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RESUMO 

 

Em humanos, o Norovírus (NoV) é uma das principais causas da doença diarreica aguda 

(DDA). Devido às limitações do cultivo do NoV, alguns aspectos moleculares de sua 

interação com o sistema imune do hospedeiro são desconhecidos. O triggering receptor 

expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) está associado à amplificação de respostas 

inflamatórias e à progressão de infecções, inclusive em algumas doenças virais. Assim, 

acreditamos que o TREM-1 pode estar envolvido na infecção pelo NoV. Inicialmente, 

pesquisamos a expressão de Trem1 e os genes envolvidos na sua via de ativação, em 

dados de transcriptômica disponibilizados em bancos de acesso públicos. Em modelos de 

infeção experimental com Norovírus murino (MNoV), a expressão de Trem1 estava 

aumentada. Também observamos que existe uma co-expressão do Trem1 com genes 

envolvidos na via de piroptose, quando comparado a aqueles da via de apoptose. Diante 

disso, a interação proteína-proteína in silico foi avaliada mediante ensaios de docking 

molecular entre o domínio Ig-like de TREM-1 murino com o domínio P da proteína VP1 

do MNoV. O TREM-1 murino reconheceu a alça antigênica C´-D´ conservada que está 

presente na proteína VP1 do MNoV. Dessa forma, e com base em critérios filogenéticos, 

diferentes estruturas da proteína VP1 das cepas NoV GII.4 de diferentes anos (1987, 

2010, 2012, 2014, 2016 e 2019) foram modeladas. Foram realizadas simulações de 

docking e dinâmica molecular (DM) para determinar a interação in silico entre a proteína 

VP1 do NoV GII.4 e o domínio Ig-like do TREM-1 humano. Por fim, foram determinadas 

as características energéticas dessas interações em servidores on-line. As simulações de 

DM sugerem que ocorre interação estável entre o TREM-1 humano e a proteína VP1 de 

NoV, independentemente do ano de isolamento. De forma interessante, observou-se 

mudança na participação das diferentes regiões determinantes de complementariedade 

(CDRs) do TREM-1 quando interagiam com os domínios da proteína VP1, destacando 

principalmente a participação do CDR3. Nossos dados sugerem fortemente o 

envolvimento do TREM-1 no reconhecimento do NoV e a sua participação na 

fisiopatologia da DDA provocada por NoV. 

Palavras chaves: Norovírus; TREM-1; docking molecular; imunidade inata; inflamação. 
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ABSTRACT 

 

In humans, Norovirus (NoV) is one of the main causes of acute diarrheal disease (ADD). 

Due to the limitations of NoV cultivation, some molecular aspects of its interaction with 

the host's immune system remain unknown. The triggering receptor expressed on myeloid 

cells 1 (TREM-1) is associated with the amplification of inflammatory responses and the 

progression of infections, including viral infections. Thus, we believe that TREM-1 may 

be involved in the NoV infection. Initially, we investigated the expression of Trem1 and 

the genes involved in its pathway, in transcriptomic data bank of public domain. In 

experimental infection with murine Norovirus (MNoV), the expression of Trem1 was 

increased. We also observed that there is a co-expression of Trem1 and genes involved in 

the pyroptosis pathway, when compared to those in the apoptosis pathway. The in silico 

protein-protein interactions were assessed by molecular docking simulations between the 

Ig-like domain of murine TREM-1 and the P domain of the MNoV VP1 protein. The 

murine TREM-1 recognized the conserved C´-D´ antigen that is present in the murine 

VP1. In this regard, and based on phylogenetic criteria, different structures of the VP1 

protein of NoV GII.4 strains from different years (1987, 2010, 2012, 2014, 2016 and 

2019) were modeled. We performed docking and molecular dynamics (MD) simulations 

to determine the in silico interaction between the VP1 protein of NoV GII.4 and the Ig-

like domain of human TREM-1. The DM simulations suggest that there is a basic 

interaction between human TREM-1 and the NoV VP1 protein, regardless of the year of 

isolation. Interestingly, we observed changes in the participation of the different 

complementarity determining regions (CDRs) of TREM-1 when interacting with the 

domains of the VP1 protein, highlighting the participation of CDR3. Our data strongly 

suggests the involvement of TREM-1 in the recognition of NoV and its participation in 

the physiopathology of ADD caused by NoV. 

Keywords: Norovirus, TREM-1, molecular docking, innate immunity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A diarreia pode ser definida pela ocorrência de três ou mais evacuações pastosas 

ou líquidas em um período de 24 horas (WHO 2022), o que pode ser um sintoma de 

infecção gastrointestinal (Nemeth & Pfleghaa 2021). Mais especificamente, o quadro 

clínico da diarreia viral é caracterizado pela eliminação súbita de fezes de consistência 

alterada (mais de três vezes por dia ou pelo menos 200 g/dia) que pode estar associada a 

náusea, vômitos, febre ou dor abdominal, com duração inferior a duas semanas (Bellido 

& Arnedo 2021). Os patógenos virais mais frequentemente associados à doença diarreica 

aguda (DDA) são os Rotavírus (RV), os Calicivírus, como os Norovírus humanos (NoV) 

e Sapovírus, bem como os Adenovírus (AdV) entéricos, Astrovírus e alguns Picornavírus 

(Chiejina & Samant 2021).  

A DDA provocada por agentes virais pode afetar grupos etários diferentes com 

curso clínico que dependerá do estado imune do indivíduo e virulência do vírus. Em 

crianças de até cinco anos de idade, o RV é o principal agente etiológico, seguido pelo 

NoV (Rivera 2023). Por outro lado, em adultos, o NoV é responsável pela maioria dos 

surtos de DDA no mundo todo (Lartey et al. 2020; Chiejina et al. 2021). Os NoV que 

infectam humanos são transmitidos pela via oro-fecal de diferentes formas: contato 

pessoa a pessoa, contato com superfícies contaminadas, disseminação por meio do vômito 

e pela via alimentar (água e alimentos contaminados) (Gaythorpe et al. 2018). Ainda que 

a DDA provocada por NoV normalmente seja uma doença curta e autolimitada em 

indivíduos hígidos, ela pode resultar em taxas elevadas de morbi/mortalidade em 

indivíduos imunossuprimidos (com imunodeficiência primárias e secundarias - AIDS, 

transplantados, pessoas em tratamento com antineoplásico e em tratamento com 

esteroides) (Rajagopalan & Yoshikawa 2016). Apesar disso, e principalmente em função 

das limitações no cultivo do NoV, muitos aspectos ainda precisam ser esclarecidos, 

destacando-se a interação com o sistema imune do hospedeiro. 
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1.1 NOROVÍRUS 

1.1.1. CLASSIFICAÇÃO E ESTRUTURA  

A família Caliciviridae pertence à ordem Picornavirales. Esta família possui dez 

gêneros que infectam mamíferos: Bavovírus, Lagovírus, Minovírus, Nacovírus, 

Norovírus, Recovirus, Salovírus, Sapovírus, Valovírus e Vesivírus (ICTV, 2022). Os 

vírions deste grupo apresentam capsídeo que compreende 32 depressões distintas em 

forma de cálice, o que dá o respectivo nome à família. Devido a sua natureza proteica, os 

calicivírus têm a caraterística de serem estáveis no ambiente; especificamente aqueles que 

tem tropismo pelo intestino os quais são estáveis em meio ácido e resistentes a diferentes 

métodos de inativação viral (Vinjé et al. 2019). 

O protótipo da família Caliciviridae é o NoV. Estes vírus possuem 

aproximadamente 38 nanômetros (nm) de diâmetro com um genoma de ácido 

ribonucleico (RNA) de fita simples e polaridade positiva (RNAss+), não envelopados e 

caraterizados por um capsídeo icosaédrico (T=3) composto por 180 proteínas VP1 

(Figura 1) (Richardson 2013; Tyu 2017; Vinjé et al. 2019). 

 

Figura 1: Estrutura do capsídeo dos Calicivírus. (A) Reconstrução de imagem criogênica de partículas 

recombinantes semelhantes ao Norovírus. (B) Estrutura de raios-X do capsídeo do Norovírus com a 

proteína VP1. Azul – domínio S, vermelho domínio P1 da proteína VP1 e em amarelo domínio P2 da 

proteína VP1. Fonte: Prasad et al. 1999; com adaptação de Vinjé et al. 2019. 

 

1.1.2. GENOMA E PROTEOMA DO NOROVÍRUS 

1.1.2.1. GENOMA VIRAL 

O genoma do NoV tem 7,3 ~ 8,5 kilobases (kb) de comprimento composto por 

45%-56% de citosina + guanina (C+G) que atua como molécula de RNA mensageiro 

(mRNA). A extremidade 5' do RNA genômico está covalentemente ligado a uma proteína 
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codificada pelo vírus conhecida como VPg (NS6), enquanto a extremidade 3' está 

poliadenilada (Subba-Reddy et al. 2012). Nas extremidades do genoma existem regiões 

não codificantes (RNC) que são tipicamente curtas (nos NoV murinos [MNoV] o 

comprimento é de 5 a 78 nucleotídeos (nt) e nos NoV apresenta 48nt). Especificamente, 

as RNCs geram estruturas secundárias de RNA que são conservadas evolutivamente. 

Essas estruturas são importantes para as etapas de replicação e tradução da biossíntese 

viral, além de também atuarem na imunopatogênese viral (Thorne et al. 2012; Smyth et 

al. 2018; Guo et al. 2023).  

Classicamente, o genoma do NoV é dividido em três fases abertas de leitura (Open 

reading frame - ORFs) (Figura 2). Inicialmente se encontra a ORF que codifica as 

proteínas não estruturais (ORF1), em seguida, a que codifica a proteína do capsídeo 

estrutural principal, conhecida como VP1 (ORF2), e posteriormente, aquela que codifica 

a proteína VP2 (ORF3) (Malm et al. 2019; Parra 2019). Nos MNoV foi descrito uma 

quarta ORF (ORF4) que traduz uma proteína denominada fator de virulência 1 (VF1) que 

uma vez expressa, tem como alvo a mitocôndria; isto faz com que o MNoV tenha uma 

alta atividade virulenta (Borg et al. 2021). 

Figura 2: Organização do genoma do Norovírus humano. O genoma está ligado covalentemente na 

extremidade 5' ao VPg e é poliadenilado na extremidade 3'. Para a produção das proteínas estruturais se 

geram os sgRNA. No caso das proteínas não estruturais, a poliproteína após é escindida para liberar as 

distintas proteínas dentro da célula. Fonte: Thorne et al. 2016. 
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1.1.2.2. PROTEÍNAS NÃO ESTRUTURAIS  

A ORF1, codifica um polipeptídeo com uma massa molecular de 200 kDa que 

posteriormente é clivado pela protease viral em seis peptídeos maduros: NS1/2 (p48), 

NS3 (NTPase), NS4 (p22), NS5 (VpG), NS6 (protease) e NS7 (RdRp) (Bull et al. 2015). 

A proteína NS1-2 contém uma porção N-terminal rica em prolina seguido por um 

domínio transmembrana, e uma região C-terminal que tem sítios de clivagem por 

caspases. Uma vez que esta proteína é expressa, ela se distribui no citoplasma da célula 

infectada, onde interage com a proteína vesicular SNARE e causa a desmontagem do 

complexo de Golgi. A NS1-2 interfere na sinalização das vias celulares Jak-STAT, 

MAPK, p53, PI3K-Akt (Lateef et al. 2017). Na infeção pelo MNoV, a NS1-2 também 

possui ampla distribuição citoplasmática identificada como um padrão microscópico 

puntiforme, ficando próximo ao centro organizador dos microtúbulos comprometendo a 

polaridade da célula infectada (Baker et al. 2012).  

A proteína NS3 (2C-Like, p41(p40) ou Nucleoside triphosphatase like 2C) com 

uma massa molecular 40 kDa, tem função de NTPase. Ela atua como uma helicase e pode 

hidrolisar nucleotídeos trifosfato na infecção pelo NoV. Além disso, ela atua na síntese 

do RNA in vitro realizada majoritariamente pela atividade da RNA polimerase viral 

(RdRp) (Pfister & Wimmer 2001; Li et al. 2018). Entretanto, na infeção pelo MNoV, a 

NS3 está associada ao complexo de replicação viral com atividade NTPase e atividade de 

chaperona para desestabilizar o dsRNA na presença de magnésio (Mg2+) ou manganês 

(Mn2+) (Han et al. 2018). 

A proteína NS4 possui uma massa molecular de 20-22 kDa e atua sobre a inibição 

da via secretora celular e a desmontagem do complexo de Golgi (Doerflinger et al. 2017; 

Hung et al. 2023). Isto leva ao bloqueio do tráfego das vesículas que estão revestidas com 

as proteínas COPII do reticulo endoplasmático (RE) para o Golgi (Roth & Karst 2017). 

Na infecção pelo MNoV, tem sido demostrado que a NS4 inibe a remodelação do 

citoesqueleto de actina em monocamada de células HT-29/B6 (modelo utilizado para 

mimetizar as uniões aderentes dos epitélios) (Doerflinger et al. 2017). 

A VPg (NS6) é uma proteína multifuncional com uma massa molecular de 15,8 

kDa composta por 133 aminoácidos que possui a função de recrutar a maquinaria de 

tradução celular. Ela atua principalmente como um iniciador (primer) para os fatores de 

tradução das células eucariotas 3 e 4 (eIF3 e eIF4E) para iniciar a síntese de RNA 
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genômico viral (Daughenbaugh et al. 2003; Chung et al. 2014). Outra função da VPg é 

contribuir na incorporação de nucleotídeos em associação com a atividade da RdRp 

(McSweeney et al. 2021), assim como recrutar o fator de iniciação eucariótica 4G (eIF4G) 

do hospedeiro, facilitando a tradução do genoma viral. Foi demostrado que esta proteína 

é importante para a indução de uma parada do ciclo celular na fase G0/G1 que promove a 

replicação viral (McSweeney et al. 2021). Nas cepas de MNoV, a VPg aumenta a 

atividade da proteína RdRp que ajuda na síntese viral (Lee et al. 2018).  

A NS6 (3C, pro 3C-like, 3CLpro, ProPol e NS6pro) atua como protease viral. A 

função principal dessa proteína é o processamento da poliproteína viral (Fernandes et al. 

2015). Finalmente, a proteína NS7 tem atividade de RdRp, também denominada Pol, 

3Dpol, ProPol e NS7pol. Na proteína RdRp foram identificados seis motivos dentro do 

domínio de palma, incluindo os motivos C e A, contendo a sequência YGDD presente no 

sítio ativo. O domínio N-terminal conecta os domínios dos dedos e polegar, enquanto o 

domínio C-terminal está localizado dentro da fenda do sítio ativo e potencialmente 

interfere com o RNA iniciador e/ou molde durante a síntese do RNA viral (Han et al. 

2017). 

 

1.1.2.3. PROTEÍNAS ESTRUTURAIS 

As proteínas estruturais do NoV são as VP1 e VP2 que se originam a partir de um 

RNA subgenômico (RNAsg) originário das ORF2 e ORF3 no genoma do NoV 

(Takahashi et al. 2023). A ORF2 codifica para a proteína VP1 (proteína estrutural maior), 

tem ~530-555 aminoácidos, massa molecular aproximada de 58 kDa, que se divide em 

duas subunidades (S e P). A sequência da proteína VP1 começa com um pequeno domínio 

N-terminal entre os aminoácidos 10-49, continuado pelo domínio de revestimento, ou S, 

que se estende do aminoácido 50 ao 225 com motivos Pro-Pro-Gly, conservados entre os 

diferentes genogrupos dos NoV (Hardy 2005).  

O domínio P (P1 e P2) é o segmento que dá a estabilidade do capsídeo do NoV 

por gerar contatos intermoleculares entre as subunidades diméricas de diferentes unidades 

de VP1. O subdomínio P1 compreende os aminoácidos 226-278 e os resíduos 406-520; 

enquanto o subdomínio P2 compreende os aminoácidos 279-405 (Figura 3). 

Propriamente, os domínios P interagem formando dímeros que aumentam a estabilidade 

do capsídeo e originam as protuberâncias sobre o vírion, que por sua vez, se estendem do 
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domínio S para a parte externa do capsídeo e estão localizadas na parte central da proteína 

estrutural VP1 (Campillay-Véliz et al. 2020). Desta forma, o domínio P desempenha a 

função de ligante viral por adsorver aos antígenos do grupo histo-sangue humano 

(HBGAs) usando os mesmos padrões do capsídeo viral, desempenhando papel importante 

na interação vírus-receptor da célula hospedeira (Vongpunsawad et al. 2013). 

Estruturalmente, a proteína VP1 adota três conformações denominadas A, B e C. 

As subunidades A e B se reúnem em 60 dímeros (denominados A/B), enquanto as 

subunidades C agrupam-se em 30 dímeros C/C. Estas diferenças conformacionais 

facilitam a curvatura da partícula viral para formar uma estrutura fechada. Isto é 

comumente observado em outros vírus icosaédrico, como os membros das famílias 

Astroviridae, Hepeviridae e Nodaviridae (Leuthold et al. 2016; Devant et al. 2019).  

De forma geral, as estruturas cristalografadas do domínio P do MNoV apresentam 

estruturas terciárias semelhantes às dos domínios P do NoV com uma maior variação 

estrutural nas alças polipeptídicas na superfície externa do domínio P; correspondendo às 

regiões móveis entre as várias formas cristalografadas. Mais especificamente, as alças E'-

F' foram observadas nas conformações “aberta” e “fechada”. Acredita-se que a troca do 

estado aberto para fechado, forma um canal na interface do dímero P, que é estabilizado 

por um bloqueio iônico que induz mudanças estruturais importantes durante a infecção 

para facilitar a entrada na célula hospedeira (Taube et al. 2010). Como já foi mencionado 

previamente, a análise da região P2 da VP1 dos NoV determina a diversidade deste vírus 

(Li et al. 2023). Esta região está diretamente envolvida na geração de variantes associadas 

às epidemias devido a presença de substituições de aminoácidos (Moeini et al. 2021). A 

ubiquação destas substituições geralmente fica expostas na superfície do capsídeo viral 

em todos os NoV. Por esse motivo, a VP1 é a proteína alvo para a ação neutralizante dos 

anticorpos (Pongan et al. 2018; Campillay et al. 2020). 

Por último, a ORF3 que codifica à VP2 (proteína estrutural menor) produz uma 

proteína de massa molecular de 29 kDa que é essencial para a biossíntese viral. Ela é 

altamente variável e é a principal responsável pela estabilidade do vírion e a formação do 

capsídeo. Além disso, a VP2 interage com a VP1 e, por sua vez, aumenta a expressão de 

proteínas do capsídeo (Mohamed et al. 2018; Liu et al. 2019). 
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Embora as moléculas de VP2 estejam em menor número no capsídeo, elas 

parecem desempenhar papel indispensável no ciclo replicativo do NoV, bem como na 

estabilidade da estrutura de VLPs. A interação entre VP1 e VP2 também pode regular a 

expressão da proteína do capsídeo (Vongpunsawad et al. 2013). Na ausência de VP1, a 

VP2 é alocada no núcleo da célula hospedeira após a sua tradução citoplasmática. Nesse 

sentido, um sinal de localização nuclear específico foi descrito para a ORF3 do NoV, 

sugerindo que a VP2 desempenha papel na interferência nos processos de transcrição e 

remodelação da cromatina. Por fim, a VP2 de MNoV também pode ter um papel na 

modulação da resposta imune do hospedeiro. No entanto, essa possibilidade ainda não foi 

comprovada para NoV. Portanto, a VP2 parece ser uma proteína estrutural versátil que 

pode ter muitas funções diferentes no ciclo replicativo e na patogênese do NoV (Liu et 

al. 2019: Campillay et al. 2020). 

 

Figura 3: Proteína VP1 do norovírus. (A) proteína VP1 é dividida em domínios de S e P. (B) São ~90 

dímeros da proteína VP1 que conformam as partículas semelhantes a vírus (ou vírus like particles – VLPs) 

VLP do NoV gerando a estrutura icosaédrico T=3. Os domínios S dos monômeros VP1 constroem uma 

concha ou casca que envolve o RNA viral na forma de um andaime. Fonte: Pogan et al. 2018. 
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1.1.3. EVOLUÇÃO E CLASSIFICAÇÃO DO NOROVÍRUS 

 As sequências completas de aminoácidos da proteína VP1 e a região ORF1 da 

NS7 de NoV são a base da atual classificação genética destes vírus (Figura 4) (Chhabra 

et al. 2019). Recentemente, o grupo de trabalho de classificação de Norovírus (NCWG) 

propôs uma nomenclatura padronizada universal e um sistema para a genotipagem 

utilizando a análise filogenética das sequências completas de aminoácidos da proteína 

VP1 (Rani et al. 2021). Aquelas sequências com diferenças <14,3% são classificados 

como cepas; entre 14,3 e 43,8% são classificados no mesmo genótipo e aqueles com 

diferenças entre 45 e 61,4% são classificados no mesmo genogrupo (Zheng et al. 

2006). Considerando a classificação atual do NCWG, são descritos dez genogrupos (GI-

GX) e 60 genótipos de NoV com base nas sequências genéticas da RdRp e as sequências 

de aminoácidos da proteína do capsídeo VP1 (Han et al. 2021; Rani et al. 2021). Além 

dos genogrupos e genótipos, com base em dados parciais de sequenciamento da proteína 

RdRp, foi proposta a formulação de mais dois grupos P (diversidade genética da 

sequência que codifica para a polimerase) provisórios e 14 tipos P provisórios aos que já 

estão estabelecidos (Chhabra et al., 2019). A formulação desses grupos se dá é pelo fato 

que novas cepas emergentes não se alinham com outros grupos já definidos (Chhabra et 

al., 2019; Winder et al., 2022). 

  Até o momento, os genogrupos I, II, IV, VIII e IX foram detectados causando 

infecção em humanos (Liu et al., 2019). Nesse sentido, destaca-se a prevalência e 

importância dos genogrupos GI e GII, que são os mais comumente detectados tanto em 

casos de indivíduos hospitalizados por DDA, como em amostras ambientais (Casillas-

Veja et al., 2020). No genogrupo GII, observam-se 27 genótipos, que majoritariamente, 

são responsáveis por aproximadamente 80% a 90% das infecções em humanos (Arrouzet 

et al., 2020). Em particular, nas amostras clínicas de indivíduos com DDA, o genótipo 

GII.4 é o mais comumente detectado mundialmente. Ele é reconhecido por causar a 

maioria (>80%) dos casos de surtos globais de infecção por NoV e historicamente, 

responsável pelas seis pandemias causadas por NoV (Netzler et al., 2018). A partir do 

2002, tem-se observado o surgimento de novas variantes de GII.4 a cada dois ou quatro 

anos; dentro das quais são conhecidas como as cepas: Farmington Hills que foi 

identificada no 2002 (Dingle et al., 2004), a Hunter encontrada no 2004 (Bull et al., 2006), 

a  Den Haag achada no 2006 (Lindesmith et al. 2008), a New Orleans identificada no 
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2009 (Medici et al. 2015) e a conhecida cepa Sydney descrita a partir do 2012 (Ruis et al. 

2020).  

 Neste sentido, as cepas que conformam o genótipo GII.4 de maior relevância, 

foram denominadas segundo seu local e ano de detecção. Portanto, as principais cepas 

reconhecidas por seu impacto na saúde mundial foram as cepas: a DenHaag, New Orleans 

e Sidney. A cepa DenHaag causou a pandemia de DDA por NoV GII.4 na Europa e nos 

Estados Unidos durante o inverno de 2006. Esta cepa possui variações de aminoácidos 

nas regiões S, P1 e P2 na proteína VP1; porém, a maior parte da heterogeneidade foi 

observada dentro do subdomínio P2, mais especificamente foram variáveis as posições 

entre os aminoácidos 393 a 395 (Lindesmith et al. 2008). Enquanto a cepa New Orleans 

NO2009 tem uma ORF1 derivada de um progenitor que já se encontrava circulando nos 

Países Baixos (Yerseke) desde o ano 2006. Posterior, ela foi detectada em Itália desde o 

mês do outubro de 2009 até abril de 2013. Esta variante NO2009 substituiu 

completamente a antiga variante Den Haag 2006 (Medici et al. 2015). Finalmente, a cepa 

Sidney é uma das mais estudadas e conhecidas. Ela foi identificada entre novembro de 

2012 e janeiro de 2013 e se tornou a variante GII.4 mais dominante em pelo menos quatro 

continentes. Nesta cepa foram encontradas seis substituições nos epítopos A (local 294), 

C (locais 341, 377), D (local 396), E (local 413) e G (local 359) no domínio antigênico 

P2, quando comparada a cepa New Orleans (Ruis et al. 2020).  

A diversidade genética entre as linhagens GII.4 do NoV é devida, pelo menos em 

parte, à pressão imunológica. Acredita-se que a deriva gênica levou à geração de 

diversidade entre as linhagens GII.4 em várias posições, sendo a maioria, localizada no 

domínio P2 hipervariável (Petronella et al. 2018). Nesse sentido, foram descritos epítopos 

potenciais que provavelmente estejam mais sujeitos à seleção imune; destacando-se 

aqueles observados no domínio P2: A (aminoácidos 296-298) e B (393 a 395), localizados 

em alças na superfície da proteína, que funcionam como epítopos específicos da variante 

GII.4. O surgimento de novas cepas de GII.4 associadas a surtos epidêmicos de 

gastroenterite é conhecido por se correlacionar com mutações no domínio P2, sendo 

identificados nos aminoácidos 352, 357, 368, e 378 (Zakikhany et al. 2012; Tohma et al. 

2019; Ao et al. 2023). 
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Figura 4: Diversidade do norovírus humano (NoV). A base fundamental da classificação atual do NoV 

é condicionada pela sequência de aminoácidos da proteína VP1. Evidencia-se na imagem da árvore 

filogenética que os genogrupos com mais integrantes são os genótipos GI e GII. Fonte: Vakulenko et al. 

2019. 

 

1.1.4. RESPOSTA IMUNE INATA - ANTIVIRAL 

Dois são os eventos necessários para desencadear uma resposta imune inata 

antiviral eficaz: a) detecção do vírus pelos receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs) e, b) o início da sinalização de proteínas que regulam a síntese de interferon (IFN) 

(Seth et al. 2006). Uma vez que ocorre a entrada do vírus no organismo, a ativação do 

sistema imunológico começa com o reconhecimento dos padrões moleculares associados 

a microrganismos (MAMPs) pelos PRRs (Ireton et al. 2017). Além dos MAMPs, os PRRs 

podem reconhecer também os padrões moleculares associados ao dano celular ou sinais 

de perigo (DAMPs) (Roh & Sonh., 2018). Os MAMPs gerados durante a replicação viral  

incluem as glicoproteínas de superfície, DNA e RNA viral que são detectados no citosol 

por meio dos receptores semelhantes a Toll (TLRs), pelos semelhantes aos que têm 

repetições ricas em leucina com domínio de oligomerização de nucleotídeos (NLR), aos 

similares ao gene induzível por ácido retinóico 1 (RLR), os da família que contém o 

domínio Pyrin-HIN (PYHIN) e o sensor de DNA do citosol cGAS (Figura 5) (Wilkins 

et al. 2010; Amarante et al. 2018; Mutso et al. 2019;Wu et al. 2022).  

Quando as proteínas virais são liberadas no citosol, inicialmente são detectadas 

pela proteína do gene 5 associado à diferençarão do melanoma (MDA5) e a proteína 

semelhante à Apaf-1 que contêm pirina (NLRP6). Essa interação promove a ativação da 
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proteína sinalizadora antiviral mitocondrial (MAVS), nas mitocôndrias e nos 

peroxissomos. Por sua vez, a MAVS ativa a quinase 1 que se une à TANK (TBK1) e a 

quinase inibidora épsilon do fator nuclear-κB (IKKε) que recrutam e fosforilam os fatores 

reguladores de interferon 3 e 7 (IRF3/7). Isso resulta em sua dimerização e translocação 

para o núcleo aumentando a expressão e produção de IFN tipo I e tipo III (Jahun et al. 

2021).  

Por outro lado, o TLR3 reconhece o RNA de fita dupla (dsRNA) e os TLR7, TLR8 

e TLR9 detectam RNA de fita simples (ssRNA) (Zheng et al. 2020). Isto ativa a proteína 

adaptadora 1 que contém o domínio TIR (TRIF) que induz a atividade de TRAF3 e 6, que 

por sua vez, ativam os fatores de transcrição IRF3/7 que também resulta na produção de 

IFN-I (Lester et al. 2014). Além desses, os membros da família de RLR, RIG-I, MDA-5 

e LGP2 detectam dsRNA viral e 5′-trifosfato de RNA. Uma vez ativado, o RIG-I, sinaliza 

a via proteína MAVS para induzir a expressão de genes antivirais via IRF3/7. O RIG-I 

também é capaz de ativar NF-κB e, assim, induzir a produção de IFN-I e citocinas 

inflamatórias (Jacobs et al. 2012). Na família dos NLRs, o NLRP3 tem sido o membro 

mais estudado na resposta antiviral. Para a expressão deste receptor, os receptores de TNF 

(TNFR) ou IFN (IFNR) induzem a ativação de NF-κB, assim como para pro-caspase-1, 

pro-IL-1β e pro-IL-18 (Brydges et al. 2013). A ativação do NLRP3 leva à clivagem da 

pró-caspase-1, que quando ativada (caspase-1), medeia o processo proteolítico de pro-IL-

1β, pro-IL-18 e da gasdermina D (GSDMD), para estabelecer uma resposta inflamatória 

antiviral (Zhao et al. 2020; Wang et al. 2021).  

Como resultado da ativação dos receptores da imunidade inata, observa-se a 

produção local e sistêmica de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-18 e TNF-α) 

induzida pelos fatores de transcrição NF-κB, AP-1 e IRF5 e a produção de IFN I/III, pelos 

fatores IRF3/7 (Vitiello et al. 2020). Os IFNs atuam de forma autócrina ou parácrina via 

receptores transmembrana (IFNR) para ativar STAT1, STAT2 e IRF9. Este complexo é 

translocado para o núcleo para controlar a expressão de vários genes estimulados por 

interferon (ISG) que medeiam um estado antiviral levando à apoptose celular, 

apresentação de antígenos e expressão de fatores de restrição viral (Samuel 2001). Estes 

ISGs foram identificados como a proteína 1 de resistência ao Myxovírus (MX1), o IFN-

induzível de cadeia dupla dependente de RNA (PKR); o fator de iniciação da tradução 

eucariótica 2 α-quinase 2 (EIF2AK2), a 2′-5′-oligoadenilato sintase (OAS), proteínas 

transmembranas induzidas por IFN (IFITM), polipeptídio 1 que catalisa a enzima que 
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edita o RNAm da Apolipoproteína B (APOBEC1) e a família de moléculas que contêm 

motivos tripartites (TRIM) (McNab et al. 2015). Os ISGs são essenciais para montar um 

estado antiviral dentro de uma célula hospedeira e podem amplificar a atividade de outros 

componentes da resposta imune na defesa contra vírus (Crosse et al. 2018). Além disso, 

os IFNs ativam a RNAse L do hospedeiro que gera um estado de proteção intracelular 

para degradar o genoma viral (Jahun et al. 2021).  

Até o momento, na infeção pelo NoV as seguintes moléculas parecem estar 

envolvidas na resposta imune antiviral: MDA5, RIG-I, TLR2 e TLR7, IRF1,3 e 7, 

IFNI/III (na célula infectada), e as proteínas STAT1/2 (via JAK/STAT) nas células 

parácrinas que estimulam a produção de ISG para evitar a replicação do NoV.  

Figura 5: Imunidade inata antiviral dirigida contra infeção pelo NoV humano e murino. Os receptores 

para os NoV são diferentes, mas uma vez que o vírus infecta a célula alvo ativam as proteínas MDA5 e 

RIG que levam à produção de interferons (α e β). A ação parácrina desses interferons produzidos pela 

infeção do NoV induzem uma diminuição de replicação viral no tecido intestinal. Fonte: Mboko et al. 

2022. 

 

O NoV possui mecanismos importantes da evasão na resposta imune inata e 

adaptativa. Nesse sentido, é possível destacar os seguintes mecanismos/eventos: 1) a 

proteína VP2 que impede que os macrófagos infectados aumentem a expressão de 
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moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de classe II (MHC-II) e 

moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 e CD40, impedindo assim, a indução de 

mediadores críticos da resposta imune, incluindo células T CD4+
 e anticorpos antivirais; 

2) a VP1 bloqueia a indução de citocinas antivirais críticas em células infectadas, 

incluindo o IFN-I, aumentando a virulência durante o processo infeccioso; 3) as proteínas 

não-estruturais p48 e p22, que inibem a tradução proteica nas células do hospedeiro; 4) a 

proteína NS3 que inibe a indução de IFN ao redistribuir o GEF-H1 do hospedeiro, 

provavelmente, inibindo a expressão e co-localização dos PRR; 5) as proteínas NS1/2 e 

NS4 que promovem o desmantelamento do aparelho de Golgi e a interrupção do tráfego 

retículo endoplasmático-Golgi, prejudicando assim, as vias secretoras celulares utilizadas 

para a liberação de IFN; 6) a proteína NS1 que promove a persistência viral nas células 

epiteliais intestinais mediante a neutralização da sinalização dos IFN-III nas celulas 

infectadas e, 7) a proteína NS6 que cliva a proteína de união e às poly(A) (PABP) e as 

proteínas VPg e/ou NS3 além de sequestrar G3BP1 em complexos de replicação, 

contribuindo potencialmente para o comprometimento da tradução dos ISGs (Jahun et al. 

2021). 

 

1.1.5. PATOGÊNESE VIRAL 

A falta de um sistema de cultura viável, robusto e reprodutível, durante 50 anos 

foi uma grande barreira para conhecer melhor os aspectos biológicos do NoV. Nesse 

sentido, e considerando a mimetização da infecção em humanos, o cultivo de enteróides 

intestinais é uma alternativa interessante (Nguyen et al. 2010; Estes et al. 2019). Apesar 

disso, embora este sistema seja cada vez mais utilizado na atualidade, ele não permite 

esclarecer alguns aspectos como a contribuição de diferentes componentes imunes na 

infecção viral, por exemplo. 

Até o momento, sabe-se que a interação do NoV com o hospedeiro depende, 

dentre outros fatores, da presença de HBGA no epitélio intestinal (Cantelli et al. 2020). 

A síntese destes HBGAs requer o uso de várias fucosil e glicosiltransferases codificadas 

pelos genes Fut2, Fut3 e Abh. Os polimorfismos nestes genes variam consideravelmente 

dependendo da etnia (Nordgren et al. 2019). Como é bem conhecido, a microbiota 

intestinal também pode expressar HBGA, sugerindo assim, que esta produção poderia 

servir como fator intermediário na suscetibilidade à infecção pelo NoV (Cannon et al. 
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2022). Os genótipos distintos de NoV possuem diferenças quanto ao espectro do HBGA 

ao qual se ligam, portanto, é possível que hospedeiros com uma alta diversidade de 

HBGA sejam mais susceptíveis à infeção por uma maior variedade de genótipos de NoV 

(Nordgren et al. 2016).  

Por outro lado, os efeitos citopáticos da infecção pelo NoV demonstram que no 

intestino, ainda que não existam alterações histológicas significativas comparadas com 

outros patógenos, se tem evidenciado que existe um embotamento e encurtamento das 

microvilosidades. Alterações das ultraestruturas se tem observado como mitocôndrias 

aumentadas e pálidas (efeito celular condicionado pelo aumento da matriz 

intramitocondrial), perca das cristas mitocondriais e transição da identificação 

eletrodensa até electroesparça por acúmulo de água e espécies reativas de oxigênio, 

aumento da vacuolização citoplasmática e o surgimento de edema intracelular com leve 

infiltração inflamatória na lâmina própria. Essas alterações são associadas ao aumento do 

número de células T citotóxicas intraepiteliais no duodeno de pacientes infectados com 

NoV até seis dias após o início dos sintomas (Karst 2010). 

 

1.2. TREM-1 

Identificado no ano 2000, o receptor foi nomeado triggering receptor expressed 

on myeloid cells 1 (TREM-1) por ter sido inicialmente identificado em neutrófilos e em 

monócitos (Bouchon et al. 2000). Posteriormente, ele foi descrito em células natural 

killer (NK) (Allcock et al. 2003), células dendríticas (Zangi et al. 2012; Wang et al. 2022), 

macrófagos peritoneais (Bouchon et al. 2001), células de Kupfer (Wu et al. 2012) e 

linfócitos T (Bleharski et al. 2003). Posteriormente, o TREM-1 também foi identificado 

em células não imunes como os hepatócitos (Nguyen et al. 2018), células endoteliais 

(Gibot et al. 2019), células epiteliais do estômago (Schmausser et al. 2008), células 

epiteliais dos brônquios (Liao et al. 2012), miofibroblastos (Schmausser et al. 2008), 

células do intestino (Saurer et al. 2017) e da pele (Dräger et al. 2017). 

A família gênica do TREM está localizada no cromossomo humano 6p21 e no 

cromossomo 17C3 em camundongos. Nestes, além de codificar para TREM-1 e TREM-

2, também há o TREM-3, com função semelhante ao TREM-1, embora esteja descrito em 

humanos como um pseudogene. Existem também os transcritos semelhantes ao TREM 1, 
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2, 3 e 4 (TLT-1/2/3/4) em humanos e em camundongos que são os TREM 1,2, 4 e 6 (TLT-

1/2/4/6) (Klesney-Tait et al. 2007; Colonna 2023). 

O TREM-1 é uma glicoproteína de membrana de 30 KDa com função de receptor 

que em sua região extracelular possui 194 aminoácidos (Carrasco et al. 2019). O domínio 

extracelular possui homologia com membros da superfamília das imunoglobulinas (Ig-

SF) e possui o motivo Asp-X-Gly-X-Tyr-X-Cys, que corresponde à assinatura de um 

domínio Ig do tipo V. Neste segmento, encontram-se as regiões determinantes de 

complementaridade (CDR) (CDR1- alça BC; CDR2- alça C’C”; CDR3- alça FG) (Kelker 

et al. 2004), com grande importância no reconhecimento antigênico.  

Como outros membros da Ig-SF, o TREM-1 possui uma cauda transmembranar 

curta, e em função disso, necessita de moléculas acessórias para desencadear a sinalização 

intracelular. Foi encontrado que proteína adaptadora DAP12 é a que se acopla ao TREM-

1, codificada pelo gene TYROBP/HCST (Figura 6) (Kiialainen et al. 2005). Ela possui 

uma região extracelular mínima, constituída principalmente por um resíduo de cisteína 

que permite a criação de homodímeros de DAP12 que são ligados por pontes dissulfeto 

que tem um único domínio ITAM para desencadear a resposta intracelular mediada por 

TREM (Campbell et al. 1999).  
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Figura 6: TREM-1: vias de sinalização. O receptor transmite um sinal, ativando as cascatas de 

fosforilação para gerar a resposta final, a qual é a amplificação da inflamação via transcrição de genes 

inflamatórios, e mantendo a sobrevivência celular por meio da integridade mitocondrial. Fonte: Colonna 

et al. 2003. 

Após a interação do TREM-1 com os seus ligantes, dependendo da célula que o 

expressa, pequenas variações no perfil de sinalização intracelular podem ser observadas. 

Apesar de ter sido identificado em células imunes e não imunes, os tipos celulares mais 

explorados até o momento quanto à sinalização do receptor são monócitos e neutrófilos.  

Em monócitos, a ativação das proteínas PLC e ERK, assim como a atividade das 

proteínas NTAL/LAB/LAT com posterior fosforilação de Grb2, c-Cbl e Sos, já foi 

descrita. Além disso, ocorre o aumento da concentração intracelular de cálcio. A ativação 

da via MAPK está associada ao aumento das proteínas p50 e p65/RelA, que são 

subunidades de NF-κB (Tessarz et al. 2008). Enquanto na sinalização nos neutrófilos 

observa-se o recrutamento das proteínas Lyn, Jak2, PKB/Akt, ERK1/2 e NTAL com 

ativação subsequente dos fatores de transcrição STAT5, STAT3 e p65/RelA, que 

induzirão a produção de IL-8/CXCL8, mieloperoxidase (MPO), lactoferrina e espécies 

reativas de oxigênio (ROS), levando à rápida degranulação de neutrófilos e estimulando 

a fagocitose. Os efeitos dessa sinalização levam à expressão e produção de quimiocinas 

(MCP-1/CCL2, MCP-3, MIP-1α, IL-8) e TNF-α (Haselmayer et al. 2009; Suh et al. 

2017). 

Quanto à função deste receptor, o TREM-1 é definido como um potente 

amplificador da resposta inflamatória em sinergia com os receptores TLRs (TLR2, TLR4 

e TLR7/8) e NLR (NACHT-LRR) que levam a aumento da sobrevivência da célula 

inflamada (Arts et al. 2011; Prüfer et al. 2014; Zysset et al. 2016; Liu et al. 2019) e geração 

das respostas celulares mediadas pela ativação de proteases citoplasmáticas e de 

membrana (Li et al. 2019). Este estado celular está correlacionado com o mau prognóstico 

na doença inflamatória intestinal (Prins et al. 2019), sepse (Nathan et al. 2001), artrite 

reumatoide (Kuai et al. 2009), aterosclerose (Joffre et al. 2016), câncer (Saurer et al. 2017) 

e fibrose (Peng et al. 2016).  
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1.2.2. TREM-1 EM INFECÇÕES VIRAIS  

Nas infecções virais, tem-se observado que existe aumento da transcrição gênica 

de Trem1, assim como a geração do fragmento solúvel do TREM-1 (sTREM-1) (Figura 

7) (Roe et al. 2014). Como o TREM-1 é uma glicoproteína integral de membrana, ele é 

ativado quando entra em contato com seus ligantes. Dessa forma, existe um aumento 

quantitativo de TREM-1 nas membranas das células que estão sendo ativadas. 

Geralmente, este processo coincide com um estado de estrese e inflamação celular. Estes 

processos ativam as diferentes proteases celulares que estão acopladas nas membranas 

das células, sendo um dos alvos destas enzimas o TREM-1. Portanto, a avaliação de 

sTREM-1 tem sido utilizada como forma de avaliar o aumento da expressão e atividade 

celular do receptor em sua forma de membrana (Ford et al. 2009; Han et al. 2018). 

 Em neutrófilos expostos às glicoproteínas dos vírus Marburg e Ebola observou-

se aumento na expressão de Trem1, que foi acompanhada pelo aumento na produção das 

citocinas IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8, MIP-1α/β, e das proteínas mieloperoxidase e 

lactoferrina (Mohamadzadeh et al. 2006). Quando células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) foram expostas à proteína gp41 do vírus da imunodeficiência humana 

(HIV), observou-se aumento da sobrevida de macrófagos, sugerindo assim, a utilização 

do receptor como mecanismo de evasão da resposta imune do hospedeiro e como 

facilitador do processo de replicação viral ao manter a viabilidade celular pela integridade 

das mitocôndrias (Denner et al. 2013; Campbell et al. 2019). De forma semelhante, 

utilizando o vírus da hepatite C (HCV) para estimular macrófagos e células de Kupffer 

(KC), observou-se aumento da expressão de TREM-1. A contribuição do receptor na 

resposta antiviral foi reforçada quando o receptor foi silenciado, o que reduziu 

drasticamente a resposta inflamatória a esses vírus demostrando que o TREM-1 aumenta 

a sobrevivência da célula em resposta à infeção, gerando maior reservatório viral (Hyun 

et al. 2019). 

Além dos vírus já mencionados, o TREM-1 também foi apontado como 

importante na infecção causada pelo enterovírus-A71 (EV-A71), principalmente pela 

indução e co-expressão de Cxcl3, Il1b e Il6 após seis horas de infecção (Amrun et al. 

2020). Ainda, na infecção pelo vírus da Dengue (DENV), observou-se aumento de 

sTREM-1, que foi correlacionado com o estado hiper inflamatório característico da 

infecção causada por esse vírus (Ruiz et al. 2014). Apesar da descrição da 
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contribuição/participação do TREM-1 na infecção por diferentes vírus, nenhum estudo 

mostrou, até o momento sua participação na infecção pelo NoV.  

 

Figura 7: Respostas celulares geradas pelos ligantes virais nas células que expressam TREM-1. 

Estudos in vitro demonstraram que os PAMPs virais têm a capacidade de induzir uma resposta antiviral, e 

que a ativação da via TREM-1 leva a um aumento na transcrição do gene Trem1, principalmente nas 

primeiras horas de infecção. Fonte: Roe et al. 2014. 

 

Como foi mencionado anteriormente, o principal receptor utilizado pelo NoV na 

infecção de células humanas é o HBGA (Villabruna et al. 2021). Embora a recente 

descoberta de receptores proteica para os MNoV sugere que, outras moléculas podem 

estar contribuindo no processo de interação dos NoV com as células do hospedeiro (Taube 

et al. 2018). Observou-se que diferentes cepas dos MNoVs (CW3, CR6 e S7) utilizavam 

o receptor CD300lf para fixação, entrada e replicação tanto in vitro quanto in vivo 

(roedores) (Taube et al. 2018).  

Os vírus que são não envelopados, como os NoV, podem entrar no citosol 

penetrando diretamente na membrana plasmática, ainda que para isso sejam necessárias 

interações específicas com as moléculas da célula hospedeira (Thorley et al. 2010). 

Diferentes tipos de células hematopoiéticas e epiteliais, incluindo células 
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enteroendócrinas, têm sido selecionadas para estudar a infecção pelo NoV in vitro 

(Graziano et al. 2019). No entanto, devido à falta de um sistema eficiente de cultura de 

células ou de um modelo animal que mimetize de forma fidedigna a infeção pelo NoV, 

juntamente com limitações importantes para gerar estoques virais em concentrações 

suficientes, a melhor compreensão da interação do NoV com possíveis correceptores fica 

bastante comprometida. O que limita sobremaneira a capacidade de identificar o papel 

biológico de outros receptores nesse contexto (Taube et al. 2012; Bhar & Jones 2019).  

O que se conhece da interação viral do NoV é, que a ligação ligante-receptor é 

relativamente fraca; no caso dos NoV é de 1–5 kcal/mol ou Kd de 0,1–5 mM, quando se 

ligam a glicoesfingolipídeos. Parece que a formação de ligações múltiplas resulta em uma 

fixação suficientemente forte das partículas virais às membranas celulares. Não entanto, 

o aumento da avidez resultante de múltiplos sítios de ligação ao receptor nas partículas 

virais, muitas vezes garante uma ligação quase irreversível em células suscetíveis e sua 

consequente infecção. Em teoria, acredita-se que existe uma ligação das proteínas virais 

em distintas proteínas receptoras, que ainda são desconhecidas. Estas ligações podem 

estar ativando diferentes vias de sinalização que facilitam o ingresso do vírus na célula 

(Parveen et al. 2019).  

Embora a suscetibilidade à infeção pelo NoV esta correlacionada com a expressão 

dos HBGAs no intestino do hospedeiro, a ligação do vírus com os HBGA não pode só 

explicar o tropismo do NoV por estas celulas (Villabruna et al. 2021). Embora os HBGAs 

desempenhem um papel importante no processo de infecção, a incapacidade de infectar 

produtivamente as células permissivas portadoras de HBGA na sua superfície celular e a 

recente descoberta de receptores de entrada proteica para os MNoV, sugerem a existência 

de outros fatores adicionais de ligação e/ou de entrada para os NoV (Taube et al. 2018).  

Contudo, a proteína do capsídeo principal VP1 possui a caraterística desafiante 

própria dos vírus RNA; que dada as taxas de mutações, especificamente no segmento P2 

da proteína VP1 do NoV, estas mudanças se associam à infectividade e antigenicidade do 

vírus. Anteriormente, foi sugerido que o gene VP1 de NoV evoluiu rapidamente, 

resultando em grande divergência de antigenicidade (Saito et al., 2020). Análises 

filogenéticas mostraram que o GII.4 criou continuamente clusters geneticamente 

diferentes, o que resultou no surgimento de muitas variantes. Em efeito, quando 

aumentam o número das mutações mudam as especificidades de ligação com os HBGAs, 

que podem ser reduzidas ou alteradas (Motoya et al. 2017).  
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O CD300lf murino foi identificado como um receptor para o domínio P da cepa 

CW3 de MNoV (Nelson et al. 2018). Ainda, o CD300lf murino parece ser suficiente para 

explicar o tropismo pelas células imunes presentes nos tecidos imunes associados às 

mucosas (MALT) para MNoV (Orchard et al. 2016). 

É importante ressaltar que o CD300 compartilha semelhanças estruturais e 

evolutivas com outros receptores pertencentes à Ig-SF, como o TREM-1. Nesse sentido, 

um estudo de transcriptômica que revelava dados provenientes de um modelo de infeção 

murina pelo MNoV, mostrou um aumento na expressão de genes envolvidos na ativação 

da via de TREM-1 nas primeiras 12 horas pós-infeção (Levenson et al. 2018), 

demostrando que o TREM-1 tem a sua participação nas primeiras etapas da infeção viral. 

Existem também outras características compartilhadas entre TREM-1 e CD300 que 

incluem: domínio Ig, homodimerização e heterodimerização do receptor, transdução de 

sinal intracelular e interações com outras vias de sinalização. Além disso, em função de 

uma provável ancestralidade molecular, acredita-se que eles poderiam reconhecer 

ligantes ou classes de ligantes similares (Cannon et al. 2012).  

Diante do exposto, fica evidente que aspectos da interação do NoV com o 

hospedeiro, bem como da provável existência de receptores e/ou vias ainda inexplorados 

nessa relação. Teoricamente, o sistema imunológico seleciona regiões distais da proteína 

P2 dos NoV, assim como em alguns resíduos de P1 expostos na superfície, permitindo 

assim, o escape imune e a amplificação de (novas) cepas (Donaldson et al., 2010). 

Provavelmente, essas novas cepas contêm epítopos antigênicos e mudanças estruturais 

inovadoras na proteína do capsídeo, que em conjunto, podem contribuir para o escape da 

resposta imune e a maneira como eles interagem com os receptores (Donaldson et al. 

2010). 

Em função do desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de alto 

rendimento, a identificação de interações proteína-proteína (IPP), ampliou a compreensão 

das funções biológicas e os mecanismos pelos quais as IPP afetam as funções de uma 

célula. Nas últimas décadas, as abordagens baseadas em aprendizado de máquina 

(machine learning) têm crescido substancialmente, especialmente na análise de sequência 

de aminoácidos, perfis evolutivos, propriedades físico-químicas e informações de 

estrutura dos pares de proteínas (Khatun et al. 2020).  
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As interações IPP entre os receptores das celulas humanas e as proteínas 

antigênicas dos vírus são um ponto de entrada crucial para decifrar relações complicadas. 

Nesse sentido, tem-se buscado desenvolver modelos preditivos com objetivo de acelerar 

drasticamente a integridade e a solidez da rede IPP humano-vírus, o que contribui para 

uma melhor compreensão dos mecanismos de infecção viral, descoberta de receptores, 

investigação de tropismo de células hospedeiras e resposta imune (Lian et al. 2021). 

Devido às limitações de cultivo do NoV, bem como do papel do TREM-1 na infecção de 

alguns vírus, abordagens computacionais surgem como alternativas promissoras para 

elucidar a ocorrência de interações entre o vírus e este receptor. 

 

1.3. FERRAMENTAS DE BIOINFORMÁTICA PARA O ESTUDO DA 

INTERAÇÃO ENTRE VÍRUS E HOSPEDEIRO 

 

1.3.1. TRANSCRIPTÔMICA  

O transcriptoma é definido como o conjunto de transcritos de uma célula e ele 

sofre influência do tipo celular e as condições às quais elas são submetidas. Para obter 

este perfil, utiliza-se o sequenciamento de RNA (RNAseq) que é uma tecnologia que 

utiliza sequenciamento de próxima geração de alto rendimento (Behera et al. 2021). A 

aplicação mais comum de RNAseq é estimar a expressão de genes e transcrições. Esta 

aplicação é baseada, principalmente, no número de leituras que mapeiam cada sequência 

de transcrição. As contagens brutas de leitura sozinhas não são suficientes para comparar 

os níveis de expressão entre as amostras, pois esses valores são afetados por fatores como 

duração da transcrição, número total de leituras e tendências de sequenciamento (Conesa 

et al. 2016).   

A análise da expressão diferencial requer que os valores obtidos da expressão 

gênica sejam comparados entre as amostras. Essas abordagens dependem de métodos de 

normalização que são baseados em contagens totais ou efetivas; e tendem a ter um 

desempenho ruim quando as amostras têm distribuições de transcritos heterogêneas, ou 

seja, quando características altamente e diferencialmente expressas podem distorcer a 

distribuição de contagem (LaRosse et al. 2013). 

Como a quantificação de sequências de RNA é baseada em contagens de leitura 

que são absolutas ou atribuídas às transcrições, as primeiras abordagens para calcular a 
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expressão diferencial usaram distribuições de probabilidade discretas, como Poisson ou 

binomial negativa. A distribuição binomial negativa (também conhecida como 

distribuição gama-Poisson) é uma generalização da distribuição de Poisson, permitindo 

variação adicional (chamada superdispersão), além da variação esperada da amostragem 

aleatória de um conjunto de moléculas que são características dos dados de RNA-seq. No 

entanto, o uso de distribuições discretas não é necessário para análise precisa da expressão 

diferencial, desde que a variação de amostragem de pequenas contagens de leitura seja 

levada em consideração (Srivastava et al. 2019). Este tipo de estudo ajuda a identificar 

quais genes poderiam estar aumentados ou diminuídos sob distintas condições, sejam in 

vitro, in vivo ou valores que podem obter-se e estudar in silico. Isto seria o reflexo ou o 

estado de produção gênica e a polarização da atividade das células em estudo.  

 

1.3.2. DOCKING MOLECULAR  

Este é um método para estimar a interação entre macromoléculas, como proteínas 

e moléculas pequenas, como ligantes (Arjmand et al. 2022). O processo de docking 

envolve duas etapas básicas: previsão da conformação do ligante, bem como sua posição 

e orientação nas estruturas (geralmente referido como pose) e avaliação da afinidade de 

ligação. Além disso, pode-se obter informações sobre os sítios por comparação da 

proteína-alvo com uma família de proteínas que compartilham uma função semelhante 

ou com proteínas co-cristalizadas com outros ligantes (Meng et al. 2011).  

Esta técnica pode ser classificada em ensaio rígido e flexível. Existe outra 

modalidade no ensaio rígido que o ligante pode ser flexível, chamado também 

semiflexível. O encaixe do corpo rígido produz muitas conformações encaixadas com 

complementaridade de superfície favorável, seguidas pela reclassificação das 

conformações, usando a energia livre de aproximação. A orientação inicial do ligante 

dentro do sítio de ligação é determinada por um método de detecção de clique máximo 

baseado na compatibilidade de distância. As características são representadas na forma 

de esferas e são agrupadas como poses. O encaixe é considerado bem-sucedido se a 

ligação de um ligante em seu sítio ativo estiver mais próxima do que um determinado 

limite da solução de raios-X (Pagadala et al. 2017).  

Para o docking molecular, utilizam-se estruturas modeladas das proteínas de 

interesse. Existem duas abordagens gerais para prever a estrutura de uma proteína de 
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interesse (o 'alvo'): modelagem baseada em modelo, conhecida como modelagem por 

homologia, na qual a estrutura previamente determinada de uma proteína relacionada é 

usada para modelar a estrutura desconhecida do alvo; e modelagem sem modelo, que não 

depende de semelhança global com uma estrutura no Protein Data Bank (PDB) e, 

portanto, pode ser aplicada às proteínas com novas dobras, conhecida como 

rosqueamento ou threading. As etapas da modelagem baseada em modelo padrão incluem 

a seleção de um modelo estrutural adequado; alinhamento da sequência alvo com a 

estrutura do modelo; e modelagem molecular para contabilizar mutações, inserções e 

deleções presentes no alinhamento alvo-molde. Modelos estreitamente relacionados 

podem ser detectados usando métodos de pesquisa de sequência única, como BLAST, 

para varrer as sequências PDB. Para sequências de proteínas alvo que são apenas 

distantemente relacionadas a proteínas de estrutura conhecida, podem ser necessárias 

abordagens mais sofisticadas que dependem de vários modelos e executam amostragem 

conformacional agressiva de estrutura principal (Kuhlman et al. 2019). 

Por outro lado, o método de rosqueamento, é um método de reconhecimento de 

dobras, que seleciona a dobra mais semelhante para uma dada sequência alvo de várias 

alternativas. Uma análise detalhada das estruturas determinadas até agora mostra que o 

número de dobras diferentes adotadas pelas estruturas das proteínas é limitado por 

natureza. Quando a identidade de sequência é inferior a 25%, a chance de se obter 

modelos homólogos é drasticamente reduzida e, portanto, técnicas de reconhecimento de 

dobras são usadas para encontrar relações estruturais mais sensíveis. Os métodos de 

reconhecimento de dobras realizam comparações de estrutura de sequência para procurar 

uma proteína com uma dobra semelhante ao alvo. A estrutura da proteína assim obtida é 

usada como modelo para construir um modelo 3D para o alvo. Esses métodos comparam 

a sequência de consulta com uma biblioteca de dobras conhecidas (Jisna et al. 2021). 

 Uns dos valores para avaliar o resultado do docking molecular é a energia livre de 

ligação. Os processos físicos que governam a associação de proteínas são as interações 

de Van der Waals, interações eletrostáticas, ligações de hidrogênio e mudanças 

entrópicas. Esses processos podem ser modelados com abordagens precisas, mas 

computacionalmente caras, como a dinâmica molecular (DM). Como alternativa, pode-

se usar abordagens empíricas para prever as energias livres de ligação da estrutura 

tridimensional (3D) do complexo (Vreven et al. 2012).  
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A estimativa da energia livre de ligação pode ser obtida in silico pelo método 

MM/GBSA que permite analisar as contribuições de energia livre por resíduo. O 

MM/GBSA calcula a energia livre de acordo com a equação: G̅ = TSMM - G̅𝑋BSA + E ̅MM. 

Onde, G̅ é a energia livre média prevista, TSMM é a entropia do soluto que pode ser 

calculada por análise quase harmônica da trajetória ou análise de modo normal 

(Srinivasan et al. 1998), G̅𝑋BSA são as contribuições polares e não polares das energias 

livres de solvatação tipicamente obtidas resolvendo a equação PB ou usando o modelo 

GB. E, o E ̅MM é a energia mecânica molecular média: E ̅MM = E b̅ond + ̅ E angle + E t̅orsion 

+ E ̅vdW + E e̅lec, onde, estes correspondem à ligação, ângulo, torção, van der Waals e 

energias eletrostáticas no campo de força da mecânica molecular (Kollman et al. 2000).  

O ∆G para associação ligante-proteína pode ser calculado usando a equação: ∆G 

= G̅complex - G̅ligand - G̅protein. Embora os métodos MM-PB(GB)SA possam ser úteis para 

reavaliar as poses de ancoragem, eles ignoram a entropia das moléculas de água no local 

de ligação antes e depois da ligação do ligante e as mudanças estruturais na 

macromolécula e no ligante após a ligação. Além disso, a precisão dos resultados ∆G 

depende fortemente de detalhes no método, especialmente as cargas, o método de 

solvatação contínua, a constante dielétrica, o método de amostragem e as entropias 

(Genheden & Ryde 2015). 

 

1.3.3. DINAMICA MOLECULAR (DM) 

As simulações de DM se baseiam na predição de como cada átomo de uma 

proteína ou de outro sistema molecular se moverá ao longo do tempo com base em um 

modelo geral da física que governa as interações intermoleculares. Essas simulações 

podem capturar uma ampla variedade de processos biomoleculares importantes, incluindo 

mudança conformacional, união de ligantes e acoplamento de proteínas, revelando as 

posições de todos os átomos na resolução temporal em nanosegundos (ns). É importante 

ressaltar que tais simulações também podem prever como as biomoléculas responderão – 

em nível atômico – com sítios fosforilados, protonação de moléculas ou adição ou 

remoção de um ligante. Estas simulações são frequentemente usadas em combinação com 

uma ampla variedade de técnicas experimentais de biologia estrutural que envolve o uso 

de estrutura obtidas por cristalografia de raios X, microscopia crioeletrônica (crio-EM) e 

ressonância magnética nuclear (Hollingsworth e Dror, 2018).  
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O princípio de uma simulação de DM se baseia em predizer a força do movimento 

de cada átomo em um sistema biomolecular com valores físico-químicos definidos como 

pressão, temperatura, presencia de moléculas de água e sais. Pode-se, portanto, usar as 

leis de Newton para prever a distribuição espacial de cada átomo em função do tempo. A 

trajetória resultante é, em essência, um filme tridimensional que descreve o nível atômico 

da configuração de um sistema biológico em todos os pontos durante a simulação em um 

intervalo de tempo.  Como vantagem, tem-se a captura da posição e o movimento de cada 

átomo em cada ponto do tempo, o que é muito difícil com qualquer técnica experimental. 

Também pode-se controlar a conformação inicial de uma proteína, quais ligantes estarão 

ligados a ela, se ela tem alguma modificação estrutural, quais outras moléculas estão 

presentes em seu ambiente, seu estado de protonação, a temperatura, a voltagem através 

de uma membrana e assim por diante. Ao comparar simulações realizadas sob diferentes 

condições, pode-se identificar os efeitos de uma ampla variedade de perturbações 

moleculares. As forças em uma simulação DM são calculadas usando um modelo 

conhecido como campo de força da mecânica molecular. Além disso, em uma simulação 

de DM clássica, nenhuma ligação covalente se forma ou quebra (Mouvet et al. 2022). 

Em algumas situações, como aquelas envolvendo o desenvolvimento de ligantes 

e proteínas, as simulações de DM são usadas simplesmente como um filtro relativamente 

barato, para obter valores de energia de ligação ou estabilidade de um conjunto de 

candidatos que as interações in vivo não permitirão conhecer. No entanto, simulações são 

usadas para gerar uma compreensão qualitativa de como uma biomolécula ou 

medicamento funciona. Geralmente, nestes casos, não está disponível um experimento 

que pode fornecer todas as mesmas informações que as simulações. Estes experimentos 

podem, no entanto, ser projetados para testar previsões específicas dessas simulações para 

mais amplamente validar os resultados da simulação. Por último, mas não menos 

importante, essas simulações podem gerar hipóteses que levam a novos estudos 

experimentais (Hollingsworth e Dror, 2018). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Mundialmente, o NoV é reconhecido como a principal causa de DDA em adultos 

com elevada taxa de morbidade. Apesar de sua importância para a saúde pública e do 

avanço sobre o entendimento dos eventos fisiopatológicos na infecção associada a esse 

vírus, ainda existem limitações no entendimento das interações com o hospedeiro. Nesse 

sentido, a escassez de estratégias para estudar o vírus in vivo/in vitro, por tratar-se de um 

vírus fastidioso, limitam sobremaneira o entendimento da resposta imune contra ele, mais 

especificamente, como ele pode interagir e ser reconhecido pelos receptores imunes. 

Nesse sentido, a utilização de estratégias de bioinformática pode ajudar na ampliação do 

conhecimento específico sobre a resposta imune ao NoV. 

Recentemente, foi descrito que a proteína VP1 do MNoV utiliza a proteína 

CD300lf para infectar as células intestinais e realizar a replicação. Como o CD300lf e o 

TREM-1 compartilham caraterísticas estruturais e evolutivas, acreditamos que o TREM-

1 possa representar componente importante na imunopatologia da infeção pelos MNoV e 

NoV. Ainda, considerando a função do TREM-1 como amplificador dos sinais 

intracelulares desencadeados por outros receptores imunes, e consequentemente, da 

ativação da resposta inflamatória, é possível acreditar que ele possa contribuir nos eventos 

celulares em resposta à infecção pelo MNoV/NoV. Apesar da detecção direta na 

expressão de TREM-1 no desenvolvimento e agravamento de infecções virais distintas, 

existe uma lacuna no conhecimento sobre o estudo do NoV, que até não foi abordada a 

sua relação com o TREM-1. Dessa forma, avaliar uma possível interação in silico entre a 

proteína estrutural VP1 dos MNoV e NoV e o TREM-1, poderá ampliar o conhecimento 

específico sobre a fisiopatologia do vírus, bem como servir como base para o 

desenvolvimento de estratégias de tratamento e/ou vacinas, indisponíveis até o momento 

para esse vírus. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a expressão gênica de Trem1 em infecções por MNoV e determinar a 

interação in silico entre o TREM-1 e a proteína VP1 dos MNoV e NoV. 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Examinar os dados de transcriptoma provenientes de estudos experimentais 

disponibilizados em banco de dados públicos referentes a infecção pelo MNoV 

que avaliaram a expressão de Trem1/Trem3, assim como os genes envolvidos na 

via de ativação de TREM-1 e resposta antiviral. 

• Obter sequências da proteína VP1 baseadas na análise filogenética pela 

diversidade gerada na pressão seletiva do NoV GII.4 nos diferentes surtos 

mundiais. 

• Determinar os sítios de interação entre o TREM-1 com as VP1 em infecção 

causada por MNoV e NoV mediante ensaios de docking molecular e dinâmica 

molecular. 

• Estabelecer as regiões de complementariedade de diversidade (CDRs) que 

formam parte do receptor TREM-1 murino e humano que contribuam para o 

reconhecimento de proteínas virais modeladas. 

• Determinar a possível contribuição do TREM-1 como correceptor para o NoV e 

desencadeador das diferentes formas de morte celular. 
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4. MÉTODOS  

 

4.1. INTERPRETAÇÃO DE DADOS DE TRANSCRIPTÔMICA 

Dados referentes à expressão gênica na infecção pelo NoV (MNoV e NoV), foram 

buscados em bancos de domínio público. Para isso, os seguintes sites foram utilizados: 

ArrayExpress (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress), Gene Expression Omnibus (GEO, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) e OMiCC (https://omicc.niaid.nih.gov), com os 

seguintes critérios de seleção: a) estudos que tivessem o valor da expressão do gene 

Trem1 e b) expressão de genes relacionados à via de ativação de TREM-1 (Actb, Akt1, 

Casp1, Casp5, Ccl2, Ccl3, Ccl7, Cd40, Cd83, Cd86, Cirp, Clec5a, Csf2, Cxcl3, Cxcl8, 

Defb4a, Fcgr2a, Fcgr2b, Fcgr2c, Fpr1, Grb2, Hmgb1, Icam1, Il10, Il18, Il1b, Il1rl1, Il6, 

Irak1, Itga5, Itgax, Itgb1, Jak2, Lat2, Mapk1, Mapk3, Mpo, Myd88, Nfkb1, Nfkb2, Nod2, 

Pglyrp1, Sigirr, Stat3, Stat5a, Stat5b, Tlr2, Tlr4, Tlr8, Tnf, Trem2, Treml1, Treml2 e 

Tyrobp) (Tammaro et al. 2017). Além disso, foram considerados os genes que estão 

classicamente definidos na resposta imune inata antiviral (Nod1, Nod2, Nlrc3, Nlrc4, 

Nlrc5, Nlrx1, Nlrp10, Nlrp1b, Nlrp3, Fos, Fosb, Jun, Junb, Jund, Batf2, Memo1, Nfkb2, 

Nfkbia, Nfkbib, Nfkbid, Nfkbie, Nfkbil1, Nfkbiz, Nfrkb, Traf1, Traf2, Traf3, Traf3ip1, 

Traf3ip2, Traf3ip3, Traf4, Traf5, Traf6, Traf7, Irf1, Irf2, Irf2bp1, Irf2bp2, Irf3, Irf4, Irf5, 

Irf7, Irf8, Irf9, Gsdmd e Ciita).  

As Unidades Por Expressão (UPE) de cada gene foram obtidas do arquivo .cvs 

que era lido em um arquivo .txt e colado em um documento de Microsoft Excel ©. Para 

evitar interpretação errônea dos dados, os valores foram normalizados mediante função 

logarítmica com base 2 (LOG: gene/2). Para isso, calculou-se o log2 (fold-change) que é 

a relação logarítmica dos valores de expressão de um gene ou transcrição sobre duas 

condições diferentes (tratamento e controle). No mesmo sentido, foi obtido o valor de p 

baseado no valor médio da expressão dos genes para cada condição estudada determinado 

pelo teste t de Student (Dalman et al. 2012). Todos os genes foram representados sob a 

forma de Volcano plot utilizando o programa TBtools (Cheng et al. 2023). Também foram 

agrupados em clusters mediante gráficos de Análise de Componentes Principais (PCA), 

utilizando o software OriginsLab versão 2022. Para a dinâmica de expressão de Trem1 

foi utilizado o teste F de Fisher considerando os dados submetidos ao banco de dados 

pelos responsáveis por cada estudo. Também o diagrama de Venn 

(https://jvenn.toulouse.inrae.fr/app/example.html) foi considerado para apresentar 
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graficamente um conjunto de genes associados que estiveram coexpressos nos estudos de 

transcriptômica.  

Uma vez que foi identificada a expressão do gene Trem1, buscou-se relacionar a 

expressão dos genes envolvidos em sua via com tipos de morte celular associadas a 

infecção pelo NoV (piroptose e apoptose). Todos os genes que apareceram como 

aumentados nas vias da piroptose a apoptose foram submetidos ao servidor STRING 

(https://string-

db.org/cgi/input?sessionId=bFW74pWjdjMl&input_page_show_search=on). As 

relações de co-expressão se basearam no método meio de confidência (0.400) 

(estabelecido pelo servidor) para obter os scores mínimos de interação. Em seguida, foi 

utilizado o Cytoscape (https://cytoscape.org/) para gerar as redes de relação de interação 

na expressão de Trem1 e as vias se sinalização que são caraterísticas nos processos de 

inflamação. Foi utilizado o valor do log2(fold-change) nesta análise para criar associações 

baseadas nas quantificações da expressão.  

Os genes considerados na via da piroptose foram: Nod1, Ripk2, Ikbkg, Ikbka, 

Ikbkb, Nfkbib, Nfkbia, Nfkb1, Rela, Il1b, Il18, Il6, Tnf, Il8, Cxcl1, Cxcl2, Cxcl3, Ccl2, 

Ccl5, Camp, Defa, Defb4, Defb103, Nod2, Map3k7, Map3k7ip1, Map3k7ip2, Map3k7ip3, 

Erk, Jnk, P38, Jun, Atg16l1, Atg5, Atg12, Gabarap, Map1lc, Sugt1, Sharpin, Rbck1, 

Rnf31, Xiap, Card6, Trip6, Erbin, Birc2, Birc3, Traf2, Traf5, Traf6, Card9, Tnfaip3, 

Mavs, Traf3, Tbk1, Ikbke, Tank, Irf3, Irf7, Ifna, Ifnb, nlrx1, Antxr, Nlrp1, Pycard, Casp1, 

Bcl2, Bcl2l1 e Ctsb; e na via de apoptose foram os genes Tnfrsf10a, Tnfsf10, Tnfrsf10b, 

Tnfsf6, Tnfrsf6, Fadd, Tnf, Tnfrsf1a, Tradd, Cflar, Casp8, Casp10, Casp6, Casp3, Casp7, 

Bid, Bax, Bak, Diablo, Sept4, Htra2, Cyc, Apaf1, Casp9, Prf1, Gzmb, Tuba, Mcl1, Actb, 

Spta, Lmna, Lmnb, Parp1, Parp2, Dffa, Dffb, Endog, Aifm1, Ern1, Traf2, Itpr1, Itpr2, 

Itpr3, Capn1, Capn2, Casp12, Eif2ak3, Eif2s1, Atf4, Ddit3, Ctsb, Ctsc, Ctsd, Ctsf, Ctsh, 

Ctsk, Ctsl, Ctso, Ctss, Ctsl2, Ctsw, Ctsz, Birc3, Xiap, Birc5, Bcl2l11, Bcl2l1, Bcl2, Daxx, 

Ripk1, Dab2ip, Map3k5, Jnk, Bad, Jun, Fos, Tp53, Hrk, Map3k14, Ikbka, Ikbkb, Ikbkg, 

Nfkbia, Nfkb1, Rela, Ptpn13, Gadd45, Traf1, Bcl2a1, Atm, Lrdd, Tp53aip1, Bbc3, 

Pmaip1, Casp2, Ngfb, Ntrk1, Il3, Il3ra, Csf2rb, Pik3ca, Pik3cb, Pik3cd, Birc2, Parp4, 

Parp3 e Actg1. A lista de genes a serem estudados foi obtida do KEGG pathways 

(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html).  

 



30 
 

4.2. OBTENÇÃO DAS ESTRUTURAS PROTEICAS  

Considerando os resultados dos dados da análise transcriptômica, procedeu-se a 

avaliação de uma possível interação in silico entre a proteína antigênica VP1 do MNoV 

e a isoforma de TREM-1 murino mediante docking molecular. Para estimar as interações, 

o servidor RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) (https://www.rcsb.org/) foi usado para 

procurar os arquivos digitais das estruturas bioquímicas das proteínas-alvo deste ensaio. 

Nesse sentido, foi utilizado o arquivo 3LQE, que é a estrutura 3D do domínio P 

da proteína VP1 do MNoV cepa CW1 [(GV/MNV1/2002/USA)] obtida por difração de 

raios-x (Taube et al. 2010). Os critérios que condicionaram a escolha desta estrutura 

foram: a) qualidade aceitável de resolução: valores de distância molecular até 2.00 Å (Å: 

Angstrom); b) presença de uma só cadeia nomeada como A ou monômero B e, c) a 

estrutura cristalografada só tem o domínio P da proteína viral (228–539 aminoácidos) 

(Kelker et al. 2004). Também foi encontrado o arquivo digital 1U9K representando a 

estrutura 3D da proteína TREM-1 de Mus musculus obtida por difração de raios-x (Kelker 

et al. 2004). Os critérios que condicionaram a escolha desta estrutura foram: a) boa 

qualidade resolução: 1.76 Å; b) presença de uma só cadeia nomeada como B ou 

monômero B e, c) a estrutura cristalografada só possuía o domínio de imunoglobulina (Ig 

like) (114 aminoácidos [25-133]). Neste domínio da proteína se encontram os CDR: 

CDR1 N44–N50; CDR2 Q71–79 e CDR3 Y117–V124 (Kelker et al. 2004). 

Também foi considerado analisar a isoforma 3 do receptor TREM (TREM-3) por 

ele mimetizar a atividade de TREM-1 (pró-inflamatória) em camundongos. A estrutura 

de TREM-3 foi encontrada no banco de dados do Alphafold com código AF-Q9JKE1-

F1. Os critérios que condicionaram a escolha desta estrutura foram: a) região do domínio 

Ig (183 aminoácidos) e b) Uma confidência da estrutura modelada muito alta 

(pLDDT>90). Infelizmente, por se tratar de estrutura não cristalografada, não foi possível 

identificar os CDR de TREM-3 envolvidas no processo de reconhecimento antigênico. 

Uma vez identificadas as estruturas de interesse, os arquivos foram baixados em formato 

PDB (.pdb). Nesse momento, pequenas moléculas (metais) e artefatos (símbolos 

informáticos) que poderiam dificultar o reconhecimento pelos servidores foram 

removidas.  

 



31 
 

4.2.1. CONSTRUÇÃO DE ÁRVORES FILOGENÉTICAS A PARTIR DE 

SEQUÊNCIAS DE NOV 

Como foi observada uma participação do TREM-1 na infecção pelo MNoV, 

buscou-se avaliar se essa interação também acontecia em humanos. No entanto, como o 

NoV possui alta diversidade genética entre seus genogrupos e genótipos, foram 

pesquisadas sequências genéticas que codificam para a proteína VP1 obtidas do genótipo 

II (GII.4) no NBCI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) para posteriormente serem 

utilizadas no procedimento de modelagem de estruturas proteicas. Como as sequências 

virais vão surgindo de acordo com os surtos mundiais, não existe uma sequência única 

padrão, já que elas estão sujeitas a modificações por pressão seletiva com mudanças na 

combinação dos aminoácidos que as compõe. O resumo das estratégias utilizadas para 

obtenção das sequências consenso para sua modelagem estão descritas na Figura 8.  

 

Figura 8: Metodologia utilizada para a obtenção e escolha das sequências proteicas para a 

modelagem das proteínas virais VP1 do NoV GII.4. Dada a alta diversidade nas sequências disponíveis 

pela alta taxa de mutabilidade do Nov, foram aplicados critérios de inclusão e exclusão para a obtenção 

delas no (A) servidor do NCBI. Estas foram organizadas e transformadas de código genético a tradução 

proteica no programa (B) Bioedit. O Arquivo gerado foi avaliado no (C) programa MEGA para estabelecer 

o melhor método de análise filogenética. Uma vez obtidos os resultados foram representados em uma árvore 

com a formação dos clusters. Fonte: elaboração própria. 

 

Dentre as sequências encontradas, os seguintes critérios foram utilizados para 

seleção final: 1) sequências completas de genes ORF2 - VP1-NoV - GII-4; 2) sequências 
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de genes com detalhes de sequenciamento (região, ano e deformação); 3) um 

representante clonal que faz parte de um grupo de estudo e 4) sequência completa 

(~1600bp). Os critérios de exclusão foram: 1) genes parciais, genomas incompletos ou 

menores que ~1600bp; 2) sequências de VP1 de outros genótipos GII; 3) informações 

publicadas como mRNA; 4) clones dentro do mesmo estudo e 5) sequências carregadas 

para o NBCI sem identificação do genótipo, local de isolamento, ano do surto 

epidemiológico e país de localização. 

Uma vez identificadas, as sequências foram baixadas no formato FASTA (.Fas).  

De um total de 1553 sequências da proteína VP1 do NoV GII.4 disponíveis, apenas 43 

foram utilizadas. Considerando uma análise preliminar, as sequências foram separadas 

em 3 grupos: o primeiro, amostras anteriores ao ano 2000, o segundo, amostras 

sequenciadas entre os anos 2000 e 2010 e, o terceiro grupo, sequências obtidas após o ano 

de 2010.  As sequências foram então alinhadas (ClustalW multiple alignment - Número 

de bootstraps: 2000), convertidas em proteínas e armazenadas no formato FASTA (.fas) 

pelo sequence alignment editor BioEdit©.  

O arquivo gerado foi analisado no programa Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis – MEGA© 11.10.1 (https://www.megasoftware.net/) (Tamura et al. 2013). 

Inicialmente, o programa foi utilizado para encontrar o melhor modelo de estudo para a 

sequência proteica (ML). O modelo selecionado foi o JTT: Jones-Taylor-Thornton (+F) 

(Wang et al. 2008). Para a construção da árvore filogenética com as sequências proteicas 

foi utilizado o método estatístico Maximum Likehood (Cole et al. 2014) com um número 

de 500 para o teste filogenético com o Methods Bootstrap. Foi utilizado o modelo JTT 

com freq (+F), com um raio entre locais com distribuição Gama 5. O método heurístico 

utilizado foi o Nearest-Neighbor-Interchange (NNI) (Collienne et al. 2021). 

 

4.2.2. MODELAGEM E AVALIAÇÃO DAS PROTEÍNAS VIRAIS  

De acordo com os resultados obtidos nas árvores filogenéticas, as sequências 

extraídas do formato FASTA oferecido pelo NBCI foi copiada, em uma média de 530 a 

540 aminoácidos. Esta sequência foi colada no servidor ColabFold: AlphaFold2 usando 

MMseqs2 

(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.i

pynb#scrollTo=G4yBrceuFbf3) (Mirdita et al. 2022) para gerar um arquivo PDB (.pdb).  
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Geralmente, quando os arquivos PDB são obtidos por bases de dados públicos como o 

PDB (https://www.rcsb.org/) ou o UNIPROT (https://www.uniprot.org/), muitas delas já 

estão revisadas e avaliadas após o processo de cristalografia.  

Em função das variações que podem ser observadas nas proteínas virais 

modeladas, foi necessário avaliar a qualidade da estrutura obtida. Os diferentes arquivos 

.pdb foram submetidos ao servidor MOLPROBITY 

(http://molprobity.biochem.duke.edu/) (Williams et al. 2018), para analisar as 

caraterísticas físico-químicas das proteínas obtidas por modelagem. Existe um valor de 

cutoff que se denomina Mol probity score, o qual determina a qualidade da modelagem, 

cujo valor é considerado ideal quando menor que dois (<2).  

Enfim, foi escolhido o arquivo 1SMO (1.47 Å) disponível no PDB que 

corresponde à proteína cristalografada de TREM-1 de Homo sapiens (Kelker et al. 2004) 

para os ensaios de docking molecular na perspectiva da interação humana.  

 

4.3. DOCKING MOLECULAR 

Após a obtenção das estruturas em 3D e a definição de quais seriam utilizadas nos 

ensaios in silico, o servidor online ClusPro foi utilizado para os ensaios de docking 

molecular em modelo humano e murino (https://cluspro.bu.edu/signup.php) (Kozakov et 

al. 2013; Kozakov et al. 2017, Vajda et al. 2017; Desta et al. 2020). Para cada análise, 

eram submetidos os arquivos das estruturas: a) a proteína viral VP1 que infecta murinos 

e humanos (~541 aminoácidos) e b) a região de ligação ao antígeno ou de Ig-like dos 

TREM-1 humano e murino e o TREM-3 murino (~113 aminoácidos).   

Uma vez que as poses foram geradas, realizou-se o protocolo de re-ranqueamento, 

desenvolvido no nosso Laboratório de Imunoinformática e Imunologia de Mucosas 

(LIMIM). De forma semelhante, este procedimento já foi utilizado em outros estudos 

(Palacio et al. 2019; Ochoa et al. 2021), como o melhor caminho para selecionar o ensaio 

ideal que resultaram das predições do docking molecular.  

O nosso sistema de re-ranqueamento se baseia na pontuação de 6 parâmetros 

energéticos que são obtidos em servidores online. Em cada parâmetro energético é 

atribuído um valor absoluto dentro de uma escada de 10 pontos. Cada um desses 

parâmetros energéticos é avaliado separadamente em uma planilha de Excel. Estes 

parâmetros são: a afinidade de ligação (ΔG-Kcal/mol-1) que é calculada no Prodigy 
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webserver (//wenmr.science.uu.nl/prodigy/) (Xue et al., 2016), a afinidade de ligação 

prevista (Kcal/mol) obtida no Area-affinity webserver (//affinity.cuhk.edu.cn) (Yang et 

al. 2023), a energia estabilizadora total (KJ/mol) que é prevista no PPCheck webserver 

(//caps.ncbs.res.in/ppcheck/) (Sukhwal et al.  2015), a energia livre de ligação do 

complexo (Kcal/mol) estimada no HawkDock webserver (//cadd.zju.edu.cn/) (Weng et al. 

2019) e por fim, a menor energia (Kcal/mol) obtida no Cluspro webserver junto com a 

posição do ensaio. A soma dos valores observados nos seis parâmetros diferentes 

(classificação de posição do Cluspro; energia mais baixa do Cluspro; afinidade de ligação 

do Prodigy; a afinidade de ligação prevista do Area-affinity; a energia estabilizadora total 

do PPCheck e a energia livre de ligação HawkDock) ajudaram na escolha da melhor pose, 

ou seja, com a maior pontuação cumulativa, para a realização da simulação de dinâmica 

molecular (DM). 

 

4.4. DINAMICA MOLECULAR 

 Foi empregado o WebGro webserver (https://simlab.uams.edu/index.php) que 

utiliza o software GROMACs (Van der Spoel et al.2019). A simulação in silico da DM 

de proteína em água foi realizada com um campo de força GROMOS 43a1, em caixa 

triclínica com modelo de água SPC (modelo de carga pontual simples estendido) 

neutralizada e simulando uma concentração de NaCl 0,15M. Os parâmetros de 

minimização de energia utilizaram um integrador de descida mais íngreme com 10.000 

passos. O equilíbrio do número de partículas (N), volume do sistema (V) e temperatura 

(T) [NVT] e número de partículas (N), pressão do sistema (P) e temperatura (T) [NPT] 

foi realizado a 310 ºK. A pressão foi ajustada em 1 bar com 50 nanossegundos (ns) de 

simulação, gerando aproximadamente 1000 quadros por simulação. A simulação de cada 

complexo proteína-proteína foi feita em triplicatas. Os gráficos foram gerados usando 

GraphPad Prism v8.0, utilizando os valores da distância média quadrática mínima (ou 

RMSD (Root Mean Square Deviation) emitidos pelo WebGro para visualização e análise. 
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4.4. ANÁLISE DAS INTERAÇÕES MOLECULARES 

Uma vez escolhidos os ensaios que melhor se ajustaram mediante as simulações 

do docking e dinâmica molecular, o PPCheck foi empregado para o cálculo da energia 

livre estabilizante (uma somatória das energias correspondentes a interações não-

covalentes) de cada complexo. Para isso, foram utilizados os descritores apresentados na 

Tabela 1.  

O DIMPLOT (Uchikoga et al. 2010) também foi utilizado para verificar ligações 

de hidrogênio nos complexos e as interações menos intensas (incluindo as hidrofóbicas, 

iônicas, de van der Waals e aromáticas). A determinação das interfaces de interação 

proteína-proteína foi feita com base na combinação dos resultados obtidos com o 

PPCheck, PIC, KFC2 e DIMPLOT. Sendo que os resíduos de aminoácidos foram 

apresentados por uma única letra, conforme a tabela (Tabela 2).  

A determinação das poses dos aminoácidos presentes na interface de interação foi 

avaliada nos servidores Computational Characterisation of Protein-Protein Interactions 

(CCharPPI), HawkDock, Protein Interactions Calculator (PIC) e PPCheck, além do 

programa DIMPLOT (LigPlot+ suite v.2). Eles foram descritos identificando interações 

importantes com regiões antigênicas presentes nas proteínas que se estavam avaliando. A 

abordagem metodológica utilizada para o desenvolvimento dessa dissertação está 

resumida na figura a seguir (Figura 9). 

 

Tabela 1. Indicadores das análises de docking proteína-proteína 

Indicador de interesse 
Pontos de 

corte 
Referência 

HBOND (potencial de ligações de hidrogênio) -15 a -1 Andrusier et al. 2007 

VDW (energia de Van der Waals) -200 a -50 Andrusier et al. 2007 

ELE (energia eletrostática total) -60 a 0 Andrusier et al. 2007 

PYDOCK_TOT (energia total de ligação) -60 a -5 Cheng et al. 2007 

FA_ATR (força atrativa de van der Waals) -100 a -20 Chaudhury et al. 2010 

DESOLV (energia de dessolvatação) -30 a 20 Cheng et al. 2007 

Fonte: PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO – POP do Docking molecular rígido proteína-

proteína. Elaborado por Matos, 2022. Laboratório de imunologia de mucosas e imunoinformática (LIMIM). 

 

 



36 
 

Tabela 2. Símbolos dos aminoácidos 

Letra Aminoácido correspondente Letra Aminoácido correspondente 

A Alanina (Ala) M Metionina (Met) 

B Asparagina ou Aspartato (Asn/Asp) N Asparagina (Asn) 

C Cisteína (Cys) P Prolina (Pro) 

D Aspartato ou Ácido aspartático (Asp) Q Glutamina (Gln) 

E Glutamato ou Ácido glutâmico (Glu) R Arginina (Arg) 

F Fenilalanina (Phe) S Serina (Ser) 

G Glicina (Gly) T Treonina (Thr) 

H Histidina (Hys) V Valina 

I Isoleucina (Isso) W Triptofano (Trp) 

K Lisina (Lys) Y Tirosina (Try) 

L Leucina (Leu) Z Glutamina ou Glutamato 

 

 

Figura 9: Estratégias e ferramentas que foram utilizadas para as análises de dados. Diversas estratégias 

foram utilizadas para obter resultados. A evidência começou com o estudo dos dados disponíveis em 

estudos de transcriptômica onde avaliaram a infecção em células murinas. O docking molecular foi então 

utilizado com o acoplamento da dinâmica molecular para estabelecer as interações dos complexos proteicos 

modelados. Finalmente, as interações moleculares foram analisadas. Fonte: elaboração própria. 
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5. RESULTADOS  

 

5.1. O GENE Trem1 ENCONTROU-SE AUMENTADO EM MODELOS 

EXPERIMENTAIS COM CELULAS DE MURINOS  

Na plataforma GEO do NCBI foram achados 53 estudos associados às palavras-

chave de escolha: Norovirus, Norovirus infection and Norovirus in vitro. Destes, apenas 

três cumpriram os critérios de seleção. O GSE183223 (Criss et al, 2021), o GSE150918 

(Lin et al, 2020) e o GSE117911 (Hosmillo et al, 2020). Em nenhum dos ensaios que 

foram feitos em organoides/enteroides 3D foi determinada a expressão de Trem1.  

Em função disso, buscou-se dados experimentais provenientes de modelos de 

infecção em murinos para estabelecer critérios de interação entre as duas proteínas 

(proteína viral VP1 e TREM-1); dos quais só foram achados seis estudos. Dentre eles, 

apenas dois cumpriram os critérios de seleção - GSE111642 (Levenson et al. 2018), 

GSE94821 (Enosi et al. 2019). 

No estudo GSE94821 (Tabela 3) que foi feito em macrófagos murinos (RAW 

264.7) infectados com a cepa MNV-1 CW1 de MNoV; as infecções foram realizadas com 

4, 8, 12, 16 e 20 horas com uma multiplicidade de infecção (MOI) de 5:1. A análise dos 

dados disponíveis mostrou que a expressão dos genes Trem1 e Trem3 se encontravam 

aumentados, comparado com o gene Trem2 que estava diminuído, que aparentemente, 

possui atividade antagônica ao TREM-1. Esses dados sugerem a contribuição do TREM-

1 e do TREM-3 na fisiopatologia da infecção murina pelo MNoV (Figura 10A).  

Em seguida, buscou-se avaliar a expressão dos genes envolvidos na via de 

ativação de TREM-1 nos diferentes tempos de avaliação utilizados no referido estudo. 

Após 8h de infecção, os seguintes genes estavam aumentados: Ilb1, Cxcl3, Cd40, Ccl7, 

Ccl2, Ccl3, Tnf, Icam1, Nod2, Tlr2, Stat5b e Myd88 (Figura 10B). Além disso, os genes 

envolvidos na via de TREM-1 foram agrupados utilizando uma análise de componentes 

principais (PCA). Nas primeiras 4h de infecção, não foram observadas diferenças na 

expressão dos genes da via de TREM-1 quando comparado ao grupo Mock (simulação 

da infeção viral). Diferentemente, foi observado nos tempos de 8h e 12h pós início da 

infecção. Nesses casos, observou-se um comportamento distinto no PCA, que ao analisar 

os valores quantitativos desta medição, percebe-se que os genes da via de TREM-1 
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estavam aumentados quando comparados os demais grupos e tempos de medição (Figura 

10C). 

O estudo GSE111642 utilizou BMDM [> 95% CD11b+]) obtidos a partir de tíbias 

e fêmures de camundongos BALB/c livres de patógenos específicos (Tabela 3), 

infectados com a cepa CW1P3 do MNoV. A expressão gênica dos macrófagos foi 

avaliada nos tempos 0, 4, 8, 14, 20 e 26 h pós infecção (p.i). Os resultados da nossa análise 

de transcriptômica são descritos na Figura 11. Não evidenciamos o gene Trem1 

aumentado comparado com os demais genes analisados no estudo. No entanto, 

observamos que o gene Trem1 se encontrava na distribuição dos genes que estavam 

reportados como aumentados. E o Trem2 se agrupou com os genes que estavam 

diminuídos dentro do gráfico de vulcão (vulcano plot) (Figura 11A). A seguir, realizou-

se a análise da dinâmica da expressão de TREM-1 ao longo dos períodos analisados.  

Entre 4h e 8h p.i foi observado um pico na expressão de Trem1 (F=7,279, p=0,003). Esse 

valor só foi normalizado 20h p.i. Este comportamento indica que o TREM-1 tem um papel 

importante nas fases iniciais do processo infeccioso (Figura 11B). Quanto às moléculas 

direta ou indiretamente associadas à atividade de TREM-1, observou-se aumento 

significativo dos seguintes genes: Tlr2, Cd86, Clec5a, Icam, Tlr9, Nod2, Tnf, Tlr7, Tlr8 

e Mapk3 (Figura 11C).  
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Figura 10: Figura 10: Análise transcricional dos genes associados à expressão de Trem1 e outros 

marcadores gênicos na infecção por MNoV em macrófagos murinos RAW 264.7. A) Os genes Trem1, 

Trem2 e Trem3 estão representados em um Vulcano plot, onde se mostram todos os genes analisados no 

estudo GSE94821. Em cor azul se identificam os genes diminuídos (Downregulated) e em vermelho os 

genes aumentados (Upregulated). B) Estão representados os genes envolvidos na reposta da via de TREM-

1 diagramados em um heatmap considerando os tempos de medição e quantificação dos genes, com uma 

escada trifásica de cores (vermelho ou aumentado, branco ou não direcionado e azul ou diminuídos). C) A 

análise de componente principal (Principal component analysis - PCA) representa a expressão génica 

clusterizada da via de TREM-1 (Quadrado cor cinza: avaliação no estado Mock; círculo cor vermelha: 

avaliação às 4h; triângulo azul: avaliação às 8h; triângulo verde: avaliação às 12; signo positivo cor beije: 

avaliação às 16h e losângo cor roxo: avaliação às 20h). Fonte: elaboração própria. 
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Figura 11: Análise transcricional dos genes associados à expressão de Trem1 e outros marcadores 

gênicos na infecção por MNoV em macrófagos derivados da medula óssea (BMDM) de camundongos 

BALB/c. A) Os genes Trem1 e Trem2 estão representados em um Vulcano plot, onde se mostram todos os 

genes analisados no estudo GSE111642. Em cor azul se identificam os genes diminuídos (Downregulated) 

e em vermelho os genes aumentados (Upregulated). B) Se mostra a dinâmica da expressão do gene Trem1 

graficando os valores obtidos nos diferentes tempos de expressão. C) o histograma apresenta os genes 

associados à resposta antiviral. Em vermelho estão aqueles que foram encontrados aumentados e em verde 

aqueles que estavam diminuídos.  
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Via de ativação do TREM-1 Actb: Actina-β. Akt1: serina/treonina quinase 1. Casp1: caspasa 1. Ccl2: 

ligando 2 que se une aos motivos C-C das quimiocinas. Ccl3: ligando 3 que se une aos motivos C-C das 

quimiocinas. Ccl7: ligando 7 que se une aos motivos C-C das quimiocinas. Cd40: membro 5 da 

superfamília do receptor do fator de necrose tumoral. Cd83: antígeno de linfócitos B ativados. Cd86: 

antígeno 2 que se liga ao CD28, antígeno B7-2. Clec5a: proteína que no domínio 5A contém uma lectina 

tipo C. Csf2: fator estimulante de colônias 2. Cxcl3: ligando 3 que se une aos motivos C-X-C das 

quimiocinas. Fcgr2b: receptor FcγIIb. Fpr1: receptor do peptídeo de Formila 1. Grb2: proteína ligada que 

se une ao receptor do fator de crescimento 2. Hmgb1: caixa do grupo de alta mobilidade 1. Icam1: molécula 

de adesão intercelular 1. Il10: interleucina. Il18: interleucina 18. Il1b: interleucina 1β. Il1rl1: receptor 

semelhante da interleucina 1. Il6: interleucina 6.  Irak1: quinase associada ao receptor da interleucina 1. 

Itga5: subunidade α5 das integrinas. Itgax: subunidade αX da integrina. Itgb1: subunidade β1 da integrina. 

Jak2: Janus Quinase 2. Lat2: ligante para ativação de células T membro da família 2. Mapk1: proteína 

quinase ativada por mitogênio 1. Mapk3: proteína quinase ativada por mitogênio 3. Myd88: proteína de 

resposta primária de diferenciação mieloide.  Nod2: domínio 2 que se liga na oligomerização de 

nucleotídeos. Stat3: transdutor de sinal e ativador de transcrição 3. Stat5a: transdutor de sinal e ativador de 

transcrição 5A. Stat5b: transdutor de sinal e ativador de transcrição 5B. Tlr2: Toll like 2. Tlr3: Toll like 3. 

Tlr4: Toll like 4. Tlr7: Toll like 7. Tlr8: Toll like 8.  Tlr9: Toll like 9. Tnf:  factor de necroses tumoral. 

Trem1: receptor desencadeante expresso em células mielóides 1. Trem2: receptor desencadeador expresso 

em células mielóides 2. Treml1: receptor desencadeador semelhante 1 expresso em células mielóides. 

Treml2: receptor desencadeador semelhante expresso em células mielóides. Tyrobp: proteína de ligação à 

tirosina quinase. Via de resposta antiviral. Batf2: fator de transcrição ATF zíper de leucina básica. Fos: 

proto-oncogene Fos da Subunidade do Fator de Transcrição AP-1. Gsdmd: gasdermina D.  Irf1: fator 

regulador do interferon 1.  Irf2: fator regulador do Interferon 2. Irf2bp1: proteína de ligação do fator 

regulador do Interferon. Irf2bp2: proteína de ligação do fator regulador do interferon 2. Irf3: fator regulador 

do interferon. Irf4: fator regulador do interferon 4. Irf5: fator regulador do interferon 5. Irf7: fator regulador 

do interferon 7. Irf8: fator regulador de interferon 8.  Irf9: fator regulador de interferon 9. Jun: Jun proto-

oncogene, do fator de transcrição AP-1 JunB: subunidade do fator de transcrição AP-1. Jund: proto-

oncogene JunD, subunidade do fator de transcrição AP-1. Memo1: mediador da motilidade celular 1. Nfkb1: 

subunidade 1 do fator buclear κ dos linfócitos B. Nfkb2: subunidade 2 do fator nuclear κ dos linfócitos B. 

Nfkbia: inibidor α do NF-κB. Nfkbib: inibidor β do NF-κB. Nfkbid: inibidor δ do NF-κB. Nfkbie: inibidor ε 

do NF-κB. Nfkbil1: inibidor 1 semelhante do NF-ĸB. Nfkbiz:inibidor ζ do NF-κB. Nfrkb: proteína que se 

une ao fator nuclear κ dos linfócitos B. Nlrc3: proteína 3 da família NLR que tem domínio CARD. Nlrc4: 

domínio CARD da família NLR contendo 4. Nlrc5: domínio 5 que contém um domínio CARD da família 

NLR. Nlrp10: proteína 10 que tem um domínio PYRIN que pertence à família NLR. Nlrp1b: proteína 1b 

que tem um domínio PYRIN que pertence à família NLR. Nlrp3: proteína 3 que tem um domínio PYRIN 

que pertence à família NLR. Nlrx1: membro X1 da família NLR. Traf1: fator associado ao receptor de 

TNF1. Traf2: fator associado ao receptor de TNF 2. Traf3: fator associado ao receptor de TNF3. Traf4: 

fator associado ao receptor de TNF4. Traf5: fator associado ao receptor de TNF 5. Traf6: fator associado 

ao receptor de TNF 6. Traf7: fator associado ao receptor de TNF7. Fonte: elaboração própria. 

 

 Como na análise transcriptômica foram consideradas diferentes células, as 

BMDM que são macrófagos primários, e a RAW264.7, que é uma linhagem celular de 

macrófago imortalizada, procurou-se avaliar se havia um perfil distinto de expressão 

gênica nestas células. Um total de 42 genes relacionados à resposta antiviral foram 

encontrados em comum aos dois tipos celulares: Batf2, Fos, Gsdmd, Irf1, Irf2, Irf2bp1, 

Irf2bp2, Irf3, Irf4, Irf5, Irf7, Irf8, Irf9, Jun, Junb, Jund, Memo1, Nfkb1, Nfkb2, Nfkbia, 

Nfkbib, Nfkbid, Nfkbie, Nfkbil1, Nfkbiz, Nfrkb, Nlrc3, Nlrc4, Nlrc5, Nlrp10, Nlrp1b, 

Nlrp3, Nlrx1, Nod1, Nod2, Traf1, Traf2, Traf3, Traf4, Traf5, Traf6 e Traf7. Por outro 

lado, foi observado que os genes envolvidos na resposta antiviral nas células RAW264.7 

houve uma maior expressão de genes relacionados a essa atividade, destacando-se os 

genes: Ciita, Fosb, Nlrp1a, Traf3ip1, Traf3ip2 e Traf3ip3. Estes valores são apresentados 
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na Figura 12. Esses resultados sugerem que as diferenças nas vias de ativação celular 

inflamatória, são dependentes do tipo de célula que está sendo estudado. 

 

Figura 12: Associação dos genes identificados e analisados em transcriptômica comparando células 

BMDM e RAW264.7. Um diagrama de Venn foi realizado para estabelecer as semelhanças e diferenças 

na expressão logarítmica dos genes em macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) de camundongos 

(círculos azuis) e macrófagos imortalizados RAW264.7 de camundongos (círculos amarelos). 

Eventualmente, um número maior de genes expressos diferentemente foi encontrado em análises extraídas 

de células BMDM ao analisar os genes da via TREM-1, enquanto o maior número de genes foi observado 

para células RAW264.7 ao comparar genes de resposta antivirais. Actb: Actina Beta, Clec5a: Domínio 5A 

que contém lectina do tipo C, Fpr1: Receptor de Peptídeo Formil 1, Il10: interleucina 10, Il1rl1: receptor 

da interleucina 1b, Il6: interleucina 6, Nfkb1: Subunidade 1 do Fator Nuclear Kappa B, Nfkb2: Subunidade 

2 do Fator Nuclear Kappa B, Sigirr: Domínio único que contém TIR e Ig, Acacb: Acetil-CoA Carboxilase 

Beta, Igfbp7: Proteína Aglutinante de Fator de Crescimento 7, Pparg: Receptor Gamma proliferador 

Ativado pelo Peroxissoma, Ciita: Trans ativador do Complexo de Histocompatibilidade Classe II, Fosb: 

FosB Proto-Oncogene, AP-1 Subunidade Fator de Transcrição, Nlrp1a: NLR Domínio PYRIN Família 

Contendo 1, Traf3ip1: proteína 1 que interage com Traf3, Traf3ip2: proteína 2 que interage com Traf3 e 

Traf3ip3: proteína 3 que interage com Traf3. Fonte: elaboração própria. 
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Tabela 3. Estudos encontrados de transcriptômica 

Autor, ano e número de 

acesso 
Nome do estudo Objetivo Metodologia 

Levenson et al. 2018. 

GSE111642. 

Análise transcricional da infecção por MNoV 

de macrófagos primários derivados da medula 

óssea (PMBC). 

Criar um perfil de 

expressão por 

sequenciamento de alto 

rendimento no contexto 

de infeção pelo MNoV. 

Determinaram a expressão 

gênica (0h, 4h, 8h, 14h e 22h 

com simulação às 0h e 26 h) de 

macrófagos derivados da medula 

óssea primária de murinos 

(BMDM) infectados com 

MNoV-1 usando Illumina® 

HiSeq 2500. 

Enosi et al. 2019. 

GSE94821. 

Sequenciamento de RNA da infecção 

longitudinal por MNoV em macrófagos de 

camundongo RAW264.7. 

Identificar alterações nas 

vias biológicas 

específicas, identificando 

alterações de transcritos 

que aumentam ou 

diminuem com a infecção 

por MNoV ao longo do 

tempo. 

 

Fizeram um perfil de expressão 

em células RAW264.7 

infectadas com MNV às 4, 8, 12, 

16 e 20 horas; e como controle 

simulando a infeção às 0h e 20h. 

A obtenção dos transcriptos 

foram gerados por 

sequenciamento de RNA usando 

Illumina® NextSeq500. 
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5.2. A ESTRUTURA DE TREM-1 MURINO IDENTIFICA UM SEGMENTO 

ANTIGÊNICO CONSERVADO DO DOMÍNIO P DA PROTEÍNA VP1 DE MNOV 

Considerando os resultados das análises de transcriptômica, buscou-se entender 

se a proteína antigênica VP1 do MNoV poderia interagir com o TREM-1 e o TREM-3 

murinos. É importante esclarecer que a utilização de dados exclusivamente provenientes 

de experimentos com células de origem murina, se dá pelo fato da inexistência desses 

dados em células humanas. 

Para compreender a interação TREM-1 murino e a proteína VP1 do MNoV, a pose 

escolhida do ensaio de docking molecular foi a 0, que apresentou valor da energia livre 

de ligação de -61,13 kcal/mol e uma energia total estabilizante = -206,99 kJ/mol. A 

análise pelo CCharPPI demonstrou que os dados de interações ficaram dentro dos valores 

de referência para PYDOCK_TOT, VDW, HBOND, FA_ATR, ELE e DESOLV (Tabela 

5).   

Os resíduos que estiveram identificados na interface de interação foram: R228 

M229 V230 D231 L232 P233 V234 I235 Q236 P237 R238 L239 C240 T241 H242 W245 

P246 A247 P248 V249 Y250 P280 I281 S282 G283 S284 W285 V286 S287 C288 Q312 

D313 G314 L326 E338 Q340 T341 E342 T343 T344 K345 T346 G347 D348 L350 V352 

Q392 A393 V394 P395 R396 Q455 E456 F457 S459 W460 F461 S463 N464 F466 T480 

L481 D512 I514 para a VP1 murina e, D102 Q104 T106 D107 Y116 H117 P118 P119 

N120 N44 I45 M46 K47 Y48 A49 N50 S51 Q52 Q56 R57 P59 K62 E63 P64 L65 T66 

L67 V68 V69 T70 Q71 R72 P73 F74 T75 V80 H81 M82 G83 K84 F85 para o TREM-1 

murino.  

Como pode-se observar na Figura 14A, o domínio Ig-like do TREM-1 murino 

parece reconhecer o segmento P2 da proteína VP1 do MNoV (MNV-1), identificado pela 

cor cinza.  Nesse sentido, como o segmento de maior antigenicidade da proteína VP1 do 

MNoV entra em contacto com o domínio Ig-like de TREM-1 murino, buscou-se 

identificar qual das CDRs interagia com este segmento do vírus.  

As sequências dos CDR de TREM-1 murino são identificadas na Figura 13A, da 

seguinte forma: CDR1 N44–N50 (vermelho); CDR2 Q71–79 (azul ciano) e CDR3 Y117–

V124 (violeta). O CDR1 foi quem entrou em contacto direto com a alça antigênica C´- 

D´ que é denominada pela literatura como região conservada da proteína VP1 identificada 

na cepa murina MNV-1 do MNoV (Figura 13B). 
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Figura 13: Interface de interação entre o TREM -1 e o segmento P da VP1 de NoV murino (cepa 

MNV-1). A) Pode-se observar que determinadas regiões e alças da proteína viral podem interagir com o 

TREM-1 murino. Os segmentos corados em cor amarelo da proteína indicam as alças antigênicas da 

proteína VP1 do MNV-1. B) Entre as três alças antigênicas reportadas no MNoV, a alça antigênica C´- D´ 

conservada apareceu interagindo com o CDR1 (cor vermelho) do TREM-1 murino (alça cor vinho). Fonte: 

elaboração própria. 

 

Como o TREM-3 possui atividade análoga ao TREM-1 em murinos, procurou-se 

identificar se essa característica seria suficiente para que essa outra isoforma do receptor 

também interagisse com a VP1. Para o docking molecular entre a proteína antigênica VP1 

do MNoV e o TREM-3, o receptor foi modelado já que sua estrutura cristalografada não 

está disponível. Os valores da qualidade de modelagem da proteína TREM-3 estão 

descritos na Tabela 4. Os resultados sugerem que a estrutura obtida por modelagem no 

UniProt é de excelente qualidade. Dentre os resultados obtidos, destacam-se o Molprobity 

score de 0,71 e um Clashcore de 6,62. Além disso, não foram encontradas ligações ruins 

ou Ramachandran outliers. 

Assim como no experimento envolvendo o TREM-1, a pose obtida no ClusPro 

que melhor representou as interações entre TREM-3 e o domínio P da VP1, foi a 0. Essa 

escolha foi corroborada pela observação dos melhores valores de energia (média: -894,9 

e baixa: -1098,1) (Tabela 5). Em seguida, foi determinada a energia livre de ligação com 

o servidor HawkDock e o valor observado foi de -113,19 kcal/mol. A análise da interação 

pelo PPCheck mostrou os seguintes valores: energia total estabilizante = -309,67 kJ/mol. 
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O CCharPPI revelou dados de interações que ficaram dentro do valor de referência que 

os valores de PYDOCK_TOT, VDW, HBOND, FA_ATR, ELE e DESOLV oferecem 

(Tabela 5). 

Tabela 4. Valores de qualidade da modelagem do TREM-3 murino 

Parâmetros TREM-3 

Molprobity score 0.71 

Clashcore 6.62 

Rotâmeros ruins 0 

Rotâmeros favoráveis 89 (98.89%) 

Ramachandran outliers 0(0%) 

Ramachandran favored 97 (97.22%) 

Ligações ruins 0 / 812 (0%) 

Ângulos ruins 2 / 1104 (0.18%) 

MolProbity score: parâmetros do MolProbity. RMSD (root-mean-square deviation): desvio médio 

quadrático.; Clashcore: número de átomos sobrepostos. Ramachandran outliers: número de resíduos fora 

das regiões favoráveis do gráfico de Ramachandran. Ramachandran favored: número de resíduo dentro das 

regiões favoráveis do gráfico de Ramachandran.  

 

Com os servidores DIMPLOT e PPCheck, pode-se observar que os resíduos que 

estiveram presentes na interface de interação foram: D231 L232 P233 V234 I235 Q236 

P237 R238 L239 C240 T241 H242 P246 A247 P248 V249 Y250 P280 I281 S282 G283 

S284 W285 V286 S287 C288 F289 G312 D313 E338 V339 Q340 T341 E342 T343 T344 

K345 T346 G347 D348 L350 K351 V352 R392 A393 V394 P395 R396 Q455 E456 F457 

V458 S459 W460 A462 S463 N464 F466 R478 N479 T480 I481 T482 D512 G513 I514, 

para o segmento P da proteína VP1 do MNoV; e, L107 Y108 Q109 C110 V111 L114 

D117 N118 V119 I120 I121 L122 R123 Q124 R125 I126 R127 W37 C38 P39 Y40 N41 

I42 M43 L44 Y45 S46 V55 R56 S57 H58 G59 S60 P61 A72 D73 F74 Y87 P88 T89 E90 

S91 V92 para o TREM-3 murino (Figura 14). 
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Figura 14: Interface de interação entre o murino TREM-3 e o segmento P da VP1 do norovírus 

murino (MNV-1). A) Pode-se observar que certas regiões e alças da proteína viral podem interagir com o 

TREM-3 murino. Amarelo mostra os resíduos do domínio P da proteína VP1 que apareceram interagindo 

com o TREM-3 murino na interface de interação. B) Ao igual que na interação de TREM-1, a alça C´-D´ 

(cor vinhotinto) foi identificado interagindo. Fonte: elaboração própria. 

 

Tabela 5. Parâmetros energéticos e de interação obtidos do docking molecular entre 

o TREM-1/TREM-3 murino e a VP1 do MNoV. 

PYDOCK_TOT: score para energia total de interação; ELE: energia eletrostática total; DESOLV: energia 

de dessolvatação; HBOND: potencial de ligações de hidrogênio; VDW: energia de van der Waals; 

FA_ATR: energia atrativa de van der Waals. 

 

 

Parâmetros TREM-1 murino TREM-3 murino 

Ensaio analisado 0 0 

Energia mediana -660,4 -849,9 

Energia mais negativa -741,3 -1098,1 

Energia livre de ligação (kcal/mol)  -61,13 -113,19 

VDW (-200 a -50) -117,174 -133,384 

HBOND (-15 a -1) -6,98 -11,39 

FA_ATR (-100 a -20) -63,316 -70,832 

ELE (-60 a 0) -12,407 -17,96 

DESOLV (-30 a 20) -8,298 1,523 

PYDOCK_TOT (-60 a -5) -32,42 -29,775 
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5.3. O TREM-1 HUMANO INTERAGE COM A PROTEÍNA VP1 DO NOV GII.4 

EM CEPAS PROVENIENTES DE DIFERENTES ANOS/REGIÕES 

 Após observar interações entre o receptor murino e o domínio P da proteína VP1 

do MNoV, buscou-se estudar a possível interação entre a isoforma de TREM-1 humano 

e a proteína VP1 do NoV. No entanto, há limitações nesta hipótese já que o NoV é um 

agente viral que sofre mutações constantes pelo fato de ser um vírus RNA de grande 

variabilidade antigênica. A evolução filogenética deste vírus tem sido observada, 

principalmente para o genótipo GII.4, que é a mais importante porque causa a maioria 

dos surtos epidemiológicos em todo o mundo.  

 Uma árvore filogenética foi projetada com 43 sequências completas de VP1 de 

NoV genótipo GII.4 (~514 aminoácidos) disponíveis no NBCI para estudar o seu 

comportamento filogenético. Tomou-se como critério definitivo classificar o resultado 

em décadas: antes de 2000, as cepas que surgiram entre 2000 e 2010, e as que surgiram 

depois de 2010. Análises preliminares mostraram que o caráter geográfico não influencia 

no alinhamento e na divergência das linhagens. A partir do modo de classificação 

proposto, foi observado um melhor resultado na árvore classificando as sequências a 

partir do ano 2010 por apresentar uma maior inclusão de sequências segundo a 

distribuição geográfica.  

Um total de 13 sequências constituíram esta árvore. Foi observada a formação de 

dois clusters que derivaram de um ancestral comum: um nó exterior (99) e inferior (nó de 

82), o que indica a presença a formação de dois grupos geneticamente distintos. Os 

valores dos nodos descritos previamente, ou melhor conhecidos como bootstrapping ou 

intervalo de confiança, que provém dos testes estatísticos utilizados nos estudos 

filogenéticos indicam o número de réplicas utilizadas para comparar as sequências e 

poder reagrupá-las segundo a ancestralidade das sequências mães; por tanto, valores altos, 

indica uma ótima abordagem para a classificação das sequências (Felsenstein 1985). 

Além disso, observou-se um sub-nó com um valor de 84 que é derivado do nó superior. 

Estes valores mostram claramente que as sequências que foram sequenciadas a partir de 

2010 são filogeneticamente divergentes em dois grupos (considerando o ano de 

identificação). Dessa forma, a árvore foi enraizada com duas sequências de referência: a 

primeira, sequenciada em 1987 e a última, sequenciada em 2019 (Figura 15). Como 

mencionado anteriormente, o NoV sofre mutações importantes em média a cada 2-3 anos, 
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principalmente em função da pressão seletiva que é gerada pelo sistema imune sobre este 

patógeno, especificamente no genótipo GII.4. Por este motivo, considerou-se este critério 

para a seleção das cepas a serem modeladas. As linhas vermelhas na árvore filogenética 

indicam as sequências de referência (a primeira e última sequenciada) e as linhas amarelas 

indicam o genótipo escolhido como representante do salto evolutivo a cada 2 anos, 

derivado de cada grande cluster para levar em conta a diversificação deste genótipo. Ou 

seja, ao todo, seis sequências utilizadas para a modelagem de proteínas, devido a ausência 

de estruturas cristalografadas para cada surto. 

 

Figura 15: Árvore filogenética das sequencias genéticas que codificam para a proteína VP1 de NoV 

GII.4 após de 2010. usou-se algoritmos para criar uma matriz de distâncias em pares estimadas usando o 

modelo JTT. Uma distribuição Gama discreta foi usada para modelar as diferenças de taxa evolutiva entre 

locais (5 categorias (+G, parâmetro = 0,1625)). Esta análise envolveu 13 sequências de aminoácidos. Havia 

um total de 540 posições no conjunto de dados final. Fonte: elaboração própria. 

 

5.3.2. MODELAGEM DAS PROTEINAS VIRAIS DO NOV 

Uma vez selecionadas as sequências de aminoácidos com base nos anos de estudo 

(1987 GenBank ID: ACT76148.1; 2010 GenBank ID: AGC66783.1; 2012 GenBank ID: 

AFV99155.1; 2014 GenBank ID: ALQ43926; 2016 GenBank ID: ANP93428.1 e 2019 

GenBank ID: QEL43936.1) elas foram copiadas no servidor de modelagem Alphafold. 

Ao obter as estruturas modeladas elas foram avaliadas utilizando o Molprobity Score. Os 

valores obtidos são descritos na Tabela 6. O valor aceitável e adequado de Molprobity 

Score para cada modelagem é de <2. As modelagens feitas nesta pesquisa demostraram 

que os arquivos que foram preditos podem ser confiáveis para os ensaios de docking 
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molecular com o propósito de simular a da interação das proteínas antigênicas virais com 

o domínio Ig-like do receptor TREM-1 humano. 

 

Tabela 6. Valores de qualidade da modelagem das proteínas VP1 do NoV GII.4 pelos 

anos escolhidos. 

Parâmetros 1987 2010 2012 2014 2016 2020 

Molprobity 

score 
0.99 0.93 0.93 0.85 0.75 0.93 

Clashcore 1.1 0.97 0.85 0.37 0.37 0.37 

Rotâmeros 

ruins 
0 (0%) 1 (0.22%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (0.66%) 

Rotâmeros 

favoráveis 
454 (100%) 455 (99,91%) 456 (99,13%) 457 (99,13%) 454 (98,91%) 445 (97,80%) 

Ramachandran 

outliers 
4 (0,74%) 3 (0,56%) 1 (0,19%) 3 (0,56%) 1 (0,19%) 0 (0%) 

Ramachandran 

favored 
521 (97,02%) 523 (97,21%) 522 (97,03%) 520 (96,65%) 524 (97,40%) 515 (95,72%) 

Ligações ruins 0/4279 (0%) 0/4286 (0%) 0/4290 (0%) 0/4294 (0%) 0/4282 (0%) 0/4272 (0%) 

MolProbity score: parâmetros do MolProbity. RMSD (root-mean-square deviation): desvio médio 

quadrático.; Clashcore: número de átomos sobrepostos. Ramachandran outliers: número de resíduos fora 

das regiões favoráveis do gráfico de Ramachandran. Ramachandran favored: número de resíduo dentro das 

regiões favoráveis do gráfico de Ramachandran.  

 

5.3.3. O TREM-1 HUMANO INTERAGE COM AS PROTEÍNAS MODELADAS 

VP1 DE NOROVÍRUS HUMANO GII.4 

Foram feitos seis ensaios de docking molecular para avaliar de forma longitudinal 

a interação entre a proteína VP1 do NoV GII.4 e o domínio de Ig-like da isoforma TREM-

1 de humanos. Dentro de cada docking foram utilizadas as seguintes poses para cada ano: 

sete para o ano 1987, um para o ano 2010, oito para 2012, seis para 2014, dois para os 

anos de 2016 e 2019. Os valores energéticos obtidos nos servidores online por cada ensaio 

demostraram valores ótimos/adequados (mais negativos) para esses ensaios que foram 

escolhidos, sendo este o critério para realizar as simulações de dinâmica molecular (DM) 

(Tabela 7). 

Cada simulação por ano na DM foi avaliada em triplicatas com o propósito de 

evitar atribuir interações que não estivessem acontecendo. Em cada simulação, o valor 

dos RMSD, expresso em nanômetros (nm), foi semelhante nos complexos proteicos dos 

anos 1987, 2010, 2012, 2014 e 2019, onde a maioria esteve abaixo de 0,66 nm (6,6 Å) 

com valores entre 0,46 e 0,56 nm (4,6 e 5,6 Å) (Figura 16). É sabido que valores elevados 

do RMSD (não existem valores de referência para este indicador) ou valores flutuantes 
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(picos elevados) indicam maior separação entre as estruturas estudadas, mediado por 

mudanças conformacionais no tempo do ensaio. Nos nossos resultados demostramos que 

durante o tempo definido para cada simulação (50 ns), os complexos estiveram ligados 

ou muito próximos um do outro, sugerindo assim que houve interação e que ela foi 

estável.  

Nos ensaios com as VP1 provenientes dos anos 2010 e 2012, apesar de estáveis 

por boa parte do tempo de simulação, pelo menos uma das replicatas apresentou ao final 

da curva aumento no valor de RSMD.  Apenas para a simulação com a proteína viral de 

2016, duas das três simulações (replicata) apresentaram valores de RMSD superiores a 

1,50 nm. Só uma das replicatas mostraram valores de RMSD estáveis e compatíveis com 

o observado nas outras simulações dos outros anos.  

Sugerindo assim, que poderia existir uma interação entre TREM-1 humano e a 

VP1 do NoV. De igual forma, os valores de interação obtidos com o servidor PPCheck, 

mostraram que cada uma das simulações avaliadas estava dentro dos limites de referência 

preconizados para complexos já conhecidos, indicando que os ensaios de docking 

molecular podem ser um reflexo do que acontece naturalmente quando o vírus entra em 

contato com as células do sistema imune em humanos (Tabela 7). 
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Tabela 7. Valores de qualidade da modelagem das proteínas VP1 do NoV GII.4 pelos 

anos escolhidos. 

PYDOCK_TOT: Score para energia total de interação; ELE: energia eletrostática total; DESOLV: energia 

de dessolvatação; HBOND: potencial de ligações de hidrogênio; VDW: energia de van der Waals; 

FA_ATR: energia atrativa de van der Waals. 
 

 

Figura 16: Dinâmicas moleculares das interações entre a proteína VP1 do NoV e o dominio Ig-like 

do TREM-1. Se representaram os valores dos RMSD de cada dinâmica molecular em nanómetros durante 

50 nanosegundos dos dockings moleculares dos anos 1987, 2010, 2012, 2014, 2016 e 2019. Cada simulação 

foi representada com linealidade por uma cor diferente (1 simulação em verde, 2 simulação em laranja e a 

3 simualção em azul escuro). Fonte: elaboração própria. 

Variáveis termodinâmicas  1987 2010 2012 2014 2016 2019 

Ensaio analisado 6        1 8 6 2 2 

Energia mais baixa (Kcal/mol) - 870.4 -838.3 -839.9 -770.9 -851.5 -827.5 

Afinidade de ligação (ΔG-Kcal/mol-1) -14.7 -14.3 -14.8 -14.0 -14.0 -13.4 

Energia livre de ligação do complexo (Kcal/mol) -101.64 -81.25 -107.17 -113.24 -101.86 -92.76 

Energia estabilizadora total (KJ/mol) -444.44 -396.76 -438.31 -481.25 -428.83 -489.20 

Energia de ligação prevista (Kcal/mol) -10.432 -9.849 -10.324 -9.986 -9.338 -9.851 

Simulação RMSD 1 (nm) 0.5427 0.6572 0.5173 0.5857 0.6584 0.5756 

Simulação RMSD 2 (nm) 0.4885 0.5452 0.6409 0.4908 0.6070 0.5194 

Simulação RMSD 3 (nm) 0.5085 0.7505 0.7005 0.4497 1.7030 0.4943 

PYDOCK_TOT (−60 a −5) -50.165 -14.06 -48.502 -46.133 -33.456 -37.577 

VDW (−200 a −50) -139.10 -107.64 -139.07 -124.55 -106.62 -103.68 

HBOND (−15 a −1) -20.07 -82.95 -18.03 -11.8 -15.95 -16.95 

FA_ATR (−100 a −20) -98.158 -38.579 -94.76 -91.849 -83.901 -85.374 

ELE (−60 a 0) -27.035 -19.285 -27.149 -36.442 -24.881 -25.306 

DESOLV (−30 a 20) -9.219 -8.53 -7.446 2.765 2.088 -1.904 
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A seguir, são descritas as interações entre os domínios da proteína viral VP1 com 

o respetivos CDR, bem como os aminoácidos, e a distância das pontes de hidrogênio (PH) 

dentro de cada interface. Inicialmente, na interação do ano 1987 observou-se a 

identificação do domínio S pelo CDR3 e do subdomínio 2 da P1 pelo CDR1 destacam-se 

os resíduos da proteína VP1 os seguintes: R201 T219 K225 P226 F227 T228 V229 P230 

I231 H459 E463 A465 P466 Q468 L474 R475 V477 N478 P479 V47 D480 T481 G482 

R483 V484 I48 D49 P50 Y513 F514 R515 F516 D517 S518 W519 W51 I52 R536 R537 

A538 L539 N54 N55 F56 V57 Q58 A59 P60 G61 E63 D84 N86 P87 Y88 L89 S90 H91 

L92 S93 R94 M95 Y96 e para TREM-1 foram G109 L110 Q112 C113 V114 I115 Q117 

K120 E121 P122 H123 M124 L125 F126 D127 R128 I129 R130 R131 V132 E26 E27 

K28 Y29 E30 L31 T36 L37 D38 V39 K40 C41 D42 Y43 T44 L45 E46 K47 F48 A49 

K53 Q56 I58 R59 D60 G61 E62 M63 P64 Y90 D92 H93 G94 L95 R97. Foram 

encontrados PH entre os aminoácidos T44B com L539A (3,28 Å) e R537 (2,69 Å), o 

aminoácido E46B com R536A (2,72 Å), o E121B com a W51A (2,92 Å), a D55A com a 

R537A (2,76 Å) e R128B com a P87A (2,923Å) (Figura 17A). 

Já na interação de 2010, encontrou-se que o domínio S foi identificado pelo CDR2 

e o subdomínio 2 da P1 pelo CDR1, os aminoácidos envolvidos na interface da proteína 

VP1 foram: Q106 I108 P10 S11 12 G13 S14 L151 E152 P153 A15 C200 R201 V202 

L203 I231 R476 V478 N479 P480 D481 T482 G483 R484 V485 L486 D49 Y514 R516 

F517 D518 S519 W51 I52 G535 R536 R537 R538 A539 L540 N54 N55 F56 V57 Q58 

A59 P60 G61 G62 E63 N86 P87 Y88 A8 H91 L92 N9 e para o TREM-1: Y111 Q112 

C113 H123 M124 L125 F126 D127 R128 I129 R130 V132 V133 T134 K135 E26 E27 

K28 Y29 E30 L31 K32 E33 Q35 L37 D38 V39 K40 C41 D42 Y43 T44 L45 E46 F48 

W55 K75 N76 S77 H78 P79 V80 I86 E88 D89 Y90 H91 D92 H93 G94 L95 L96 R97 

V98. Foram encontrados os seguintes PH entre os aminoácidos: D42B com R516A 

(2,17Å), T43B com Y514A (2,92Å) e o S77B com Y88A (2,83Å) (Figura 17B). 

Na interface de interação do ano de 2012, observou-se que o domínio S foi 

identificado pela CDR3 e o subdomínio 2 do domínio P1 pelo CDR1. Os resíduos 

envolvidos da proteína VP1 foram: R201 T219 T224 L225 P226 F227 S228 V229 P230 

V231 Y460 E464 A466 P467 Q469 L475 R476 V478 479ASN V47 P480 D481 T482 

G483 R484 V485 I48 D49 P50 Y514 F515 R516 F517 D518 S519 W51 W520 I52 R536 

R537 R538 A539 L540 N54 N55 F56 V57 Q58 A59 P60 G61 E63 D84 86ASN P87 Y88 

L89 S90 H91 L92 A93 R94 M95 Y96 e para TREM-1: S108 G109 L110 Q112 V114 
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I115 E121 P122 H123 M124 L125 F126 D127 R128 I129 R130 V132 E26 E27 K28 Y29 

E30 D38 V39 K40 C41 D42 Y43 W44 L45 E46 K47 F48 A49 Q56 I58 R59 60ASP G61 

E62 M63 P64 Y90 H91 D92 H93 G94 L95 R97. Foram encontrados os seguintes PH 

entre os aminoácidos: E46B com R537A (2,73Å), T44B com R538A (2,71Å), E121B com 

W51A (2,91Å) e N55A (2,87Å), R128B com P87A (2,82Å) e a M124B com Y88A (2,88Å) 

(Figura 17C) 

A interface de interação referente ao ano 2014 mostrou que o domínio S foi 

identificado pela CDR3 e o subdomínio 2 da P1 pelo CDR1. Os resíduos encontrados na 

proteína viral VP1 foram: R201 L215 V216 P217 P218 T219 V220 E221 T224 K225 

P226 F227 S228 V229 P230 V231 L232 T233 E236 Y460 Q463 E464 V478 N479 P480 

D481 T482 G483 R484 V485 D49 P50 P511 N512 G513 Y514 F515 R516 F517 D518 

S519 W51 I52 G535 R536 R537 R538 P539 L540 N55 V57 Q58 A59 P60 P87 Y88 S90 

H91 L92 R94 M95 e para o TREM-1 foram G109 L110 Y111 Q112 I115 Q117 P118 P119 

K120 E121 P122 H123 M124 L125 F126 D127 R128 I129 R130 I131 E26 E27 K28 Y29 

V39 K40 C41 D42 Y43 T44 L45 E46 K47 F48 I58 R59 D60 G61 E62 M63 P64 Y90 H91 

D92 H93 G94 L95 L96. Nesta interface foram observados os PH entre os resíduos K47B 

com o E464A (2,75Å), o D42B com o H92A (2,86Å), K121B com o R516A (2,48Å) e a 

R128B com a R538A (2,57Å) (Figura 17D). 

Para o ano 2016, o domínio S foi identificado pelo CDR2 e o subdomínio 2 do 

domínio P1 pelas regiões de CDR1 e CDR3. Os aminoácidos identificados na interface 

por parte da proteína viral foram: Q106 I108 P10 A110 S11 D12 13GLY S14 I151 E152 

P153 A15 A16 V19 R201 L203 I231 R476 V478 N479 P480 D481 T482 G483 R484 

V485 L486 D49 Y514 F515 R516 D518 W51 I52 G533 T534 G535 R536 R537 R538 

A539 L540 N54 N55 F56 V57 Q58 N86 P87 Y88 L89 A8 H91 N9 para o TREM-1: Y111 

Q112 C113 H123 M124 L125 F126 D127 R128 I129 R130 V132 V133 T134 K135 E26 

E27 K28 Y29 E30 I31 K32 Q35 L37 D38 V39 K40 C41 D42 Y43 T44 L45 E46 K47 F48 

W55 N76A S77 H78 P79 I86 L87 E88 D89 Y90 H91 D92 H93 G94 L95 R97 V98 R99. 

As PH identificados foram nas interações entre os resíduos E46B e T44B com T514A 

(2,82 e 2,83Å); na Y43 com a R516A (2,76Å), L125B com R538A (2,84Å) mais dois 

com a A423 (3,21 Å e 3,06Å) (Figura 17E). 

Finalmente, com a VP1 de 2019, o domínio S foi identificado pela região CDR2 

e o subdomínio 2 do domínio P1 pelas regiões CDR1 e CDR3. Os resíduos achados na 

interface de interação da proteína viral foram: Q106 I108 P10 S11 D12 G13 S14 I151 
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E152 P153 T15 A16 R201 V202 L203 T204 E21 F227 T228 I231 R476 V478 N479 P480 

D481 T482 G483 R484 V485 D49 N512 Y514 R516 F517 D518 S519 W51 I52 G535 

R536 R537 R538 V539 L540 N54 N55 F56 V57 Q58 P60 6E3 P87 Y88 H91 N9 e para 

o TREM-1: M100 V101 L103 Y111 Q112 C113 H123 L125 F126 D127 R128 I129 L131 

V132 V133 T134 K135 E26 E27 K28 Y29 E30 I31 K32 E33 G34 Q35 T36 L37 D38 V39 

K40 C41 D42 Y43 T44 L45 E46 F48 W55 N76 S77 H78 P79 V80 Q81 I86 L87 E88 D89 

Y90 D92 G93 G94 L95 L96 R97 V98 R99. Foram encontrados os PH entre as T44B com 

a P480A (2,12Å); enquanto a E127B gerou PH com a R448A (2,70Å) (Figura 17F).  

 

Para os anos analisados, encontrarmos que existe uma variação na forma com a 

qual o NoV interage com o TREM-1. A CDR envolvida na maioria dos casos foi a CDR3, 

seguida pela CDR1. Outro dado importante foi o padrão de reconhecimento contínuo dos 

domínios S e P1 ao longo dos anos, pois é conhecido que estes domínios são conservados, 

em comparação ao domínio P2. Esta característica de reconhecimento de domínios 

conservados corresponde a receptores da imunidade inata. Isto sugere, portanto, que o 

TREM-1 pode ser considerado como um correceptor para o NoV.  
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Figura 17: Sítios de ligação entre os CDR do receptor TREM-1 com os domínios da proteína 

antigênica VP1 do NoV. Se identificaram os sítios de interação nos quais o TREM-1 estava interagindo 

com a proteína VP1. Nos diferentes anos foi observado que o CDR1 (cor amarelo), CDR2 (cor laranja) e 

CDR3 (cor vermelha) entra em contato com os domínios S (cor verde menta) e domínio P (cor verde 

floresta). Foi observado que o CDR3 é aquele que se encontra com maior frequência na interação. Assim 

mesmo, foi observado que os aminoácidos que formam parte dos CDR geram PH com os aminoácidos que 

formam parte dos domínios S e P da proteína VP1. 
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5.4. ANÁLISE DA INTERAÇÃO DE REDES DE INTERAÇÃO GENICA  

 Em função da participação do TREM-1 na amplificação do processo inflamatório, 

buscou-se analisar redes de interação gênica entre a expressão do receptor com os genes 

mais expressos nas vias de apoptose e piroptose. Após de uma infeção viral as células 

sofrem alterações morfológicas e fisiológicas que resultam em morte celular por vias 

distintas (Ashida et al., 2011). Dessa forma, foram consideradas as duas vias de morte 

celular mais esperadas nesse contexto, apoptose e piroptose, já que o efeito citopático 

gerado pela infeção por NoV é a indução da morte celular (Bok et al. 2009).  

Utilizando novamente os dados provenientes dos estudos de transcriptômica dos 

modelos murinos, foram considerados 69 genes envolvidos na via da piroptose e 108 

genes envolvidos na via do apoptose. A contribuição desses genes foi analisada com o 

grau de evidência que são citados dentro de um mesmo processo celular e segundo os 

ensaios in vitro onde eles estão coexpressos, utilizando o servidor STRING. Como 

evidenciado na figura 18, os genes que são expressos e codificam as proteínas da via da 

piroptose estavam majoritariamente relacionados com a expressão de Trem1; mais 

especificamente, para os genes Il1b, Ccl5, Cxcl1, Cxcl2, Tnf e Ccl2. Por outro lado, os 

genes associados a via de apoptose não tiveram relação com o aumento da expressão de 

Trem1, nesse sentido, o principal gene relacionado foi o Tnf. Os resultados se apresentam 

na Figura 18. 
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Figura 18: Redes de interação gênica entre os genes envolvidos na via de TREM-1 e as vias de 

piroptose e apoptose. Se-apresentam dois dias de morte celular, piroptose e apoptose. Utilizaram-se os 

estudos de transcriptômica para relacionar a expressão de Trem1 com genes aumentados nestas vias. O 

gradiente de aumento da expressão foi representado com vermelha. Um aumento na sua intensidade 

demostra que seu aumento foi relacionado com o aumento da expressão de Trem1. As redes se apresentam 

mediante setas em cor cinza. O número de redes representa a co-expressão, é dizer, que tem sido encontrado 

(ambos genes) citados na bibliografia cientifica e que tem sido encontrados achados em resultados de 

ensaios biológicos, assim como sua proximidade biológica. GSE94821: Estudo do Enosi e cols, 2029 e 

GSE111642: estudo do Levenson e cols 2018. 
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6. DISCUSSÃO  

 

A nossa abordagem inicialmente contou com a análise de dados provenientes de 

estudos de transcriptômica disponíveis em servidores de domínio público. Um aumento 

na expressão dos genes Trem1 e Trem3 em um modelo in vitro foi demostrado em células 

RAW 264.7, utilizando a cepa murina MNV-1. Esta evidência coincide com o achado de 

Amrun e cols (2020), que avaliaram a relação entre o TREM-1 e um outro vírus (EV-

A71), que também possui tropismo intestinal. Ao mostrar uma expressão do gene Trem1 

no curso temporal da infecção, o perfil transcriptômico (RNA-seq) de PBMCs infectadas 

com EV-A71 demonstrou diferenças importantes no perfil de expressão do receptor que 

estavam diretamente correlacionadas com a virulência da cepa. De forma semelhante ao 

que foi descrito no estudo do Levenson e colaboradores no ano 2018, Amrun e cols 

mostraram mediante análises da expressão de vias de sinalização, que os genes envolvidos 

na via de ativação de TREM-1 estavam aumentados, principalmente nas amostras obtidas 

dos pacientes com o pior prognóstico clínico na infeção por EV-A71. Este aumento 

também foi associado com um aumento da carga viral e expressão gênica de moléculas 

proinflamatórias como Cxcl3, Il1b, Il6 e Ccl2. Posteriormente, utilizando o peptídeo 

LP17 (bloqueador de TREM-1), eles observaram que a participação do receptor tinha 

maior importância nas primeiras horas de infecção. Este dado está em acordo com os 

obtidos no presente estudo que observou aumento de TREM-1 nas primeiras 8 horas de 

infecção. O mesmo comportamento foi encontrado por Levenson e cols utilizando 

BMDM, onde nas primeiras 4 horas existe um aumento dos genes envolvidos na via de 

TREM-1, demonstrado por uma análise de enriquecimento dos grupos gênicos ou Gene 

Set Enrichment Analysis (GSEA). Isto demonstra a importância do TREM-1 na 

imunopatologia viral, destacando-se nas primeiras horas do processo infecioso. 

No presente estudo também observamos maior expressão de genes que codificam 

para produção de citocinas que são importantes na resposta antiviral como Il1b e Tnf 

(Enosi et al 2020). Apesar das diferenças quanto à origem das células e comportamento 

do vírus, é notória a contribuição e o papel do TREM-1 quando ele é expresso nas celulas 

RAW 264.7 e BMDM, onde sua ativação é associada ao aumento da expressão de 

moléculas cruciais ao processo inflamatório, como as quimiocinas CXCL2 e CXCL3. 

Estas moléculas, conhecidas como quimiocinas são proteína pequenas 8–10 kDa, que tem 

sido relacionada com a quimioatração de neutrófilos, migração e a resposta inflamatória 
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pelas células nos sítios das lesões (Al-Alwan et al. 2013; Qu et al. 2023). Assim como 

também foi observado um aumento na expressão genica de proteínas que mediam a 

resposta inflamatória como Nfkb e Myd88.  

O modelo de infecção em murinos, embora apresente limitações, tem auxiliado na 

compreensão das interações entre o MNoV e o hospedeiro. Dessa forma, o fato de utilizar 

estudos de transcriptômica com base em modelos in vitro utilizando macrófagos murinos 

permite associar eventos celulares, já que existem similaridades estruturais entre o NoV 

e o MNoV (Taube et al., 2010) a análise de dados de transcriptômica em macrófagos 

ganha relevância ainda maior, especialmente na infecção causada por um vírus com 

tropismo para essa célula que está presente no MALT (Grau et al. 2017) que é o sítio 

próximo da infeção entérica pelo NoV. Apesar da relação entre TREM-1 e outros vírus 

já ter sido identificada (Mohamadzadeh et al. 2006; Denner et al. 2013; Ruiz et al. 2014; 

Roe et al. 2014; Campbell et al. 2019; Hyun et al. 2019; Amrun et al. 2020), nenhum 

estudo havia mostrado até o momento, uma relação direta entre esse receptor e o NoV. 

Considerando que a interação do CD300lf foi descrita na infecção utilizando o 

MNoV, e com base nos resultados de análise transcriptômica, realizamos um estudo da 

interação do receptor TREM-1 murino com o segmento P da proteína VP1 murina. O 

domínio P possui três alças antigênicas importantes que são reconhecidas pelo sistema 

imune, a alça A′-B′ (aminoácidos da posição 299 a 300), a alça C′-D′ (aminoácidos da 

posição 342 ao 350) conhecido também como a alça conservada, e a alça E′-F′ 

(aminoácidos 378 ao 388) ou alça variável (Taube et al. 2010). O uso da estrutura do 

domínio P da proteína VP1 do MNoV se justifica pelo fato do modelo murino ser aceito 

para mimetizar a infecção do NoV (Wobus et al. 2006). 

Na interface de interação obtida pelo ensaio do docking molecular entre ambas as 

estruturas, foi evidenciado que 60% dos aminoácidos que estão presentes no segmento 

P2 da proteína VP1 do MNoV interagem com o CDR1 do domínio Ig do TREM-1. Uma 

das características da região P2 é que corresponde à sequência hipervariável da proteína 

VP1, demonstrando que esse é o domínio principal para ligação dos receptores celulares 

(Tan et al. 2005). Embora, na interação entre o CD300lf e o segmento viral P2 do MNoV 

tenha sido descrita uma interação entre CDR3 e C'-C' do CD300lf (Nelson et al. 2018). 

Nossos resultados mostraram uma interação com a porção CDR1 de TREM-1 com a 

região C′-D′ dos segmentos P2 da VP1. É necessário ressaltar que os CDRs são definidos 
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como estruturas terciárias que estão presentes em anticorpos e proteínas da Ig-SF que 

interagem com os antígenos. Cada CDR tem entre 100 e 115 aminoácidos 

individualmente. A interação inicial do antígeno com esta estrutura é necessária para 

desencadear uma resposta imune celular e humoral. Dentre eles, o CDR que oferece a 

maior variabilidade é o CDR3 devido à sua hipermutabilidade e ao número de 

aminoácidos presentes (Dermody et al. 2009; Kunik et al. 2012). Nesse sentido, Piña 

(2009) demostrou em monócitos humanos estimulados com LPS, que embora o CDR1 

não gere uma resposta inflamatória exacerbada, a ativação dessa região no TREM-1 gera 

respostas celulares e produção de citocinas. Dessa forma, é possível sugerir que o TREM-

1 murino reconhece segmentos conservados utilizando o CDR1. 

Além da contribuição do TREM-1 murino, o TREM-3, que em humanos se 

codifica como um pseudogene, possui função importante em camundongos. Ele mimetiza 

as atividades do TREM-1 em camundongos, como amplificador do processo inflamatório 

(Chung et al. 2002). Diante disso, é natural que o TREM-3 também fosse testado quanto 

à contribuição na interação com o MNoV por ter sido observado como um gene 

aumentado no estudo de transcriptômica de Enosi e cols (Enosi et al., 2019). Infelizmente, 

como a estrutura do TREM-3 não está cristalografada, ela precisou ser modelada no 

UNIPROT para realizarmos algumas análises. O valor da energia livre de ligação foi 

melhor do que o observado para o TREM-1. Adicionalmente, o TREM-3 reconhece a 

VP1 também na porção da alça C-D´ da VP1. A ausência de estrutura cristalografada de 

TREM-3 inviabiliza fazer algumas comparações com o TREM-1, como por exemplo, 

identificar quais CDRs estão envolvidos na identificação das moléculas e a quantidade de 

aminoácidos envolvidos no processo. Apesar disso, como a mesma porção da proteína 

viral que interage com o TREM-1 parece ser a que interage com o TREM-3, podemos 

inferir que a região CDR1 é que está envolvida no processo de reconhecimento da 

proteína viral em murinos.  

Como foi observada a interação entre as proteínas virais do MNoV com o TREM-

1 e o TREM3 murinos, procuramos observar a interação no modelo humano. No presente 

estudo, em função da quantidade de sequências existentes do NoV, precisamos definir 

quais seriam utilizadas. Dessa forma, utilizou-se a primeira cepa sequenciada, 

denominada cepa Bistrol (1987), e as demais obtidas nos anos de 2010, 2012, 2014, 2016 

e 2019 mediante análises filogenéticas.  
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Nos testes de cada ano encontramos o reconhecimento de segmentos conservados 

da proteína VP1 do NoV, como os segmentos S e P1 pelo TREM-1 humano, o que sugere 

que os segmentos conservados não sofreram ao longo do tempo modificações em suas 

sequências permitindo a identificação por receptores da imunidade inata (Li et al. 2021). 

Da mesma forma, as simulações de DM mostraram que esta ligação pode ocorrer 

espontaneamente e de forma estável na natureza. No docking molecular observou-se a 

presença frequente dos aminoácidos que fazem parte da região CDR3 do TREM-1 na 

interação com a proteína viral VP1, mais especificamente com o segmento conservado 

P1. Estes dados sugerem fortemente que, além do TREM-1 poder estar envolvido na 

imunopatogênese gerada pela infecção por NoV, ele pode atuar como um co-receptor 

viral. De forma semelhante, outro estudo do nosso grupo, mostrou que a região CDR3 do 

TREM-1 é a principal envolvida no reconhecimento de outros ligantes como Tag7 

(PGLYRP1), actina, HMGB1, eCIRP e Hsp70 e (Matos et al., 2023). 

As diferenças observadas na participação das regiões de CDR quando comparados 

os resultados do receptor murino e humano, pode, pelo menos em parte, estar relacionada 

a diversidade das cepas do vírus. Por um lado, o MNoV é utilizado em ambientes 

controlados em animais livres de patógenos específicos, o que por si só, já caracteriza 

grande divergência sobre o padrão de infecção observado em humanos. Por outro lado, 

em humanos, existe um genogrupo principal (GII.4) de infecção, que a cada dois-três anos 

é submetida a pressão seletiva, gerando assim, uma diversidade de cepas do mesmo 

genótipo com distribuição global. De forma semelhante, além da evidência mostrada nos 

ensaios de DM, também demonstrarmos um aumento da energia livre de ligação nas 

interações ao longo dos anos, o que sugere fortemente que essa interação aconteça 

efetivamente em humanos. Isto reforça a possibilidade do TREM-1 atuar como 

correceptor viral na infeção pelo NoV.   

Se por um lado, os dados do presente estudo sugerem que o TREM-1 possa atuar 

como correceptor na infecção pelo NoV, por outro, o perfil de interação com os CDRs e 

e a ativação de vias de sinalização associadas ao receptor, podem estar associadas a 

aspectos fundamentais da fisiopatologia da infecção pelo vírus, tais como: sobrevivência 

celular como mecanismo de evasão do sistema imune (Yuan et al. 2014; Gibot et al 2019) 

e o aumento na produção de TNF-α pela interação dos CDR2 e CDR3 (Piña 2009).  
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Nesse sentido, buscou-se estabelecer uma relação entre o TREM-1 e o processo 

de morte celular induzida pelo MNoV para fazer uma extrapolação do que poderia 

acontecer no modelo humano. Utilizando novamente os dados de transcriptômica, nossas 

redes de interação mostraram uma associação no aumento da expressão do gene de Trem1 

com genes envolvidos na via de piroptose. Uma das associações mais interessantes foi 

com o gene da Il1b. Esses dados estão em acordo com o estudo de Dubois e cols (2019) 

que demonstrou que macrófagos derivados de camundongos Stat1-/- apresentam ativação 

do inflamassoma durante a infecção pelo MNoV. Mesmo após indução da resposta 

inflamatória intracelular, foi observado um aumento da atividade da Gasdermina D 

(GSDMD) e uma maior produção de IL-1β, resultando em morte celular por piroptose.  

Desta forma, pode-se sugerir que durante a infeção pelo NoV, a ativação de 

TREM-1 também pode resultar na ativação de inflamassoma e a consequente morte 

celular por piroptose que é mais retardada quanto à apoptose em termos de tempo 

(Taabazuinget al., 2017). Tal fato, é reforçado pela expressão de genes associados a 

integridade da membrana mitocondrial e ao aumento da sobrevivência celular, sugerindo 

um evento orquestrado pela atividade deste receptor ao induzir a expressão das proteínas 

antiapoptoticas da família BCL2, como foi demonstrado em macrófagos infectados com 

HIV (Yuhan et al. 2017). Diante disso, podemos acreditar que o NoV utiliza os 

macrófagos intestinais como sítio replicativo, gerando períodos de latência nos pacientes 

infetados, como já foi demonstrado anteriormente em MNoV, junto com a amplificação 

da resposta imune (Hassan et al. 2020). Em outros vírus de importância para a saúde 

pública, observa-se morte celular induzida por outros mecanismos. Por exemplo, no caso 

do Rotavírus, observa-se com mais frequência a indução de apoptose e necroptose 

(Mukhopadhyay et al., 2022). Na infeção pelo Astrovírus, a ativação da caspase 8 parece 

ser fundamental na indução do apoptose (Guix et al., 2044). Já na infeção do EV-A71, 

que também tem uma relação com expressão do TREM-1 e um tropismo intestinal, os 

tipos de morte celular foram a apoptose e a autofagia (Hu et al., 2023).  

Apesar da piroptose ter se relacionado mais com a atividade de Trem1 do que a 

apoptose, é necessário destacar que a piroptose é um tipo de morte celular. Nossos dados 

sugerem uma dinâmica importante na interação do NoV com humanos. Em um primeiro 

momento, existe uma liberação de moléculas pró-inflamatórias, em seguida, observa-se 

o processo de contra regulação com liberação de moléculas anti-inflamatórias, razão pela 

qual se explica as manifestações leves durante a doença controlada e sua rápida remissão 
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(Glass et al, 2009). Assim, podemos sugerir que o TREM-1 pode ajudar no primeiro 

momento como um amplificador da resposta pro-inflamatória, utilizando os diferentes 

CDR da sua estrutura bioquímica contribuindo no processo de ativação de vias celulares. 

Estudos que visem esclarecer aspectos sobre a interação do NoV com o 

hospedeiro, principalmente aqueles envolvendo a interação do vírus com o sistema 

imune, são de grande importância já que servem como base para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas ou profiláticas. O NoV é conhecido por ser um vírus fastidioso, 

ou seja, não é facilmente cultivado in vitro. Apesar disso, modelos experimentais, 

especialmente envolvendo camundongos, têm sido usados para ajudar a ampliar o 

conhecimento específico da interação deste vírus com o organismo hospedeiro. No 

entanto, essas estratégias apresentam algumas limitações e nem sempre os dados obtidos 

em modelos murinos são representativos do que acontece em seres humanos. Diante 

disso, estratégias que utilizam ferramentas de bioinformática são essenciais para 

esclarecer melhor aqueles aspectos fundamentais dessa complexa relação entre o vírus e 

diferentes mecanismos de interação com o hospedeiro.  

Partindo da identificação do CD300lf como receptor da infecção por MNoV 

(Graziano et al., 2020); e a relação evolutiva e molecular que tem com o TREM-1 

(Colonna 2023), acreditamos que este último possa potencialmente reconhecer os 

mesmos ligantes que o CD300 reconhece (glicoproteínas e lipídios). Assim, é viável 

assumir que o TREM-1 também pode interagir com o NoV e contribuir para o resultado 

de sua infecção. Nossos resultados mostram que o TREM-1 parece possuir importante e 

direto papel na fisiopatologia da infecção provocada pelo NoV, especialmente nos 

períodos iniciais da infecção. Em função da identificação de sítios de interação nos CDR 

do receptor com regiões conservadas do vírus, acreditamos que o TREM-1 possa servir 

como um possível correceptor, que está em acordo com a teoria proposta do uso de 

diferentes receptores na entrada do NoV nas células (Williams et al., 2021). 
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7. CONCLUSÕES  

 

Os resultados apresentados nesse estudo são inéditos, já que até o momento não 

existem estudos que observaram a interação entre TREM-1 e NoV, principalmente, 

utilizando as estratégias do presente estudo. Em função da preservação temporal da 

interação entre o TREM-1 e o NoV, acreditamos que o receptor possa servir como 

correceptor para este vírus, além dos aspectos imunes propriamente ditos. Apesar das 

limitações associados ao cultivo do NoV, abordagens in silico, como as utilizadas nesse 

estudo, são fundamentais e têm grande impacto sobre o conhecimento específico da 

interação do vírus com o organismo humano. Acreditamos que nossos resultados possam 

auxiliar no desenvolvimento de estratégias terapêuticas que tenham como alvo a 

modulação da atividade do TREM-1 e, consequentemente, ajudem a minimizar os 

impactos sobre a saúde pública, bem como melhorar a evolução clínica dos casos que 

evoluem com pior prognóstico. 

 Por fim, podemos inferir que a interação  dos domínios conservados S e P do NoV 

com o domínio Ig do receptor TREM-1 podem gerar três efeitos principais: A) estimular 

a expressão de genes proinflamatórios nas primeiras etapas da infecção, o que aumenta a 

migração de células do sistema imune para o sítio inflamatório; B) favorecer a replicação 

(curto prazo) e latência (longo prazo) do NoV em macrófagos (Mφ) e, C) como foi 

evidenciado nos cálculos das interações intermoleculares, se pode considerar o receptor 

TREM-1 como um bom candidato de possível receptor na infeção pelo NoV (Figura 19).  
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Figura 19: Teoria proposta da interação do NoV com o receptor TREM. Se propõe que a proteína 

VP1 do NoV do GII.4 pode ter interação com TREM-1 que está presente na superfície dos 

Macrófagos (Mφ) que estão residenciados no MALT. Esta interação traz como consequência a ativação 

da via de TREM-1 que age como um importante amplificador da resposta imune inata – resposta antiviral 

(A). A análise de transcriptômica mostrou um aumento da via da piroptose, o que aumenta a produção de 

mediadores inflamatórios. Posterior que acontece a primeira interação entre o NoV e o Mφ, (B) a ativação 

de TREM-1 induz um aumento da integridade da mitocôndria que mantem a supervivência celular o que 

permite agir ao Mφ como um reservatório celular. E dada a identificação na interação de TREM-1 pelos 

CDR2 e CDR3 com os domínios conservados S e P1 da proteína VP1 do NoV GII.4 (C) e a sua proximidade 

evolutiva com o CD300 se traz TREM-1 como um possível correceptor viral na infeção pelo NoV. Fonte: 

feita no Biorender.com. 
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