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RESUMO

FERREIRA, T. L. Perfil eletroforético de rotavirus em amostras fecais
diarréicas e ap0s isolamento em cultura de células da linhagem MAjoa.
[Rotaviruses electropherotyes in diarrhoeal faeces and after isolation in MA1o4
cell cultures]. 2006. 56 f. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2006.

No presente estudo foi analisado o perfil eletroforético de 15 amostras de
rotavirus, sendo 11 de bezerros, 02 de leitdes e 02 de crianga, que foram
cultivadas até a sexta passagem em células da linhagem MA1ps, com o
monitoramento realizado pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE). O objetivo foi comparar o perfil eletroforético de amostras fecais e
apos o isolamento As amostras leitdes nao revelaram mudangas de migragéao
aparente, mas uma amostra apresentou um segmento adicional entre os
segmentos 5 e 6, tanto no material anterior ao cultivo, quanto na amostra
isolada. Em relacdo as amostras de criangas, uma apresentou diferenca na
velocidade de migracao eletroforética. Além disso, uma amostra de bezerro
apresentou um segmento adicional entre os segmentos 5 e 6. Estes dados
ressaltam a importancia da PAGE como uma técnica de triagem de amostras,
que podem, posteriormente serem analisadas por técnicas moleculares mais
especificas. As mudangas de comportamento na migragao eletroforética dos
segmentos genémicos do RNA viral podem ser sugestivas de alteragdo nas
propriedades antigénicas, além do fato de que mudangas que ocorreram in

vitro poderao, também, ocorrer in vivo.

Palavras-Chave: Rotavirus. RNA. Cultivo celular. PAGE. Perfil eletroferotipo.



ABSTRACT

FERREIRA, T. L. Rotaviruses electropherotyes in diarrhoeal faeces and
after isolation in MAjo4 cell cultures. [Perfil eletroforético de rotavirus em
amostras fecais diarréicas e apds isolamento em cultura de células da
linhagem MA14]. 2006. 56 f. Dissertagao (Mestrado em Medicina Veterinaria)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2006.

In the present work, we have analyzed the electrophoretic profile of 15
samples of rotavirus, 11 of calves, 02 of pigs and 02 of children, that have
been cultivated on MA+4 cell up to the sixth passage. The polyacrilamide gel
electrophoresis(PAGE) was used to confirm the viral isolation. The aim of the
work was to compare the electropherotic profile of fecal samples before and
after isolation in MAqo4 cells. The samples from pigs did not reveal apparent
changes in bands migration. However, an additional segment, betweem
segments 5 and 6 was detected, in one fecal sample and after isolation.
Furthermore, one child sample showed differences in the electrophoretic
mobility and also an additional segment was detected between segments 5 —
6 in one sample from a calf. The results emphasize the importance of PAGE
as a technique to screen samples that could be analyzed posteriorly by more
specific molecular techniques. The changes in the electrophoretic profiles of
genomic segments of viral RNA might be suggestive of changes in the
antigenic properties, besides the fact that changes that occurred in vitro may

also happen in vivo.

Key Words: Rotavirus. RNA. Cell culture. PAGE . Electropherotic profile.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

% = porcento

apud= escrito por

et al. = e colaboradores

uL = microlitro

°C = graus Celsius

g= aceleracao da gravidade

dsRNA= acido ribonucléico de fita dupla
nm= nandémetro

mA= miliamper

MEM = meio minimo de Eagle

SFB = soro fetal bovino

mL= mililitro

M= molar

P= passagem

PAGE = eletroforese em gel de poliacrilamida
PBS = solugao salina tamponada com fosfatos
pH= potencial de hidrogénio idnico
g.s.p.= quantidade suficiente para
SDS= duodecilsulfato de sodio
TEMED= tetrametiletilenodiamina

Tris= hidroximetil-aminometano

ug= micrograma

um= micrometro

V= voltagem

v/v = volume/volume

VAS = solugao ativadora de virus
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1 INTRODUCAO

As infecgbes intestinais representam um grave problema tanto em
saude humana quanto animal. As diarréias agudas sao responsaveis por 25 a
30% das mortes em criangas até 5 anos de idade em paises em
desenvolvimento e estdo associadas a morbidade elevada e numero relevante
de hospitalizagcbes de criangas e idosos nos paises desenvolvidos
(LUNDGREN; SVENSSON, 2001). Em animais de produgao, apesar da baixa
mortalidade, causam grandes perdas econ6micas em virtude da alta
morbidade e custos com tratamento (KANEENE; HURD, 1990)

Dentre os diversos agentes envolvidos (incluindo parasitos, virus e
bactérias), os rotavirus sado considerados a causa primaria de diarréia em
bezerros, cordeiros, leitdes e potros (BLOOD; RADOSTISTS, 1989), além de
responderem por aproximadamente 20% dos obitos associados a diarréias
em criangas em seus primeiros 5 anos de vida (LUNDGREN; LENNART,
2001). O virus assume papel peculiar devido a variedade de espécies animais
suscetiveis, a provavel transmissao interespécie e ao potencial zoonético
(COOK, 2004).

As técnicas que envolvem a biologia molecular tais como a eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE), a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) e
0 sequenciamento sao utilizadas, em conjunto com o cultivo em cultura de
célula, com a finalidade de estudos epidemiolégicos que buscam um
esclarecimento a respeito da diversidade genética dos rotavirus (MAUNULA;
VON BONSDORFF, 2002; NAKAGOMI et al., 1988).

O cultivo celular dos rotavirus apresenta diversas finalidades, tais como
diagnostico e avaliacdo da infectividade, além de ser uma etapa
imprescindivel como ponto de partida para a aplicagdo de técnicas
moleculares, para aumento de sensibilidade (CUMINO et al.,1998; RAMOS et
al., 2000; RANSHING; KELKAR, 2003).
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A analise de eletroferdtipos representa uma importante metodologia no
estudo epidemiologico dos rotavirus. Diferengas no padrdo de migragao
podem estar relacionadas a alteracbes na sequéncia de nucleotideos, tais
como as resultantes de reagrupamentos genéticos (GAULT et al., 2001;
WATANABLE et al., 2001).

Assim, a comparagdo do perfil de migracdo eletroforética dos
segmentos gendmicos antes e apos o cultivo em cultura de células pode
ajudar na obtengdo de dados relevantes a serem pesquisados por outras
técnicas de biologia molecular, tal como o sequenciamento de segmentos
gendmicos envolvidos na codificacdo de proteinas ligadas as estruturas

antigénicas dos rotavirus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os primeiros relatos da existéncia dos rotavirus ocorreram em 1969,
através da reproducao experimental de um quadro de diarréia em bezerros
onde foi possivel identificar, por microscopia eletrénica, particulas virais que
foram denominadas Nebraska Calf Diarrhea Virus (NCDV). Nesta ocasiao foi
utilizado como inoculo um filtrado de material fecal, oriundo de bezerros com
diarréia severa, livre de bactérias (MEBUS et al., 1969).

A deteccao de NCDV em varios surtos de diarréia em 69 propriedades
de criagdo localizadas nos Estados de Nebraska, Dakota do Sul, lllinois e
California (WHITE et al., 1970) ja fazia prever que seriam ubiquitarios.

O virus foi descrito como patégeno humano por Bishop et al. (1973).
Através da microscopia eletrénica, foram detectadas particulas de 70nm de
didmetro associadas com diarréia aguda em criangas. No Brasil o virus foi
diagnosticado pela primeira vez em Belém, por microscopia eletrénica de
amostras de criangas com gastrenterite (LINHARES et al.,1977).

O rotavirus é classificado como um género na familia Reoviridade.
Dentre as seis familias virais existentes que possuem RNA de fita dupla
(dsRNA), a Reoviridade é considerada a mais abrangente, com maior
variedade de hospedeiros (NIBERT; SCHIFT, 2001).

O nome rotavirus deve-se ao fato das particulas apresentarem
morfologia esférica, com aspecto de roda radiada (latim: rota = roda). A
particula viral completa mede aproximadamente 60-70nm de diametro. O
virion ndo apresenta envelope, o que o torna resistente a solventes lipideos. O
capsideo possui simetria icosaédrica, sendo constituido de trés camadas
concéntricas, a saber: capsideo externo, interno e core. Esta ultima camada
contém o genoma, constituido por um RNA de fita dupla (dsRNA) com 18522
pares de base (pb) e segmentado em 11 segmentos, que variam de 667 pb

(segmento 11) a 3302 pb (segmento 1) e massa molecular entre 2 x 10° e 2,2
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x 10° daltons. Estes segmentos se distribuem em quatro agregados de
migracao eletroforética (eletroferotipos) e sdo numerados de acordo com a
ordem de migracdo na PAGE, sendo o segmento 1 o mais lento e assim
sucessivamente. Nos rotavirus do grupo A (RV-A) distribuem-se em quatro
agregados de migragéo, sendo o primeiro constituido pelos segmentos 1, 2, 3
e 4, o segundo pelos segmentos 5 e 6, o terceiro pelos segmentos 7, 8 € 9
(que parecem formar um segmento triplo) e o quarto pelos segmentos 10 e 11
(Figura 1). Estes quatro agregados de migragédo caracteristica constituem o
perfil de migragdo eletroforética ou eletroferétipo (ESTES, 2001; ESTES;
COHEN, 1989; RAMING, 1994; NAKAGOMI et al., 1988).

Cada segmento € responsavel pela codificagdo de pelo menos uma
proteina especifica. Desta forma, observam-se seis proteinas estruturais,
denominadas VP (viral proteins), seguida por numeros (VP1—-VP7), e seis
nao estruturais, denominadas NS, seguida pelo numero Desta forma, os
segmentos 1, 2 e 3 codificam as proteinas VP1, VP2 e VP3, respectivamente.
O segmento 6 codifica a proteina VP6. Os segmentos 4 e 9 codificam VP4 e
VP7. As proteinas ndo estruturais sao codificadas pelos segmentos 5 (NSP1),
7 (NSP3), 8 (NSP2), 10 (NSP4) e 11 (NSP5 e NSP6). (ESTES, 2001; ESTES;
COHEN, 1989; RAMING, 1994).
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Figura1- Separacéo dos 11 segmentos de RNA por PAGE; proteinas codificadas;
representagdo esquematica da particula viral.

A partir do core emerge o capsideo interno, com capsémeros em
forma tubular, que confere ao virion a forma de roda radiada, no qual se
encontra a proteina VP6, também conhecida por major por ser a maior
proteina estrutural. E a proteina responsavel pela especificidade de grupo,
sendo os rotavirus divididos em sete sorogrupos distintos (A—G). Os
sorogrupos A, B e C sdo encontrados tanto em humanos quanto em animais,
enquanto que os sorogrupos D, E, F e G tem sido encontrados apenas em
animais. O sorogrupo A (RV-A) é o de maior prevaléncia nas infecgbes por
rotavirus, tanto em humanos quanto em animais. Os demais sorogrupos (B —
G) eram antes chamados de pararotaviroses e atualmente sdo denominados
RV-B, RV-C, RV-D, RV-E, RV-F e RV-G, embora ainda persista no dia a dia a
denominacgao de rotavirus ndo- grupo A (KAPIKIAN et al., 2001).

O capsideo externo contém as proteinas VP4 e VP7, que sdo as
responsaveis pela indugcao dos anticorpos neutralizantes sorotipo-especificos
e pelo sistema binario de classificagado dos sorotipos do RV- A. A VP7 é uma
glicoproteina que determina a especificidade para o sorotipo G e a VP4 é uma

protease sensivel que determina a especificidade para sorotipo P. Até o
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momento foram descritos 14 sorotipos G, denominados de G1 a G14 , sendo
10 em humanos e 13 em animais. Para a classificacdo do sorotipo P,
atualmente utilizam-se técnicas nao sorolégicas, como amplificagdo dos
segmentos gendmicos pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), devido a
auséncia de anticorpos monoclonais para todos os sorotipos. Foi proposto um
sistema binario de classificagdo, onde apds o simbolo G coloca-se o sorotipo
e, apos o simbolo P é colocada a classificagdo em gendétipo, entre colchetes.
Até o momento, sdao conhecidos 21 genotipos P e 13 sorotipos P. (ESTES,
2001; ESTES; COHEN, 1989; KAPIKIAN et al., 2001; RAMING, 1994;
TANIGUCHI et al., 1993).

O potencial zoondtico do agente tem sido o alvo de varias pesquisas.
Em 1980 Mayr inseriu o agente dentro do quadro das novas zoonoses virais
emergentes,ressaltando a provavel transmissao interespécie

Nakagomi et al. (1990) analisou a homologia existente entre amostras
humanas e animais e concluiu que a amostra RO1845, oriunda de virus
humano, apresenta grande homologia com a Ca 97, originaria de felinos, e,
também, com a amostra canina RS15, embora em menor grau. Otto et al.
(1990) demonstrou a primeira ocorréncia de RV-C em cées e ressaltou o
possivel papel dos animais na transmissao do rotavirus.

Shift et al. (1994) relatou evidéncias de que criangas poderiam ser
infectadas por virus animais ou por combinagdes de rotavirus humanos e
animais pertencentes ao RV-A. Gabbay et al. (2003) detectaram em céaes o
gendtipo P[3], ja relatado em amostras humanas, além de evidenciarem
anticorpos para rotavirus nestes animais. Nakagomi et al. (2000) concluiram
que a infeccdo humana pela amostra HCR3 teria sido acidental, pois a
amostra seria originalmente circulante em caes e gatos.

Khamrin et al. (2006) analisaram uma amostra humana atipica,
(CHMH222), de classificagdo G3P[3] e encontraram fortes indicios de
transmissao entre humanos, caprinos e simios, devido a semelhanga entre as
amostras CHMH222, GRV (caprinos) e RRV (simio).
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Entretanto, ainda n&o se conhece com clareza os mecanismos
envolvidos na transmissao interespécies, bem como a participacdo dos
animais da gastroenterite infantil. Desse modo, estudos que envolvem a
cadeia epidemiolégica das rotaviroses revestem-se da mais significativa
importancia (GABBAY et al., 2003; VONSOVER et al., 1993)

Os sinais clinicos da infecgdo nos animais s&o anorexia, prostragéo e
diarréia que pode levar a uma grave desidratacdo. Esses sinais nao sao
patognoménicos, o que faz da comprovagao laboratorial um importante
método para um diagnostico concreto. A mortalidade depende de infecgdes
secundarias e pode ser elevada quando se tém associagcbes com E. coli,
Salmonela e Criptosporidium, principalmente nos animais mais jovens
(MEBUS, 1990).

A rotavirose bovina € caracterizada por uma curta imunidade
fornecida pelo colostro, limitada aos primeiros dias apds o parto Acomete,
com maior frequéncia, animais entre a primeira e terceira semanas de vida,
ocorrendo também infec¢des assintomaticas (BLOOD; RADOSTISTS, 1989,
BUZINARO et al., 2000). Os sorotipos G mais prevalentes sdao G6 e G10 e
G8 (BRITO et al., 2000; SATO et al., 1997; SNODGRASS et al., 1990). Em
relacédo ao genotipo P, ja foram descritos P[1], P[5] e P[11]. (BRITO et al.,
2000; GOUVEA et al., 1994; PARWANI et al., 1993).

Em suinos, o virus acomete animais com idade entre uma e oito
semanas, sendo mais comum em animais desmamados sob condi¢gbes de
manejo intensivo, com trés semanas de idade (BLOOD;RADOSTISTS, 1989).
Os sorotipos G caracteristicos de suinos sdo o G5 e o G11,enquanto que os
genotipos P mais frequentes séo P[6] e P[7]. (GOUVEA, et al.,, 1994) As
criagdes sofrem um grande impacto econémico com a morte de animais por
desidratacdo e estresse, atraso no crescimento e custo indiretos com
tratamento. (FU et al., 1989). A fémea é uma importante fonte de infecgao,
podendo eliminar o virus desde 5 dias antes e até duas semanas apods o
parto. Desta forma, o desmame precoce de leitdes aumenta a suscetibilidade
a infeccao (BLOOD; RADOSTISTS, 1989).
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A infeccdo em humanos apresenta graves consequéncias em todo
mundo. Os rotavirus sdo considerados o principal agente causador de diarréia
aguda infantil, resultando em desidratacdo. Estima-se que as rotaviroses
sejam responsaveis por 125 milhdes de casos de gastrenterite infantil,
causando aproximadamente 800 mil mortes por ano em criangas até os cinco
anos de idade (HOSHINO; KAPIKIAN, 2000; LINHARES et al., 2002;
OLIVEIRA; LINHARES, 1999,). Desta forma, sabe-se que durante os
primeiros anos de vida quase toda crianca tera um episédio de diarréia
causado por rotavirus (OLIVEIRA; LINHARES, 1999). Os sorotipos mais
prevalentes sdao G1, G2, G3 e G4. Estudos recentes demonstraram a
participacdo de outros sorotipos em varias regides do mundo, como por
exemplo, a ocorréncia de G5 no Brasil. O gendtipo P mais encontrados € o
P[8], seguido por P[4] e P[6] (GOUVEA; SANTOS, 1999, HOSHINO;
KAPIKIAN, 2000). Adultos em geral apresentam quadros de reinfecgbes muito
comuns, mas com manifestacdbes clinicas minimas ou infeccdes
assintomaticas (KAPIKIAN, 2001). Atualmente, o desenvolvimento de vacinas
abre novas perspectivas no controle dos rotavirus (MUNOZ et al., 2006).

As rotaviroses foram inicialmente diagnosticadas pela visualizagéo
direta através da microscopia eletronica (EM), que tem a vantagem de ser
altamente especifica, devido a morfologia peculiar do agente. (BISHOP, 1973;
KAPIIKIAN et al., 2001) Varias técnicas laboratoriais podem ser usadas no
diagndstico de rotavirus, entretanto, as mais empregadas s&o: ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay, PEREIRA et al., 1985), PAGE
(HERRING et al., 1982) e co-aglutinagdo com estafilococus (DURIGON et al.,
1991) A PAGE apresenta como vantagem a detecgéo de todos os sorogrupos
e nao apenas o sorogrupo A (KLINGENBERG; ESFANDIARI, 1996).

O virus tem uma elevada resisténcia no meio ambiente e sao
eliminados em grande quantidade nas fezes (KAPIKIAN et al., 2001). Esta
resisténcia foi avaliada por Fischer et al. (2002), quando amostras positivas
para rotavirus foram deixadas de maneira n&o intencional em temperaturas

entre 30 e 35° C por mais de 2 meses e mantiveram sua integridade. De
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acordo com Ramos et al. (2000) os rotavirus de suino podem manter a
infecciosidade no material fecal por 32 meses a 10°C.

A contaminagdo ambiental, principalmente da agua, reveste-se de
grande importancia na epidemiologia das rotaviroses. A detec¢gdo em agua de
residéncias onde foi verificado caso de gastroenterite infantil destaca o papel
da agua como via de transmissdo, bem como a necessidade de métodos
eficazes para a detecgdo de virus no meio ambiente (GRATACAP -
CAVALLIER et al., 2000; KITTIGUL et al., 2001; MEHNERT et al., 1997)

A infecciosidade depende da presenca do capsideo externo. O calcio
€ necessario para a estabilidade, provavelmente por agdo na glicoproteina
VP7, mas a concentragdo necessaria € variavel. Tratamentos com agentes
quelantes de célcio como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e o acido
etilenoglicoltetracetico (EGTA) removem o capsideo externo, resultando em
perda da infecciosidade. O virus é estavel em pH entre 3 e 9. O fluorocarbono,
éter, cloroférmio ou desoxicolato ndo alteram a integridade das particulas
virais. O virus é inativado pelo fenol, formalina, cloro e betapropiolactona.
Entretanto, o etanol a 95 % é considerado o desinfetante mais eficiente
(ESTES, 2001).

O isolamento de rotavirus € uma tarefa trabalhosa e dificultada pela
necessidade do uso de tripsina, que atua na clivagem do VP4 em VP5* e VP
8*. As linhagens celulares MA+p4 (rim fetal de macaco Rheseus) e CaCo-2
(adenocarcinoma de colon humano) sao preferencialmente utilizadas no
cultivo (CUMINO et al., 1998; KAPIKIAN et al., 2001). A utilizagao de tripsina
em diferentes concentragdes e passagens seriadas em células da linhagem
MA+s (rim fetal de macaco Rheseus) abriu novas perspectivas para
isolamento de rotavirus animais (ROSALES et al., 2004).

Como os rotavirus possuem dsRNA e segmentado, ha grande
probabilidade de alteracbes na sequéncia nucleotidica. Estes rearranjos
ocorrem com maior frequencia no segmento 11 (RAMING, 1994). Ja foram

detectadas alteragdes in vitro, apds varias passagens em células da linhagem
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MA04, Onde se observou importantes mudancgas no eletroferétipo, decorrentes
de reagrupamentos genéticos (HUNDLEY et al., 1985)

A analise da migragdo dos 11 segmentos de RNA tornou-se um
importante método para diferenciagdo das amostras de rotavirus, dada a
grande variedade de migracao eletroforética. A PAGE, além de ter grande
importancia no diagndstico de rotavirus, representa uma técnica fundamental,
tanto para a diferenciacao de amostras, quanto para a identificagao inicial de
alteracbes através da visualizagcdo de mudancas nos eletroferétipos. Estas
alteragbes podem ou nao ter um significado epidemioldgico relevante.
Amostras de um mesmo sorotipo podem apresentar diferencas no
eletroferdtipo, assim como um mesmo eletroferdtipo pode estar ligado a
diferentes sorotipos (BUZINARO et al., 2000; KAPIKIAN et al., 2001; KOJIMA
et al., 2000; PACINI et al., 1988).

Watanabe et al. (2001) demonstraram que parte desta diversidade
pode ser considerada como resultado de alteracbes na sequéncia de
nucleotideos. Em outros casos, amostras aparentemente idénticas
demonstram diferencas ao serem analisadas através da co-eletroforese
(NAKAGOM I et al., 2002)

A avaliagdo no comportamento de migracao eletroforética utilizando
um sistema hospedeiro tal como o cultivo celular pode permitir a formulagao
de hipbteses acerca de possiveis variagdes genéticas das amostras de
rotavirus, facilitando o direcionamento de técnicas mais especificas, como o

sequenciamento genomico.
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3 OBJETIVOS

O Presente trabalho tem como objetivos:

e analisar o perfil eletroforético de amostras de rotavirus a partir de material fecal;
e realizar o isolamento de amostras em cultura de células da linhagem MAo4;
e analisar possiveis alteracbes na migragdo eletroforética dos segmentos

genomicos do dsRNA viral ocorridas apds o isolamento.



4 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 14 amostras fecais provenientes de animais (12
bezerros e 02 leitdbes) com quadro clinico de diarréia, de varios surtos, de
diferentes propriedades de criagcdo localizadas em diversos municipios do
Estado de Sao Paulo, enviadas para o diagnéstico laboratorial de rotavirus ao
Laboratério de Virologia, do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
e Saude Animal (VPS), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP), que foram positivas para
rotavirus através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE).

Foram utilizadas 04 amostras fecais de criangas com quadro clinico de
gastrenterite aguda, originarias do Hospital de Assisténcia Médico Infantil de
Urgéncia (AMIU), Jacarepagua, Rio de Janeiro, onde foram reconhecidas
como positivas pelo teste de aglutinagdo em latex, com o uso do “Kit” Slidex
Rota-kit 2 © (Biomérieux). Posteriormente, foi realizada a PAGE no
Laboratério de Viroses Veterinarias, do Instituto de Veterinaria (IV) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), com a finalidade de
confirmar a positividade das amostras.O material foi gentiimente cedido pela
professora Maria das Gragas Miranda Danelli, do Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria (DMIV), do IV, da UFRRJ.

4.1 Amostra de virus padrao

Amostra NCDV (Nebraska calf diarrehea virus) de rotavirus bovino,
sorogrupo A, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Takeo Sakai do College of
Bioresource Science da Nihon University, adaptada ao cultivo em células da
linhagem MA+04 € mantida no laboratério de Virologia do VPS, FMVZ, USP.
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4.2 Linhagem celular

Foram utilizadas células da linhagem MA 4, originarias de rim fetal de
macaco Rhesus (ATCC numero CRL-2378.1), gentilmente cedidas pelo Prof.
Dr. Takeo Sakai do College of Bioresource Science da Nihon University,
cultivadas em monocamada com meio minimo de Eagle (MEM) com soro fetal
bovino. As culturas de células foram mantidas, por meio de sucessivos
repiques, no Laboratério de Virologia do VPS, FMVZ, USP.

4.3 Cultura de células

Foram preparadas de conformidade com o seguinte protocolo:

1- 0 meio de crescimento foi desprezado da garrafa pelo lado oposto ao da
monocamada de células, em recipiente apropriado.

2- A monocamada foi lavada com PBS pH 7.2 (Anexo A).

3- Foi adicionado 3 mL de tripsina/versene (Anexo A) e aguardou-se 3
minutos.

4- A tripsina foi desprezada, deixando-se um residuo de aproximadamente 1
mL.

5- A garrafa foi mantida em estufa a 37°C por 10 minutos, colocando a face
da garrafa que contém a monocamada voltada para cima.

6-Observou-se o descolamento da monocamada, pelo manuseio da garrafa.

7-Adicionou-se meio de crescimento [MEM (Biovet®) com 10% de soro fetal
bovino [(Cultilab®)] lavando a superficie interna da garrafa.

7-Homogeneizou-se as células no meio de crescimento e o conteudo foi
dividido igualmente entre as garrafas novas.

8- O volume foi completado com meio de crescimento para 10 mL.

9- As garrafas foram arrrolhadas, identificadas e levadas a estufa a 37 °C,
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acompanhando-se o desenvolvimento da monocamada por meio de um

microscopio optico invertido.

4.4 Cultivo da amostra padrao NCDV de rotavirus bovino

Tendo sido produzidas as monocamadas de MA+o4, com 48 horas de
crescimento, seguiu-se a inoculagdo das mesmas com a amostra NCDV de
rotavirus bovino, utilizada como padrdo, em comparagcdo com as amostras
isoladas, observando-se o protocolo abaixo descrito:
1-Em tubo de ensaio esterilizado, foi adicionado V.A.S. (solugéo ativadora de

virus, contendo tripsina cristalina na proporgao de 5000 ug/mL ) (anexo A)
a semente de virus na proporgao volumétrica de 1:3 (v/v).

2-A mistura foi incubada em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.

3-Desprezou-se 0 meio de crescimento e a monocamada foi lavada com PBS
pH 7.2, transferindo 2 mL do in6culo para monocamadas de células.

4- Foi promovida a adsorc¢éo dos virus as células por 60 minutos em estufa a
37°C.

5- Foi adicionado meio de manutengédo [MEM (Biovet®) sem soro].

6- A garrafa foi mantida em estufa a 37°C e aguardado aparecimento de efeito
citopatico, observando-se as monocamadas em microscopio optico
invertido; o efeito citopatico da amostra NCDV é caracterizado pelo

arredondamento das células e descolamento da monocamada,
normalmente em 24 horas apds a inoculagao.

7-Uma vez observado o efeito citopatico e tendo sido completado um periodo

minimo de 24 horas ap0s a inoculagao, a garrafa foi congelada a -20 °C.
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4.5 Preparo do material fecal

Inicialmente, foi preparada uma suspenséo fecal a 20% em tampao
TRIS 01 M pH 7.3 (Anexo B); apos homogeinizacdo em “vortex” e
centrifugacado a 10000g durante 30 minutos, o sobrenadante foi recolhido e
filtrado primeiramente em unidades filtrantes MILEX-MILLIPORE® de 0,45 um
de porosidade. Em seguida, realizou-se uma nova filtragem, utilizando-se

unidades filtrantes de 0,22 um de porosidade.

4.6 Tratamento com V.A.S.

A suspenséao fecal filtrada foi misturada na proporcdo volumétrica de
3:1 (mL/mL) com V.A.S. e incubada em banho-maria a 37°C durante 30

minutos.

4.7 Inoculagdo das amostras em células

Foram utilizados os mesmos procedimentos descritos por Rosales et al.
(2004):

Primeiramente, o meio de crescimento das monocamadas foi
desprezado, a monocamada lavada com PBS 0,01 M pH 7.2. Adicionou-se
2mL da mistura de suspensao fecal filtrada e tratada com V.A.S (item 4.7); as
garrafas foram levadas para estufa a 37°C durante 1 hora, para adsorgdo
virus-célula. Apds este periodo, acrescentou-se meio de manutencao
contendo tripsina na proporcao de 5 ug/mL de meio, sem que o indculo seja

dispensado e as garrafas foram incubadas em estufa a 37°C para o
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acompanhamento de efeito citopatico. Uma vez observado o efeito citopatico
ou tendo sido completado um periodo de 96 horas apds a inoculagdo, as
garrafas foram congeladas a -20 °C. Para a confirmacao do efeito citopatico e
consequente certificacdo do isolamento, dois procedimentos foram utilizados:
realizagdo de seis passagens seriadas de cada amostra e a utilizagdo da
prova de PAGE para visualizagdo dos segmentos do dsRNA, confirmando a
presenca do rotavirus.

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram
comportamento de migragao eletroforética compativel com a amostra padréao
NCDV.

4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

Foram seguidos os procedimentos preconizados por Herring et al.
(1982), com algumas modificagdes. O material fecal foi suspenso em tampéao
TRIS 0,1 M pH 7.3, homogeneizado em “vortex” e centrifugado a 10000g
durante 30 minutos; o sobrenadante foi entdo utilizado. Para as amostras de
cultivo, as aliquotas foram recolhidas diretamente das garrafas, apds o

descongelamento das mesmas.

4.8.1 Extracdo do RNA viral

Foi realizado de acordo com o seguinte protocolo:
1- Em um tubo de ensaio contendo 40 uL de SDS 10% (anexo B), foi
adicionado 1 mL da amostra e 0 mesmo foi incubado por 30 minutos em
banho-maria a 37°C.

2- Decorrido esse periodo, adicionou-se 40 uL de fenol destilado e 40 uL de

26



cloroférmio; homogeneizou-se em “vortex” e aguardou-se 15 minutos, com
agitacao durante esse periodo.

3- O material foi centrifugado a 1000g durante 15 minutos.

4- O sobrenadante foi recolhido e transferido para outro tubo contendo 100 plL]
de NaCl 20% e adicionou-se 1 mL de etanol absoluto; agitou-se bem.

5- O material foi incubado por uma noite (18 horas) em freezer a -20°C.

6- Centrifugou-se a 20000g durante 30 minutos.

7- O sobrenadante foi desprezado e deixou-se o tubo secar bem.

8- Adicionou-se ao precipitado 15 uL de dissociador de RNA (anexo B).

9- Incubou-se em banho-maria a 37°C durante 30 minutos.

10- O material foi adcionado ao gel de poliacrilamida.

4. 8.2 Preparo do gel de poliacrilamida

Foi realizado de acordo com o seguinte protocolo:

1-primeiramente, as placas de vidro, os espagadores e o pente foram limpos e
Secos.

2-Os espacadores foram colocados sobre uma das placas, em posi¢ao
horizontal, sobrepondo a outra restante.

3-Prendeu-se com garras metalicas e, posteriormente, foi promovido o correto
ajuste das pecas.

4- As extremidades foram vedadas com agar a 2%.

5-0 conjunto foi colocado em posigao vertical, apoiado sobre as garras,
mantendo um correto nivel horizontal no espago destinado ao gel.

6-Adicionou-se o lower-gel a 7,5 % (Anexo B) até o nivel ligeiramente inferior
a extremidade do pente.

7-Aguardou-se a polimerizagao (aproximadamente 30 minutos).

8- Adicionou-se o top-gel 3,5% (Anexo B), o pente foi inserido e aguardou-se

a polimerizagao.
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4 .8.3 Corrida eletroforética

1-As garras foram soltas da parte inferior do conjunto; a vedagao e o
espacgador da base foram retirados.

2-As placas montadas ao suporte de eletroforese vertical foram fixadas, com o
auxilio das garras, evitando a formagao de bolhas.

3-Os reservatérios foram preenchidos com tampao de corrida (Anexo B).

4-Eliminou-se bolhas de ar que se formaram no conjunto com o auxilio de
seringa e agulha.

5-0 pente foi cuidadosamente retirado, evitando-se danificar as canaletas;

6-Depositou-se 15 ul de cada amostra a ser testada nas canaletas do gel, com
o auxilio de uma microseringa.

7-Conectou-se os “plugs” da fonte de eletricidade .

8- A corrente foi ajustada para 20 mA.

9-A corrida foi realizada durante aproximadamente 2 horas (apos a passagem
da linha de corante pelo limite inferior das placas, aguardou-se 30 minutos
para que ocorresse adequada separagao dos segmentos de dsRNA e o

sistema foi desligado).

4.8.4 Coloragao do gel com nitrato de prata

1-As placas foram retiradas do suporte.

2-Retirou-se uma das placas de vidro.

3-Eliminou-se o top-gel e foi realizado um pequeno corte na margem superior
esquerda do gel para que se pudesse ter certeza da posigao do gel.

4-0 gel foi deslizado pela placa de vidro para um recipiente apropriado.

5- O gel foi lavado 3 vezes com agua bidestilada.
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6-Adicionou-se etanol-acido acético (Anexo B), aguardou-se 30 minutos com
agitacdes periddicas suaves em agitador do tipo “Kleine”.

7- A solugao anterior foi desprezada.

8- Foi adicionado nitrato de prata 0,011 M (Anexo B). Aguardou-se 60
minutos, com agitacdo suave em agitador do tipo "Kleine".

9- A solucéo anterior foi desprezada.

10- O gel foi lavado 3 vezes com agua bidestilada para que todo o residuo de
nitrato de prata fosse removido.

11-Adicionou-se a solugéo reveladora (Anexo B), controlando o aparecimento
das bandas.

12 — A solugao reveladora foi desprezada.

13 —O gel foi lavado 3 vezes com agua bidestilada.

14- Foi adicionado acido acético a 5% (Anexo B), aguardou-se 15 minutos;

15-0 gel foi lavado 2 vezes com agua bidestilada..

16-Adicionou-se etanol a 10%(Anexo B).

17- O gel foi examinado com auxilio de transluminador e fotografado, quando

necessario.

4.9 Co-eletroforese

Para a comparagéo do perfil de migragao eletroforética antes e apds o
cultivo, foi realizada a co-eletroforese. Para cada amostra, foram utilizadas
trés canaletas: uma contendo 15uL da amostra de material fecal anterior ao
cultivo, outra com uma mistura de 10uL da amostra fecal anterior ao cultivo e
10 uL da mesma amostra adaptada em cultura de células e a terceira com 15
uL da amostra adaptada ao cultivo. Desta forma, observa-se, em paralelo e
concomitantemente, o comportamento de migragdo eletroforética dos
segmentos do dsRNA antes e apds a adaptagao ao cultivo celular.

Os procedimentos adotados foram os mesmos do item 4.9
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5 RESULTADOS

Dentre as 18 amostras estudadas, 12 provenientes de bezerros, 02 de
leitdes e 04 de criangas exibiram perfil de migracao eletroforética compativel
com o sorogrupo a (RV-A), tal como o apresentado pela amostra padrao
NCDV.

Quando submetidas ao isolamento, através do cultivo em monocamada
de células da linhagem MA104, 03 amostras de bezerros e 02 de criangas
acarretaram citotoxicidade; em duas amostras a citotoxicidade foi
contornada pela diluigdo da amostra em partes iguais (V/V) de meio MEM; a
outra amostra, bem como as 02 de criangas foram descartadas.

As 15 amostras foram, entao, cultivadas até a sexta passagem seriada e
apresentaram, em 48 horas, efeito citopatico (ECP) bem caracteristico,
bastante semelhante ao da amostra padrdo NCDV: arredondamento inicial
das células, com posterior alongamento, perda da refringéncia,
descolamento da monocamada, deixando-a com aspecto rendilhado. A
intensidade do ECP foi diretamente proporcional ao aumento do numero de
passagens e o congelamento sempre foi realizado antes que se observasse

a destruicao total da monocamada (Figuras 2 a 5).
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Figura 2 - Monocamada de cultura de células MA4y4 com 48 horas, pronta para
inoculagédo, aumento de 20x

Figura 3 - Efeito citopatico de rotavirus humano, 4°passagem, com 48 horas apos
inoculagéo, aumento de 20x.
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Figura 4- Efeito citopatico de rotavirus bovino, 6° passagem, com 48 horas apods
inoculagéo, aumento de 4x

Figura 5 - Efeito citopatico de rotavirus suino, 5° passagem, com 48 horas apos inoculagéo,
aumento de 4x.

O monitoramento das passagens, realizado pela PAGE, confirmou a

presenca dos rotavirus e na sexta passagem seriada foi possivel a visualizagao

de todos os segmentos de dsRNA.
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Concluida a sexta passagem seriada de todas as amostras, procedeu-se a
co- eletroforese, utilizando-se a amostra fecal (anterior ao cultivo) e a amostra
isolada (adaptada ao cultivo).

Em uma primeira etapa foram analisadas as amostras de origem bovina
01/04; 02/04; 03/04; 04/04 e a amostra de origem suina 05/04. Em nenhuma
delas foi verificada mudanga aparente no perfil de migracédo eletroforética dos
segmentos do dsRNA. A amostra 05/04 apresentou um segmento a mais entre os
segmentos 5 e 6, fato este confirmado na co-eletroforese e na amostra posterior
ao cultivo (Figura 6). .

Em uma segunda etapa, as amostras 01/05; 04/05; 05/05 e 06/05 foram
submetidas a PAGE e co-eletroforese. Neste caso, néo foi possivel identificar
mudangas em relacdo as amostras 04/05, 05/05 e 06/05. A amostra 01/05,
quando cultivada em células, parece revelar um perfil eletroforetico um pouco
mais lento, quando comparado a amostra original (Figura 7).

Na terceira etapa foram analisadas as amostras 12/05; 11/05; 09/05 e
07/05. Nao foi possivel identificar qualquer mudanga no perfil de migragao
eletroforética em nenhuma das amostras em questao (Figura 8).

Por ultimo, em uma quarta etapa foram analisadas as amostras 02/05 e
10/05. Além disso, as amostras 04/05, 05/05 e 11/05 foram retestadas para
confirmagao de resultado, mas continuaram n&o apresentando mudangas no
perfil de migracdo.Entretanto a amostra 10/05 apresentou um perfil eletroforético
diferente, com presenca de um segmento a mais entre os segmentos 5 e 6 e (

Figuras 9 e 10)
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]

1 Controle negativo.

2 Amostra 01/04 (origem bovina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
3 Amostra 02/04 (origem bovina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
4 Amostra -03/04(origem bovina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
5 Amostra 04/04 (origem bovina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
6 Amostra 05/04(origem suina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
7 NCDV (controle positivo);

Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida: co-eletroforese para comparagao do perfil
eletroforetico entre amostras puras e apés cultivo celular (sexta passagem).
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1 NCDV (controle positivo);

2 Amostra 06/05 (origem bovina) — amostra inoculada — co-eletroforese — amostra pura
3 Amostra 05/05 (origem bovina) — amostra inoculada — co-eletroforese — amostra pura
4 Amostra 04/05(origem bovina) — amostra inoculada — co-eletroforese — amostra pura
5 Amostra 01/05(origem humana) — amostra inoculada — co-eletroforese — amostra pura
6 Controle negativo

Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida: co- eletroforese para comparagéo do perfil
eletroforetico entre amostras puras e apds cultivo celular (sexta passagem)
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1 NCDV (controle positivo);
2 Amostra 12/05 (origem bovina) — amostra inoculada; — co-eletroforese — amostra pura

3 Amostra 11/05 (origem bovina) — amostra inoculada; — co-eletroforese — amostra pura
4 Amostra 09/05 (origem bovina)- amostra inoculada; — co-eletroforese — amostra pura
5 Amostra 07/05 ( origem suina) amostra inoculada; — co-eletroforese — amostra pura

6 Controle negativo.

Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida:co-eletroforese para comparagao do perfil
eletroforetico entre amostras puras e apds cultivo celular (sexta passagem).
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1 Controle negativo

2 Amostra 02/05 (origem bovina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
3 Amostra 04/05 (origem bovina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
4 Amostra 05/05(origem bovina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
5 Amostra 10/05 (origem bovina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
6 Amostra 11/05 (origem suina) — amostra pura — co-eletroforese — amostra inoculada
7 NCDV (controle positivo);

Figura 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida: co-eletroforese para comparagao do perfil
eletroforetico entre amostras puras e apos cultivo celular (sexta passagem).
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1 Amostra 02/05 (origem bovina) — amostra pura
2 Amostra 02/05 — co-eletroforese

3 Amostra 02/05 — amostra inoculada

4 Amostra 10/05 (origem bovina) — amostra pura
5Amostra 10/05 - co-eletroforese

6Amostra 10/05— amostra inoculada

Figura10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida: co-eletroforese para comparagéo do perfil
eletroforetico entre amostras puras e apos cultivo celular (sexta passagem).



No quadro 1 encontra-se um resumo das

respectivos resultados.
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amostras utilizadas, com os

Identificagdo | Origem Nimero de | Observacles Mudanca no eletroferotipo
passsagens
01/04 Bezerro 6P Citotoxicidade Sem alteragdes
Recuperada
02/04 Bezerro 6P - Sem alteragdes
03/04 Bezerro 6P - Sem alteragdes
04/04 Bezerro 6P - Sem alteragoes
05/04 Leitao 6P Contaminagao Sem alteragbes - Segmento
adicional
06/04 Crianca 1P Citotoxicidade -
Descartada
01/05 Criancga 6P - Migragéo mais lenta
02/05 Crianca 6P - Sem alteragdes
03/05 Crianga 1P Citotoxicidade -
Descartada
04/05 Bezerro 6P Citotoxicidade Sem alteragdes
Recuperada
05/05 Bezerro 6P - Sem alteragdes
06/05 Bezerro 6P - Sem alteragdes
07/05 Leitdo 6P - Sem alteragdes
08/05 Bezerro 1P Citotoxicidade -
Descartada
09/05 Bezerro 6P - Sem alteragdes
10/05 Bezerro 6P - Segmento adicional entre os
segmentos 5e 6
Migracdo mais rapida
11/05 Bezerro 6P - Sem alteragdes
12/05 Bezerro 6P - Sem alteragdes

Quadro 01 - Relagédo de amostras totais utilizadas, passagens em células (P), com seus
respectivos resultados




6 DISCUSSAO

Os rotavirus podem infectar varias espécies animais, inclusive o homem.
Dada a presenca de um dsRNA e segmentado, a diversidade genOGmica &
relevante e a possivel transmissdo entre diferentes espécies e o homem
sugerem a ocorréncia de rearranjos gendmicos durante a replicagdo viral,
contribuindo para esta diversidade (CARMONA et al., 2006; KAPIKIAN et al.,
2001).

O perfil de migragao eletroforética dos segmentos gendmicos em PAGE
foi inicialmente aplicado na diferenciacdo de amostras humanas e animais
(KALICA; WYATT; KAPIKIAN, 1978). Posteriormente Herring et al. (1982)
modificaram e simplificaram essa metodologia para aplicagédo ao diagnostico
laboratorial das rotaviroses, dada a probabilidade de deteccéo de rotavirus de
diferentes sorogrupos.

Dentro dos RV-A pode haver diferenga no comportamento de migragao
eletroforética desses segmentos gendmicos (ESTES; COHEN, 1989;
KAPIKIAN et al.,, 2001). Contudo, estas mudangas nem sempre refletem
mudanga na estrutura antigénica (GAULT et al., 2001).

Com o avango da biologia molecular surgiram metodologias tais como a
transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR) e
0 sequenciamento genémico, que forneceram informagdes epidemiologicas
mais aprofundadas, relativas, respectivamente, a caracterizacdo dos
genotipos e a genealogia e a filogenia dos rotavirus (GOUVEIA; SANTOS;
TIMENETSKY, 1994 a; 1994 b; OKADA; MATSUMOTO, 2002; RAO;
GOWDA; REDY, 2000)

A PAGE, contudo, continua sendo aplicada em estudos epidemioldgicos,
principalmente para a comparacdo de amostras de surtos e distribuicdo
sazonal (BRITO et al., 2000; BUZINARO et al., 2000)

Dada a probabilidade de segregagao independente, durante, durante o
processo de replicagdo viral dos diferentes segmentos genbmicos
responsaveis pela codificacdo das proteinas virais, o0 rearranjo genético

poderia ser detectado pela alteragdo na migragao eletroforética (BELLINZONI
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et al.,, 1987; MAUNULA; VON BONSDORFF, 2002). Hundley et al. (1985)
demonstraram importantes mudancas no eletroferétipo de amostras de
rotavirus bovino depois de passagens seriadas em células da linhagem MA o4
, com perda do segmento 5 e aparecimento de um segmento adicional entre
os segmentos 1 e 6.

No presente estudo, analisamos inicialmente 18 amostras, sendo 12
provenientes de bezerros, 02 de leitdes e 04 de criancas. Todas as amostras
apresentaram padrdo de migragdo compativel com o eletroferétipo do RV-A.
Ao serem submetidas ao cultivo, através de passagens seriadas em
monocamadas de células da linhagem MA o4, duas amostras de crianga e uma
de bezerro foram descartadas por apresentarem citotoxicidade. As 15
amostras restantes adaptaram-se ao cultivo até a sexta passagem seriada,
seguindo—se os procedimentos preconizados por Rosales et al.,, 2004. A
confirmagdo do isolamento foi realizada pela PAGE, para que se tivesse
certeza de se tratar realmente da replicagdo viral e ndo acao da tripsina
presente na solucéo ativadora de virus € no meio de manutencao.

O perfil de migragao eletroforética da amostra fecal e da amostra
adaptada foi comparado utilizando-se a co-eletroforese, a fim de que se
pudesse ter maior clareza com relagdo a possiveis diferengas de migracéo
dos diferentes segmentos gendmicos.

Na primeira etapa, as amostras 01/04, 02/04, 03/04, 04/04, de origem
bovina e a amostra 05/04, de origem suina (que apresentou um segmento a
mais entre os segmentos 5 e 6) nao apresentaram mudangas aparentes.

Em uma segunda etapa, as amostras, 04/05, 05/05 e 06/05 de origem
bovina, ndo revelaram mudancas aparentes no eletroferotipo. Entretanto, a
amostra 01/05, de origem humana, quando cultivada aparentou um perfil
eletroforetico um pouco mais lento, aparentemente de todos os segmentos.

Em uma terceira etapa ndo foi possivel detectar mudancas de
eletroferotipos nas amostras 12/05; 11/05; 09/05 (origem bovina) e 07/05, de

origem suina.
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Por ultimo, foram analisadas as amostras 02/05 e 10/05, de origem
humana e bovina, respectivamente. As amostras 04/05, 05/05 e 11/05 foram
submetidas a nova analise para confirmacédo de resultado. A amostra 10/05
apresentou um segmento adicional, entre os segmentos 5 e 6.

Das 15 amostras analisadas, duas apresentaram alguma mudanca no
perfil eletroforético. Caso um maior numero de passagens fosse realizado,
seria talvez possivel observar, tal como observaram Hundley et al. (1985) e
Kojima et al. (2000), alteragdes mais evidentes ou mesmo alteragdes em um
maior numero de amostras. Como até a sexta passagem seriada todas as
amostras mostraram-se adaptadas ao cultivo, as alteracbes aqui verificadas
demonstraram que a PAGE é capaz de detectar pequenas mudancas no perfil
de migragao eletroforética dos segmentos gendmicos. A visualizagdo dessas
alteragcbes faz com que possa ser empregada como importante técnica de
triagem para que possam ser posteriormente analisadas por técnicas
moleculares mais especificas, como o RT-PCR e o sequenciamento , para
verificagdo da modificagdo da estrutura antigénica ou outras variabilidades
geneticas dos rotavirus.

Segundo Gouvéa e Brantly (1995) os rotavirus constituem se em uma
populacdo de variantes oriundas de reagrupamentos genéticos, essenciais
em sua evolugdo. Como consequéncia, essa populagcao mista de rotavirus
seria continuamente alterada e disseminada em diferentes hospedeiros
(humanos e animais) e sujeita a selegdo natural imposta pelo ambiente.

Além disso, ha possibilidade de co-infecgdo, ou seja, infecgdo por
mais de uma variante, tal como a amostra 10/05, que apresentou diferencas
na mobilidade eletroforética (ADAH et al., 1997).

Todas essas situagdes podem ser inicialmente detectadas por PAGE
e a partir destas alteragdes observadas na migragao eletroforética dos
diferentes segmentos gendmicos, selecionam-se as amostras a serem
analisadas quanto a diversidade genética e antigenicidade dos rotavirus, ou

mesmo monitoramento de amostras circulantes.
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7 CONCLUSOES

Foi possivel realizar o isolamento de rotavirus em 15 entre 18 amostras
de material fecal, até a sexta passagem seriada em cultura de células da

linhagem MAoa4.

A anadlise de migracédo eletroforética dos segmentos gendmicos da
amostra fecal e apdés o isolamento permitiu que fossem verificadas

alteragcdes em pelo menos 2 das 15 amostras.

A PAGE apresentou-se como uma técnica de triagem bastante
adequada para selecionar amostras com probabilidade de alteragbes
antigénicas que serdo submetidas as técnicas mais complexas, tais

como o Sequenciamento genémico.

O modelo aqui adotado revelou-se bastante util para formulagdes de

hipoteses com aplicagdes de epidemiologia molecular.
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ANEXO A: solucg8es utilizadas nos cultivos celulares e nas inoculacfes de

rotavirus

1. Solucgéo ativadora viral (VAS)

o1

Reagente Quantidade
Acetil — tripsina ( pH=7,2) 1,5mL
Meio de Eagle para manutencao 30mL
2. Acetyl- Tripsina pH= 7.2 (Para 20 mL)
Reagente Quantidade
NaCl 0,16 g
KCI 0,008g
Na2HPO4 0,0012g
KH2PO4 0,0012g
Glicose 0,029
Tripsina em po6 2,09
Agua Mili-Q  q.s.p. 20mL
2.1 Preparo

1. Pipetar aproximadamente 12mL de agua deionizada em um frasco.
Adiconar, sob agitagdo, os componentes na orden indicada, exceto a tripsina.
2. Manter o fraco na geladeira até atingir 4°C.

3. Adicionar a tripsina e ap6s 10 minutos, sob agitagdo, medir o pH, ajustando-
o para 7,2.

4. Completar o volume para 20mL de agua deionizada e gelada.

5. centrifugar 1.000 g por 1 hora, 4°C.

6. Decantar o sobrenadante e filtrar

7. Efetuar o controle de esterilidade em agar sangue e sabouraud.



3 PBS (tampéo fosfato para lavagem de células)

3.1 Solucéao A
Reagente Quantidade
NaCl 8,09
KCI 0,29
Na2HPO4 1,159
KH2PO4 0,29
H20 Milli-Q qg.s.p 800mL
3.2 Solucéo B
Reagente Quantidade
CaCl2 0,149
H20 Milli-Q gs.p...... 100mL
3.3 Solucédo C
Reagente Quantidade
MgCl,.6H,0 0,1g
H,O Milli-Q gs.p...... 100mL
3.4 Preparo:

Autoclavar a 1100C durante 10 minutos. Apds o completo resfriamento, juntar

as trés solugodes
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Anexo B: SolucbBes utilizadas na técnica de eletroforese em gel de

poliacrilamida e coloracéo do gel

1 Solugdes para extragcdo do RNA viral

1.1 Tampéao Tris/HCI 0,1M; pH 7,3; para o preparo das fezes.

Reagente Quantidade
Tris (Base) 12,114 g
CaCl, 0,1662 g
Agua Bidestilada g.s.p. 1000 ml
HCI Concentrado g.s.p. parapH 7,3

1.2 SDS - 10%

Reagente Quantidade
Lauril sulfato de sédio 10,0 g
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

1.3 Dissociador de RNA

Reagente Quantidade
SDS 10% 3,0 ml

Upper - Tris 4x 1,25 ml
2-mercapto-etanol 0,5ml
Glicerol 4,0 ml

Azul de bromofenol 0,5% 100 pl

Agua bidestilada g.s.p. 10,0 ml




2 Solucgbes para o preparo do gel de poliacrilamida

2.1 Acrilamida/ Bis-acrilamida (50/1,3)

Reagente Quantidade
Acrilamida 50,0 g
Bis-acrilamida 1,39

Agua bidestilada g.s.p. 100,0 ml

2.2 Lower Tris 4x (1,5M Tris/HCI; pH 8,8)

Reagente Quantidade
Tris (Base) 18,17 g

HCI concentrado g.s.p. pH 8,8
Agua bidestilada g.s.p. 100,0 ml

2.3 Upper Tris 4x (0,5M Tris/HCI;pH 6,8)

Reagente Quantidade
Tris (Base) 6,06 g

HCI concentrado g.s.p. pH 6,8
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

2.4 Persulfato de amdnio (20 mg/ml)

Reagente Quantidade

Persulfato de Aménio 20 mg

Agua bidestilada g.s.p. 1,0 ml
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2.5 Gel de poliacrilamida

55

Quantidade de Reagente

Gel de corrida 7,5% Gel de empilhamento 3,5%
Solucdo Mae de
aAcrilamida/Bis- 1,02 mL 0,14 ml
acrilamida
Lower Tris 4x 1,76mL | e
Upper Tris4X | == 0,5mL
H20 bidestilada 4,02 mL 1,5 mL
Persulfato de 200 ul S0ul
amonio
TEMED 10 ul 10 pl

3 Solucgdes para o preparo do tampdao de corrida

3.1Solucéo estoque Tris-glicina 4x (solugdo-mae)

Reagente Quantidade

Tris (Base) 12,09

Glicina 57,69

Azida Sdédica 10% 10, O ml

Agua bidestilada q.s.p. 1000 ml
3.2 Tampdo de corrida (ppdt)

Reagente Quantidade

Tris-glicina 4x 60 mi

Agua bidestilada 180 ml




4 Solucgdes utilizadas na revelagcdo do gel por nitrato de prata

4.1 Etanol-acido acético

Reagente Quantidade
Etanol 10 mi
Acido acético 0,5ml
Agua bidestilada q.s.p. 100 ml

4.2 Nitrato de Prata 0,011 M

Reagente Quantidade
Nitrato de prata 0,185¢
Agua bidestilada g.s.p.100 ml

4.3 Solucdo Reveladora

Reagente Quantidade
NaOH 3,75¢g
Formaldeido (40%) 0,95 mi
Agua bidestilada q.s.p.125 ml

4.4 Acido acético 5%

Reagente Quantidade
Acido acético 5ml
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

4.5 Etanol 10%

Reagente Quantidade

Etanol 10 ml

Agua bidestilada q.s.p.100 ml






