determine its 

phylogenetic relationship and possible intra- and inter-genogroups recombination events 

using RDP3 program. It was determined the identity between the Brazilian sequence and one 

sequence collected in 2005 in Bangladesh and its possible recombination such as a possibility 

of an inter-genogroup recombination event between GI (human) and GIII (porcine). Another 

relevant found is the region of RdRp-CP as a hot spot of recombination. Due to the lack of the 

efficient diagnostic tools based on ELISA procedure, the preparation of capsid protein of the 

virus using heterologous protein expression system was requested. Thus the second objective 

of this work was to produce VLP sapovirus using recombinant baculovirus system. To 

confirm this particle assembly besides electronic microscopy analysis a polyclonal antibody 

was produced against the variable region (P2) of the capsid protein. The analysis by 

transmission electron microscope showed spherical particles with sizes of 20-40 nm, however 

the response between the anti-P2 and the possible VLP could not be demonstrated. These 

results indicate that further studies regarding the expression and purification of VLP sapovirus 

should be performed. 

 
Key-words: calicivirus, sapovirus, recombination, production of policlonal antibodies, virus-

like particles 
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I. INTRODUÇÃO 

 

A diarreia é um dos sintomas mais comuns de doenças que acometem 

crianças nos primeiros anos de vida, sendo causa significante de morbidade e 

mortalidade infantil em todo o mundo (Vernachio et al., 2006; Xavier et al., 2009). 

A diarreia em crianças com menos de cinco anos é considerada grave devido à 

possibilidade de perda de fluídos e eletrólitos levá-las mais rapidamente a um estado 

de desidratação (Martella et al., 2008).  

Mundialmente estima-se que doenças diarreicas causem aproximadamente 

1,87 milhões de mortes por ano entre crianças menores de cinco anos de idade 

(Instituto Adolf Lutz, 2004). A maioria dessas mortes ocorre em países emergentes 

da África e sudeste da Ásia (Ramani & Kang, 2009). No Brasil de acordo com o 

Ministério da Saúde 3,9% de crianças menores de cinco anos foram a óbito devido a 

doenças diarreicas no ano de 2008 e 3% no ano de 2010 (Ministério da Saúde, 2008; 

2010).  

A etiologia das diarreias pode envolver vários agentes como vírus, bactérias 

e parasitas (Instituto Adolf Lutz, 2004).  

Recentemente, com a melhoria das condições higiênicas, sanitárias e de 

suprimento de água em países emergentes, tem havido uma redução significativa no 

número de casos atribuídos a bactérias, e um aumento proporcional de diarreia em 

pacientes hospitalizados, que são atribuídas a agentes virais (Ramani & Kang, 2009; 

Schlenker & Surawicz, 2009).  

Os cinco gêneros virais entéricos mais comuns são: Rotavirus (Família 

Reoviridae), Norovirus e Sapovirus (Família Caliciviridade), Mastadenovirus 

(Adenoviridae) e Mamastrovirus (Astroviridae), sendo os rotavírus mundialmente 

reconhecidos como os principais agentes virais causadores de gastroenterites 

(Santos et al., 2008). Não obstante, com o aprimoramento das técnicas de 

diagnóstico molecular, os calicivírus humanos e outros patógenos não descritos 

anteriormente vêm ganhando importância enquanto agentes associados a 

gastroenterites (Vernachio et al., 2006) . 

Sabe-se que a primeira descrição dos calicivírus humanos foi feita em 1972, 

quando amostras provenientes de um surto de diarreia, numa escola primária nos 

Estados Unidos da América foram analisadas por imunoeletromicroscopia. O 

primeiro calicivírus humano isolado foi o Norwalk virus (gênero Norovirus). Em 
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1977 ocorreu um surto de gastroenterite na cidade de Sapporo, no Japão, onde foi 

demonstrada, também por microscopia eletrônica, a presença de um vírus 

morfologicamente semelhante ao Norwalk virus, denominado Sapporo virus (gênero 

Sapovirus) (revisado por Schlenker et al., 2009). 

 

I.I Calicivírus 

 

Os calicivírus são vírus esféricos com um diâmetro de 27 a 40 nm. Seu capsídeo 

é composto por um único tipo de proteína, exibindo simetria icosaédrica. São 180 

unidades organizadas em 90 dímeros que formam dois domínios: o domínio S e o 

domínio P (Oka et al., 2005). O domínio S forma a parte interna do capsídeo e envolve 

o RNA genômico; o domínio P, subdividido nos (sub)domínios P1 e P2 (Figura 1a), 

assume uma organização característica: é visto em forma de cálice na microscopia 

eletrônica (ME). Essa morfologia é mais aparente nos Sapovirus, conferindo-lhes a 

aparência de estrela de Davi (Figura 2) (Borges et al., 2005). 

 

 

Figura 1. Representação da proteína do capsídeo de calicivírus. a) Representação da organização 

estrutural do domínio S (em amarelo) e dos subdomínios P1 e P2 (azul e vermelho). b) Partícula 

viral completa na qual foi destacado o monômero da proteína do capsídeo. A partícula possui 

simetria icosaédrica e a proteína do capsídeo se apresenta na forma de dímeros (proteína do 

capsídeo) (adaptado de Donaldson et al., 2010). 
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Figura 2: Microscopia eletrônica de transmissão de partículas de sapovírus de extrato fecal. Nessa 

imagem é possível observar a conformação em estrela de Davi, característica dos vírus pertencentes 

à família Caliciviridae (adaptado de Chiba et al., 2000).  

 

Os primeiros calicivírus a serem descritos foram o Vesicular exanthema virus 

(VESV), San Miguel sea lion virus (SMSV) e Feline calicivirus (FCV) (Thiel et al., 

1999). Em 1932 na cidade de Orange County, Califórnia (EUA), houve um surto de 

VESV, que inicialmente foi associado com febre aftosa devido à semelhança de 

sintomas. Posteriormente, descobriu-se que os suínos infectados haviam sido 

alimentados com carne de animais marinhos contaminada com calicivírus (Smith et al., 

1998; Thiel et al., 1999). VESV foi erradicado nos Estados Unidos da América no ano 

de 1959, ao contrário de SMSV que ainda é circulante. Embora este último tenha dado 

origem aos vírus que contaminaram suínos e sua nomenclatura seja em função de um 

grupo estudado em leões marinhos, sabe-se que existem genogrupos de SMSV capazes 

de infectar mais de 11 espécies marinhas (Thiel et al., 1999). 

Os calicivírus felinos (FCV) são classificados, atualmente, como pertencentes ao 

gênero Vesivirus, e estão associados a diferentes patologias animais como doença 

respiratória, estomatite aguda e crônica, artrite aguda e febre semelhante à hemorrágica, 

também conhecida como doença sistêmica virulenta associada à FCV (Pedersen et al., 

2000).  

Inicialmente, os calicivírus foram classificados como pertencentes à família 

Picornaviridae, mas após análises estruturais, morfológicas e principalmente 

filogenéticas, em 1979, o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) aprovou 

a criação da família Caliciviridae, na época composta por um único gênero, Calicivirus. 
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Os calicivírus são classificados, atualmente, em cinco principais gêneros: 

Sapovirus, Norovirus, Lagovirus, Vesivirus e Nebovirus, baseados na estrutura e 

diversidade do genoma viral (Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus, 2012).  

Sapovirus e Norovirus são os únicos gêneros dessa família capazes de infectar humanos, 

podendo ainda infectar alguns animais como suínos e bovinos, entre outros. São agentes 

causadores de gastroenterites, acometem adultos e principalmente crianças. Ambos os 

patógenos causam sintomas de diarreia, náuseas e vômitos, nos meses de inverno, 

principalmente. Quanto a epidemiologia, os norovírus são, atualmente, os principais 

causadores de gastroenterite viral no mundo (Donaldson et al., 2010), sabe-se que os 

sapovírus também são epidêmicos. No entanto, em países como o Brasil sua incidência 

ainda é desconhecida. 

 Lagovirus é o gênero representado, principalmente, pelos vírus causadores da 

febre hemorrágica de coelhos (RHDV). Esses vírus são endêmicos na Europa e Ásia 

(Mitro et al., 1993) e, causam necrose e hemorragia de fígado, baço, rins e pulmões. Os 

animais chegam a óbito aproximadamente três dias após a infecção (Alonso et al., 

1998). Em alguns países, como por exemplo, a Austrália esses vírus já foram utilizados 

como controle do crescimento das populações de coelhos (Cooke, 2002).  

A família Caliciviridae é formada por vírus não envelopados com genoma de 

RNA fita simples, senso-positivo, poliadenilado e de tamanho genômico entre 7,3 e 8,3 

kpb. O genoma apresenta duas ou três fases de leitura abertas (ORF – open reading 

frame) dependendo do gênero ou do genótipo (Okada et al., 2006). Uma importante 

característica do RNA genômico desses vírus é a codificação da cisteíno-protease, “3C-

like protease”, na ORF1. A protease é inicialmente sintetizada como parte da ORF1 e 

cliva a poliproteína codificada pela ORF em múltiplas proteínas não estruturais (Okada 

et al., 2006). A proteólise da poliproteína dá origem a uma proteína associada ao 

genoma (VPg), uma helicase e a uma RNA polimerase RNA dependente (RdRp) 

(Schlenker et al., 2009). A proteína estrutural que forma o capsídeo é traduzida a partir 

de um RNA mensageiro subgenômico codificado pela ORF2 (Figura 3). 
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Figura 3: Representação dos genomas virais dos gêneros que compõe a família 

Caliciviridae. (Hel = helicase; VPg= proteína associada ao genoma; Pro= protease; POL = RNA 

polimerase RNA dependente; CP = proteína do capsídeo) (adaptado de ViralZone, 2012). 

 

I.I.I  Sapovírus 

 

Os calicivírus apresentam dois importantes agentes causadores de gastroenterites 

humanas, os sapovírus e os norovírus (Hansman et al., 2007). Ambos possuem 

distribuição global, incluindo a América do Sul. Esses dois agentes virais diferem-se 

quanto à epidemiologia e também pela sintomatologia. Por exemplo, em crianças de 

dois anos de idade os norovírus causam diarreia moderada a grave, com vômito como 

sintoma predominante, enquanto os sapovírus causam diarreias agudas (Jonhsen et al., 

2009).  

Os sapovírus humanos foram identificados pela primeira vez em 1977, em 

Sapporo, Japão. Um surto diarreico acometeu crianças menores de cinco anos 

matriculadas em uma creche local. As amostras fecais foram colhidas e analisadas por 

imunoeletromicroscopia e a sua morfologia foi descrita como característica a 

morfologia dos calicivírus (Chiba et al., 1979). 

Sapporo virus é a única espécie membro do gênero Sapovirus. Sua transmissão é 

por via oral-fecal e é frequentemente associada à ingestão de água e alimentos 

contaminados. Muitos relatos de estudos epidemiológicos de sapovírus provenientes da 

Ásia, Europa e Américas estão disponíveis, e atualmente, este vírus é reconhecido como 

um importante agente de gastroenterites agudas (Hansman et al., 2005; Schlenker et al., 

2009; Svraka et al., 2010). A caracterização dos sapovírus tem sido dificultada, 

especialmente para as linhagens que infectam humanos, dada a ausência de um sistema 

eficiente de cultivo in vitro (Oka et al., 2006; Fullerton et al., 2007; Hansman et al., 

Norovirus, Vesivirus 

Lagovirus, Sapovirus, Nebovirus 
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2007). Apenas um isolado da cepa suína (Po/SV/Cowden/1980/US) é capaz de se 

propagar em cultura celular (Chang et al., 2005; Oka et al., 2006; Fullerton et al., 2007). 

Os sapovírus causam gastrenterites em humanos, suínos e vison (mink) (Guo et 

al., 2001; Hansman et al., 2004; Katayama et al., 2004; Johnsen et al., 2009), e são, 

atualmente, divididos em cinco genogrupos pelo ICTV (2012) (GI-GV), dois novos 

genogrupos foram sugeridos após análises filogenéticas que os distinguiram dos demais 

(Phan et al., 2007), GVI e GVII. Os vírus dos genogrupos I, II, IV e V infectam 

humanos, enquanto GIII e GVI infectam suínos e GVII infecta mink (Tabela 1) (Phan et 

al., 2007; Cunha et al., 2010). A classificação em genogrupos e genótipos é baseada na 

diversidade nucleotídica do gene da proteína do capsídeo (Schuffenecker et al., 2001; 

Farkas et al., 2004). 

Em 2010 o Comitê Científico Internacional de Calicivírus determinou que a 

classificação (genotipagem) dos sapovírus fosse dada a partir da análise da sequência 

completa do gene da proteína do capsídeo (aproximadamente 1700 nucleotídeos). Em 

2012, 107 sequências de capsídeo de sapovírus humanos, incluindo uma sequência de 

sapovírus suíno, foram utilizadas para classificação em genogrupo e genótipo. As 

distâncias genéticas foram obtidas a partir do método bi-paramétrico de Kimura. As 

análises resultaram em 4 genogrupos e 16 genótipos para os vírus humanos (GI [1-7], 

GII [1-7], GIV [1] e GV [1]) (Tabela 1) (Oka et al., 2012). 

 

Tabela 1. Classificação (genotipagem) de sapovírus em genogrupos e hospedeiros, baseada na 

sequência do gene da proteína do capsídeo (Oka et al., 2012) 

Genogrupo Número de Genótipos Hospedeiro 

GI 7 Humano 

GII 7 Humano 

GIII 1 Suíno 

GIV 1 Humano 

GV 1 Humano 

GVI (?) - Suíno 

GVII (?) - Vison 

(?) Genogrupos não determinados pelo ICTV (Phan et al., 2007) 

 

As partículas virais de sapovírus tem morfologia típica da família Caliciviridae, 

a aparência de estrela de Davi (Chiba et al., 1979; Farkas et al., 2004). O genoma de 

RNA é linear, senso positivo, possui aproximadamente 7,5 kpb e é poliadenilado no 
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terminal 3’. Os genomas dos membros de GI, GIV, e GV contem três ORFs, enquanto 

GII e GIII apresentam apenas duas (Hansman et al., 2004). A ORF1 codifica uma 

poliproteína que contém motivos de aminoácidos para 2C-like NTPase, VPg, 3C-like 

protease, RdRp e proteína do capsídeo (CP) (Oka et al., 2005). É possível que a ORF2 

codifique uma proteína estrutural menor, que auxilie a montagem de CP (Glass et al., 

2000). No entanto, a função da proteína codificada pela ORF3 ainda não foi elucidada 

(Oka et al., 2006).  

 

II. JUSTIFICATIVA 

 

Sabe-se que os sapovírus são importantes agentes virais causadores de 

gastroenterites em humanos (Hansman et al., 2007). Após uma pesquisa feita no banco 

de dados ISI Web of Knowledge foi possível constatar a prevalência dos sapovírus por 

todo o mundo. Somente no ano de 2012, 10 publicações referentes à epidemiologia 

desse vírus foram encontradas. Estudos de prevalência dependente de sazonalidade e 

casos de reinfecção foram descritos no Japão (Dey et al., 2012; Harada et al., 2012). 

Outros estudos epidemiológicos na Ásia, também, foram descritos (Grant et al., 2012; 

Park et al., 2012; Trang et al., 2012; Xu & Ren, 2012) assim como, na Europa (Medici 

et al., 2012) e na América do Norte (Gomez-Santiago et al., 2012; Lee et al., 2012). No 

entanto, nenhum trabalho relacionado à incidência de sapovírus no Brasil ou América 

Latina foi encontrado.  

Levando-se em conta a ausência desses estudos o primeiro objetivo proposto nesta 

Dissertação deu início a estudos posteriores a cerca da detecção e análise dos sapovírus 

circulantes no Brasil envolvendo o interesse de Institutos como a Fiocruz (Rio de 

Janeiro) e o Instituto Evandro Chagas (comunicação pessoal - Dra. Marize Pereira 

Miagstovich e Dra Yvone Gabay Mendes, 2012). A proposta de se avaliar possíveis 

eventos de recombinação é baseada na literatura (Katayama et al., 2004; Hansman et al., 

2005) onde análises a partir de sequências virais descrevem a evolução molecular dos 

sapovírus humanos. Além disso, esse tipo de análise acresce o número de informações a 

respeito desse gênero viral. 

O interesse em se produzir uma ferramenta biotecnológica que auxilie na 

identificação desses vírus surgiu a partir da ausência do mesmo no Brasil e do amplo 

conhecimento a respeito do desenvolvimento de virus-like particles (VLP)utilizando 

baculovírus recombinantes (Kitamoto et al., 2012). 
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 Em conclusão são necessários estudos a respeito da prevalência desses vírus no 

Brasil e na América Latina e o sequenciamento de um vírus obtido no Distrito Federal e 

bem como o seu uso para o desenvolvimento de VLP são importantes para a aquisição 

de novos dados e início de novos estudos.  
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 III. OBJETIVOS 

 

  III.I OBJETIVOS GERAIS 

 

O principal objetivo do capítulo I foi investigar a posição filogenética do 

sapovírus isolado em Brasília (BR-DF01) e possíveis eventos de recombinação 

genômica ocorridos entre o isolado BR-DF01 de sapovírus e outros sapovírus 

identificados. No capítulo II o principal objetivo foi produzir “virus-like particles” 

(VLPs) do sapovírus em células de inseto por meio de baculovírus recombinante. 
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CAPÍTULO I – POSSÍVEL EVOLUÇÃO MOLECULAR DE SAPOVÍRUS 

POR RECOMBINAÇÃO INTRA- E INTER-GENOGRUPOS 

 

1. 
INTRODUÇÃO 

No estudo dos calicivírus a análise filogenética a partir de genomas levou à 

classificação atual da família em cinco gêneros (Norovirus, Sapovirus, Nebovirus, 

Lagovirus e Vesivirus). Inicialmente a classificação era baseada principalmente no 

hospedeiro e na sintomatologia e, no caso dos calicivírus humanos a nomenclatura era 

baseada no local de detecção.  

Estima-se que os primeiros calicivírus tenham tido origem em ambiente marinho 

(Green et al., 2000), dada a distribuição entre espécies mais primitivas e recentes na 

filogenia desta família. Um dos caminhos para a atual distribuição da família entre 

diferentes espécies animais hospedeiras é a recombinação gênica. 

O processo de recombinação em vírus de RNA, diferentemente do processo de 

mutação pontual, corresponde à geração de um novo genoma viral a partir da troca de 

regiões genômicas entre dois ou mais genomas parentais presentes em uma única célula 

hospedeira. Esse evento pode ser explicado pela ação da RdRp, responsável pela 

replicação viral, que por homologia sequencial e semelhança estrutural pode “saltar” de 

uma fita de RNA parental a outra, gerando progênie que contêm informações genéticas 

referentes aos dois vírus parentais, sendo, portanto, um híbrido (Aazis & Tepfer, 1999). 

Estudos sobre recombinação em sapovírus humanos demonstraram a ocorrência de 

enventos intra- e inter-genogrupos (Katayama et al., 2004; Hansman et al., 2006). Um 

exemplo de recombinação intra-genogrupo foi observado a partir da análise filogenética 

usando as sequências dos genes de CP e RdRp, separadamente. Os pesquisadores 

notaram incialmente que dois isolados avaliados pela sequência de CP eram 

classificados como pertencentes ao mesmo genogrupo, porém genótipos diferentes, no 

entanto, tornavam-se membros do mesmo cluster quando analisados a partir da 

sequência da RdRp (Katayama et al., 2004). Análises posteriores demonstraram um 

evento de recombinação entre o término da sequência da RdRp e início da sequência de 

CP. Em um estudo semelhante Hansman e colaboradores (2006) demonstraram uma 

                                                 

Os resultados apresentados neste capítulo foram publicados em julho de 2011. DOI 10.1007/s00705-

01101079-8. “The possible molecular evolution of sapoviruses by inter- and intra-genogroup 

recombination”. Archives of Virology. v. 156, p. 1953-1959. 
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recombinação inter-genogrupo. Os isolados estudados mudavam de GII para GIV 

quando analisados filogeneticamente pela RdRp. O sítio de recombinação era a junção 

RdRp-Cp. 

 

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Sequenciamento do genoma completo do isolado de sapovírus identificado 

no Distrito Federal. 

2. Análise filogenética para classificação do isolado. 

3. Análise de possíveis eventos de recombinação entre o isolado brasileiro e 

outros isolados de sapovírus, cujas sequências estão disponíveis. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Isolado de sapovírus utilizado para o estudo 

 

Um sapovírus (Sapo_BR-DF01) presente em uma amostra fecal de uma criança 

de dois anos com diarreia aguda no Distrito Federal, obtido em 2009, foi utilizado nesse 

estudo. A infecção por sapovírus foi confirmada por RT-PCR multiplex para o gene 

parcial (P2) do capsídeo (Yan et al., 2003). Após o sequenciamento, o isolado foi 

classificado como sapovírus GI/2 (Dos Anjos et al, 2011). 

 

 

3.2 RT-PCR, clonagem e sequenciamento 

 

O RNA total foi extraído de uma amostra fecal, positiva para sapovírus, por 

meio do Reagente “TRIzol” (Invitrogen) de acordo com as instruções dos fabricante.  

Dois fragmentos de cDNA referentes ao genoma completo, com sobreposição de 

70 nucleotídeos, foram amplificados por RT-PCR (Figura 4). O cDNA referente a 

região 3’ foi sintetizado utilizando o iniciador oligodT50PacIM4 (5’- TCA GCA CTG 

ACC CTT TTG AAT TAA T50 - 3’) e a enzima transcriptase reversa Superscript III 

(Invitrogen). O iniciador Sapo 3’ For (5’ -3416- CAG TGG TGA CTA TCA CGG 

AAG -3436- 3’, os números indicam a posição nucleotídica no genoma) foi utilizado 

para PCR em combinação com o iniciador ancora reverso M4 (5’ – TCA GCA CTG 

ACC CTT TTG – 3’). O cDNA referente a região 5’ do genoma foi sintetizado 

utilizando o iniciador Sapo 5’ Rev (5’ -3509- TTC TTR GTT GGG TAA CCA TT -

3490- 3’) e amplificado utilizando o par de iniciadores Sapo 5’ Rev e Sapo 5’ For (5’ -

01- GTG ATT GGT TAG ATG GYT TC -20- 3’). Fragmentos de cDNA de 3,9 kb 

(região 3’) e 3,5 kb (região 5’) foram obtidos por PCR utilizando a enzima LongAmp 

Taq DNA polimerase (New England Biolabs, Berverly, MA, EUA) e, após purificação 

de fragmentos de cDNA amplificados por eletroforese de gel de agarose a 1% (p/v) 

utilizando o kit “Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification” (GE Healthcare), o 

produto da PCR foi ligado ao vetor pCR4 TOPO (Invitrogen) de acordo com as 

instruções do fabricante.  
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Dois clones foram selecionados para cada região, e os insertos foram 

sequenciados por primer walking. Uma sequência consenso foi gerada utilizando o 

software Staden 4.0 (Staden, 1996), e a sequência final do genoma completo foi 

depositada no banco de dados DDBJ/EMBL/GenBank sob o número de acesso 

AB614356 (Sapovirus Hu/GI.2/BR-DF01/BRA/2009).  

 

3.3 Análise da sequência 

 

Para caracterizar o isolado Sapo_BR-DF01 filogeneticamente, foi realizado o 

alinhamento de sua sequência com 21 sequências de genomas completos e 29 

sequências de CP de sapovírus disponíveis no GenBank (Tabela 1), e em seguida 

árvores filogenéticas foram construídas.  

O programa CLUSTAL W incluso no software MEGA5 (Tamura et al., 2011) 

foi utilizado para alinhamento múltiplo, e as relações filogenéticas entre as sequências 

foram obtidas pelo método de Máxima-Verossimilhança (modelo best-fit TN93 + G + 1  

e bootstrap de 1000 réplicas). 

Os possíveis eventos de recombinação foram analisados pelo software RDP3 

(Martin, 2009) usando alinhamento múltiplo de sequências do genoma completo e de 

sequências correspondentes a um fragmento do genoma completo cobrindo a extensão 

da RdRp, CP e Região Não Traduzida (UTR) da porção 3’ (3100 nt), onde se encontra 

um possível sítio de recombinação. Os valores de confiança foram avaliados por seis 

métodos inclusos no RDP3, RDP (Martin & Rybicki, 2000), GENECONV (Padidam et 

al., 1999), Maxchi (Smith, 1992), Chimera (Martin et al., 2005), 3Seq (Boni et al., 

2007) e Siscan (Gibbs et al., 2000). Os valores de p inferiores a 1 x 10
-5

 foram 

considerados significantes. 

 

 

5’ 
portion 

3’ 
portion 

5’ For (1-20nt) 

5’ Rev (3509-3490nt) 

3’ For (3416-3436nt) 

M4 – Anchor 

AAA
50

 

7476 

Figura 4. Representação do genoma completo. As setas indicam as regiões de anelamento dos primers. 

Os dois retângulos representam as regiões amplificadas separadamente (Dos Anjos et al., 2011). 
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Tabela 2. Sequências utilizadas para análise filogenética do isolado Sapo_BR-

DF01. 

Isolado viral ID Número de Acesso Cluster Origem geográfica 

MT-2010/1982 HM002617  

 

 

 

GI/1 

Japão 

Sapporo U65427 Japão 

Houston/86 U95643 EUA 

Mc114 AY237422 Japão 

Manchester X86560 Reino Unido 

Lyon 30388/98 AJ251991 França 

Dresden pJG-Sap01 AY694184 Alemanha 

Plymoth isolate X86559 Reino Unido 

BR-DF01 BRA/2009 AB614356  

 

 

GI/2 

Brasil 

Kecskemet HUN3739/2008 FJ844411 Hungria 

HuCV/Potsdam/2000 AF294739 Alemanha 

BD/697/2005 GQ261222 Bangladesh 

Houston/27/90 U95644 EUA 

Parkville U73124 Reino Unido 

Ehime643/2000 DQ366345 GI/5 Japão 

NongKhai-24 AY646856  Tailândia 

Ehime475/2004 DQ366344 GV Japão 

Angelholm/SW314/2004 DQ125334  Suécia 

Angelholm/SW278/2004 DQ125333  Suécia 

Chiba/000671/1999 AJ786349 GIV Japão 

Ehime1107/2002 DQ058829  Japão 

Ehime1596/1999 DQ366346  Japão 

C12 AY603425 GII/3 Japão 

SaKaeo-15/2004 AY646855  Tailândia 

Mc10 NC_010624 GII/2 Tailândia 

Mc2/2002 AY237419  Tailândia 

Bristol/98 AJ249939 GII/1 Reino Unido 

Pig/sav1/2008 FJ387164  China 

LL14 AY425671 GIII EUA 

Po/SV/Cowden/1980 AF182760  EUA 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 PCR 

 

Os cDNAs referentes ao genoma completo do sapovírus foram obtidos a partir 

de extração de RNA viral de fezes, seguido de reação de transcriptase reversa. A PCR 

foi realizada anteriormente a clonagem. Foram obtidos dois amplificados distintos de 

acordo com os iniciadores utilizados. O produto de PCR referente à região 5’ 

apresentou aproximadamente 3500 pb enquanto o produto de PCR referente a região 3’ 

apresentou cerca de 3930 pb (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Eletroforese de gel de agarose 1% referente as PCRs das regiões 5’ e 3’ do genoma 

completo do sapovírus. Essa etapa foi fundamental para clonagem do genoma em vetor pCR4 

TOPO. 

 

4.2 Perfil da sequência do genoma 

 

A primeira sequência do genoma completo de um sapovírus (Sapo_Br-DF01) na 

América Latina foi determinada. O genoma possui 7476 nucleotídeos sem a cauda de 

poli-A, e, assim como os demais sapovírus classificados como GI, apresenta três ORFs 

(ORF1, 13-6882 nt com 2290 aa; ORF2, 5180 a 5668 nt com 163 aa; e ORF3, 6882 a 

7370 nt como 163 aa). 
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 4.3 Análise de identidade nucleotídica 

 

A sequência do Sapo_BR-DF01 apresenta 77% de identidade nucleotídica com 

um vírus de Bangladesh, coletado em 2005 (GQ261222, GI/2). Em uma árvore 

filogenética gerada pelo método de Máxima-Verossimilhança (Figura 6) o isolado 

brasileiro apresenta-se no grupo GI, que contém o isolado de Bangladesh e outros 

isolados asiáticos e europeus, porém, ele está num ramo fora dos clusters principais de 

GI/1 e GI/2 (Figura 6). O mesmo perfil filogenético foi obtido quando, ao invés da 

sequência do genoma completo, foi usada somente a região 5’ UTR + ORF1 (excluindo 

o gene da CP, ORF2 e 3’UTR) do para análise (Figura 7b). 

Em uma análise filogenética preliminar utilizando a sequência de P2 (CP 

parcial) do mesmo vírus obteve-se a classificação deste como GI/2, que foi confirmada 

quando a análise foi repetida utilizando a sequência completa da CP (Figura 7a). 

Quando somente o gene da CP foi utilizado para a análise filogenética, a 

identidade nucleotídica entre Sapo_BR-DF01 e o vírus de Bangladesh (GQ261222) 

aumentou para 92%. No entanto, o parentesco mais próximo nesse caso foi em relação a 

outro vírus GI/2, obtido em 2008 na Hungria (FJ844411) com 98% de identidade 

nucleotídica (Figura 7a). Devido à ausência da sequência do genoma completo desse 

vírus húngaro, não foi possível a análise entre os dois genomas inteiros.  
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Figura 6. Árvore filogenética baseado na sequência do genoma completo de sapovírus, utilizando o 

algoritmo Máxima-Verossimilhança. Os sapovírus que infectam humanos e suínos são agrupados 

separadamente. O vírus Sapo_BR-DF01 está destacado por um retângulo.  Os vírus estão 

identificados pelo número de acesso/nome/genogrupo-genótipo e ano de detecção, quando 

disponível. Informações referentes aos vírus encontram-se na Tabela 1. Os números localizados 

próximos aos nós da árvore indicam o valor de bootstrap, e aqueles menores que 50 não são 

mostrados. A escala representa o número de substituições nucleotídica por sítio. 
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Figura 7. Árvores filogenéticas baseadas no algoritmo máxima-verossimilhança utilizando as sequências de CP (a) e 5’ UTR mais ORF1 (b). Para a análise 

filogenética de CP (a) foram utilizadas as sequências correspondentes aos nucleotídeos de 5161 a 6885 (correspondentes ao genoma do Sapo_BR-DF01), enquanto 

que para o terminal 5’ (b) foram utilizados os nucleotídeos de 1 a 5161. Os vírus Sapo_BR-DF01 e GQ261222 estão destacados em retângulos.
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  4.4 Análise de possíveis eventos de recombinação 

 

Em uma análise de genoma completo, quatro sinais de recombinação (não relatados 

em outros estudos) foram detectados pelo RDP3 (Figura 8). Primeiramente, possíveis eventos 

de recombinação foram encontrados entre os vírus X86560 (Manchester), GQ261222, 

Sapo_BR-DF01 e FJ387164 (Figura 8). É possível que GQ261222 seja resultado de um 

recombinação intra-genogrupo, sendo receptor de parte da ORF1 do vírus X86560 

Manchester (p = 6,4 x 10
-34

 pelo RDP) e região referente ao gene da CP do vírus Sapo_BR-

DF01 (p = 8,2 x 10
-153

 pelo RDP). Ainda em relação ao vírus GQ261222, foi possível 

observar que sua região 5’ (1-5161nt) agrupa-se perfeitamente no GI/1 (Figura 7b), essa 

informação também foi observada em um diagrama de distância gerado pelo RDP3 (Figura 

9). Portanto, é provável que GQ261222 seja uma quimera entre GI/1 e GI/2. 

Além disso, o isolado Sapo_BR-DF01 pode ser receptor de uma pequena região 

nucleotídica da RdRp (4518-4610 nt) de um sapovírus suíno, FJ387164 (PEC) (GIII – p = 2,5 

x 10
-5

 pelo RDP) (Figura 8). Esse possível evento de recombinação foi encontrando quando 

utilizadas sequências nucleotídicas referentes ao início da RdRp a região 3`UTR de 30 

sapovírus. Nesta análise, não somente Sapo_BR-DF01, mas também quatro vírus pertencentes 

ao GI/2 (FJ844411, AF294739, U95644 e U73124) apresentaram o mesmo sinal de 

recombinação (Figura 10).  

Um sítio de recombinação inter-genogrupo foi encontrado entre isolados do grupo 

GIV e Sapo_BR-DF01 (GI/2) (Figura 8). Esse sinal de recombinação foi localizado na junção 

entre RdRp e CP (5233-5531 nt) (p = 2,436 x 10
-9

 pelo RDP).  
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Figura 8. Análise de recombinação baseada no genoma completo utilizando o método RDP. O genoma 

completo de cada vírus é representado pelos retângulos maiores, enquanto os menores representam as 

regiões recombinadas. A relação entre possíveis sequências parentais e filhas estão indicadas por linhas 

pontilhadas na vertical. A classificação genogrupo-genótipo se encontra ao lado direito da figura. Os 

valores de p para cada evento de recombinação, obtidos pelo RDP, estão indicados abaixo da identificação 

dos vírus. A organização do genoma de sapovírus e suas ORF3 está representada pelo esquema em azul, 

com as posições nucleotídicas correspondentes. NS = proteína não estrutural; RdRp = RNA polimerase 

RNA dependente; CP = Proteína do Capsídeo. 
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Figura 9. Diagrama de distância de GQ261222 contra os três sapovírus mais relacionados. A sequência de 

GQ261222 foi utilizada como referência (eixo y = 0) e a distância entre os outros três sapovírus (AY694184 

(GI/1), Sapo_BR-DF01 (GI/2) e U73124 (GI/2)) foi calculada e demonstrada no diagrama. 
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Figure 10. Análise de recombinação baseada na região 3’ do genoma de sapovírus utilizando o método 

RDP. Uma representação esquemática da região genômica utilizada nessa análise é ilustrada na parte 

inferior da figura, em escala, com os nucleotídeos correspondentes. O genoma parcial de cada vírus é 

representado pelos retângulos maiores, enquanto os menores representam as regiões recombinadas. A 

relação entre possíveis sequências parentais e filhas estão indicadas por linhas pontilhadas na vertical. A 

classificação genogrupo-genótipo se encontra ao lado direito da figura. Os valores de p para cada evento 

de recombinação, obtidos pelo RDP, estão indicados abaixo da identificação dos vírus. 
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5. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, foi determinada a sequência do genoma completo de um sapovírus 

isolado em Brasília, Brasil e, foi comparada a outras 21 sequências de genomas completos e 

29 de região 3’ terminal disponíveis no banco de dados DDBJ/EMBL/GenBank. O principal 

objetivo deste trabalho era analisar possíveis eventos de recombinação entre sapovírus como 

um dos fatores responsáveis pela evolução desse grupo de vírus. 

Recombinação acontece somente em células que estão infectadas simultaneamente por 

pelo menos dois vírus distintos. Assim como em outros vírus de RNA senso positivo (RNA+), 

eventos de recombinação também são descritos para a família Caliciviridae. Motomura e 

colaboradores (2010) avaliaram a evolução molecular dos norovírus GII/4 devido a sua 

prevalência mundial. As epidemias de 2006 a 2009, no Japão, foram analisadas usando 199 

genomas quase-completos de norovírus, e o resultado sugeriu uma recombinação frequente na 

região entre as ORF1 e ORF2 (junção RdRp-CP), o que promove um mecanismo de 

modificações na proteína do capsídeo e na sua RNA polimerase (Motomura et al., 2010). 

Katayama e colaboradores (2004) descreveram a primeira evidência de recombinação 

intra-genogrupo de sapovírus entre os vírus Mc10 e C12, ambos pertencentes ao GII. Uma 

pequena região abrangendo o fim da região da RdRp e o começo da região de CP foi 

considerada o local de recombinação (Katayama et al., 2004). Hansman e colaboradores 

(2005) reportaram o primeiro evento de recombinação inter-genogrupo entre sapovírus GII 

(Mc10) e GIV (vírus SW278 e Ehime1107). O vírus analisado apresentava em sua sequência 

a região não estrutural altamente idêntica ao GII e a região estrutural mais próxima as 

sequências presentes no GIV (Hansman et al., 2005). Tal evidência sugeriu que os sapovírus 

podem escapar do sistema imunológico de seus hospedeiros modificando suas regiões 

estruturais. Esta hipótese também é discutida por Phan e colaboradores (2007), que 

identificaram evento de recombinação intra-genogrupo entre sapovírus GI/1 em amostras 

coletadas no Japão de julho de 2005 a junho de 2006 (Phan et al., 2007). 

A sequência do isolado Sapo_BR-DF01 mostrou algumas evidências de eventos de 

recombinação (Figura 8) com GQ261222 (GI/2), e com outros cinco isolados de GIV, todos 

presentes na junção RdRp-CP, sendo Sapo_BR-DF01, possivelmente, um parental de 

GQ261222. Este isolado também apresentou evidência de recombinação com o vírus X86560 

(Manchester), porem não na junção RdRp-CP, e sim entre NS3 e NS4 presentes na ORF1.  
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Os eventos de recombinação encontrados em calicivírus foram detectados na junção 

RdRP-CP, e é possível que isto ocorra como forma de evasão viral frente ao sistema imune do 

hospedeiro. No entanto, esta não é a única razão pela qual os vírus animais recombinam (Lai, 

1992), e outros mecanismos podem, provavelmente, explicar a ocorrência e seleção de 

recombinantes com diferentes sítios de recombinação, como observado na região entre NS3 e 

NS4 de GQ261222.  

Outro achado referente ao Sapo_BR-DF01 é a sua relação com os vírus pertencentes a 

GIV. Neste caso, o sitio de recombinação identificado também foi a junção RdRp-CP, o que 

corrobora com a hipótese de que essa região talvez seja um hot spot para recombinação, 

semelhante aos resultados encontrados para norovírus (Motomura et al., 2010). A 

recombinação inter-genogrupo foi encontrada para todos os vírus de GIV utilizados nesse 

trabalho. Desta forma é possível que esse evento tenha acontecido nos primeiros estágios 

evolutivos desse genogrupo. 

Outro sinal interessante de recombinação foi encontrado entre os isolados GI e o 

representante PEC de GIII, o que pode implicar uma possível coinfecção de sapovírus suíno e 

humano em um mesmo hospedeiro, gerando a recombinação. 

Até o momento, somente Martella e colaboradores (2008) sugeriram uma relação entre 

sapovírus  suínos (GIII) e humanos (GI) baseando-se na análise da região 3’ dos genomas, 

ainda que análises de recombinação não tenham sido claramente demonstradas. A 

recombinação inter-genogrupo, identificada nesse trabalho, referente à GIII e GI/2 incluindo o 

vírus brasiliense apresentou um baixo valor de p. Outras predições são necessárias para sua 

confirmação. 

O uso da sequência do gene da CP como única forma de genotipagem de sapovírus pode 

levar a uma classificação imprecisa, devido a frequente detecção de recombinação entre esses 

vírus. Essa afirmação pode ser ilustrada pelo exemplo do vírus GQ261222. Quando 65% de 

seu genoma é utilizado para genotipagem (região 5’) este pode ser classificado como GI/1, no 

entanto quando somente a sequência de CP é utilizada a classificação é alterada para GI/2 

(Figura 7). O critério de identificação taxonômica e genotípica deve ser discutido levando-se 

em conta os eventos de recombinação, principalmente para estudos evolutivos. 

Conclui-se que assim como os norovírus, os sapovírus também apresentam a junção 

RdRp-CP como sítio de recombinação, porém a compreensão quanto a diversidade genética 

dos sapovírus ainda é limitada, principalmente na América Latina, onde não é realizada a 

detecção desses vírus. Para um maior entendimento quanto à frequência e impacto desses 
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eventos de recombinação entre sapovírus é necessário um maior número de sequências 

genômicas. 
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CAPÍTULO II – EXPRESSÃO DE SAPOVIRUS-LIKE PARTICLES 

 

1. EXPRESSÃO DE PROTEÍNA HETERÓLOGA USANDO BACULOVÍRUS 

RECOMBINANTE 

 

Os baculovírus pertencem à família Baculoviridae, são vírus de DNA fita dupla, 

circular e o genoma possui de 80 a 200 kbp. Estes vírus são cada vez mais utilizados como 

ferramenta biotecnológica, devido à eficiência e qualidade das proteínas recombinantes 

obtidas (Rohrmann, 2011).  

A expressão de proteínas por meio de engenharia de baculovírus ocorre pela 

inserção, através de recombinação homóloga, do gene de interesse no genoma do vírus, 

em geral, sob o comando do promotor forte do gene da poliedrina, que não é essencial 

para a infecção celular, mas representa mais de 70% da quantidade de proteína total da 

célula hospedeira na fase tardia da infecção (Smith et al., 1983). Esse genoma modificado 

é utilizado para transfecção em culturas de células de inseto, uma vez que a transfecção do 

genoma viral desprovido de partícula gera infecção e a expressão heteróloga ocorre na 

fase de ativação do promotor, a partir de 12 horas pós-inoculação (hpi), com pico de 

acumulação de proteína entre 72 e 120 hpi. (Smith et al., 1983). 

Nos sistemas comerciais disponíveis para expressão heteróloga o baculovírus 

utilizado é o Alphabaculovirus, Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus 

(AcMNPV) (Figura 11), que é a espécie-tipo da família Baculoviridae (Fauquet et al., 

2005). As principais culturas celulares utilizadas são derivadas de Spodoptera frugiperda 

e de Trichoplusia ni (Willians & Faulkner, 1997).  
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Figura 11. Ilustração do baculovírus AcMNPV. Os baculovírus apresentam duas formas de infecção, os 

vírus brotados (budded virus - BV) e os vírus oclusos (oclusion derived virus – ODV). No processo de 

expressão de proteínas os ODVs podem ser observados diretamente ao microscópio de luz, caso haja 

também a expressão de poliedrina (ViralZone, 2013).  

 

 

Esse sistema de expressão de proteínas heterólogas apresenta vantagens, tais como 

capacidade de acomodar grandes inserções de DNA (O’Reilly et all, 1994), simplicidade 

de manipulação comparada a células de mamíferos e principalmente o ambiente de 

expressão eucariótica (Castro et al., 1999), ou seja, são capazes de realizar modificações 

pós-traducionais como, glicosilação, ponte de dissulfeto e fosforilação (Mille, 1981). Há 

ainda o alto nível de expressão e baixo custo comparado com sistemas de cultura celular 

de mamífero (Kost et al., 2005). Estas características permitem a utilização de baculovírus 

para a produção de antígenos virais com potencial para uso em vacinas humanas e testes 

diagnósticos como, por exemplo, a vacina “CERVARIX®” produzida contra HPV-16, um 

dos vírus do papiloma humano responsáveis pelo câncer de colo de útero (Zheng et al., 

2004), outra vacina humana produzida utilizando esse sistema é a vacina contra câncer de 

próstata “PROVENGE®”, baseada na expressão de PSA (Small et al., 2000).  

 

2. VIRUS-LIKE PARTICLE  

 

Virus-like particles (VLPs) são arranjos tridimensionais formados basicamente pela(s) 

proteína(s) do capsídeo de um vírus (se não for envelopado) apresentando morfologia 

semelhante à morfologia dos vírus nativos, no entanto, sem a presença das proteínas não 

estruturais e do genoma viral em seu interior (Figura 12). O amplo uso de VLP compreende 

desde a tentativa de se avaliar as funções das proteínas estruturais, bem como o uso em kits 

diagnósticos e, mais comumente, a produção de vacinas. 
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Figura 12. Virus-like particles de sapovírus. Partículas observadas em microscopia eletrônica de 

transmissão após contrastação negativa com molibidato de amônio 1%. Barra equivalente a 100 nm 

(adaptado de Jiang et al., 1999).   

 

No que se refere aos calicivírus, o uso de VLPs tem sido de extrema importância 

quando considerada a falta de uma linhagem celular específica para a compreensão do ciclo 

infeccioso dos gêneros que infectam humanos. 

A partir dos anos 90, estudos relacionados à VLPs utilizando principalmente o sistema 

de baculovírus recombinantes para expressão heteróloga demonstraram uma série de 

informações sobre esses vírus. A proteína do capsídeo de diversos calicivírus humanos 

incluindo Norwalk virus, Mexico virus e o Snow montain virus, foi expressa em células de 

inseto infectadas com baculovírus recombinante (Green et al., 1997; Hardy et al., 1997; Jiang 

et al.,1992, 1995). 

Em 1992, Jiang e colaboradores produziram a primeira VLP de Norwalk virus. A 

proteína do capsídeo (ORF2) foi expressa em células de inseto dando origem a partículas de 

morfologia semelhante à do vírus nativo. A antigenicidade destas foi comprovada por meio de 

ELISA e imunoprecipitação (Jiang et al., 1992). A VLP também foi utilizada para obtenção 

de anticorpos produzidos em animais, como coelhos, por exemplo. No ano seguinte, Green e 

colaboradores (1993) realizaram um teste para avaliar o tipo de ligação entre os anticorpos 

anti-norovírus e VLPs e, anti-norovírus e vírus nativo, esse estudo ressaltou a possibilidade do 

uso da proteína do capsídeo expressa em célula de inseto como instrumento para detecção de 

norovírus (Green et al., 1993). 

Além de permitir o diagnóstico de gastroenterites causadas por calicivírus, as VLPs 

permitiram também o estudo da estrutura da partícula viral, como no trabalho realizado por 

Prasad e colaboradores (1994), onde foram descritas as unidades S e P (P1 e P2) formadoras 
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do capsídeo, por meio de criomicroscopia eletrônica. As VLPs de norovírus foram ainda 

utilizadas para a compreensão da internalização viral em diferentes linhagens de células, 

embora em estudos como esse tenha sido observada internalização tanto em células humanas 

como animais (Prasad et al., 1994). White e colaboradores (1996) observaram que a linhagem 

de células D-CaCo-2 apresentavam uma maior afinidade de ligação com VLPs. Essas 

partículas eram capazes de invadirem essas células em cultura com maior afinidade quando 

comparadas a outras células de mamíferos (White et al., 1996).  

Em 1994 surgiu a primeira evidência de que as VLPs poderiam ser viáveis como 

vacinas contra calicivírus. O primeiro exemplo surgiu de um grupo de pesquisadores 

franceses (Laurent et al., 1994) que utilizaram o capsídeo de RHDV (VP60) (Rabbit 

hemorrhagic disease virus) purificado após expressão em células de inseto, como vacina em 

coelhos. Os animais receberam injeções intramusculares 15 e cinco dias antes do desafio com 

o vírus selvagem. O resultado foi o desenvolvimento de anticorpos capazes de impedir o 

desenvolvimento da patologia. Em 2006 surgiu a primeira candidata a vacina de felinos 

domésticos contra FCV (Feline calicivirus), também derivada de VLP (Di Martino et al., 

2006). Já para suínos, as VLPs foram utilizadas no desenvolvimento de testes ELISA para 

detecção de anticorpos anti-PEC (Porcine enteric calicivirus) em soro de suínos que 

apresentavam sintomas de diarreia (Guo et al., 2001b). 

A primeira vez que uma VLP de sapovírus humano foi expressa por meio de células 

de inseto o intuito era avaliar a morfologia da proteína e quais as sequências fundamentais 

para sua formação (Numata et al., 1997). Jiang e colaboradores (1999) utilizaram dois 

isolados de sapovírus (Hou/86 e Hou/90) com oito construções cada, e somente a construção 

que apresentava 73 nucleotídeos à jusante da sequência completa da proteína do capsídeo 

formou VLP. Esses experimentos iniciais foram cruciais para determinar que a inserção de 

hexa-histidina (6xhis) não interfere na expressão da proteína do capsídeo, no entanto, impede 

a formação da VLP (Jiang et al., 1999). 

Na última década, o principal desafio em relação aos calicivírus humanos tem sido a 

busca por células cultiváveis capazes de manter a infecção viral, para que dessa forma se 

possa entender melhor o ciclo infeccioso desses vírus. Foi a partir de VLPs produzidas por 

baculovírus recombinantes que se descobriu que a ORF3 dos norovírus expressa uma proteína 

estrutural menor, com função ainda desconhecida (Glass et al., 2000). Ainda para norovírus, o 

uso de VLP como possível vacina demonstrou, em estudos de fase I de segurança e 

efetividade, a capacidade de estimular IgG e IgA em humanos voluntários ao desafio de 
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infecção (Ball et al., 1999; Noad and Roy, 2003). Estudos utilizando inoculação oral e 

intranasal demonstraram uma relação direta de estimulação do sistema imune também em 

tecidos mucosos distais, o que faz das VLPs candidatas a vacinas carreadoras de peptídeos 

fusionados. No entanto, o obstáculo atual é o mesmo que ocorre com o vírus influenza devido 

às mutações virais que ocorrem a cada surto, ou seja, a vacina deverá ser renovada a cada 

modificação detectável (Herbs-Kralovetz et al., 2010).   

Embora os norovírus sejam, atualmente, os principais agentes virais causadores de 

gastroenterites em humanos, o desenvolvimento de novas tecnologias para detecção 

demonstrou que os sapovírus são, também, importantes patógenos relacionados a essa 

patologia, porém de forma aguda. Dentre os principais trabalhos descritos a respeito desse 

gênero, há aqueles relacionados a detecção, como o realizado por Hansman e colaboradores 

(2006), que desenvolveram um teste ELISA utilizando VLP produzida em células de inseto 

para produção de anticorpos policlonais (Hansman et al., 2006). Oka e colaboradores (2006) 

produziram VLP em células de mamíferos com o intuito de avaliar a antigenicidade dessas 

partículas quando inoculadas em animais para produção de anticorpos (Oka et al., 2006). 

Um dos trabalhos mais importantes sobre a caracterização desses vírus utilizou 

partículas formadas a partir de baculovírus recombinante para elucidação da via proteolítica e 

sua influência na expressão da proteína do capsídeo independente da expressão da cisteíno-

protease viral. Para esse estudo Hansman e colaboradores (2008) utilizaram o genoma 

completo de sapovírus e, avaliaram a expressão de cada uma das proteínas, na presença e 

ausência da “3C-like protease”. Os pesquisadores concluíram que a proteólise da poliproteína 

é realizada pela protease celular e, há formação de VLP, também, quando a poliproteína viral 

é inserida no genoma do baculovírus (Hansman et al., 2008). 

 

3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Produzir anticorpos policlonais anti-P2 (proteína parcial do capsídeo de sapovírus). 

2. Construir baculovírus recombinante contendo o gene da proteína do capsídeo de 

sapovírus. 

3. Expressar proteína do capsídeo de sapovírus em células de inseto. 

4. Visualizar VLP por microscopia eletrônica de transmissão. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Isolado de sapovírus utilizado para o estudo 

 

 O isolado de sapovírus utilizado para este estudo foi descrito no item 3.1 do Capítulo I 

deste trabalho. 

 

4.2 Expressão de região P2 do CP em E. coli 

 

Para expressão de CP parcial foram amplificado 520 nt referentes à região variável do 

gene da proteína do capsídeo (P2) utilizando os iniciadores SapoP2 BamHI For (5'- AGA 

GAG GAT CCA ATG GGC GGA TGG TCT ACT GCA CCA GT -3') e SapoP2 XhoI Rev 

(5'- AGA GAC TCG AGT TAA GTG CCA TCC ATA GGT GTC A -3'). Após a purificação 

em gel de agarose 1% utilizando kit “Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification” (GE 

Healthcare) o cDNA foi ligado ao vetor doador pENTR-2B (Invitrogen) (Figura 13) de acordo 

com as instruções do fabricante. A escolha desse vetor deve-se a facilidade de clonagem 

oferecida pelo sistema Gateway (Invitrogen), que é um método baseado nas propriedades 

sítio-específicas de recombinação do bacteriófago lambda (Landy, 1989). 

 

Figura 13. Representação do vetor de entrada pENTR-2B (Invitrogen). Esse vetor apresenta gene ccdB. 

Sítios de restrição das enzimas BamHI e XhoI (New England Biolabs) utilizados para clonagem de P2. 

Presença de gene de resistência a canamicina. 

 

O pENTR-2B atua como um vetor de entrada, onde o gene de P2 foi clonado, 

eliminando a ORF do gene tóxico ccdB. A ligação foi feita após digestão dupla com as 

enzimas BamHI e XhoI (New England Biolabs) utilizando T4 DNA ligase (New England 

Biolabs) de acordo com as instruções do fabricante. A transformação foi feita em célula 
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DH5α, eletrocompetentes. Foram plaqueados 200 µl de transformante em uma placa de petri 

contendo meio LB Agar adicionado de canamicina (40 ng/ml). Após 24h de incubação na 

estufa a 37°C, dez colônias foram inoculadas em três ml de meio LB líquido contendo 

canamicina (40 ng/ml) e as culturas mantidas por 16h em agitação de 240 rpm a 37°C. Após 

extração de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep) foi realizada uma digestão dupla 

com as enzimas XhoI e BamHI (New Englad Biolabs) utilizando NEB buffer quatro e BSA 

(New England Biolabs), de acordo com as instruções do fabricante. 

Os três clones que apresentaram perfil esperado na digestão, ou seja, apresentaram 

dois fragmentos na eletroforese de gel de agarose 1%, um com o tamanho esperado do vetor 

(2700bp) e outro com o tamanho esperado do inserto (520bp) foram sequenciados para 

confirmação. Desses, apenas um apresentou a sequência na fase correta. Utilizando esse clone 

foi realizada a recombinação para o vetor de expressão pDEST-17 (Figura 13), que contém a 

sequência promotora da polimerase de RNA do fago T7, resistência a ampicilina, tamanho de 

6354bp e, após o seu códon de início de tradução (ATG), seis histidinas, o que possibilita o 

uso de anticorpo anti- hexa histidina (SIGMA-ALDRICH) para detecção da proteína 

expressa. A clonagem foi realizada de acordo com as instruções do manual “E. coli 

Expression System with Gateway Technology” (Invitrogen). 

 

 

Figura 14. Representação do vetor de expressão pDEST-17 (Invitrogen). Esse vetor apresenta sítios attR 

para reação por meio da LR-clonase (Invitrogen), gene de resistência a ampicilina e, 6xhis.  

 

Para a obtenção desses clones foi realizado o mesmo procedimento de transformação 

em células DH5α, eletrocompetentes, realizada para a obtenção de clones em pENTR-2B. 

Após a extração de DNA plasmidial (P2+pDEST-17) quatro clones que apresentaram perfil 
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de restrição correto foram enviados para o sequenciamento. Após a confirmação da sequência 

e da fase, apenas um clone foi transformado em BL21-AI, termocompetente, cepa de E. coli 

utilizada para expressão de genes sob o controle da T7 RNA polimerase (Grodberg and Dunn, 

1988; Studier and Moffatt,1986), pois, ela apresenta o gene da T7 RNA polimerase sob o 

controle do promotor araBAD, ou seja, a L- arabinose é um indutor de expressão nesse 

sistema (Lee, 1980; Lee et al., 1987). 

Para transformação em célula BL21-AI termocompetente, o DNA plasmidial foi 

diluído (1:50, aproximadamente 2ng/µl) e um µl foi adicionado a bactéria, em seguida a 

mistura foi incubada no gelo por 30 minutos e após esse período o tubo foi colocado por 30 

segundos em água aquecida a 42°C (choque térmico). A etapa seguinte foi realizada no gelo, 

onde 250µl de meio SOC (Sambrook et al.,, 1989) foram adicionados para o posterior 

crescimento em agitação de 240 rpm a 37°C. Foram plaqueados 50µL do transformante em 

placa de petri contendo 20 ml de meio LB mais ampicilina (50 ng/ml). Após 24h na estufa a 

37°C as colônias brancas foram inoculadas em três ml de meio LB líquido contendo 

canamicina (40 ng/ml) por 16h em agitação de 240 rpm a 37°C. A partir desses inóculos a 

expressão foi feita seguindo o manual “E. coli Expression System with Gateway Technology” 

(Invitrogen). 

Para confirmação da expressão da proteína foi feito um SDS-PAGE e Western-blotting 

utilizando anticorpo monoclonal anti-hexa histidina. 

 

4.2.1  Purificação de proteína 

 

Para purificação de proteína foi utilizada coluna de Ni-NTA, (Invitrogen). O 

procedimento foi realizado de acordo com o manual “Ni-NTA Purification System” 

(Invitrogen) para proteínas insolúveis. 

Para determinar em qual a fração estava a proteína (solúvel ou insolúvel), as células 

foram lisadas utilizando-se um tampão de guanidina, de acordo com as instruções dos 

fabricantes. O produto lisado foi centrifugado a 3000 g por 15 minutos, o sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo. Ambos, sobrenadante e sedimento, foram utilizados para a 

eletroforese SDS-PAGE. 
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4.2.2 Produção de anticorpos 

 

A produção de anticorpos contra CP de sapovírus foi realizada utilizando dois coelhos 

fêmeas, de 2,5 kg e 16 semanas de vida. Foram feitas três aplicações de 200 µg/ml de 

proteína, cada, num intervalo de três semanas entre cada aplicação. 

Na primeira aplicação foi utilizado (co-inoculado) um ml de adjuvante de Freund 

completo e um ml (200 ng) de proteína purificada. A aplicação é realizada em cinco locais 

distintos no dorso do coelho após assepsia do local com etanol 70%. Após três semanas foi 

realizada a segunda aplicação, porém com ajduvante de Freund incompleto e proteína 

purificada. Na terceira e última aplicação, seis semanas após a primeira aplicação, foi injetado 

no coelho, também, adjuvante incompleto e proteína purificada. 

Após uma semana da terceira inoculação foi realizada a coleta de sangue do coelho, a 

partir da veia central auricular. Foram coletados 20 ml de sangue. Foram realizadas três 

coletas num intervalo de sete dias cada. 

Após cada coleta o sangue foi deixado em temperatura ambiente por 1 hora e em 

seguida centrifugado a 3800 g por 20 minutos. O antissoro foi coletado e armazenado em 

freezer -20°C. 

 

4.2.3 Purificação de anticorpos 

 

Para purificação de imunoglobulina G (IgG) dos soros obtidos a partir da coleta de 

sangue total dos coelhos foi utilizada a coluna de DEAE-Sephacel (GE Healthcare). O soro 

escolhido para purificação foi o soro correspondente a coleta três do coelho dois. O soro foi 

diluído 1:10 em água destilada e, em seguida foram adicionados 10 ml de solução saturada de 

sulfato de amônio. Após incubar a amostra a 4°C por 4h, esta foi centrifugada a 2450 g por 20 

min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em PBS 0,5X pH 6,5. A 

amostra foi dialisada e então adicionada a coluna DEAE-Sephacel (GE Healthcare) de acordo 

com as instruções do fabricante. As frações colhidas foram armazenadas no freezer -20°C. 
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4.3 Amplificação da CP completa  

 

O RNA total foi extraído da amostra infectada usando TRIzol Reagent (Invitrogen) de 

acordo com as instruções do fabricante. O produto de PCR referente à CP do vírus foi 

amplificado usando o iniciador oligodT50PacIM4 (5’-TCA GCA CTG ACC CTT TTG AAT 

TAA T50-3’) por meio de transcrição reversa usando a enzima Superscript III (Invitrogen). O 

iniciador SapoVLP For (5'- TTT GGA ATT CCA CCA TGG AGG GCA ATG GCT CCC A -

3') foi usado para a PCR em combinação com PacI-M4-SacI Rev (5'- TTT GAG CTC TTT 

TCC CAG TCA CGA CTT AAT TAA -3'). O fragmento obtido por PCR, usando LongAmp 

Taq DNA polimerase (New England Biolabs) foi de 2.2 kpb.  

 

 

4.3.1 Clonagem e Sequenciameto 

 

Após a purificação em gel de agarose 1% utilizando kit “Illustra GFX PCR DNA and 

Gel Band Purification” (GE Healthcare), o produto de PCR foi ligado ao vetor pGEM-T Easy 

(Promega) (Figura 15) de acordo com as instruções do fabricante. Em seguida transformado 

em E. coli eletrocompetente (DH5α). Um volume de 200 µl do transformante foi plaqueado 

em placa de petri contendo 20 ml de meio LB Agar mais ampicilina (50ng/ml), IPTG (100 

ng/ml) e X-gal (20 ng/ml). Após 24h na estufa a 37°C as colônias brancas foram inoculadas 

em três ml de meio LB líquido contendo ampicilina (50 ng/ml) por 16h em agitação de 240 

rpm a 37°C. Foi então feito miniprep desses inóculos a fim de extrair o DNA plasmidial. Para 

confirmar quais os possíveis clones foi realizada uma digestão dupla com as enzimas EcoRI e 

SacI (New Englad Biolabs), NEB buffer quatro, BSA (New England Biolabs), de acordo com 

as instruções do fabricante. 
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Figura 15. Representação do vetor pGEM-T easy (Invitrogen). O vetor pGEM-T easy apresenta gene de 

resistência a ampicilina, promotor lacZ e sítios de restrição EcoRI e SacI, utilizados para liberação do 

inserto referente ao gene da proteína do capsídeo. 

 

Dois clones foram selecionados para sequenciamento e em seguida uma sequência 

consenso foi gerada usando o software Staden 4.0 (Staden, 1996). Esses clones foram 

analisados para a confirmação da sequência que posteriormente foi subclonada no vetor 

pFastBac1 (Invitrogen), para a construção do bacmídeo. 

 

 

4.3.2  Sistema Bac-to-bac 

 

O gene da CP foi inserido no vetor pFastBac1 (Invitrogen) sob o controle do promotor 

da poliedrina, considerado forte. Geralmente, os genes inseridos nessa região são expressos na 

fase tardia da infecção pelo baculovírus recombinante. Assim como, o gene da CP foi 

duplamente digerido com as enzimas EcoRI e SacI (New England Biolabs) o vetor pFastBac1 

(Invitrogen) (Figura 16) foi digerido e defosforilado com CIP (New England Biolabs) por 

uma hora a 37°C, de acordo com as instruções do fabricante. A ligação do gene da CP no 

vetor foi realizada utilizando a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs) de acordo com 

as instruções do fabricante. 
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Figura 16. Representação do vetor de expressão em células de inseto pFastBac1 (Invitrogen). O vetor 

pFastBac1 apresenta gene de resistência a gentamicina, promotor da poliedrina e sítios de restrição EcoRI 

e SacI, utilizados para inserção do inserto referente ao gene da proteína do capsídeo. 

 

 

Foi realizada a transformação dessa nova clonagem em célula eletrocompetente DH5α 

(E. coli). Um volume de 200 µl do transformante foi plaqueado em placa de petri contendo 20 

ml de meio LB Agar mais canamicina (40ng/ml). Após 24h de incubação na estufa a 37°C as 

colônias brancas foram inoculadas em 3 ml de meio LB líquido contendo canamicina (40 

ng/ml) por 16h em agitação de 240 rpm a 37°C. Foi então feito miniprep desses inóculos a 

fim de extrair o DNA plasmidial, para posterior sequenciamento e confirmação da correta 

ligação do gene de interesse no vetor (pFastBac1). 

O sistema de expressão de baculovírus Bac-to-bac (Invitrogen) (Figura 17) contém 

uma linhagem de E. coli DH10Bac que fornece as duas moléculas necessárias para que ocorra 

a transposição, o bacmídeo bMON14272 (136 kb) e o plasmídeo helper pMON14272 (13,2 

kb), que fornece a função de transposição Tn7 in trans (Barry, 1988) ao produzir uma 

transposase de forma constitutiva. Dessa forma, após a confirmação por sequenciamento de 

dois clones ligados corretamente em pFastBac1 (Invitrogen) foi realizada a transformação dos 

plasmídeos purificados em DH10bac, célula termocompetente, de acordo com as instruções 

do fabricante. Foi plaqueado 200 µl do transformante em uma placa de petri contendo 20 ml 

de meio LB Agar mais tetraciclina (50ng/ml), canamicina (40ng/ml), gentamicina (sete 

ng/ml), IPTG (100 ng/ml) e X-gal (20 ng/ml). Após 48h na estufa a 37°C as colônias brancas 
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foram inoculadas em três ml de meio LB líquido contendo tetraciclina (50 ng/ml), canamicina 

(40 ng/ml) e gentamicina (sete ng/ml) por 16h em agitação de 240 rpm a 37°C. Foi então feito 

um miniprep desses inóculos a fim de extrair o DNA plasmidial.  

Os bacmídeos recombinantes foram analisados por PCR para confirmar a transposição 

utilizando-se iniciador específico para CP (Sapo_VLPFor) e também para sequência M13 que 

flanqueia o sítio de transposição (M13 Rev). Essa amplificação foi realizada como controle da 

transposição do gene de interesse para genoma do baculovírus. A reação foi feita com 

LongAmp Taq polimerase, 2,5 nM dNTP, buffer LongAmp um µl de DNA plasmidial, num 

tempo de extensão de três minutos.  

Os plasmídeos recombinantes (nomeados clone um, clone dois e clone três) foram 

purificados e um µg de DNA vindo de cada bacmídeo foi diluído em 200 µl de meio de 

cultura TC-100 (GIBCO), para cada amostra, cinco µl de lipofectina (Cellfectin, Invitrogen) 

foi adicionados em 200 µl de meio de cultura TC-100 (GIBCO). As duas misturas foram 

incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente para que o DNA se incorporasse aos 

lipossomos. Após a incubação, o meio de cultura de três placas de 33 mm contendo 

monocamada de células de inseto da linhagem BTI-Tn5B1-4 (Granados et al., 1994) foi 

removido e um ml de mistura contendo DNA/lipofectina foi adicionada à placa, de modo a 

recobrir toda a camada celular. Este sistema foi incubado a temperatura ambiente por três 

horas e depois foram adicionados 1,5 ml de meio de cultura com 10% de soro fetal bovino 

(GIBCO). As células foram incubadas por sete dias a temperatura ambiente e observadas via 

microscopia de luz invertida após esse período (Axiovert 100, Zeiss). 
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Figura 17: Esquema representativo do sistema Bac-to-bac (Invitrogen). Dia 1: recombinação do gene de 

interesse no plasmídeo doador (pFastBac1), transformação em célula competente DH10Bac para 

transposição e geração do bacmídeo (baculovírus recombinante) (Dias 2-3); Dia 4: bacmídeo 

recombinante confirmado por meio de PCR usando primers M13pUC e os primers do gene de interesse; 

Dias 5-7: infecção celular usando bacmideo recombinante, titulação viral para determinar a infecção viral 

em novas células para obter proteína de interesse expressa (adaptado de Bac-to-bac Baculovirus 

Expression System Manual – Invitrogen). 
 

 

4.3.3 Confirmação da expressão 

 

Para confirmar se houve expressão da proteína do capsídeo foi realizada a purificação 

utilizando cloreto de césio de acordo com (Ausar et al., 2006). As células foram centrifugadas 

a 500 g por cinco minutos a temperatura ambiente. A concentração da VLP presente na fração 

do sobrenadante foi realizada por meio de colchão de sacarose a 20% e ultracentrifugação por 

duas horas (rotor SW70 Beckman) a 112400 g a 4°C. O sedimento foi então ressuspendido 

em PBS 0,5X, pH 5,5 e sedimentado através do CsCl (0,39 g/ml) (rotor SW28 Ti Beckman) a 

104000 g por 18h a 4°C. Todas as fases foram coletadas e dialisadas em solução PBS 0,5, pH 

5,5, por três horas. As amostras foram então coletadas e estocadas a 4°C até o uso. As células 

sedimentadas após a primeira centrifugação a 500 g por cinco minutos foram lisadas com 

tampão PBS 0,5X Triton 1%, seguida de uma centrifugação de 3800 g por 15 min. O 
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sobrenadante desse procedimento foi então processado como o sobrenadante incialmente 

separado das células. 

Após a purificação uma eletroforese SDS-PAGE foi realizada para confirmar a 

expressão de CP, cuja banda esperada era de 60 kDa. Para a análise por meio de Western-

blotting da expressão da CP em célula de inseto foi utilizado como anticorpo primário o 

anticorpo policlonal contra P2, cuja proteína foi expressa em E. coli. 

 

 

4.4 Análises da VLP em MET 

  

 Após a purificação da proteína por cloreto de césio como descrito no item 4.3.3, as 

frações, que apresentaram no SDS-PAGE bandas acima de 50 kDa foram, separadamente, 

colocadas em telhas de níquel de 2,5 mm, preparadas previamente com Formvar e carbono. 

Para a análise direta da partícula foi realizada a contrastação negativa usando acetato de 

uranila 1%, onde os íons se depositam ao redor das partículas contrastando-as.  

 

5. RESULTADOS  

 

5.1 Amplificação e clonagem de P2 

 

O gene da proteína do capsídeo parcial (P2) foi amplificado utilizando os iniciadores 

específicos, o tamanho esperado era de 519 nucleotídeos (Figura 18). O fragmento de PCR foi 

purificado do gel e clonado em vetor pENTR-2B (Invitrogen) por meio dos sítios de restrição. 

Após a confirmação por meio de sequenciamento, apenas um clone foi utilizado para a reação 

de LR clonase (Invitrogen) e transferência do gene de P2 para o vetor pDEST-17. Como há 

recombinação entre as regiões att dos vetores, a clonagem não necessita de sítios de restrição, 

porem a presença destes no gene pode ser usada para confirmar a recombinação (Figura 19). 
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Figura 18. Eletroforese de agarose 1% referente a amplificação de P2. Essa imagem confirma o tamanho 

esperado após a PCR do gene de P2. Esse gene foi amplificado com iniciadores específicos para a inserção 

de sítios de restrição (XhoI e BamHI) para posterior clonagem no vetor de entrada pENTR 2B. 

 

 

 

Figura 19.  Eletroforese de agarose 1% referente aos clones selecionados para transformação em E. coli 

para expressão do gene de P2. N.D = DNA plasmidial extraído por miniprep. D = Digestão com enzima de 

restrição XhoI (NEB). O vetor pDEST-17 apresenta 6,3 kpb somados e o gene de P2 519 pb. Tamanho 

condizente com o observado na imagem. O DNA plasmidial não digerido foi obtido após a reação de 

clonasse e transformação em células DH5. Nesse gel, ainda é possível observar a digestão do clone do 

gene de CP em pGEM-T Easy e do vetor de expressão em células de inseto pFastBacI. 
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5.2 Expressão em E. coli 

 

Após a recombinação a confirmação dos clones contendo P2 em pDEST-17 ocorreu 

por meio de sequenciamento. Apenas o clone P2-3 apresentou a sequência correta. O 

plasmídeo purificado foi transformado em célula E. coli (BL21 AI). Quatro clones foram 

escolhidos para avaliar o perfil de expressão. A indução foi realizada com 0,9% de L-

arabinose, por duas horas a 37°C. A Figura 20 mostra que os quatro clones apresentaram 

bandas de aproximadamente 24 kDa correspondentes a proteína P2, de acordo com a 

estimativa in silico para o peso molecular gerada pela ferramenta Compute pI/Mw (disponível 

em: http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool). Os clones P2.1 e P2.2 apresentaram, 

além da banda esperada, uma banda inferior (que também reagiu no Western blotting). A 

expressão foi confirmada por meio de um Western-blotting utilizando como anticorpo 

primário anti-hexa histidina, presente no vetor de expressão pDEST17 (Invitrogen) (Figura 

21). 

 

 

Figura 20. SDS-PAGE referente aos clones de BL21 AI contendo o gene de P2. Condições de indução: 2h; 

37°C; 200 rpm. É possível observar uma diferença entre os clones 1 e 4, por exemplo. A presença de uma 

banda menor nos primeiros clones pode indicar uma possível degradação da proteína. 
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Figura 21. Western-blotting referente a expressão de P2. O anticorpo primário utilizado nessa reação foi o 

anticorpo monoclonal anti-hexa histidina, pois, o vetor de expressão pDEST-17 contêm 6xhis tag em sua 

sequência o que proporciona uma forma eficiente para detecção e purificação da proteína.  

 

5.2.1 Purificação de proteína utilizando coluna de níquel 

  

A purificação foi realizada por meio de cromatografia em coluna de Ni-NTA 

(Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. Na última etapa foram colhidas cinco 

frações de aproximadamente um ml cada. A presença de P2 nessas frações foi avaliada por 

meio de Western-blotting utilizando anticorpo anti-hexa histidinas para sua detecção (Figura 

22). 

 

 

Figura 22. Western-blotting referente a purificação de P2 utilizando coluna Ni-NTA (Invitrogen). No 

primeiro poço subsequente ao marcados está a proteína lisada. F  = indica as frações na ordem de coleta 

após a ligação e lavagem pela coluna. A fração 2 foi mantida refrigerada para outros fins, não sendo 

utilizada para esse procedimento. 
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5.3 Produção de anticorpo 

 

Para a produção de anticorpos anti-P2, 600 ng de proteínas foram utilizados para cada 

coelho, sendo 200 ng para cada injeção. Durante o processo nenhum animal apresentou reação 

adversa. Foram realizadas três coletas de sangue total, num intervalo semanal. Em cada coleta 

obteve-se sete ml de antissoro. Esse material foi estocado em freezer - 20°C. Cada coleta foi 

analisada por meio de Western-blotting. O soro foi utilizado como anticorpo primário 

diretamente, sem purificação. 

 

5.3.1 Ensaio de especificidade do anticorpo 

 

Para avaliar qual a melhor coleta e qual o melhor soro (coelho um ou dois) o Western-

blotting realizado tinha como amostra positiva a própria P2 utilizada para imunizar os 

animais. Como o coelho um não apresentou reação positiva em nenhuma coleta apenas o soro 

do coelho dois foi utilizado para purificação de imunoglobulinas. Na figura 23 é possível 

observar que a terceira e última coleta apresentou uma reação mais específica. 

 

 

Figura 23. Western-blottig utilizando soro de coelho como anticorpo primário anti-P2. C2 indica que o 

coelho nomeado como 2 foi o único que produziu anticorpos contra P2. Os números a frente de C2 

indicam a ordem de coleta. A terceira coleta apresentou uma reação mais específica quando comparada 

com as primeiras. 
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5.4 Amplificação e clonagem do gene da proteína do capsídeo 

 

O objetivo principal deste trabalho é expressar a proteína estrutural (capsídeo) do 

sapovírus em baculovírus. Sendo assim, o gene referente a essa proteína foi amplificado 

utilizando um par de iniciadores que recuperavam a sequência completa do capsídeo, a ORF2 

e a região 3’ UTR, correspondentes a um fragmento de 2,2 kb contendo também dois sítios 

específicos inseridos pela PCR (Figura 24), o sítio de EcoRI (no iniciador For) e o de SacI (no 

iniciador Rev). Além dos sítios de restrição, três nucleotídeos (ACC), sequência de Kozak, 

foram inseridos antes do ATG da sequênciado capsídeo.  

 

 

Figura 22.  Eletroforese de agarose 1% referente a PCR para amplificação do gene completo da CP.  

 

 

A primeira clonagem realizada utilizou o pGEM-T Easy para confirmação do inserto 

por meio de sequenciamento. Após essa etapa foi realizada a subclonagem em vetor 

pFASTBacI (vetor doador). Após extração plasmidial a seleção de clones para construção do 

baculovírus recombinante foi realizada por enzimas de restrição (XhoI e EcoRI –NEB) 

(Figura 25). Os três clones selecionados por digestão foram sequenciados. A análise do gene 

da CP, ORF2 e região não traduzida foi realizada para evitar que possíveis mutações inseridas 

por PCR impedissem a expressão e montagem da VLP de sapovírus. Os clones 35 e 36 foram 

confirmados por sequenciamento e ambos utilizados para construção do bacmídeo. 
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Figura 23. Eletroforese de gel de agarose 1% de DNA plasmidial após clonagem da sequência referente a 

CP + ORF2 + UTR (VLP de sapovírus) utilizando vetor pFastBac 1 após a digestão teste de três clones 

(N.D = não digerido/miniprep D. = digerido). 

 

 

5.5 Produção de baculovírus recombinante 

 

Para a expressão da proteína do capsídeo em baculovírus foi utilizado o sistema Bac-

to-bac (Invitrogen), no qual o plasmídeo doador contendo o inserto de interesse é 

recombinado com o genoma do baculovírus inserido na célula DH10Bac com ajuda do 

plasmídeo helper. Como o genoma do baculovírus tem aproximadamente 180 kb a 

confirmação da recombinação por meio de digestão ou sequenciamento não é recomendada. 

Sendo assim foi feita uma PCR usando os iniciadores específicos para amplificação do gene 

de interesse e também o uso de M13 (pUC) Forward, de acordo com as instruções do 

fabricante. O resultado obtido foi a amplificação do gene e também da região do gene somada 

aos nucleotídeos da região de recombinação do genoma do baculovírus, local onde o iniciador 

M13 pareia (Figura 26). 
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Figura 26. Eletroforese de gel de agarose 1% mostrando a PCR de confirmação dos bacmídeos, utilizando 

os iniciadores específicos para a amplificação da sequência de interesse e a combinação usando o M13 

forward, para confirmar a recombinação. 

 

5.5.1  Expressão de VLP 

 

 Sabe-se que o DNA de baculovírus é infeccioso, sendo assim as células são 

transfectadas com o genoma do vírus recombinante com o gene de interesse, nesse caso, o 

gene de CP, ORF2 e a sequência da região 3’UTR. O resultado da transfecção é a produção de 

baculovírus recombinantes (BVs), que foram utilizados para infectar novas células e avaliar a 

expressão de VLP. 

 Para infecção foram utilizados vírus com m.o.i. 3,04 x 10
6
. O sobrenadante e as 

células foram colhidos a 6 d.p.i. O resultado da primeira tentativa de purificação por CsCl 

pode ser observado na Figura 27. Os controles foram processados e corridos separadamente. 

Foi observada uma banda de 70kDa em cada fração visível após a ultracentrifugação (B1-1, 

B1-2 e B2-1). Essa banda também foi obtida quando a limpeza por colchão de sacarose foi 

substituída por uma ultracentrifugação de duas horas (Beckman 70TI) e o sedimento 

ressuspendido, sedimentado em solução de CsCl (0,39g/ml) (Figura 28). 

 O peso molecular calculado para CP é de 60kDa, esse tamanho foi observado apenas 

após ultracentrifugação de 2h (Beckman 70TI) (Figura 29), antes de sedimentar a amostra em 

CsCl. 
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Figura 27. SDS-PAGE de sobrenadante celular sedimentado e CsCl. A esquerda eletroforese dos 

controles. O sobrenadante foi colhido, ultracentrifugado por duas horas e o sedimento ressuspendido em 

100 l de PBS 0,5x. Mock = células não infectadas; SynGal = baculovírus recombinante que não produz 

poliedro; AcMNPV = baculovírus nativo que produz poliedro. A direita eletroforese referente as frações 

colhidas de duas amostras distintas, B1 e B2. A numeração indica a ordem de coleta das frações pós-

purificação. P1 e P2 referem-se a uma alíquota do pellet formado após a primeira ultracentrifugação 

(colchão de sacarose 20%). 

 

 

 

 

Figura 28. SDS-PAGE referente à expressão de CP em célula de inseto. Os primeiros poços representam 

controle sem qualquer tipo de tratamento. Observa-se no segundo poço uma grande concentração de 

proteína cujo peso é de aproximadamente 60kDa, essa proteína é o BSA contido no meio de cultura. MS = 

Mock da célula; MC  = Mock sobrenadante; B1-B5 frações coletadas após sedimentação por CsCl, sem 

passagem por colchão de sacarose a 20%.  
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Figura 29. SDS-PAGE comparando célula e sobrenadante sem purificação por CsCl. C1 e P1 são célula e 

sobrenadante colhidos sem processamento. P2 e C2 são sedimento e célula após ultacentrifugação de 2h 

(Beckman 70TI). 

 

 

 5.6 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

O sobrenadante referente ao meio de cultura de células de inseto foi colhido, em 

seguida foi ultracentrifugado por duas horas e, sedimentado por CsCl e dialisado em PBS 0,5x 

pH5,5 por seis horas. Para análise por MET, 1 l desse material foi contrastado 

negativamente com uranila 1%.  Foram observadas partículas esféricas de tamanhos entre 20 

e 40 nm. Essas partículas podem ser VLP. Em menor aumento o campo apresenta partículas 

de diferentes tamanhos (Figura 30) e, em maior aumento é possível avaliar a superfície de 

uma partícula, que se assemelha a VLP de sapovírus (Figura 31). 
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Figura 30. Micrografia de microscopia eletrônica de transmissão. Possível VLP observada após 

sedimentação em CsCl. A amostra foi contrastada negativamente com uranila 1% (Aumento de 85 K). 

 

 

Figura 31. Micrografia em microscopia eletrônica de transmissão. Possível VLP observada em detalhe 

após sedimentação em CsCl. A amostra foi contrastada negativamente com uranila 1% (Aumento de 

250K). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Sabe-se que os sapovírus são importantes causadores de gastroenterites em humanos e 

são prevalentes na Ásia e Europa, no entanto, sua incidência no Brasil ainda é desconhecida. 

Para detecção e identificação de patógenos é importante o desenvolvimento de ferramentas 

sensíveis, especificas e baratas.  

O objetivo desse trabalho foi produzir uma VLP de sapovírus, a primeira no Brasil, a 

fim de gerar uma ferramenta que facilite o desenvolvimento de anticorpos de alta reatividade 

e conjuntos de detecção imunológica.  

O anticorpo produzido contra a P2 de sapovírus GI/2 foi purificado e reagiu de 

maneira específica contra a proteína expressa em E. coli. No entanto, para a validação desse 

anticorpo serão necessárias amostras fecais positivas do vírus. Deve-se levar em conta que 

esse anticorpo foi produzido a partir da porção variável do capsídeo, ou seja, ele pode não 

detectar vírus do próprio genogrupo se seus genótipos forem distintos. O objetivo dessa etapa 

do trabalho desenvolvido durante o mestrado foi criar uma ferramenta para auxiliar a 

confirmação da expressão de VLP em baculovírus. No entanto, não conseguimos, até o 

momento, demonstrar reatividade entre esse anticorpo e o material produzido em células de 

inseto.  

Existem duas hipóteses quanto a não reatividade do anti-P2 à VLP, a primeira delas 

seria: não houve expressão da proteína do capsídeo em células de inseto, portanto não haveria 

antígeno na amostra para reagir com o anticorpo; ou, como a P2 utilizada para imunizar os 

animais foi obtida em sua forma desnaturada, suas regiões mais antigênicas não são acessíveis 

nos ensaios de immunoblotting, o que levaria ao não reconhecimento do antígeno pelo 

anticorpo gerado. 

A possível VLP observada por microscopia eletrônica apresenta morfologia esférica, 

tamanho de aproximadamente 40 nm e, em maior aumento (Figura 31) é possível observar 

uma deposição diferencial da uranila ao redor da partícula, criando a imagem relacionada ao 

domínio P do capsídeo viral. A amostra utilizada para a obtenção dessa imagem foi 

conservada em freezer - 80°C, o que poderia justificar uma degradação da estrutura, tendo em 

vista que as VLPs são mais estáveis a 4°C (Ausar et al., 2006). 

Outra evidência de que houve expressão de VLP é a observação de uma banda de 60 

kDa (Figura 29), presente no sobrenadante ultracentrifugado, mas não sedimentado em CsCl. 

Esse resultado é o mesmo apresentado por Jiang e colaboradores (1999) no primeiro trabalho 

de expressão de VLP de sapovírus (Jiang et al., 1999). No entanto, após a sedimentação da 
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amostra em CsCl todas as frações geradas apresentaram uma banda de 70 kDa. A princípio 

suspeitou-se de uma interação entre CP e ORF2. Acreditou-se que a possível ausência de stop 

códon no fim da sequência de CP poderia fazer com que a ORF2, uma proteína estrutural 

menor (Glass et al., 2000), se mantivesse ligada a CP gerando uma banda de 70 kDa. Essa 

hipótese foi descartada frente a análise do sequenciamento, que provou a presença do códon 

de parada. Além disso, as amostras são desnaturadas por aquecimento e adição de -

mercaptoetanol antes da eletroforese, esse procedimento promoveria a dissociação entre as 

duas proteínas. 

Dessa forma, a banda de 70 kDa visualizada pode não ser referente a VLP, pois é ao 

visualizada nos controles (Figura 27). Portanto, quando as amostras foram sedimentadas em 

CsCl e as frações colhidas, é possível que proteínas celulares tenham sido purificadas. O que 

indicaria uma falha no processo de sedimentação em CsCl.  

Esse resultado foi observado em uma repetição do ensaio (Figura 28), no entanto, a 

expressão de VLP não foi excluída pela evidência de uma banda de 60 kDa (Figura 29) e pela 

imagem obtida por MET. A dificuldade em se confirmar com exatidão a expressão de VLP 

deve-se ao fato de que algum mecanismo ainda não elucidado é necessário para que haja 

aumento da expressão. Alguns estudos demonstraram a importância de sequências próprias 

antes do ATG inicial da sequência da CP para formação de VLP (Jiang et al., 1999; Hansman 

et al, 2005; 2006), entretanto, a expressão ainda é considerada baixa. 

Hansman e colaboradores (2005) observaram que uma troca de aminoácido na posição 

1076 da sequência da CP de um sapovírus GI aumentava a expressão de VLP em células de 

inseto, quando comparada ao vírus não mutado. A concentração de proteína obtida a partir de 

200 ml de meio de cultura foi de 80 g (Hansman et al., 2005), concentração suficiente para 

imunizar uma única vez um camundongo. Outro trabalho realizado por esses pesquisadores 

demonstrou que sapovírus GIV expressam baixas quantidades de VLP em células de inseto. 

Mesmo quando a expressão foi otimizada a concentração de proteína obtida foi de 10 g 

(Hansman et al., 2006). 

Na tentativa de expressão de VLP de sapovírus em baculovírus é preciso otimizar o 

processo de purificação e concentração de partículas, no entanto, os resultados descritos nesse 

capítulo evidenciam a expressão e formação das mesmas. 

Atualmente, o principal desafio aos pesquisadores que trabalham com calicivírus 

humanos é o desenvolvimento de um sistema de genética reversa, na ausência de um sistema 

de cultura celular. Dessa forma o uso de células de inseto e mamíferos para expressão de 
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proteínas virais recombinantes tem sido de suma importância para a compreensão desses 

patógenos. Assim a expressão de VLPs oferece uma importante ferramenta para análise 

estrutural e imunogênica. 
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IV. CONCLUSÃO GERAL 

  

 Atualmente os calicivírus humanos são os principais agentes virais causadores de 

gastroenterite no mundo, portanto são extensamente estudados a cerca de sua epidemiologia, 

morfologia e genética. Embora os norovírus humanos sejam os calicivírus mais estudados, 

sabe-se que os sapovírus são prevalentes em diversos países, o que deve levar a um maior 

interesse na sua detecção e identificação em países como o Brasil, por exemplo, onde doenças 

diarreicas são um problema de saúde pública.  

Inicialmente foi identificada uma amostra fecal positiva para sapovírus no Distrito 

Federal. Esse vírus foi então clonado e sequenciado. A partir de sua sequência foi realizado 

um estudo de possíveis eventos de recombinação, que caracterizam uma forma de os vírus, 

em geral, evoluírem ao longo dos anos.  

Nesta dissertação foram apresentados dados importantes a cerca do primeiro isolado 

de sapovírus brasileiro caracterizado, entre eles o possível evento de recombinação 

envolvendo sapovírus suínos e humanos. Outro resultado importante foi o evento de 

recombinação intra-genogrupo, exemplificado pelo isolado GQ261222, que incita a discussão 

sobre a classificação taxonômica baseada exclusivamente na sequência nucleotídica do 

capsídeo. 

Frente as análises discutidas no capítulo I e a necessidade de se obter um maior 

número de sequências, o que implica num estudo de detecção e identificação, foi observada a 

necessidade de se desenvolver ferramentas que auxiliassem esses estudos. A partir disso o 

objetivo do capítulo II foi estabelecido como o desenvolvimento de uma VLP. Esse objetivo 

foi alcançado parcialmente, pois, as ferramentas necessárias para validação da expressão não 

mostraram-se eficazes, no entanto, é preciso ressaltar que de acordo com a literatura os 

sapovírus apresentam maior dificuldade de produção de VLP por meio de células de inseto 

comparando com VLP de norovírus.  

O uso de VLPs para os calicivírus humanos tem sido de extrema importância na 

ausência de um cultivo celular estabelecido, pois, foi a partir de VLPs que a proteína 

estrutural de norovírus foi determinada, bem como os seus domínios, sendo assim o 

desenvolvimento dessas partículas vai além do uso de antígenos e produção de anticorpos 

para kit diagnóstico. A expressão de VLPs, pode elucidar vias de internalização de partículas 

em cultivo de células, além de poderem ser utilizadas como vacinas por apresentarem a 

mesma imunogenicidade que partículas completas. 
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Os dados apresentados nesta dissertação de mestrado demonstram a importância de se 

estudar novos agentes virais causadores de gastroenterites, pois, o primeiro passo para o 

controle de uma patologia é a identificação de seu agente causador e, como apresentado 

anteriormente, doenças diarreicas ainda apresentam um elevado índice de mortalidade infantil 

no Brasil. Além disso esse trabalho contribuiu com o estudo da virologia básica, para 

caracterização genética do vírus. 

 

V. PERSPECTIVAS 

  

 As principais perspectivas a respeito desse trabalho são a validação do anticorpo anti-

P2, demonstrando a sua ligação com a VLP expressa em células de inseto. Uma melhor 

expressão de VLPs bem como o uso de purificação de troca iônica. O resultado desse ensaio 

deve fornecer material pura e em quantidade suficiente para imunização de animais e 

produção de anticorpos anti-VLP. Estes poderão ser validados utilizando amostras fecais 

positivas por meio de imunoblotting.   

Espera-se que a produção dessas ferramentas auxilie na aquisição de dados 

epidemiológicos a respeito da incidência desses vírus no Brasil, e a partir disso, novas 

análises filogenéticas e evolutivas sejam realizadas. 

Como maior perspectiva encontra-se o desenvolvimento de um clone infeccioso 

utilizando a sequência do genoma completo do sapovírus obtido no Distrito Federal (Dos 

Anjos et al., 2011). O desenvolvimento desse clone permitirá analisar interações entre as 

proteínas virais e as proteínas das células de mamíferos. Assim como o desenvolvimento de 

um sistema de genética reversa para sapovírus humanos.  
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Abstract Sapporo virus belongs to the genus Sapovirus

(family Caliciviridae) and has a non-segmented single-

stranded, positive-sense RNA genome. This virus causes

acute gastroenteritis in human, porcine and mink hosts. In

this study, the complete genome of a Brazilian sapovirus

isolate from a child with acute gastroenteritis was deter-

mined. A phylogenetic tree was constructed to analyze the

genotype of this sapovirus (Sapo_BR-DF01), and possible

intra- and inter-genogroups recombination events were

evaluated in silico using the RDP3 program. Two inter-

genogroup and two intra-genogroup recombination events

were newly recognized in this study.

Keywords Calicivirus � RdRp-CP junction site �
Inter-genogroup recombination

Introduction

The family Caliciviridae consists of viruses belonging to

five genera: Sapovirus, Norovirus, Lagovirus, Vesivirus and

Nebovirus (www.ictvdb.org/ICTVdB/index.htm). Certain

sapovirus and norovirus strains are well-known causative

agents of serious human gastroenteritis all around the world,

including South America [9, 17, 27, 36]. The diseases

caused by sapoviruses and noroviruses differ from each

other both in their epidemiological features and clinical

symptoms. For example, in infants under two years old,

norovirus causes a moderate to severe disease, with vom-

iting as its predominant symptom, whereas sapovirus, in

general, causes mild diarrhea [30].

Sapporo virus, which, to date, is the only member of

the genus Sapovirus, was originally found in an outbreak

of diarrhea occurring in an orphanage in Sapporo, Japan,

in 1977 [4]. Its transmission is through the fecal-oral

route and is often associated with ingestion of contami-

nated food and water. Many reports on epidemiological

studies of sapovirus in Asia, Europe and the Americas

are available, and today, it is recognized as an important

agent of acute gastroenteritis [12, 29, 33]. The basic

characterization of sapoviruses has been seriously ham-

pered by the fact that human sapovirus strains are still

non-cultivable [7, 13, 25], while one isolate (Po/SV/

Cowden/1980/US), the porcine-infecting strain, is the

only sapovirus that can be propagated in cultured cells

[2, 7, 25].

Sapovirus causes gastroenteritis in humans, pigs and

mink [10, 11, 14, 15], and it is currently divided into seven

genogroups (GI-GVII). The viruses of genogroups I, II, IV

and V are human-infecting sapovirus, whereas those of

GIII and GVI infect pigs, and those of GVII infect mink

[5, 28]. Their classification into genogroups and, more
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finely, into genotypes is mainly based on diversity in the

capsid protein gene [6, 30].

Sapovirus virions have typical caliciviral morphology,

with a ‘‘Star of David’’ appearance [3, 6]. The genome is a

linear, positive-sense single-stranded RNA of approxi-

mately 7.5 kb that is polyadenylated at the 3’ terminus. The

genomes of members of the GI, GIV, and GV genogroups

are predicted to contain three open reading frames (ORFs),

whereas the GII and GIII genomes have only two [11].

ORF1 encodes a polyprotein that contains conserved amino

acid motifs of 2C-like NTPase, VPg, 3C-like protease,

RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) and capsid

protein (CP) [24]. The functions of the proteins encoded by

ORF2 and ORF3 have not yet been elucidated [25]. The

presence of a conserved translation initiation motif GCA-

AUGG at the 50 end of ORF3 may indicate that this ORF

encodes a functional protein [6, 30].

In this study, the entire genome of one sapovirus iso-

lated in Brası́lia, Brazil, was cloned and sequenced, and its

phylogenetic relationship to other sapovirus isolates was

studied. The possible intra- and inter-genogroup recombi-

nation events were analyzed in silico. A putative ‘‘hot-

spot’’ region of sapovirus recombination present in the

RdRp-CP gene junction site is also discussed.

Material and methods

Sapovirus isolate used for sequencing

A sapovirus isolate (Sapo_BR-DF01 isolate) from one

stool sample from a two-year-old child with severe diar-

rhea in the Federal District, Brazil, sampled in 2009, was

used in this study. Infection by a sapovirus was confirmed

by multiplex RT-PCR targeting a partial CP gene [35], and

after its sequencing, it was classified as a GI/2 sapovirus.

RT-PCR, cloning and sequencing

Total RNA was extracted from the infected sample using

TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as

described in the manufacturer’s instructions. Two over-

lapping (ca. 70 nucleotides) cDNA fragments were

amplified by RT-PCR, covering the entire virus genome

(Supplementary Fig. 1). The first-strand cDNA was syn-

thesized using primer oligodT50PacIM4 (50-TCA GCA

CTG ACC CTT TTG AAT TAA T50-30) to recover the 30

end genomic region using Superscript III reverse trans-

criptase (Invitrogen). The primer Sapo 30 For (50-3416-

CAG TGG TGA CTA TCA CGG AAG-3436-30; numbers

indicate the nucleotide position in the genome; Supple-

mentary Fig. 1) was used for PCR in combination with the

M4 reverse anchor primer (50-TCA GCA CTG ACC CTT

TTG-30). The first-strand cDNA of the 50 end of the gen-

ome was synthesized with Sapo 50 Rev (50-3509-TTC TTR

GTT GGG TAA CCA TT-3490-30) and amplified using the

primer pair Sapo 50 Rev and Sapo 50 For (50-01-GTG ATT

GGT TAG ATG GYT TC-20-30). cDNA fragments of 3.9

(30 portion) and 3.5 kb (50 portion) were obtained by PCR

using LongAmp Taq DNA polymerase (New England

Biolabs, Beverly, MA, USA), and after gel purification,

cloned into the pCR4-TOPO vector (Invitrogen). Two

clones were selected for each portion, and the inserts were

then sequenced by primer walking. A consensus sequence

was assembled using the Staden 4.0 software package [32],

and the final genome sequence was deposited in the DDBJ/

EMBL/GenBank database under the accession number

AB614356 (Sapovirus Hu/GI.2/BR-DF01/BRA/2009).

Sequence analysis

To characterize the Sapo_BR-DF01 isolate phylogeneti-

cally, it was aligned with the 22 available full genome and

30 complete CP gene sequences (Supplementary Table 1),

and subsequently, phylogenetic trees were constructed.

Briefly, the CLUSTAL W program included in the

MEGA5 [34] software package was used for multiple

alignment, and the phylogenetic relationships among

these sequences were inferred by the maximum-likelihood

method (using the best fit-model TN93 ? G ? I in

MEGA5 with 1000 bootstrap replicates). Possible recom-

bination events were analyzed by RDP3 [20] using mul-

tiple alignments based on both the complete genome

sequences and a smaller genomic region comprising the 30

end of the RdRp gene, the whole CP gene and the 30

untranslated region (UTR) (ca. 3100 nt), which covered

the possible hot spot site for recombination. Confidence

values for the recombination events were also evaluated by

the six methods included in the RDP3 software package,

RDP [21], GENECONV [26], Maxchi [31], Chimera [22],

3Seq [1], and Siscan [8]. Events detected by RDP with a

p-value under 1 9 10-5 were considered significant in this

study.

Results

Genome sequence profile

The first complete genome sequence of a Latin American

sapovirus isolate (Sapo_BR-DF01) was determined. The

genome was 7476 nucleotides in length, without the poly-A

tail, and, as other GI genotype sapovirus, three ORFs were

found (ORF1, 13-6882 nt with 2290 aa; ORF2, 5180

to 5668 nt with 163 aa; and ORF3, 6882 to 7370 nt with

163 aa).
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Nucleotide sequence identity to other sapoviruses

This sapovirus sequence shared 77% genome-wide nucle-

otide identity with an isolate from Bangladesh, collected in

2005 (GQ261222, GI/2 genotype), the best-matched

sequence. In a maximum-likelihood (ML) tree (Fig. 1),

Sapo_BR-DF01 clustered within the GI group, which

contained this Bangladeshi isolate and others from Asia

and Europe, but was outside of the main GI/1 and GI/2

cluster (Fig. 1). This grouping was identical when only the

50 UTR and ORF 1 (excluding the CP gene, ORF2 and 30

UTR) of the genome were analyzed (Fig. 2b). In a pre-

liminary phylogenetic analysis using a partial CP sequence

of the same isolate, it was classified as genotype GI/2 (data

not shown), which was confirmed by using the whole CP

gene sequence (Fig. 2a). When comparing the CP regions,

the pairwise identity between Sapo_BR-DF01 and this

Bangladeshi isolate (GQ261222) increased to 92%, but the

best hit partner of Sapo_BR-DF01 was another GI/2 isolate

collected in 2008 in Hungary (FJ844411) with 98%

nucleotide identity (Fig. 2a). Due to the lack of a complete

genome sequence of this Hungarian isolate, it could not be

used in the genome-wide analysis. All together, a recom-

binant nature among these isolates was implied by the

phylogenetic analysis. Therefore, possible recombination

events were evaluated using the complete genome

sequences and the 30 portion of the genome, which covered

the end of the RdRp, the whole CP gene and the 30 UTR

(ca. 3100 nt).

Recombination analysis

In a full-length genome analysis, four recombination sig-

nals (ones not previously reported) were detected by RDP3

(Fig. 3). At first, possible recombination events were found

among X86560 (Manchester), GQ261222, Sapo_BR-DF01

and FJ387164 (Fig. 3). It is most likely that GQ261222 was

an intra-genogroup recombinant, a receptor of part of

ORF1 from the X86560 Manchester strain (p-value =

6.4 9 10-34 by RDP) and of its structural region from the

Sapo_BR-DF01 strain (p-value = 8.2 9 10-153 by RDP)

at the RdRp-CP junction. Interestingly, the 50 genomic

region (nt 1-5161) of GQ261222 fit perfectly in the GI/1

cluster by phylogenetic analysis (Fig. 2b) and by the dis-

tance plot of RDP3 (data not shown). The GQ261222

isolate is most likely a chimera between GI/1 and GI/2.

Furthermore, Sapo_BR-DF01 may be a receptor of a

small portion of RdRp (nt 4518 to 4610) from the porcine

strain FJ387164 (GIII - p-value = 2.5 9 10-5 by RDP)

(Fig. 3). This possible recombination event was again found

using the 30 end genomic region of 30 sapovirus (Supple-

mentary Fig. 2). In this analysis, not only Sapo_BR-DF01

but also other four GI/2 isolates (FJ844411, AF294739,

U95644 and U73124) showed the same recombination

signal.

One inter-genogroup recombination site was also rec-

ognized between GIV and Sapo_BR-DF01 isolates (GI/2)

(Fig. 3). This recombination signal was located at the

RdRp-CP junction (nt 5233-5531), and the p-value was

significantly low (2.436 9 10-9 by RDP).

Previously reported recombination events between C12

and Mc2 isolates of GII [15], between Mc10 and C12 [12,

13], and between GII and GIV [12] were also found in our

analysis (data not shown).

Discussion

In the present study, a full-genome sequence of a sapovirus

from Brası́lia, Brazil, was determined and compared with

other 21 complete sapovirus genome sequences and 29 30-
end sequences available in the DDBJ/EMBL/GenBank

databases. The main goal of this study was to analyze

possible recombination events between sapoviruses as a

possible factor for the genetic evolution of this group of

viruses.
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Fig. 1 Full-length-genome-based phylogenetic tree using the maxi-

mum-likelihood algorithm. Human- and porcine-infecting sapoviruses

clustered separately. The Sapo_BR-DF01 isolate is boxed. Viruses are

identified by accession number/name/genogroup-genotype and year

isolated, if available. Detailed characteristics of each isolate are

shown in Supplementary Table 1. Numbers at branch nodes indicate

bootstrap values, and those lower than 50 are not shown. The scale

represents nucleotide substitutions per site
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Recombination can only occur in a cell that is infected

simultaneously by at least two distinct viruses. As with

many other positive-sense single-stranded RNA viruses,

recombination is known to occur in members of the family

Caliciviridae. Motomura et al. [23] evaluated the molec-

ular evolution of norovirus GII/4 because of its worldwide

prevalence. The epidemics from 2006 to 2009 were finely

analyzed using 199 nearly complete norovirus genome

sequences, and the results suggested frequent genome

recombination at the ORF1/2 boundary region (RdRp-CP

junction), which provided a common mechanism of con-

current changes on the virion surface and in the viral

polymerase [23].

Katayama et al. [15] reported evidence for the first intra-

genogroup sapovirus recombination event between the

isolates Mc10 and C12, both of which belong to GII. A

small region spanning the end of the RdRp region and the

beginning of the CP region was considered to be the site of

the recombination event. Hansman et al. [13] reported the

first inter-genogroup recombination event between GII

(Mc10) and GIV (isolates SW278 and Ehime1107) sap-

oviruses. The daughter strains that were analyzed had a

nonstructural region that was highly identical to GII,

whereas the structural region most closely resembled that

of the GIV type. Such evidence suggested that sapoviruses

could evade host immunity by the exchange of structural

regions. This hypothesis was also discussed by Phan et al.

[28], who detected an intra-genotype recombination event

among sapoviruses of GI/1 detected in samples collected in

Japan from July 2005 to June 2006.

The sequence of the Sapo_BR-DF01 isolate showed

some evidence of interesting recombination events (Fig. 3)

with GQ261222 (GI/2), and with five GIV isolates, both at

the junction of the RdRp and CP genes. Regarding the

former recombination partner, the Sapo_BR-DF01 isolate

may be one of the parental strains, resulting in the daughter

sequence GQ261222 (Fig. 3). This isolate also showed

evidence of recombination with the X86560 (Manchester)

isolate, although not at the RdRp-CP junction, but instead

in the NS3-NS4 region of ORF1. Recombination is thought

to occur when the RdRp switches templates due to for-

mation of a strong secondary structure, mainly during

negative strand synthesis [16, 18]. Generally, the recom-

bination events found in calicivirus were detected at the

RdRp-CP junction, and this phenomenon is considered to

be the result of the attempt by the virus to escape from

pressure by the the host immune system by changing the

epitope sites. However, this is not the only reason why
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Fig. 2 Maximum-likelihood-based phylogenetic trees using CP

(a) and 50 UTR and ORF1 (b) nucleotide sequences. For the CP

phylogenetic analysis (a), nucleotides 5161 to 6885 (corresponding to

Sapo_BR-DF01 genome sequence) were used, while for the 50 termini

region (b), nucleotides 1 to 5161 were used. Sapo_BR-DF01 and

GQ261222 isolates are boxed. Viruses are identified by accession

number/name/genogroup-genotype and year isolated, if available.

Detailed characteristics of each isolate are shown in Supplementary

Table 1. Numbers at branch nodes indicate bootstrap values, and

those lower than 50 are not shown. The scale represents nucleotide

substitutions per site
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animal viruses recombine [18], and other mechanisms can

probably explain the occurrence and selection of recom-

binants with different recombination sites, as observed in

the NS3-NS4 region in GQ261222. Therefore, it was clear

that GQ261222 showed a double chimeric character rela-

tive to isolates of GI/1 and GI/2 (Fig. 3).

It was found that the isolate Sapo_BR-DF01 could be a

parental strain for the GIV isolates (Fig. 3). In this case, a

recombination signal was also identified at the RdRp-CP

junction, suggesting that this region is a hot spot for

recombination, similar to that found in noroviruses. The

inter-genogroup recombination that we recognized was

found in all GIV sapovirus isolates used in this study. Thus,

recombination may have occurred at an earlier stage of

GIV evolution.

Another interesting recombination signal was found

between the GI and GIII genogroups, which may imply a

possible co-infection with human and porcine sapoviruses,

leading to recombination (Fig. 3 and Supplementary

Fig. 2). To date, only Martella et al. [19] have suggested a

relationship between a porcine calicivirus (sapovirus GIII)

and a human sapovirus (GI) based upon the analyses of the

30-end genomic region, though no clear recombination

analysis was shown. In this study, a recombination site in a

small portion of the catalytic domain of the RdRp gene

from GIII in GI/2 isolates including the Brazilian

Sapo_BR-DF01 (Fig. 3) was detected, as another example

of inter-genogroup recombination. However, the p-value

was low and, additionally, this recombination signal was

found in a highly conserved catalytic domain of the sapo-

virus RdRp region, which may lead to a misinterpretation

by recombinant prediction programs. Further confirmation

is needed when more sapovirus sequences become

available.

It was clear that there is a risk in using only the CP gene

sequence for sapovirus genotyping analysis, due to fre-

quent detection of recombination in these viruses. For

instance, GQ261222 belongs to GI/1, when the upstream
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Fig. 3 Recombination analysis

based on the complete genome

sequences using the RDP

method. The complete genome

is represented by a box, and the

predicted recombined region is

indicated by smaller boxes
below the complete genome

box. The possible parental or

daughter sequences are

indicated by dotted lines. The

genogroup-genotype

classification is indicated on the

right side. p-values for each

recombination event,

determined using RDP, are

indicated below the virus

identifier. The sapovirus

genome organization and ORFs
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below with the corresponding

nucleotide positions.

NS = nonstructural protein;

RdRp = RNA dependent RNA

polymerase; CP = capsid

protein
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portion of the genome (almost 65% of the genome) is used

as the genotype parameter (Fig. 2b), whereas the same

isolate is considered to belong to GI/2 by CP gene

sequence analysis (Fig. 2a). The taxonomic and genotyping

identification criteria should be discussed further with

regard to recombination events, which may occur fre-

quently in this virus group.

Interestingly, the RdRp-CP junction was also identified

as an important spot for recombination in sapovirus. Fewer

studies on genetic diversity of sapoviruses have been

reported that of noroviruses, a similar virus in the same

family. For a more comprehensive understanding of the

frequency and impact of the occurrence of recombination

between sapoviruses, additional genome sequences must

become available.
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