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RESUMO 

FERREIRA, T. L. Perfil eletroforético de rotavírus em amostras fecais 
diarréicas e após isolamento em cultura de células da linhagem MA104. 
[Rotaviruses electropherotyes in diarrhoeal faeces and after isolation in MA104 
cell cultures]. 2006. 56 f. Dissertação (Mestrado em Medicina Veterinária) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2006. 
 

 
 No presente estudo foi analisado o perfil eletroforético de 15 amostras de 

rotavírus, sendo 11 de bezerros, 02 de leitões e 02 de criança, que foram 

cultivadas até a sexta passagem em células da linhagem MA104, com o 

monitoramento realizado pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida 

(PAGE). O objetivo foi comparar o perfil eletroforético de amostras fecais e 

após o isolamento As amostras leitões não revelaram mudanças de migração 

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 relação as amostras de crianças, uma apresentou diferença na 

velocidade de migração eletroforética. Além disso, uma amostra de bezerro 

apresentou um segmento adicional entre os segmentos 5 e 6. Estes dados 

ressaltam a importância da PAGE como uma técnica de triagem de amostras, 

que podem, posteriormente serem analisadas por técnicas moleculares mais 

especificas. As mudanças de comportamento na migração eletroforética dos 

segmentos genômicos do RNA viral podem ser sugestivas de alteração nas 

propriedades antigênicas, além do fato de que mudanças que ocorreram in 

vitro poderão, também, ocorrer in vivo.   
 

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

 



 

 

ABSTRACT 

FERREIRA, T. L. Rotaviruses electropherotyes in diarrhoeal faeces and 
after isolation in MA104 cell cultures. [Perfil eletroforético de rotavirus em 
amostras fecais diarréicas e após isolamento em cultura de células da 
linhagem MA104]. 2006. 56 f. Dissertação (Mestrado em Medicina Veterinária) 
– Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2006. 
 

 
In the present work, we have analyzed the electrophoretic profile of 15 

samples of rotavírus, 11 of calves, 02 of pigs and 02 of children, that have 

been cultivated on MA104 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 MA104 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. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

 As infecções intestinais representam um grave problema tanto em 

saúde humana quanto animal. As diarréias agudas são responsáveis por 25 a 

30% das mortes em crianças até 5 anos de idade em países em 

desenvolvimento e estão associadas a morbidade elevada e número relevante 

de hospitalizações  de crianças e idosos nos paises desenvolvidos 

(LUNDGREN; SVENSSON, 2001). Em animais de produção, apesar da baixa 

mortalidade, causam grandes perdas econômicas em virtude da alta 

morbidade e custos com tratamento (KANEENE; HURD, 1990) 

Dentre os diversos agentes envolvidos (incluindo parasitos, vírus e  

bactérias), os rotavírus são considerados a causa primária de diarréia em 

bezerros, cordeiros, leitões e potros (BLOOD; RADOSTISTS, 1989), além de 

responderem  por aproximadamente 20% dos óbitos associados a diarréias 

em crianças em seus primeiros 5 anos de vida (LUNDGREN; LENNART, 

2001). O vírus assume papel peculiar devido à variedade de espécies animais 

suscetíveis, à  provável transmissão interespécie e ao potencial zoonótico 

(COOK, 2004). 

As técnicas que envolvem a biologia molecular tais como a eletroforese 

em gel de poliacrilamida (PAGE), a reação em cadeia de polimerase (PCR) e 

o sequenciamento são utilizadas,  em conjunto com o cultivo em cultura de 

célula, com a finalidade de estudos epidemiológicos que buscam um 

esclarecimento a respeito da diversidade genética dos rotavírus (MAUNULA; 

VON BONSDORFF, 2002; NAKAGOMI et al., 1988).  

O cultivo celular dos rotavírus apresenta diversas finalidades, tais como 

diagnostico e avaliação da infectividade, além de ser uma etapa 

imprescindível como ponto de partida para a aplicação de técnicas 

moleculares, para aumento de sensibilidade (CUMINO et al.,1998; RAMOS et 

al., 2000; RANSHING; KELKAR, 2003). 
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A análise de eletroferótipos representa uma importante metodologia no 

estudo epidemiológico dos rotavírus. Diferenças no padrão de migração 

podem estar relacionadas a alterações na seqüência de nucleotídeos, tais  

como as resultantes de reagrupamentos genéticos (GAULT et al., 2001; 

WATANABLE et al., 2001). 

Assim, a comparação do perfil de migração eletroforética dos 

segmentos genômicos antes e após o cultivo em cultura de células pode 

ajudar na obtenção de dados relevantes a serem pesquisados por outras 

técnicas de biologia molecular, tal como o seqüenciamento de segmentos 

genômicos envolvidos na codificação de proteínas ligadas às estruturas 

antigênicas  dos rotavírus. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

Os primeiros relatos da existência dos rotavírus ocorreram em 1969, 

através da reprodução experimental de um quadro de diarréia em bezerros 

onde foi possível identificar, por microscopia eletrônica, partículas virais que 

foram denominadas Nebraska Calf Diarrhea Vírus (NCDV). Nesta ocasião foi 

utilizado como inoculo um filtrado de material fecal, oriundo de bezerros com 

diarréia severa, livre de bactérias (MEBUS et al., 1969). 

A detecção de NCDV em vários surtos de diarréia em 69 propriedades 

de criação localizadas nos Estados de Nebraska, Dakota do Sul, Illinois e 

California (WHITE et al., 1970) já fazia prever que seriam ubiquitarios. 

O vírus foi descrito como patógeno humano por Bishop et al. (1973). 

Através da microscopia eletrônica, foram detectadas partículas de 70nm de 

diâmetro associadas com diarréia aguda em crianças. No Brasil o vírus foi 

diagnosticado pela primeira vez em Belém, por microscopia eletrônica de 

amostras de crianças com gastrenterite (LINHARES et al.,1977). 

O rotavirus é classificado como um gênero na família Reoviridade.  

Dentre as seis famílias 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 partículas apresentarem 

morfologia esférica, com aspecto de roda radiada (latim: rota = roda). A 

partícula viral completa mede aproximadamente 60-70nm de diâmetro. O 

virion não apresenta envelope, o que o torna resistente a solventes lipídeos. O  

capsídeo possui simetria icosaédrica, sendo constituído de três camadas 

concêntricas, a saber: capsídeo externo, interno e core. Esta última camada 

contém o genoma, constituído 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 105 e 2,2 
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x 106 daltons. Estes segmentos se distribuem em quatro agregados de 

migração eletroforética (eletroferótipos) e são numerados de acordo com a 

ordem de migração na PAGE, sendo o segmento 1 o mais lento e assim 

sucessivamente. Nos rotavírus do grupo A (RV-A) distribuem-se  em quatro 

agregados de migração, sendo o primeiro constituído pelos segmentos 1, 2, 3 

e 4, o segundo pelos segmentos 5 e 6, o terceiro pelos segmentos 7, 8 e 9 

(que parecem formar um segmento triplo) e o quarto pelos segmentos 10 e 11 

(Figura 1). Estes quatro agregados de migração característica constituem o 

perfil de migração eletroforética ou eletroferótipo (ESTES, 2001; ESTES; 

COHEN, 1989; RAMING, 1994; NAKAGOMI et al., 1988). 

 Cada segmento é responsável pela codificação de pelo menos uma 

proteína específica. Desta forma, observam-se seis proteínas estruturais, 

denominadas VP (viral proteins), seguida por números (VP1→VP7), e seis 

não estruturais, denominadas NS, seguida pelo  número Desta forma, os 

segmentos 1, 2 e 3 codificam as proteínas VP1, VP2 e VP3, respectivamente. 

O segmento 6 codifica a proteína VP6. Os segmentos  4 e 9 codificam VP4 e 

VP7. As proteínas não estruturais são 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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Fonte: http://www.iah.bbsrc.ac.uk/dsRNA_virus_proteins/rotavirus%20figure.htm 

 
Figura1- Separação dos 11 segmentos de RNA por PAGE; proteínas codificadas; 

representação esquemática da partícula viral. 
 

A partir do core emerge o capsídeo interno, com capsômeros em 

forma tubular, que confere ao virion a forma de roda radiada, no qual se 

encontra a proteína VP6, também conhecida por major por ser a maior 

proteína estrutural. É a proteína responsável pela especificidade de grupo, 

sendo os rotavírus divididos em sete sorogrupos distintos (A→G). Os 

sorogrupos A, B e C são 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 prevalência nas infecções por 

rotavirus, tanto em humanos quanto em animais. Os demais sorogrupos (B – 

G) eram antes chamados de pararotaviroses e atualmente são denominados 

RV-B, RV-C, RV-D, RV-E, RV-F e RV-G, embora ainda persista no dia a dia a 

denominação de rotavirus não- grupo A (KAPIKIAN et al., 2001). 
 O capsideo externo contém as proteínas VP4 e VP7, que são as 

responsáveis pela indução dos anticorpos neutralizantes sorotipo-específicos 

e pelo sistema binário de classificação dos sorotipos do RV- A.  A VP7 é uma 

glicoproteína que determina a especificidade para o sorotipo G e a VP4 é uma 

protease sensível que determina a especificidade para sorotipo P. Até o 

 
 
VP4 

Core 

VP6 
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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 classificação do sorotipo P, 

atualmente utilizam-se técnicas não sorológicas, como amplificação dos 

segmentos genômicos pela reação em cadeia da polimerase (PCR), devido à 

ausência de anticorpos monoclonais para todos os sorotipos. Foi proposto um 

sistema binário de classificação, onde após o símbolo G coloca-se o sorotipo 

e, após o símbolo P é colocada a classificação em genótipo, entre colchetes. 

Até o momento, são 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 zoonótico do agente tem sido o alvo de várias pesquisas. 

Em 1980 Mayr  inseriu o agente dentro do quadro das novas zoonoses virais 

emergentes,ressaltando a provável transmissão interespécie 

Nakagomi et al. (1990) analisou a homologia existente entre amostras 

humanas e animais e concluiu que a amostra RO1845, oriunda de vírus 

humano, apresenta grande homologia com a Ca 97, originária de felinos, e, 

também, com a amostra canina RS15, embora em menor grau. Otto et al. 

(1990) demonstrou a primeira ocorrência de RV-C em cães e ressaltou o 

possível papel dos animais na transmissão do rotavirus.  

Shift et al. (1994) relatou evidências de que crianças poderiam ser  

infectadas por vírus animais ou por combinações de rotavirus humanos e 

animais pertencentes ao RV-A. Gabbay et al. (2003) detectaram em cães o 

genótipo P[3], já relatado em amostras humanas, além de evidenciarem 

anticorpos para rotavirus nestes animais. Nakagomi et al. (2000) concluíram 

que a infecção humana pela amostra HCR3 teria sido acidental, pois a 

amostra seria originalmente circulante em cães e gatos. 

Khamrin et al. (2006) analisaram uma amostra humana atípica, 

(CHMH222), de classificação G3P[3] e encontraram fortes indícios de 

transmissão entre humanos, caprinos e símios, devido a semelhança entre as 

amostras CHMH222, GRV (caprinos) e RRV (simio). 
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 Entretanto, ainda não se conhece com clareza os mecanismos 

envolvidos na transmissão interespécies, bem como a participação dos 

animais da gastroenterite infantil. Desse modo, estudos que envolvem a 

cadeia epidemiológica das rotaviroses revestem-se da mais significativa 

importância (GABBAY et al., 2003; VONSOVER et al., 1993) 

Os sinais clínicos da infecção nos animais são anorexia, prostração e 

diarréia que pode levar a uma grave desidratação. Esses sinais não são 

patognomônicos, o que faz da comprovação laboratorial um importante 

método para um diagnostico concreto. A mortalidade depende de infecções 

secundárias e pode ser elevada quando se têm associações com E. coli, 

Salmonela e Criptosporidium, principalmente nos animais mais jovens 

(MEBUS, 1990). 

A rotavirose bovina é caracterizada por uma curta imunidade 

fornecida pelo colostro, limitada aos primeiros dias após o parto Acomete, 

com maior freqüência, animais entre a primeira e terceira semanas de vida, 

ocorrendo também infecções assintomáticas (BLOOD; RADOSTISTS, 1989, 

BUZINARO et al., 2000). Os sorotipos G mais prevalentes são G6 e  G10  e 

G8 (BRITO et al., 2000; SATO et al., 1997; SNODGRASS et al., 1990). Em 

relação ao genótipo P, já foram descritos P[1], P[5] e P[11]. (BRITO et al., 

2000; GOUVÊA et al., 1994; PARWANI et al., 1993). 

Em suínos, o vírus acomete animais com idade entre uma e oito 

semanas, sendo mais comum em animais desmamados sob condições de 

manejo intensivo, com três semanas de idade (BLOOD;RADOSTISTS, 1989). 

Os sorotipos G característicos de suínos são o G5 e o G11,enquanto que  os 

genotipos P mais freqüentes são P[6] e P[7]. (GOUVEA, et al., 1994) As 

criações sofrem um grande impacto econômico com a morte de animais por 

desidratação e estresse, atraso no crescimento e custo indiretos com 

tratamento. (FU et al., 1989). A fêmea é uma importante fonte de infecção, 

podendo eliminar o vírus desde 5 dias antes e até duas semanas após o 

parto. Desta forma, o desmame precoce de leitões aumenta a suscetibilidade 

à infecção (BLOOD; RADOSTISTS, 1989). 
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A infecção em humanos apresenta graves conseqüências em todo 

mundo. Os rotavírus são considerados o principal agente causador de diarréia 

aguda infantil, resultando em desidratação. Estima-se que as rotaviroses 

sejam responsáveis por 125 milhões de casos de gastrenterite infantil, 

causando aproximadamente 800 mil mortes por ano em crianças 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 criança terá um episódio de diarréia 

causado por rotavírus (OLIVEIRA; LINHARES, 1999).  Os sorotipos mais 

prevalentes são G1, G2, G3 e G4. Estudos recentes demonstraram a 

participação de outros sorotipos em várias regiões do mundo, como por 

exemplo, a ocorrência de G5 no Brasil. O genótipo P mais encontrados é o  

P[8], seguido por P[4] e P[6] (GOUVEA; SANTOS, 1999, HOSHINO; 

KAPIKIAN, 2000). Adultos em geral apresentam quadros de reinfecções muito 

comuns, mas com manifestações clinicas mínimas ou infecções 

assintomáticas (KAPIKIAN, 2001). Atualmente, o desenvolvimento de vacinas 

abre novas perspectivas no controle dos rotavírus (MUNOZ et al., 2006). 

As rotaviroses foram inicialmente diagnosticadas pela visualização 

direta através da microscopia eletrônica (EM), que tem a vantagem de ser 

altamente específica, devido à morfologia peculiar do agente. (BISHOP, 1973; 

KAPIIKIAN et al., 2001) Várias técnicas laboratoriais podem ser usadas no 

diagnóstico de rotavirus, entretanto, as mais empregadas são: ELISA 

(Enzyme-linked Immunosorbent Assay, PEREIRA et al., 1985), PAGE 

(HERRING et al., 1982) e co-aglutinação com estafilococus (DURIGON et al., 

1991) A PAGE  apresenta como vantagem a detecção de todos os sorogrupos 

e não apenas o sorogrupo A (KLINGENBERG; ESFANDIARI, 1996).  

O vírus tem uma elevada resistência no meio ambiente e são 

eliminados em grande quantidade nas fezes (KAPIKIAN et al., 2001). Esta 

resistência foi avaliada por Fischer et al. (2002), quando amostras  positivas 

para rotavirus foram deixadas de maneira não intencional em temperaturas 

entre 30 e 350 C por mais de 2 meses e mantiveram sua integridade. De 
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acordo com Ramos et al. (2000) os rotavírus de suíno podem manter a 

infecciosidade no material fecal por 32 meses a 10ºC. 

A contaminação ambiental, principalmente da água, reveste-se de 

grande importância na epidemiologia das rotaviroses. A detecção em água de 

residências onde foi verificado caso de gastroenterite infantil destaca o papel 

da água como via de transmissão, bem como a necessidade de métodos 

eficazes para a detecção de vírus no meio ambiente (GRATACAP - 

CAVALLIER et al., 2000; KITTIGUL et al., 2001; MEHNERT et al., 1997)  

A infecciosidade depende da presença do capsídeo externo. O cálcio 

é necessário para a estabilidade, provavelmente por ação na glicoproteina  

VP7, mas a concentração necessária é variável. Tratamentos com agentes 

quelantes de cálcio  como o ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e o acido 

etilenoglicoltetracetico (EGTA) removem o capsideo externo, resultando em 

perda da infecciosidade. O vírus é estável em pH entre 3 e 9. O fluorocarbono, 

éter, clorofórmio ou desoxicolato não alteram a integridade das partículas 

virais. O vírus 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 é 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 MA104 (rim fetal de macaco Rheseus) e CaCo-2 

(adenocarcinoma de cólon humano) são preferencialmente utilizadas no 

cultivo (CUMINO et al., 1998; KAPIKIAN et al., 2001). A utilização de tripsina 

em diferentes concentrações e passagens seriadas em células da linhagem 

MA104 (rim fetal de macaco Rheseus) abriu novas perspectivas para 

isolamento de rotavírus animais (ROSALES et al.,  2004). 

Como os rotavírus possuem dsRNA e segmentado, há grande 

probabilidade de alterações na seqüência nucleotídica. Estes rearranjos 

ocorrem com maior frequencia no segmento 11 (RAMING, 1994). Já foram 

detectadas alterações in vitro, após varias passagens em células da linhagem 
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MA104, onde se observou importantes mudanças no eletroferótipo, decorrentes 

de reagrupamentos genéticos (HUNDLEY et al., 1985) 

A análise da migração dos 11 segmentos de RNA tornou-se um 

importante método para diferenciação das amostras de rotavírus, dada a 

grande variedade de migração eletroforética. A PAGE, além de ter grande 

importância no diagnóstico de  rotavírus, representa uma técnica fundamental, 

tanto para a diferenciação de amostras, quanto para a identificação inicial de 

alterações através da visualização de mudanças nos eletroferótipos. Estas 

alterações podem ou não ter um significado epidemiológico relevante. 

Amostras de um mesmo sorotipo podem apresentar diferenças no 

eletroferótipo, assim como um mesmo eletroferótipo 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 alterações na seqüência de 

nucleotídeos. Em outros casos, amostras aparentemente idênticas 

demonstram diferenças ao serem analisadas através da co-eletroforese 

(NAKAGOMI et al., 2002) 

A avaliação no comportamento de migração eletroforética utilizando 

um sistema hospedeiro tal como o cultivo celular pode permitir a formulação 

de hipóteses acerca de possíveis variações genéticas das amostras de 

rotavírus, facilitando o direcionamento de técnicas mais específicas, como o 

sequenciamento genomico.  
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3 OBJETIVOS 

 
 

 O Presente trabalho tem como objetivos: 

 

• analisar o perfil eletroforético de amostras de rotavírus a partir de material fecal; 

• realizar o isolamento de amostras em cultura de células da linhagem MA104; 

• analisar possíveis alterações na migração eletroforética dos segmentos 

genomicos do dsRNA viral ocorridas após o isolamento. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

Foram utilizadas 14 amostras fecais provenientes de animais (12 

bezerros e 02 leitões) com quadro clínico de diarréia, de vários surtos, de 

diferentes propriedades de criação localizadas em diversos municípios do 

Estado de São Paulo, enviadas para o diagnóstico laboratorial de rotavírus ao 

Laboratório de Virologia, do Departamento de Medicina Veterinária Preventiva 

e Saúde Animal (VPS), da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 

(FMVZ) da Universidade de São Paulo (USP), que foram  positivas para 

rotavírus através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). 

Foram utilizadas 04 amostras fecais de crianças com quadro clinico de 

gastrenterite aguda, originárias  do Hospital de Assistência Médico Infantil de 

Urgência (AMIU), Jacarepaguá, Rio de Janeiro, onde foram reconhecidas 

como positivas pelo teste de aglutinação em látex, com o uso do ‘’Kit’’ Slidex 

Rota-kit 2 ® (Biomérieux). Posteriormente, foi realizada a PAGE no 

Laboratório de Viroses Veterinárias, do Instituto de Veterinária (IV) da 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), com a finalidade de 

confirmar a positividade das amostras.O material foi gentilmente cedido pela 

professora Maria das Graças Miranda Danelli, do Departamento de 

Microbiologia e Imunologia Veterinária (DMIV), do IV, da UFRRJ. 

 

 

4.1 Amostra de vírus padrão 

 
 

 Amostra NCDV (Nebraska calf diarrehea vírus) 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 MA104 e  mantida no laboratório de Virologia do VPS, FMVZ, USP. 
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4.2 Linhagem celular  

 

 

Foram  utilizadas células da linhagem MA104, originárias de rim fetal de   

macaco Rhesus (ATCC número CRL-2378.1), gentilmente cedidas pelo Prof. 

Dr. Takeo Sakai do College of Bioresource Science da Nihon University, 

cultivadas em monocamada com meio mínimo de Eagle (MEM) com soro fetal 

bovino. As culturas de células foram mantidas, por meio de sucessivos 

repiques, no Laboratório de Virologia  do VPS, FMVZ, USP. 

 

 

4.3 Cultura de células 

 

 

 Foram preparadas de conformidade com o seguinte protocolo: 

1- o 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 resíduo 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 superfície interna da garrafa. 

7-Homogeneizou-se as células no meio de crescimento e o conteúdo 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 à estufa a 37 °C,  
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acompanhando-se o desenvolvimento da monocamada por meio de um 

microscópio óptico invertido. 

 

 

4.4 Cultivo da amostra padrão NCDV de rotavírus bovino 

 

 

Tendo sido produzidas as monocamadas de MA104, com 48 horas de 

crescimento, seguiu-se a inoculação das mesmas com a amostra NCDV de 

rotavírus bovino, utilizada como padrão, em comparação com as amostras 

isoladas, observando-se o protocolo abaixo descrito: 

1-Em tubo de ensaio esterilizado, foi adicionado V.A.S. (solução ativadora de 

 vírus, contendo tripsina cristalina na proporção de 5000 µg/mL ) (anexo A)  

à semente de vírus na proporção  volumétrica de 1:3 (v/v). 

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

3-Desprezou-se o meio de crescimento e  a monocamada foi lavada com PBS 

 pH 7.2, transferindo 2 mL do inóculo para monocamadas de células.   

4- Foi promovida a adsorção dos vírus às células por 60 minutos em estufa a  

37ºC. 

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

6- A garrafa foi mantida em estufa a 37ºC e aguardado aparecimento de efeito  

citopático, observando-se as monocamadas em microscópio óptico  

invertido; o efeito citopático da amostra NCDV é caracterizado pelo 

 arredondamento das células e descolamento da monocamada,  

normalmente em 24 horas após a inoculação. 

7-Uma vez observado o efeito citopático e tendo sido completado um período  

mínimo de 24 horas após a inoculação,  a garrafa foi congelada a -20 ºC. 
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4.5 Preparo do material fecal 

 
 

 Inicialmente, foi preparada uma suspensão fecal à 20% em tampão 

TRIS  0,1 M  pH 7.3 (Anexo B); após homogeinização em “vortex” e 

centrifugação a 10000g durante 30 minutos, o sobrenadante foi recolhido e 

filtrado primeiramente em unidades filtrantes MILEX-MILLIPORE® de 0,45 µm 

de porosidade.  Em seguida, realizou-se uma nova filtragem, utilizando-se 

unidades filtrantes de 0,22 µm de porosidade. 

 

 

4.6 Tratamento com V.A.S.  

 
 

A suspensão fecal filtrada foi misturada na proporção volumétrica de 

3:1 (mL/mL) com V.A.S. e incubada em banho-maria a 37oC durante 30 

minutos. 

 
 

4.7 Inoculação 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 suspensão fecal filtrada e tratada com V.A.S (item 4.7); as 

garrafas foram levadas para estufa a 37oC durante 1 hora, para adsorção 

vírus-célula. Após este período, acrescentou-se meio de manutenção 

contendo tripsina na proporção de 5 µg/mL de meio, sem que o inóculo seja 

dispensado e as garrafas foram incubadas em estufa a 37oC para o 
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acompanhamento de efeito citopático. Uma vez observado o efeito citopático 

ou tendo sido completado um período de 96 horas após a inoculação, as 

garrafas foram congeladas a -20 ºC. Para a confirmação do efeito citopático e 

conseqüente certificação do isolamento, dois procedimentos foram utilizados: 

realização de seis passagens seriadas de cada amostra e a utilização da 

prova de PAGE para visualização dos segmentos do dsRNA,  confirmando a 

presença do rotavírus. 

Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram 

comportamento de migração eletroforética compatível com a amostra padrão 

NCDV.  

 

 

4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 

 
 

 Foram  seguidos os procedimentos preconizados por Herring et al. 

(1982), com algumas modificações. O material fecal foi suspenso em tampão 

TRIS  0,1 M  pH 7.3, homogeneizado em “vortex” e centrifugado a 10000g 

durante 30 minutos; o sobrenadante foi então utilizado. Para as amostras de 

cultivo, as alíquotas foram recolhidas diretamente das garrafas, após o 

descongelamento das mesmas. 

 

 

4.8.1 Extração do RNA viral 

 

 

  Foi realizado de acordo com o seguinte protocolo: 

1- Em um tubo de ensaio contendo 40 µL de SDS 10% (anexo B), foi  

adicionado 1 mL da amostra e o mesmo foi incubado por 30 minutos em  

banho-maria a  37oC. 

2- Decorrido esse período, adicionou-se 40 µL de fenol destilado e 40 µL de  
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clorofórmio; homogeneizou-se em “vortex” e aguardou-se 15 minutos, com  

agitação durante esse período.  

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

4- O sobrenadante foi recolhido e transferido para outro tubo contendo 100 µL] 

 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 -20oC. 

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 µL 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 espaçadores e o pente foram limpos e  

secos.  

2-Os espaçadores foram colocados sobre uma das placas, em posição  

horizontal, sobrepondo a outra restante. 

3-Prendeu-se com garras metálicas e, posteriormente, foi promovido o correto  

ajuste das peças. 

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

5-O conjunto foi colocado em posição vertical, apoiado sobre as garras,  

mantendo um correto nível horizontal no espaço destinado ao gel. 

6-Adicionou-se o lower-gel a 7,5 % (Anexo B) até o nível ligeiramente inferior  

à extremidade do pente. 

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

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

 a polimerização. 
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4.8.3 Corrida eletroforética 

 

 

1-As garras foram soltas da parte inferior do conjunto; a vedação e o  

espaçador da base foram retirados. 

2-As placas montadas ao suporte de eletroforese vertical foram fixadas, com o 

 auxílio das garras, evitando a formação de bolhas. 

3-Os reservatórios foram  preenchidos com tampão de corrida (Anexo B). 

4-Eliminou-se bolhas de ar que se formaram no conjunto com o auxílio de  

seringa e agulha. 

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

6-Depositou-se 15 µl de cada amostra a ser testada nas canaletas do gel, com  

o auxílio 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 (após a passagem  

da linha de corante pelo limite inferior das placas, aguardou-se 30 minutos  

para que ocorresse adequada separação dos segmentos de dsRNA e o  

sistema foi desligado). 

 

 

4.8.4 Coloração 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 posição do gel. 

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

5- O gel foi lavado 3 vezes com água bidestilada. 
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6-Adicionou-se etanol-ácido acético (Anexo B), aguardou-se 30 minutos com 

 agitações periódicas suaves em agitador do tipo “Kleine”. 

7- A solução anterior foi desprezada. 

8- Foi adicionado nitrato de prata 0,011 M (Anexo B). Aguardou-se 60  

minutos, com agitação suave em agitador do tipo "Kleine". 

9- A solução anterior foi desprezada. 

10- O  gel foi lavado 3 vezes com água bidestilada para que todo o resíduo de  

nitrato de prata fosse removido. 

11-Adicionou-se a solução reveladora (Anexo B), controlando o aparecimento 

 das bandas. 

12 – A solução reveladora foi desprezada. 

13 –O gel foi lavado 3 vezes com água bidestilada. 

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

15-O gel foi lavado 2 vezes com água bidestilada.. 

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

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

necessário. 

 

 

4.9 Co-eletroforese 

 
 
 Para a comparação do perfil de migração eletroforética antes e após o 

cultivo, foi realizada a co-eletroforese. Para cada amostra, foram utilizadas 

três canaletas: uma contendo 15µL da amostra de material fecal anterior ao 

cultivo, outra com uma mistura de 10µL da amostra fecal anterior ao cultivo e 

10 µL da mesma amostra adaptada em cultura de células e a terceira com 15

µL da amostra adaptada ao cultivo. Desta forma, observa-se, em paralelo e 

concomitantemente, o comportamento de migração eletroforética dos 

segmentos do dsRNA antes e após a adaptação 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 

leitões e 04 de crianças exibiram perfil de migração eletroforética compatível 

com o sorogrupo a (RV-A), tal como o apresentado pela amostra padrão 

NCDV. 

Quando submetidas ao isolamento, através do cultivo em monocamada 

de células da linhagem MA104, 03 amostras de bezerros e 02 de crianças 

acarretaram citotoxicidade; em duas amostras a citotoxicidade foi 

contornada pela diluição da amostra em partes iguais (V/V) de meio MEM; a 

outra amostra, bem como as 02 de crianças foram descartadas. 

As 15 amostras foram, então, cultivadas até a sexta passagem seriada e 

apresentaram, em 48 horas, efeito citopático (ECP) bem característico, 

bastante semelhante ao da amostra padrão NCDV: arredondamento inicial 

das células, com posterior alongamento, perda da refringência, 

descolamento da monocamada, deixando-a com aspecto rendilhado. A 

intensidade do ECP foi diretamente proporcional ao aumento do número de 

passagens e o congelamento sempre foi realizado antes que se observasse 

a destruição total da monocamada (Figuras 2 a 5).  
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Figura 2 - Monocamada de cultura de células MA104 com 48 horas, pronta para  
inoculação, aumento de 20x 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 3 - Efeito citopático de rotavirus humano, 4apassagem, com 48 horas após  

inoculação, aumento de 20x. 
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Figura 4- Efeito citopático de rotavirus bovino, 6a passagem, com 48 horas após 

inoculação, aumento de 4x 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 - Efeito citopático de rotavirus suíno, 5a passagem, com 48 horas após inoculação, 

aumento de 4x. 
 
O monitoramento das passagens, realizado pela PAGE, confirmou a 

presença dos rotavírus e na sexta passagem seriada foi possível a visualização 

de todos os segmentos de dsRNA. 
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Concluída 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 suína 05/04. Em nenhuma 

delas foi verificada mudança aparente no perfil de migração 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, não foi possível identificar 

mudanças em relação às 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. Não foi possível identificar qualquer mudança no perfil de migração 

eletroforética em nenhuma das amostras em questão (Figura 8). 

Por último, 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 

confirmação de resultado, mas continuaram não apresentando mudanças no 

perfil de migração.Entretanto a amostra 10/05 apresentou um perfil eletroforético 

diferente, com presença de um segmento a mais entre os segmentos 5 e 6 e ( 

Figuras 9 e 10) 
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1          2                      3                         4                         5                       6                    7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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 suína) – amostra pura – co-eletroforese – amostra inoculada 
7 NCDV (controle positivo);  
 
Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida: co-eletroforese para comparação do perfil 

eletroforetico entre amostras puras e após cultivo celular (sexta passagem).  
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1 2         3   4  5      6 

  

 
   

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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 comparação do perfil 

eletroforetico entre  amostras  puras e após cultivo celular (sexta passagem) 
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                      1                    2                          3                            4                            5           6 

 
 
 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
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 suína) amostra inoculada; – co-eletroforese – amostra pura  
6 Controle negativo.  
 
Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida:co-eletroforese para comparação do perfil  

eletroforetico entre  amostras  puras e após 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 suína) – amostra pura – co-eletroforese – amostra inoculada 
7 NCDV (controle positivo);  
   
Figura 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida: co-eletroforese para comparação do perfil 

eletroforetico entre amostras puras e após 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 comparação do perfil 

 eletroforetico entre amostras puras e após cultivo celular (sexta passagem).  
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No quadro 1 encontra-se um resumo das amostras utilizadas, com os 

respectivos resultados. 

    

Identificação Origem Número de 
passsagens 

Observações Mudança no eletroferotipo 

01/04 Bezerro 6P Citotoxicidade  
Recuperada 

Sem alterações 

02/04 Bezerro 6P - Sem alterações 
03/04 Bezerro 6P - Sem alterações 
04/04 Bezerro 6P - Sem alterações 
05/04 Leitão 6P Contaminação  Sem alterações – Segmento 

adicional 
06/04 Criança 1P Citotoxicidade  

Descartada 
- 

01/05 Criança 6P - Migração mais lenta 
02/05 Criança 6P - Sem alterações 
03/05 Criança 1P Citotoxicidade 

Descartada 
- 

04/05 Bezerro 6P Citotoxicidade  
Recuperada 

Sem alterações 

05/05 Bezerro 6P - Sem alterações 
06/05 Bezerro 6P - Sem alterações 
07/05 Leitão 6P - Sem alterações 

08/05 Bezerro 1P Citotoxicidade 
Descartada 

- 

09/05 Bezerro 6P - Sem alterações 
10/05 Bezerro 6P -  Segmento adicional entre os 

segmentos 5 e 6 
Migração mais rápida 

11/05 Bezerro 6P - Sem alterações 
12/05 Bezerro 6P - Sem alterações 

 

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

 Os rotavirus podem infectar várias espécies animais, inclusive o homem. 

Dada a presença de um dsRNA e segmentado, a diversidade genômica é 

relevante e a possível transmissão entre diferentes espécies e o homem 

sugerem a ocorrência de rearranjos genômicos durante a replicação viral, 

contribuindo para esta diversidade (CARMONA et al., 2006; KAPIKIAN et al., 

2001). 

 O perfil de migração eletroforética dos segmentos genômicos em PAGE 

foi inicialmente aplicado na diferenciação de amostras humanas e animais 

(KALICA; WYATT; KAPIKIAN, 1978). Posteriormente Herring et al. (1982) 

modificaram e simplificaram essa metodologia para aplicação ao diagnóstico 

laboratorial das rotaviroses, dada a probabilidade de detecção de rotavírus de 

diferentes sorogrupos. 

 Dentro dos RV-A pode haver diferença no comportamento de migração 

eletroforética desses segmentos genômicos (ESTES; COHEN, 1989; 

KAPIKIAN et al., 2001). Contudo, estas mudanças nem sempre refletem 

mudança na estrutura antigênica (GAULT et al., 2001). 

 Com o avanço da biologia molecular surgiram metodologias tais como a 

transcrição reversa seguida pela reação em cadeia de polimerase (RT-PCR) e 

o sequenciamento genômico, que forneceram informações epidemiológicas 

mais aprofundadas, relativas, respectivamente, a caracterização dos 

genotipos e a genealogia e a filogenia dos rotavírus (GOUVEIA; SANTOS; 

TIMENETSKY, 1994 a; 1994 b; OKADA; MATSUMOTO, 2002; RAO; 

GOWDA; REDY, 2000) 

 A PAGE, contudo, continua sendo aplicada em estudos epidemiológicos, 

principalmente para a comparação de amostras de surtos e distribuição 

sazonal (BRITO et al., 2000; BUZINARO et al., 2000) 

 Dada a probabilidade de segregação independente, durante, durante o 

processo de replicação viral dos diferentes segmentos genômicos 

responsáveis pela codificação das proteínas virais, o rearranjo genético 

poderia ser detectado pela alteração na migração eletroforética (BELLINZONI 
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et al., 1987; MAUNULA; VON BONSDORFF, 2002). Hundley et al. (1985) 

demonstraram  importantes  mudanças  no eletroferótipo de amostras de 

rotavirus bovino depois de passagens seriadas em células da linhagem MA104 

, 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 leitões e 04 de crianças. Todas as amostras 

apresentaram padrão de migração compatível com o eletroferótipo do RV-A. 

Ao serem submetidas ao cultivo, através de passagens seriadas em 

monocamadas de células da linhagem MA104, duas amostras de criança 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 

confirmação do isolamento foi realizada pela PAGE, para que se tivesse 

certeza de se tratar realmente da replicação viral e não ação da tripsina 

presente na solução ativadora de vírus e no meio de manutenção. 

O perfil de migração 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 relação a possíveis diferenças de migração 

dos diferentes segmentos genômicos. 

Na primeira etapa, as amostras 01/04, 02/04, 03/04, 04/04,  de origem 

bovina e a amostra 05/04, de origem suína (que apresentou um segmento a 

mais entre os segmentos 5 e 6) não apresentaram mudanças aparentes.  

Em uma segunda etapa, as amostras, 04/05, 05/05 e 06/05 de origem 

bovina, não revelaram mudanças 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 não foi possível detectar mudanças de 

eletroferotipos nas amostras 12/05; 11/05; 09/05 (origem bovina) e 07/05, de 

origem suína. 
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Por último, 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 análise para confirmação de resultado. A amostra 10/05 

apresentou um  segmento adicional, entre os segmentos 5 e 6. 

Das 15 amostras analisadas, duas apresentaram alguma mudança no 

perfil eletroforético. Caso um maior número de passagens fosse realizado, 

seria talvez possível observar, tal como observaram Hundley et al. (1985) e 

Kojima et al. (2000), alterações mais evidentes ou mesmo alterações em um 

maior número de amostras. Como até a sexta passagem seriada todas as 

amostras mostraram-se adaptadas ao cultivo, as alterações aqui verificadas 

demonstraram que a PAGE é capaz de detectar pequenas mudanças no perfil 

de migração eletroforética dos segmentos genômicos. A visualização dessas 

alterações faz com que possa ser empregada como importante técnica de 

triagem para que possam ser posteriormente analisadas por técnicas  

moleculares mais específicas, como o RT-PCR e o sequenciamento , para 

verificação da modificação da estrutura antigênica ou outras variabilidades 

geneticas dos rotavírus. 

Segundo Gouvêa e Brantly (1995) os rotavírus constituem se em uma 

população de variantes oriundas de reagrupamentos genéticos, essenciais  

em sua evolução. Como conseqüência, essa população mista de rotavírus 

seria continuamente alterada e disseminada em diferentes hospedeiros 

(humanos e animais) e sujeita a seleção natural imposta pelo ambiente.  

Além disso, há possibilidade de co-infecção, ou seja, infecção por 

mais de uma variante, tal como a amostra 10/05, que apresentou diferenças 

na mobilidade eletroforética (ADAH et al., 1997). 

Todas essas situações podem ser inicialmente detectadas por PAGE 

e a partir destas alterações observadas na migração eletroforética dos 

diferentes segmentos genômicos, selecionam-se as amostras a serem 

analisadas quanto a diversidade genética e antigenicidade dos rotavírus, ou 

mesmo monitoramento de amostras circulantes. 

.  



 

 

43

7 CONCLUSÕES 

 

• Foi possível realizar o isolamento de rotavírus em 15 entre 18 amostras 

de material fecal, até a sexta passagem seriada em cultura de células da 

linhagem MA104. 

 

•  A análise de migração eletroforética dos segmentos genômicos da 

amostra fecal e após o isolamento permitiu que fossem verificadas 

alterações em pelo menos 2 das 15 amostras. 

 

• A PAGE apresentou-se como uma técnica de triagem bastante 

adequada para selecionar amostras com probabilidade de alterações 

antigênicas que serão submetidas às técnicas mais complexas, tais 

como o Seqüenciamento genômico. 

 

• O modelo aqui adotado revelou-se bastante útil para formulações de 

hipóteses com aplicações de epidemiologia molecular. 
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ANEXO A: soluções utilizadas nos cultivos celulares e nas inoculações de 

rotavirus 

1. Solução ativadora viral (VAS) 

Reagente  Quantidade  
Acetil – tripsina ( pH=7,2) 1,5mL 
Meio de Eagle para manutenção 30mL 

 
 

2. Acetyl- Tripsina pH= 7.2 (Para 20 mL) 
 

Reagente  Quantidade  
NaCl 0,16 g 
KCl 0,008g 
Na2HPO4 0,0012g 
KH2PO4 0,0012g 
Glicose 0,02g 
Tripsina em pó 2,0g 
Água Milli-Q     q.s.p. 20mL 

 

2.1 Preparo 

1. Pipetar aproximadamente 12mL de água deionizada em um frasco. 

Adiconar, sob agitação, os componentes na orden indicada, exceto a tripsina. 

2. Manter o fraco na geladeira até atingir 4oC. 

3. Adicionar a tripsina e após 10 minutos, sob agitação, medir o pH, ajustando-

o para 7,2. 

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

5. centrifugar 1.000 g por 1 hora, 4oC. 

6. Decantar o sobrenadante e filtrar 

7. Efetuar o controle de esterilidade em ágar sangue e sabouraud. 
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   3 PBS (tampão fosfato para lavagem de células) 

   3.1 Solução A 

 
Reagente  Quantidade  

NaCl 8,0g 
KCl 0,2g 
Na2HPO4 1,15g 
KH2PO4 0,2g 
H20  Milli-Q q.s.p 800mL 

 
 3.2 Solução B 
 

Reagente  Quantidade  
CaCl2 0,14g 
H2O Milli-Q qs.p...... 100mL 

 
3.3 Solução C 
 

Reagente  Quantidade  
MgCl2.6H2O 0,1g 
H2O Milli-Q qs.p...... 100mL 

 
         3.4 Preparo:  

Autoclavar a 110oC durante 10 minutos. Após o completo resfriamento, juntar 

as três soluções 
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Anexo B: Soluções utilizadas na técnica de eletroforese em gel de 
poliacrilamida e coloração do gel 

 
1  Soluções para extração do RNA viral 
 
1.1 Tampão Tris/HCl 0,1M; pH 7,3; para o preparo das fezes. 
 

Reagente Quantidade 
Tris (Base) 12,114 g 

CaCl2 0,1662 g 
Água Bidestilada q.s.p. 1000 ml 
HCl Concentrado q.s.p. para pH 7,3 

 

 

1.2 SDS - 10% 

 

Reagente  Quantidade  

Lauril sulfato de sódio 10,0 g 

Água bidestilada q.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 0,5 ml 
Glicerol 4,0 ml 
Azul de bromofenol 0,5% 100 µl 
Água bidestilada  q.s.p. 10,0 ml 
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2 Soluções para o preparo do gel de poliacrilamida 

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

Reagente  Quantidade  
Acrilamida 50,0 g 
Bis-acrilamida 1,3 g 
Água bidestilada  q.s.p. 100,0 ml 

 

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

Reagente  Quantidade  
Tris (Base) 18,17 g 
HCl concentrado q.s.p. pH 8,8 
Água bidestilada  q.s.p. 100,0 ml 

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

Reagente  Quantidade  
Tris (Base) 6,06 g 
HCl concentrado q.s.p. pH 6,8 
Água bidestilada  q.s.p. 100 ml 

 
2.4 Persulfato de amônio (20 mg/ml) 
 

Reagente  Quantidade  
Persulfato de Amônio 20 mg 
Água bidestilada  q.s.p. 1,0 ml 
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2.5 Gel de poliacrilamida 

 

3 Soluções para o preparo do  tampão de corrida 
 
3.1Solução estoque Tris-glicina 4x (solução-mãe) 
 

Reagente  Quantidade 
Tris (Base) 12,0 g 
Glicina 57,6 g 
Azida Sódica 10% 10, 0 ml 
Água bidestilada  q.s.p. 1000 ml 

 

            3.2  Tampão de corrida (ppdt) 
 

Reagente  Quantidade 
Tris-glicina 4x 60 ml 
Água bidestilada  180 ml 

 
 
 

Quantidade de Reagente 

Gel de corrida 7,5% Gel de empilhamento 3,5% 

Solução Mãe de 

aAcrilamida/Bis-

acrilamida  

 

1,02 mL 

 

0,14 ml 

Lower Tris 4x 1,75 mL --------- 

Upper Tris 4X ------- 0,5mL 

H2O bidestilada 4,02 mL 1,5 mL 

Persulfato de 

amônio 
200 µl 50µl 

TEMED 10 µl 10 µl 
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4  Soluções utilizadas na revelação do gel por nitrato de prata 
4.1 Etanol-ácido acético 

Reagente  Quantidade 
Etanol 10 ml 
Ácido acético 0,5 ml 
Água bidestilada  q.s.p. 100 ml 

 
4.2 Nitrato de Prata 0,011 M 

Reagente  Quantidade 
Nitrato de prata 0,185 g 
Água bidestilada  q.s.p.100 ml 

 

4.3 Solução Reveladora 

Reagente  Quantidade 
NaOH 3,75 g 
Formaldeído (40%) 0,95 ml 
Água bidestilada  q.s.p.125 ml 

 
4.4 Ácido acético 5% 

Reagente  Quantidade 
Ácido acético 5 ml 
Água bidestilada  q.s.p. 100 ml 

 

4.5  Etanol 10% 

Reagente  Quantidade 
Etanol 10 ml 
Água bidestilada  q.s.p.100 ml 

 

 

 




