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RESUMO 

 

Devido as crescentes taxas de morbidade e mortalidade causada por Rotavírus 

humanos, métodos de detecção têm sido empregados rotineiramente em estudos clínicos 

epidemiológicos. O diagnóstico das infecções por Rotavírus baseia-se na detecção das 

partículas, antígenos ou RNA virais a partir de material fecal. O objetivo deste estudo 

foi desenvolver ferramentas de detecção das proteínas VP4 e VP6 para 

imunodiagnósticos de Rotavírus do tipo A. IgG de coelho e camundongos anti-VP4 e 

anti-VP6 foram obtidos a partir de imunizações feitas com as proteínas recombinantes 

VP4 e VP6 de Rotavírus A (ambas construídas neste estudo) e testados através de 

citometria de fluxo e western blot contra o antígeno recombinante e o antígeno nativo. 

A região da proteína VP4 selecionada para a geração de IgG de camundongo e coelho 

anti-VP4 foi eficiente para o reconhecimento do antígeno nativo em sua forma 

desnaturada, como foi possível observar nos ensaios de western blot. As análises de 

citometria demonstraram que os mesmos anti-VP4 gerados não foram específicos o 

suficiente para serem utilizados em técnicas onde a proteína VP4 está em sua forma 

nativa. As regiões selecionadas para a produção da proteína VP6 foram eficientes para a 

geração de anticorpos anti-VP6 capazes de reconhecer a proteína nativa em sua forma 

desnaturada e não desnaturada. Futuros trabalhos terão como objetivo o aumento da 

especificidade dos anticorpos obtidos de modo a permitir sua aplicação em um maior 

número de imunoensaios.  

 

 

 

 

 

 

 

Palavras Chaves: proteína recombinante, VP4, VP6, anticorpo policlonal, citometria de 

fluxo, western blot. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

 Due to rising rates of morbidity and mortality caused by human rotavirus, 

detection methods have been used routinely in clinical and epidemiological studies. The 

diagnosis of rotavirus infections is based on the detection of particles, antigens or viral 

RNA from the fecal material. This study aimed to develop the VP4 and VP6 protein 

detection tools for immunodiagnostic of Rotavirus group A. Rabbit and mice anti-VP4 

and anti-VP6 IgGs were obtained from immunizations made with VP4 and VP6 

recombinant proteins of Rotavirus A, both built in this study, and tested by flow 

cytometry and Western blot against the recombinant antigen and the native antigen. The 

region of the VP4 protein, selected for the generation of mice and rabbit anti-VP4 IgGs, 

was efficient to recognize native antigen in denatured form, as observed in western blot 

assays. The cytometry analysis demonstrated that generated anti-VP4 antibodies were 

not specific enough to be used in techniques where the VP4 protein is in its native form. 

Selected regions for production of VP6 protein have been efficient for the generation of 

anti-VP6 antibodies, able to recognize the native protein in its denatured and non-

denatured form. Future studies will aim to increase the specificity of the antibodies 

obtained to allow their use in a greater number of immunoassays. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Key words: recombinant protein, VP4, VP6, polyclonal antibody, flow cytometry, 

western blot. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 DOENÇAS DIARREICAS 

De acordo com dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), as doenças 

diarreicas são classificadas como uma das doenças de maior impacto para a saúde 

pública ao nível mundial. O relatório anual de 2013 da OMS, juntamente com a United 

Nation Children Found (UNICEF), mostram que a cada ano em países em 

desenvolvimento são registrados 2 bilhões de casos de doenças diarreicas e 1,9 milhões 

de crianças com menos de 5 anos de idade morrem em virtude da diarreia (OMS & 

UNICEF, 2013)  Na região das Américas da OMS  a DDA (Doença Diarreica Aguda) é 

responsável por 7% das mortes durante a infância e representa 3% do índice brasileiro 

de mortalidade infantil por ano (OMS , 2012). 

A Monitorização das Doenças Diarreicas Agudas (MDDA), notificou cerca de 2 

milhões de casos de diarreia em crianças entre 0 a 10 anos no Brasil, com mais de 50 

mil óbitos por DDA entre os anos de 2000 e 2010. 

A diarreia de caráter infeccioso é a mais importante para o sistema público de 

saúde, devido a sua maior frequência (MS, 2010). Os sintomas comuns observados no 

doente é o aumento do número de evacuações, com fezes aquosas ou de pouca 

consistência. Em alguns casos, há presença de muco e sangue (característica geralmente 

de gastroenterite de origem bacteriana), podendo ser acompanhadas de náusea, vômito, 

febre e dor abdominal. No geral, possui duração de 2 a 14 dias e as formas variam desde 

leves até graves, com desidratação e distúrbios eletrolíticos, principalmente quando 

associadas à desnutrição (PORTAL DA SAÚDE SUS, 2014). Os principais agentes 

causadores de diarreia são: bactérias, vírus e parasitos, podendo ser de origem 

infecciosa e não infecciosa. Dentre esses agentes infecciosos, tanto nos países 

industrializados como em desenvolvimento, os vírus são causa predominante de 

diarreia. E dentre esses, o Rotavírus (RVs) é considerado o principal agente etiológico 

de diarreia aguda grave na infância (VESIKARI, 2012; DUSSETY, 2013). 

 

1.2 ROTAVÍRUS - HISTÓRICO  

Os primeiros relatos que relacionavam à participação de agentes virais em 

doenças diarreicas ocorreram em 1942. Os autores induziram a doença em bezerros 

jovens através de inoculação por via oral, utilizando filtrado de fezes de crianças com 
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quadro de diarreia não bacteriana, que havia ocorrido em berçários de Baltimore e 

Washington (LIGTH e HODES 1943). Em 1972, Kapikian e colaboradores, utilizando a 

técnica de imunomicroscopia eletrônica, demonstraram a presença de partículas virais 

com 27 manômetros (nm) de diâmetro em filtrado de fezes diarreicas durante um surto 

de diarreia não bacteriana ocorrida em Norwalk, Ohio, EUA. Esses vírus foram 

denominados vírus Norwalk que representa um grupo diverso de vírus, atualmente 

classificado na família Caliciviridae (International Comitee Taxonomy of Viruses, 

2006). 

 Bishop e colaboradores (1973) descreveram pela primeira vez a presença de 

Rotavírus em humanos, através de cortes ultrafinos de biópsias da mucosa duodenal de 

crianças com diarreia aguda não bacteriana. Utilizando a microscopia eletrônica, os 

autores observaram a presença de partículas virais em seis dos nove casos estudados e 

devido a sua morfologia sugeriram tratar-se de um vírus pertencente ao grupo Orbivírus. 

No mesmo ano Flewet e colaboradores observaram pela primeira vez por microscopia 

eletrônica partículas de vírus diretamente das fezes de crianças com diarreia aguda. 

Eram partículas com duplo capsídeo tornando-se muito semelhante aos Reovírus, que 

posteriormente passou a ter a denominação de Rotavírus, anteriormente denominado 

Reovírus-like, pois as partículas virais apresentavam morfologia semelhante a uma roda 

(latim “rota”), quando observadas em microscópio eletrônico (BISHOP et al.,1973; 

FLEWET et al., 1973). Essa denominação como gênero Rotavírus viria a ser definida 

como oficial em 1978 pelo Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus (I.C.T.V), 

durante o 4º Congresso Internacional de Virologia (MATTHEUS et al.,  1979). 

 

1.3 EPIDEMIOLOGIA ROTAVÍRUS NO MUNDO 

        As gastrenterites humanas são classificadas como uma das doenças de maior 

impacto na saúde a nível mundial, principalmente na faixa etária infantil. De acordo 

com dados do relatório anual da OMS em 2011, embora as taxas de mortalidade infantil 

tenham sido reduzidas ao longo dos últimos anos as doenças diarreicas permanecem 

como uma das principais causas de morbidade e mortalidade infantil em todo o mundo, 

principalmente em países em desenvolvimento. 

      A doença diarreica aguda (DDA) contabiliza anualmente 15% do total de 

óbitos na faixa etária infantil, o que equivale a aproximadamente um milhão e duzentas 

mil mortes por ano. Na região das Américas da OMS a DDA é responsável por 7% das 
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mortes durante a infância e representa 3% do índice brasileiro de mortalidade infantil. A 

cada ano, a nível mundial, 125 milhões de doenças diarreicas são causadas por 

Rotavírus, estima-se que 352 mil a 592 mil mortes acometem crianças com idade até 5 

anos (PATTON JT., 2012). 

 Mesmo em países desenvolvidos, onde prevalecem condições satisfatórias de 

saneamento, o Rotavírus se reveste de importância epidemiológica; no Estados Unidos 

da América (EUA), por exemplo, associam-se a 3% de todas as hospitalizações 

envolvendo crianças menores de 5 anos de idade. O Rotavírus representa a causa mais 

comum de diarreia grave na infância em todo o mundo. Nos países em 

desenvolvimento, particularmente, estima-se que as gastrenterites associadas a esses 

agentes virais determinem 600.000 a 870.000 mortes a cada ano (SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE 2010). Dados refletem 20 a 25% do total de óbitos por 

doença diarreica, sendo que 6% da mortalidade global ocorrem entre crianças com 

idades inferiores há cinco anos.  

 

1.3.1 Epidemiologia Rotavírus no Brasil 

Na América Latina, os Rotavírus, são descritos como causa importante de 

diarreia, de acordo com dados da Monitorização das Doenças Diarreicas Agudas 

(MDDA), foram notificados cerca de 33 milhões de casos de diarreia, com mais de 49 

mil óbitos por DDA entre os anos de 2000 e 2011(MS, 2010). A primeira descrição de 

Rotavírus no Brasil foi feita por Linhares e colaboradores em 1977, utilizando a técnica 

de microscopia eletrônica, os autores demonstraram a presença de partículas de 

Rotavírus nas fezes de duas de 13 crianças com diarreia aguda admitidas em um 

Hospital Público na cidade de Belém do Pará. 

No Brasil em algumas regiões o perfil de sazonalidade é variável, estudos 

mostram aumento no índice de casos de Rotavírus em meses mais frios ou no período 

de seca. Nas regiões Norte e Nordeste a ocorrência de Rotavírus se distribui durante 

todo o ano. Estudos realizados nos últimos dez anos no Brasil mostraram a circulação 

dos genótipos mais comuns de Rotavírus: (G1, G2, G3, G4 e P[4], P[6] e P[8]), 

observando-se maior incidência de Rotavírus tipo G1P[8] e a emergência do tipo G9, a 

partir de 1998 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011).  

A presença de múltiplos tipos G e ou P nas amostras baseia-se em infecções com 

mais do que um tipo de Rotavírus o que favorece a chance de rearranjos genéticos 
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durante infecções. A frequente busca dos genótipos circulantes na população é 

necessária para detecção de novas cepas, inclusive após a introdução da vacina (LEITE 

et al., 1996). 

Assim como em outros países, no Brasil a rotavirose acomete principalmente 

crianças menores de cinco anos de idade, com prevalências que variam de 20 a 70 por 

cento, entre as regiões do país (MS, 2011). Como o Brasil possui uma grande extensão 

territorial com diferenças climáticas, sociais e culturais, diferentes dinâmicas de 

comportamento do agravo entre as distintas regiões são observadas (LINHARES A. C. 

2000).   

Nas regiões Norte e Nordeste devido as suas temperaturas médias anuais mais 

elevadas, a infecção pelo Rotavírus não possui um perfil sazonal marcado, ocorrendo 

durante todos os meses do ano. Para as regiões Centro-Oeste, Sul e Sudeste a maior 

incidência da rotavirose segue o perfil observado em países de clima temperado, nos 

quais as maiores incidências ocorrem nos meses mais secos e frios (CARMO et al., 

2011). Outros fatores, como as diferenças socioeconômicas entre as regiões do país, 

exercem influências sob as faixas etárias acometidas pela doença. Deste modo, essa não 

é a mesma em todo o território nacional (MUNFORD et al., 2009). Há lugares no Brasil 

onde a população possui um maior acesso aos serviços de saúde e melhores condições 

de vida, como as regiões Sul, Sudeste e Centro-oeste. Nestas localidades, a idade de 

maior incidência do agravo é semelhante de países desenvolvidos, como o Estados 

Unidos, nos quais as faixas etárias acometidas são crianças após o primeiro ano de vida 

(SARTORI et al., 2008). Em contrapartida, regiões menos desenvolvidas, as principais 

vítimas são crianças entre três e onze meses de vida (LINHARES A. C. 2000).  

 A gravidade da doença é mais marcante nas regiões Norte e Nordeste, visto que 

as condições nutricionais e sanitárias são mais precárias, acarretando um maior número 

de óbitos. Entretanto, a mortalidade devido à rotavirose e por outras causas de diarreias 

tiveram uma redução nas últimas décadas, devido à melhoria nas condições nutricionais 

das crianças, melhoria de hábitos de higiene, incentivo à amamentação e a adoção da 

terapia de reidratação oral (TRO) (MS, 2011). Todavia, episódios diarreicos repetidos 

podem ocasionar desnutrição crônica, com retardo do desenvolvimento estato-ponderal 

e, até mesmo, da evolução intelectual (SECRETARIA DO ESTADO DE SAÚDE DE 

SÃO PAULO, 2006). Apesar dos importantes avanços alcançados na prevenção e 

controle das doenças infecciosas, as doenças diarreicas agudas ainda continuam como 
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um dos principais problemas de saúde pública e um grande desafio às autoridades 

sanitárias (CENTERS FOR DISEASES, CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2012). 

Segundo o Ministério da Saúde, no período 2006 a 2009 no Brasil, o Rotavírus 

representou 30% total de casos de DDAs em relação aos outros vírus entéricos. Entre as 

regiões do país, o Rotavírus representou 35% dos casos de DDAs na região norte, 26% 

dos casos na região nordeste e 21%, 17% e 20% dos casos de DDAs nas regiões Centro-

oeste, Sudeste e Sul, respectivamente (MS, 2010). 

 Em estudos realizados por Orlandi e colaboradores (2006) na região Norte 

(Rondônia) em 2005 e 2006, foi possível estabelecer um quadro mais esclarecedor sobre 

a participação dos enteropatógenos associados às diarreias. Rotavírus foi o principal 

patógeno encontrado, com índices de 23,0% em crianças de 0 a 6 anos de idade.  

Já em período pós-vacina, a equipe mostrou a ocorrência de uma leve queda nos 

índices de rotavirose, de 591 amostras diarreiogênicas coletadas, (103) 17,3% foram 

consideradas positivas para Rotavírus, de acordo com a pesquisa das 591 amostras 302 

foram consideradas procedentes de crianças vacinadas contra Rotavírus e das 

imunizadas 42 estavam infectadas e os demais 61 não foram vacinados (C. A. 

SANDRA et al., 2013). Esses dados reforçam a importância em monitorar os genótipos 

circulantes, exercendo assim garantia para ação de novas vacinas, além disso, sustenta a 

ideia da fiscalização de possíveis infectados, a fim de que esses possam ser tratados de 

maneira eficiente, resultando em segurança para formação de novas cepas, com 

reagrupamentos gênicos.  

No ano de 2010 os casos de Rotavírus no Brasil foram de 39,6% de um total de 

3.418 casos suspeitos, na região Norte, mais especificamente no Acre o percentual de 

amostras positivas para Rotavírus foi de 17,9% de um total de 85 casos suspeitos 

(SISTEMA NACIONAL DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2011).  

Dados do Ministério da Saúde, 2010, revelam que no Amazonas, foram 

notificados 253 casos suspeitos de Rotavírus, destes, 90,1% (228) tiveram amostras 

coletadas e 46,6% (118) foram confirmados. Em relação ao ano de 2012, a MDDA já 

registrou 874.768 casos de DDA no Brasil, sendo 75.463 em menores de 1 ano, 196.662 

casos entre 1 a 4 anos, 98.283 entre 5 a 9 anos, 495.564 em maiores de 10 anos e 8.796 

ignorados (MS, 2011). 
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1.4 ASPECTOS CLÍNICOS  

Os Rotavírus são de fácil transmissão, tanto em ambiente hospitalar quanto em 

ambiente familiar por ocorrer basicamente via fecal-oral, mas há registros de que esta 

transmissão possa ocorrer via aerossóis, utensílios contaminados, alimentos e água 

contaminados, além de secreções do trato respiratório de alguns pacientes contaminados 

com Rotavírus, visto que o índice de casos aumenta em períodos do ano, onde o clima 

está mais frio e a população tende a se aglomerar (OLIVEIRA et al, 1999). 

 Nas infecções por Rotavírus, observa-se um espectro que abrange as formas 

assintomáticas, subclínicas e o quadro clássico, em geral é caracterizado pelo início 

abrupto de vômitos e febre alta, sobrevindo à diarreia profusa (SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE 2010). Esses sintomas, dependendo da intensidade, 

culminam com a desidratação do tipo isotônica, considerada como o principal 

determinante de óbito por esses agentes entre crianças no seu primeiro ano de vida 

(OLIVEIRA et al., 1999).  

Os vômitos estão presentes em 50% dos casos, e em geral são intensos, podendo 

ser irrefreável ou manifestar-se isoladamente, com duração prolongada, a maior 

frequência de vômitos nos quadros diarreicos, está associado aos Rotavírus, isso se 

compararmos a outros quadros clínicos idênticos, mais que são causados por outros 

enteropatógenos (KAPIKIAN et al., 2002). Os mecanismos através dos quais os 

Rotavírus exercem a sua ação patogênica, ainda não estão bem definidos. Sabe-se que a 

replicação ocorre principalmente na mucosa do jejuno, mais precisamente nas células 

epiteliais maduras que revestem as vilosidades, onde se dá a absorção (FERNANDES et 

al., 2002). 

 

1.5 ESTRUTURA E CARACTERIZAÇÃO ANTIGÊNICA DO ROTAVÍRUS 

Os Rotavírus pertencem ao gênero Rotavírus e família Reoviridae. 

Estruturalmente a partícula viral é composta por três camadas, o que resulta em três 

tipos diferentes de partículas proteicas com tamanho em diâmetro 70 nm. A camada 

proteica mais externa é denominada de cápside externo. A partícula sem a camada 

externa é denominada cápside intermediário ou partícula rugosa, devido às projeções 

proteicas do cápside interno. E o terceiro tipo de partícula observada, é denominado de 

partícula de camada simples, também conhecida como "core", à qual o RNA genômico 

associa-se (ESTES e KAPIKIAN, 2007). 
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O Rotavírus é composto por onze segmentos de RNA de dupla fita, onde cada 

segmento genômico, codifica uma proteína viral exceto o segmento onze que codifica 

duas proteínas, totalizando seis proteínas estruturais, denominadas proteína viral, e seis 

proteínas não estruturais, denominadas NSP (non-structural protein). No capsídeo 

interno, estão dispostas as proteínas VP1, VP3 e VP2, sendo que as duas primeiras estão 

intimamente associadas ao genoma viral. O capsídeo intermediário é formado pela 

proteína VP6 e o externo pelas proteínas VP4 e VP7. As proteínas não estruturais do 

Rotavírus são denominadas NSP1 a NSP6 (Figura 1) (PATTON, 1995; ESTES e 

KAPIKIAN, 2007). 

As proteínas, VP7 e VP4 são reconhecidas como indutoras de anticorpos 

neutralizantes. A primeira se constitui em uma glicoproteína relacionada ao gene 7, 8 ou 

9 enquanto a segunda, com síntese regulada pelo segmento genômico 4, revela-se 

sensível a protease (PARASHAR et al., 1998). 

Figura 1: Organização estrutural de Rotavírus.  

Fonte: DESSELBERGER et al., 2009. 
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1.5.1 Classificação dos Rotavírus grupo A 

Existem sete grupos que classificam o Rotavírus, tais grupos são denominados 

A, B, C, D, E, F e G. Os Rotavírus dos grupos A, B, e C foram identificados como 

agentes de diarreia aguda em humanos, sendo o grupo A o mais comum em todo o 

mundo. A caracterização das estirpes do Rotavírus A em sorotipos e genótipos é 

possível devido a diversidade antigênica das proteínas estruturais VP6, VP4 e VP7, que 

encontram-se  na camada intermediária e na camada externa do capsídeo 

respectivamente. Tradicionalmente e com base na caracterização da glicoproteína VP7 

(G tipo) ou da proteína VP4 (P tipo), protease sensível, o RV-A classifica-se por um 

sistema binário (KAPIKIAN e HOSHINO; CHANOCK, 2001).  

Entretanto, a partir de análises molecular das sequências dos genes estruturais e 

não estruturais de Rotavírus foi possível estabelecer um quadro amplo de classificação 

baseada não somente em VP7 e VP4, mais também em VP1, VP2, VP3, NSP1, NSP2, 

NSP3 ou NSP5, além da análise molecular de VP6 que especifica os sub-grupos de 

Rotavírus (Iturriza Gomara et al., 2002) 

De acordo com estudos, até 2009 haviam sido descritos 23 G tipos e 31 P tipos 

em estirpes de Rotavírus identificadas em seres humanos e em várias espécies de 

animais, incluindo mamíferos e aves. Essa diversidade de genótipos demonstra a 

extensa variabilidade antigênica e molecular desse sorogrupo de Rotavírus (PARRA et 

al., 2007; ABE et al., 2009). 

As caracterizações dos diferentes tipos de Rotavírus são importantes para definir 

a diversidade das cepas virais circulantes em um determinado tempo e local, já que 

estudos indicam que sorotipos e genótipos encontrados variam de acordo com a 

sazonalidade de determinada região. Além disso, comparações de cepas de Rotavírus de 

origem humana e de origem animal podem fornecer conhecimento sobre a evolução 

deste vírus entre as espécies animais (RACZ et al., 2000).  

A genotipagem através de estudos moleculares é a ferramenta mais fácil e eficaz 

para a definição dos múltiplos genótipos de diversos organismos, especialmente dos 

Rotavírus, que nos últimos anos tem sido registrado aumento na variedade de estirpes 

circulantes. (GOUVÊA et al., 1990; WINIARCZYK et al., 2002). 
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1.5.2 Proteína do capsídeo externo VP4 

VP4 é uma proteína não glicosilada e forma espículas que se projetam na 

superfície do Rotavírus (VINCENT ENOUF et al, 2003), por conta das espículas 

projetadas nas bordas dos canais nas regiões do eixo do pentâmero do Rotavírus, o 

diâmetro total da partícula viral do vírus fica em 100 nm (FAUQUET et al, 2007) Essa 

proteína era anteriormente denominada de VP3 e, após a descrição dos produtos 

proteicos dos genes 3 e 4, esta proteína passou a ser chamada de VP4 uma vez que 

corresponde ao produto do gene 4 (MUNFORD, 2007). VP4 determina os sorotipos e 

genótipos P, pelo fato de ser sensível a protease e possui diferentes funções no ciclo de 

vida do vírus, incluindo adesão à célula, internalização, hemaglutinação, neutralização e 

virulência (LIPRANDI et al., 2003). Possui ainda um sítio de clivagem pela tripsina, 

produzindo dois fragmentos VP8 e VP5 (PRASAD e CHIU, 1994), A clivagem 

proteolítica provavelmente estabiliza o conjunto de espículas, conferindo ordenamento 

icosaédrico, o que caracteriza o vírus em aspecto morfológico, tendo como resultado 

uma potencialização da infectividade viral e a permeabilidade da membrana induzida 

por Rotavírus (EVGENIYA DENISOVA et al., 1998).  

O fragmento VP8 determina os P tipos específicos de Rotavírus A (LARRALDE 

et al., 1991; LARRALDE e GORZIGLIA, 1992), o fragmento VP5 é responsável por 

parte da reatividade cruzada entre as estirpes virais de diferentes sorotipos 

(LARRALDE et al., 1991). Estudos indicam que o fragmento VP5 apresenta variações 

nas sequencias nucleotídicas, enquanto que fragmento VP8 apresenta regiões mais 

conservadas (ESTES e COHEN, 1989). 

A camada externa do vírus é extremamente lábil, sendo sua estabilidade 

dependente de cálcio. Desta forma, para manter a integridade e infectividade da 

partícula viral é necessária à presença de íons cálcio. Por outro lado, a estrutura da 

espícula é estabilizada através da clivagem da VP4 por agentes proteolíticos, e sofre 

alterações irreversíveis de conformação na presença de pHs altos (MUNFORD, 2007).  

Ainda na camada externa ou capsídeo externo do Rotavírus, são encontradas 60 

espículas compostas de dímeros de VP4, distribuídas sobre sua superfície. Estas 

espículas estão localizadas nas bordas dos canais nas regiões do eixo do pentâmero 

(PRASAD et al., 1990; FAUQUET et al., 2007). 

Até o momento, foram identificados 31 genótipos e 15 sorotipos P, em que 11 

foram detectados em humanos (ESTES e KAPIKIAN, 2007 ABE et al., 2009;). 
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1.5.3 Proteína de capsídeo intermediário - VP6  

O capsídeo intermediário do Rotavírus é composto de 780 moléculas de VP6. 

Essa proteína é codificada pelo 6º segmento do genoma viral e é dita como proteína 

abundante do vírus, sendo considerada como o maior componente proteico estrutural do 

vírion já que representa mais de 50% da massa viral (ESTES & KAPNIKIAN 2007).  

A VP6 está presente no capsídeo estrutural do vírus que é formado por 780 

cadeias polipeptídicas distribuídas em 260 trímeros de aminoácidos. A trimerização é 

formada espontaneamente, sendo extremamente estável e mantendo assim sua 

conformação independente da presença de outras proteínas (CHARPILIENNE et al, 

2002; GREIG et al, 2006). A estrutura do trímero VP6 consiste em, uma molécula do 

tipo torre com o seu eixo de tríplices moleculares ao longo da sua dimensão de 

comprimento onde a base da torre fica em contatos com a camada interna, que é 

perpendicular ao eixo triplo molecular, essa camada interna é uma fina camada 

composta pela proteína VP2 que interage com VP6 através das superfícies, estudos 

indicam que os trímeros são a força motriz para a interação de VP6 e VP2 

(CHARPILIENNE et al, 2002). 

Referente à função, a proteína exerce papel estrutural importante por apresentar 

dois domínios distintos, um proximal de hélice α (domínio B) e outra distal de folha-β 

(domínio H), os quais permitem sua interação com os domínios do core (VP2) e ambas 

as proteínas do capsídeo externo (VP4 e VP7) (MATHIEU et al, 2001, CHARPLIENNI 

et al, 2002).  

Essas interações fazem ainda com que a VP6 participe da organização do vírion, 

atuando como um intermediário físico entre duas funções biológicas distintas, sendo a 

primeira a entrada do vírus na célula hospedeira (capsídeo externo), e a segunda o 

empacotamento do RNA genômico viral (capsídeo interno) (ESTES e KAPIKIAN 

2007).  

Outra característica de importância epidemiológica da proteína VP6 é que ela 

não só especifica os antígenos de grupo (A-G), mais também possui variação antigênica 

para os Rotavírus do Grupo A que permite a classificação dos subgrupos (SGs), os quais 

são denominados SG I, SG II, SG I + SGII, SG não I, SG não II (ESTES e KAPIKIAN 

2007).  
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Experimentos realizados em animais de laboratório, com a VP6, tem 

demonstrado potencial imunogênico dessa proteína, visto que seus domínios 

conservados podem funcionar como alvos para anticorpos heterotípicos homotípicos e 

conferir imunidade protetora (FENG et al., 2002, CORTHÉSY et al., 2006., WEI et al., 

2006).   

Devido presença de epítopos conservados e alta imunogenicidade em VP6, esse 

antígeno tem sido frequentemente escolhido para ensaios diagnósticos (HESTES E 

COHEN 1989, MASCARENHAS 2006).  

 

1.6 DIAGNÓSTICO ROTAVÍRUS – PATENTES E PRODUTOS  

De acordo com o Portal do Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) – 

Patente é um título de propriedade temporária com validade entre 15 a 20 anos, que 

garante ao titular exclusividade ao explorar comercialmente a sua criação.  

Em busca no banco de dados do INPI foram encontrados vinte e um processos 

que atendem a palavra-chave “Rotavírus” três desses achados relacionam-se ao uso e 

produção das proteínas recombinantes VP4 e VP6 (alvos de nosso estudo). Referente à 

VP4 foi encontrado a reinvindicação - PI0317879-0 que trata a respeito da sua 

utilização para adesão celular, esta foi depositada em 2003 e atualmente encontra-se 

arquivada. Quanto a VP6 três processos foram encontrados – BR 11 2013009164 9 - 

PI1006641-1 e PI0815763-4, o primeiro trata-se do uso da proteína VP6 de Rotavírus 

para combinação de vacina, depósito realizado em 2011, a solicitação é ativa no 

momento. O segundo e o terceiro são do mesmo grupo relacionam-se ao uso de 

anticorpos anti-VP6 de Camelídeo para detecção, prevenção e tratamento de Rotavírus, 

depósito foi realizado em 2008 a solicitação ainda é ativa. Nas buscas realizadas, não 

foram encontrados depósitos de patentes que reivindique a comercialização dos moldes 

para obtenção dos produtos desenvolvidos em nosso estudo, o que favorece a aplicação 

do uso das ferramentas obtidas. 

Em uma segunda busca, analisamos dados a respeito de produtos voltados ao 

diagnóstico rápido de Rotavírus, com vendas no Brasil, foram encontrados onze 

produtos disponíveis no mercado. Dentre esses, oito são do tipo ELISA e todos os kits 

encontrados são importados, o que dificulta sua utilização em centros Hospitalares de 

ordem pública, postos de saúde, bem como por laboratórios que atendem pelo Sistema 

único de Saúde (SUS), visto que para colocá-los à disposição dos usuários do SUS, 
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acarretaria gastos onerosos.  Entretanto, a identificação rápida e eficaz de Rotavírus faz-

se necessária, para que tratamentos adequados a essa virose sejam ministrados com 

presteza, evitando complicações que o quadro diarreico possa acarretar para a pessoa 

infectada, contribuindo, para diminuição significativa referente a gastos desnecessários 

com internações, e obtendo recuperação do paciente sem submetê-lo a exposição de 

antibióticos inúteis ao tratamento. O monitoramento dos episódios diarreicos na 

população é de extrema importância, não só para a verificação dos patógenos 

circulantes, emergentes ou re-emergentes, mais também como ferramenta de controle da 

eficiência das vacinas ministradas na população. 

 O bom diagnóstico e o controle epidemiológico constante, são os passos 

primordiais para o processo de contenção ou erradicação de qualquer doença de caráter 

infeccioso. De acordo com exposto, esse estudo tem como base contribuir com a 

redução dos custos de rotina e pesquisa para diagnóstico de Rotavírus, através do 

desenvolvimento de insumos de origem nacional. 
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2. OBJETIVO GERAL: 

 

Desenvolver ferramentas de detecção das proteínas VP4 e VP6 para 

imunodiagnósticos de Rotavírus do tipo A. 

 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

 Produzir as proteínas recombinantes VP4 e VP6 de Rotavírus A; 

 

 Obter anticorpos policlonais em coelho e camundongos; 

 

 Avaliar através de ensaios imunoenzimáticos anticorpos policlonais produzidos 

em cobaias imunizadas a partir da expressão das proteínas recombinantes – VP4 

e VP6 a fim de avaliar a sua utilização no diagnóstico de Rotavírus do tipo A. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 DESCRIÇÃO DO ESTUDO 

Visando a obtenção de ferramentas úteis para estudos com Rotavírus, nessa 

pesquisa foram produzidas duas proteínas recombinantes. Esse desenho foi dividido em 

duas etapas, na primeira, uma proteína recombinante que estruturalmente compõe o 

capsídeo externo do Rotavírus – VP4 foi produzida, a partir da elaboração dessa 

ferramenta, coelho e camundongos foram imunizados com objetivo de conseguir 

anticorpos policlonais anti-VP4, capazes de reconhecer amostra recombinante e amostra 

nativa. Na segunda etapa, em busca de aperfeiçoar os resultados, optou-se expressar e 

purificar uma proteína produzida a partir de um gene sintético, desenhado com intuito 

de selecionar epítopos com maior probabilidade de serem reconhecidos por anticorpos.  

Dessa vez, com base na literatura, foi escolhida uma proteína mais conservada – 

VP6. Essa proteína estruturalmente permeia o capsídeo intermediário do Rotavírus. 

Assim como VP4, o VP6 também foi utilizado para imunização em coelho e 

camundongos. 

 

3.2 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 Esse estudo foi submetido e aprovado junto ao Comitê de Ética Animal. 

Protocolo número (036-2013 CEEA-UFAM), (anexo 1). 
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3.3 ETAPAS PARA DESENVOLVIMENTO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

VP4 E DE ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI-VP4 

 

3.3.1 Organograma: 
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3.4 ETAPAS PARA O DESENVOLVIMENTO DA PROTEÍNA 

RECOMBINANTE VP6 E DOS ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI VP6 

 

3.4.1 Organograma: 

 

 

3.5 ETAPAS PARA CLONAGEM DE VP4: 

 3.5.1 Cepa Padrão  

Utilizou-se a cepa padrão WA de Rotavírus humano para a produção da proteína 

recombinante VP4. Para a extração do RNA genômico, utilizou-se uma alíquota da cepa 

cultivada em ensaios celulares. 

 

3.5.2 Cultivo Celular Ma104 e Infecção por Rotavírus - WA 

Foi utilizada cepa de células da linhagem MA104, originárias de rim fetal de 

macaco Rhesus (ATCC CRL 2378.1), cultivadas em monocamada com Meio Eagle 

Modificado por Dulbecco (DMEM) contendo Soro Fetal Bovino. A cultura de célula foi 

mantida, por meio de sucessivos repiques, em estufa de CO2 A 37
o
C. Para infecção 

celular um meio especial foi preparado – DMEM acrescido de 10 µg de tripsina.  

Primeiramente as garrafas contendo monocamada da linhagem celular MA104 

foram separadas para o procedimento. Em fluxo laminar essas garrafas foram lavadas, 

cuidadosamente, com Phosphate-Buffer Saline (PBS 1X) por três vezes consecutivas. 

Paralelamente, uma linhagem de vírus ATCC WA foi ativada, utilizando a mesma 
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concentração de tripsina usada para o preparo do meio especial, para esse procedimento, 

foi empregado um microtubo, contendo tripsina mais WA e foi deixado em repouso a 

37
o
C por 40 minutos. Após a lavagem das garrafas, ao tapete celular foi inoculado 

100µl do meio especial. As garrafas já inoculadas foram deixadas em repouso durante 1 

hora a 37ºC para que houvesse adsorção do vírus às células. Após a adsorção, 

completou-se o volume das garrafas com mais meio especial. Esse volume variou de 

acordo com tamanho da garrafa utilizada. Utilizou-se garrafas para cultivo celular, 

tamanho médio padrão e o volume final foi completado para 1 ml. Uma garrafa 

contendo a monocamada celular foi usada apenas como controle do processo, nessa 

garrafa o vírus não foi utilizado. 

 

3.5.3 Extração do RNA Genômico 

A extração do RNA viral nesse estudo, foi realizada pelo método TRIzol, de 

acordo com o protocolo do fabricante Invitrogen. Este método é baseado na utilização 

de solução monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina. Em um microtubo de 1,5 

ml homogeneizou-se em vortex 300μL da suspensão fecal com 750μL do reagente 

TRIzol®, e incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 

200μL de clorofórmio e novamente homogeneizou-se em vortex seguido de 

centrifugação a 14.000 rotações por minuto (rpm), temperatura em 4º C por 15 minutos. 

Transferiu-se o sobrenadante para outro tubo de 1,5 ml, sem retirar a interface, e o RNA 

foi precipitado com 500μL de isopropanol e 30μL da solução acetato de sódio a 0,3M, 

pH 5,0. Após, uma nova centrifugação a 12.000 rpm, 4ºC por 10 minutos foi feita. 

Desprezou-se o sobrenadante. Ao ser precipitado, adicionou-se 500μL de etanol a 75% 

gelado e a amostra foi centrifugada por mais 5 minutos a 12.00 rpm, 4ºC. Removeu-se o 

etanol com cuidado e o tubo foi invertido em papel absorvente por aproximadamente 20 

minutos à temperatura ambiente para eliminar resquícios do etanol. Por fim 

ressuspendeu-se o RNA em 30μL de água DNAse/RNAse free e estocou-se à -20ºC. 

 

3.5.4 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) 

Pelo PAGE foi determinada a presença do RNA viral, bem como os 

eletroferotipos de Rotavírus, segundo o procedimento descrito por Pereira e 

colaboradores (1983). A coloração do gel foi feita através do método de impregnação de 

nitrato de prata, de acordo com a descrição de Herring e colaboradores (1982). 
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3.5.5 Gene alvo e iniciadores 

Para as etapas de RT-PCR foram utilizados os iniciadores consensuais 

desenvolvidos por Gentsch e colaboradores (1992) 4con2/4con3 (P) – para amplificação 

do gene VP4. As sequências utilizadas foram:  

 4 Con3:  5’ TGG CTT CGC CAT TTT ATA GAC A 3’ 

  4 Con2:  3’ATT TCG GAC CAT TTA TAA  CC 5’ 

 

3.5.6 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) precedida de transcrição reversa 

RT-PCR, para o genótipo P de Rotavírus 

Inicialmente, realizou-se uma desnaturação seguida de rápido esfriamento para 

abrir e manter a fita dupla de RNA. Para CDNA usou-se 5 µl do RNA viral mais 0,25ul 

do primer - con2 -  esse mix foi aquecido em 95ºC a 5 minutos e rapidamente esfriado 

em 0ºC por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se ao microtubo 2,5 µl de DNTP, 2,5µl 

de tampão 10x, 1 µl de Mgl2 , 0,2 µl de RT Superscript II e água suficiente para 25 µl 

finais, o tubo foi incubado à temperatura de 42ºC por 1 hora. Para etapa de PCR foram 

utilizados seguintes reagentes: tampão 10 x: 2,5 µl, DNTP 2,5 µl, Taq 0,2 µl e água 

suficiente para 25 µl volume final. Ao mix da PCR foi adicionado o volume de CDNA 

pronto e a reação foi submetida ao ciclo: de 94ºC por 5 minutos, 40 ciclos posteriores de 

desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento a 50ºC por 30 segundos e extensão a 

72ºC por 30 segundos, e um ciclo de extensão final de 72ºC por 10 minutos, mantendo, 

por fim, a temperatura de 4º C. 

 

3.5.7 Eletroforese em gel de agarose e purificação de DNA 

O produto da PCR foi submetido à eletroforese em Gel, de agarose na 

concentração de 1.5% em solução aquosa (Tris-Borato-EDTA) TBE 1X a 100 V. 

Posteriormente, o gel foi corado com brometo de etídio e visualizado sob luz 

ultravioleta (UV).  

 A purificação de bandas de DNA após a eletroforese foi realizada através do kit 

Gel Extraction Kit (250) Qiaquick
®
 (QIAGEN), conforme o protocolo fornecido pelo 

fabricante.   
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3.6 CLONAGEM  

 As cepas bacterianas da linhagem Escherichia coli e os plasmídeos de clonagem 

utilizados neste estudo para a produção de proteínas recombinantes encontram-se 

exibidos no quadro abaixo. 

 

Quadro I. Cepas Bacterianas e Plasmídeos utilizados para a Clonagem de VP4 

Rotavírus.    

CEPAS BACTERIANAS CARACTERÍSTICAS FABRICANTE 

TOP 10 E. coli quimicamente competente Invitrogen 

   

PLASMÍDEOS CARACTERÍSTICAS FABRICANTE 

pGEM Vetor de clonagem Promega 

 

 

3.6.1 Ligação ao vetor de clonagem  

 O fragmento purificado – VP4 - foi ligado ao vetor de clonagem pGEM T Easy, 

em uma reação que seguiu o método proposto pelo fabricante. 

 

3.6.2 Plasmídeo de clonagem: pGEM
®
-T Easy Vector   
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Figura 2: Sequência e mapa do plasmídeo de clonagem pGEM. Características do vetor de clonagem 

pGEM-T Easy (Promega) 3015 pares de bases. Sítio de iniciação da transcrição T7 RNA polimerase: base 

1. Região múltipla de clonagem: bases 10-128. Promotor SP6 RNA polimerase (-17 a + 3): bases 139-

158. Sítio de ligação do oligo Puc/M13 Reverse: 176-197.Códon iniciador lacZ: base 180. Operador lac: 

bases 200-216. Região Codificadora: lactamase (resistência à ampicilina): bases 1331-2197. Região fago 

f1: 2380-2835. Sequências do lac operon: bases 2836-2996, 166-395. Sítio de ligação do oligo Puc/M13 

foward: bases 2949-2972. Promotor T7 RNA polimerase (-17 a +3): 2999-3. 

Fonte: Manual Técnico Promega – 12/10 

 

3.6.3 Preparação de célula competente para a inserção do plasmídeo recombinante 

- transformação em Top 10 

Antes da realização da transformação, foi preparada a célula quimicamente 

competente de E. coli TOP 10. Utilizou-se o protocolo fornecido pelo grupo de Pesquisa 

em Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Colônias de bactérias 

foram incubadas em 300 ml de LB líquido até atingir D.O 0.8 e, posteriormente, 

centrifugadas a 4.000 rpm, por 10 minutos, a 4 ºC e a massa celular foi ressuspendida 

sucessivas vezes em tampão glicerol 10%. Em seguida foi colocado em microtubo para 

armazenar a -80ºC. 

 

3.6.4 Transformação e seleção de colônias 

Do produto resultante da ligação (fragmento da VP4+ pGEM) foi retirado 1μl e 

colocado em microtubo contendo 50μl de bactérias competentes da espécie Escherichia 

coli, linhagem TOP 10, em seguida incubada por cinco minutos em gelo. 
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Posteriormente, colocou-se o conteúdo em cubeta de eletroporação para choque térmico 

a 1.900 V. Adicionou-se ao conteúdo 950 μl de LB+ (glicose 0,4% e MgCl2 20 mM 

final) e foram submetidas a crescimento por 1 hora a 37°C sob agitação constante. Após 

o crescimento, as bactérias transformadas foram semeadas em placas de Petri com meio 

LB-ágar contendo 100μg/mL de ampicilina, 25 μg/mL de X-Gal e 100 μg/mL de IPTG. 

Logo, as placas foram incubadas a 37°C por um período de 12 horas. As colônias 

transformantes foram submetidas a uma digestão, utilizando a enzima de restrição 

EcoRI seguindo o protocolo proposto pelo fabricante da enzima, para confirmação da 

presença do fragmento clonado. Aquelas que apresentaram resultado positivo foram 

submetidas a uma extração plasmidial utilizando o Kit de extração plasmidial Mini-prep 

da empresa QIAGEN, sendo seu protocolo fornecido pelo fabricante. Os plasmídeos 

obtidos foram em seguida sequenciados. 

 

3.7 SEQUENCIAMENTO: 

Para o conhecimento da sequência de bases nitrogenadas correspondente ao gene 

em questão, realizou-se o sequenciamento das amostras (plasmídeo com o inserto das 

respectivas proteínas) em parceria com as Plataformas de Sequenciamento da Fundação 

Oswaldo Cruz / BA e Fundação Oswaldo Cruz / AM. Para esta reação, utilizou-se o 

oligonucleotídeo universal T7. Posteriormente, realizou-se a análise do sequenciamento 

por Bioinformática utilizando as ferramentas disponíveis online BLASTp (NCBI) e 

Protparam (Expasy). 

 

3.8 PRODUÇÃO DA VP6 

3.8.1 Desenho do Gene Sintético  

Para o desenho do gene sintético, utilizou-se as informações referente à proteína 

VP6, descrita no estudo de Dina Schneidman-Duhovny e colaboradores (2003) e Brett 

A McKinney e colaboradores (2007) que mostraram em forma tridimensional a posição 

da proteína (conformação espacial), bem como dos epítopos mais aparentes. Com as 

informações obtidas, dados encontrados no Protein Data Bank (PDB) que proporciona 

avaliar de forma clara as regiões mais expostas do antígeno da proteína foram 

utilizados. 

A partir das análises in sílico e de referência na literatura (DINA 

SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2003, MATHIEU M, PETITPAS 2001 e BRETT A 

MCKINNEY et al.,2007) da proteína VP6, foram selecionados epítopos com maiores 
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chances de serem reconhecidos por anticorpos. Com isso, três sequencias foram 

selecionadas, são elas: 169-176aa SQPAHDNL - 196-204aa SCAINAPAN - 296-316a 

RPPNMTPAVAALFPNAQPFEH. Como pode ser observado na figura 3. 

Partindo das sequencias dos epítopos descritos acima, foi desenhado um gene 

sintético com viés de códon próprio para expressão em Escherichia coli. Entre cada 

epítopo foram inseridos sítios de restrição. Estas informações foram enviadas ao 

fabricante de genes sintéticos (IDT - Integrated DNA Technologies) para síntese (figura 

4). A Análise de bioinformática para identificar a massa molecular esperada de cada 

proteína foi realizada no programa Protparam. 

 

Figura 3: Desenho do gene sintético. A: a sequência do gene sintético VP6 em aminoácido, com as 

enzimas de restrição utilizadas XhoI e HindIII em destaque (azul) e em verde os possíveis epítopos de 

ligacação de células B. B: a sequência do gene sintético VP6 em nucleotídeos.  
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Figura 4: Gene VP6-pSMART. Esquema do gene VP6 em plasmídeo de clonagem pSMART enviado 

pelo fabricante IDT. Fonte: IDT - Integrated DNA Technologies 

 

 

3.9. SUBCLONAGEM PGEM-VP4 E PSMART-VP6 EM VETOR DE 

EXPRESSÃO PRSET 

 

3.9.1 Digestão com enzimas de restrição do pGEM-Vp4  

Após confirmação por sequenciamento do pGEM-Vp4, o plasmídeo com inserto 

foi digerido, juntamente com o vetor de expressão pRSETB, utilizando a enzima de 

restrição EcoRI de acordo com o protocolo proposto pelo fabricante. Posteriormente, o 

produto foi submetido à eletroforese em tampão TBE 1X a 100 V, utilizando agarose na 

concentração 1.5%, para a verificação das respectivas bandas. Subsequentemente, os 

fragmentos liberados e o pRSETB linearizado foram purificados pelo o Kit QIAquick 

Gel extraction  da empresa QIAGEN, de acordo com manual do fabricante. Os 

fragmentos purificados VP4 foram ligados pela enzima T4 ligase ao vetor de expressão 

pRSETB em uma proporção 3:1 respectivamente, em seguida a reação foi incubada a 

16
o
C over night.  
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3.9.2. Digestão com enzimas de restrição do pSMART-Vp6  

O gene sintético produzido pelo fornecedor IDT Integrated DNA Technologies 

em plasmídeo de clonagem pSMART, foi digerido com a finalidade de inseri-lo em 

vetor de clonagem pRSETA. 

Para o procedimento, utilizou-se 1 μl das enzima de restrição XhoI e HindIII 

(Invitrogen), 4 μl do vetor de clonagem pSMART-VP6 e 1 μl pRSETA, 2 μl tampão das 

respectivas enzimas e completou-se com H2O para um volume final de de 20 μl, seguida 

de incubação a 37ºC por 1 hora.  Posteriormente, o produto foi submetido à eletroforese 

em tampão TBE 1X a 100 V, utilizando agarose na concentração 1.5%, para a 

verificação das respectivas bandas em gel. Em seguida as bandas obtidas da digestão 

foram purificadas, utilizando o Kit Gel Extraction (250) Qiaquick® (QIAGEN®), 

conforme as instruções do fabricante. Por fim, o inserto VP6 foi ligado em pRSETA, 

em uma proporção 1:2 utilizando  2 μl da enzima T4 ligase, tampão da enzima 10X e 

acrescido de H2O para volume final de 50μl.   

 

3.10 CEPAS BACTERIANAS USADAS NA SUBCLONAGEM 

 As cepas Bacterianas da linhagem Escherichia coli e os plasmídeos de expressão 

utilizados para a produção de proteínas recombinantes encontram-se caracterizados no 

quadro abaixo. 

 

Quadro II. Cepas Bacterianas e plasmídeos utilizados para Expressão de VP6 e 

VP4 RV.    

CEPAS BACTERIANAS CARACTERÍSTICAS FABRICANTE 

   

BL 21 (DE3) pLyss E. coli quimicamente competente Invitrogen 

PLASMÍDEOS CARACTERÍSTICAS FABRICANTE 

pRSETA Vetor de expressão  

pRSETB Vetor de expressão Invitrogen 
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3.10.1 Plasmídeo de expressão pRSETA: 

 

 

 

 

 

Figura 5: Sequência e mapa do plasmídeo de expressão pRSETA. Sendo este utilizado para subclonar 

a sequência do VP6. Fonte: Manual Técnico Invitrogen (Catálogo V 351-20). 
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3.10.2 Plasmídeo de expressão – pRSETB 

 

 

 

 

Figura 6: Sequência e mapa do plasmídeo de expressão pRSETB. Sendo este utilizado para subclonar 

a Vp4. Promotor T7: T7 Promotor: bases 20-39 c6xHis tag: 112-129. T7 gene 10 leader: bases 136-162 

Xpress 
tm

 epitope: bases 169-192. Multiple Cloning Site: bases 202-248 T7 reverse primer Site: 295-314. 

T7 transcription terminator: bases 256-385 f1 origin: bases 456-911 bla promoter: 943-1047 Ampicilin 

bla restance gene (ORF): bases 1042 – 1902 pUC origin: bases 916-2852. 

Fonte: Manual Técnico Invitrogen (Catálogo V 351-20). 
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3.10.3 Transformações e verificação do correto sentido de leitura 

 Os fragmentos VP4 e VP6 ligados aos vetores de expressão pRSETB e 

pRSETA respectivamente foram transformados em Escherichia coli, cepa Top 10. 

Nessa etapa seguiu-se o protocolo citado no ítem 3.6.4, porém, dessa vez para o preparo 

das placas usando meio LB ágar utilizou-se apenas ampicilina, na mesma concentração 

anterior. As colônias transformantes de VP4 e VP6 recombinante foram submetidas à 

extração plasmidial utilizando o Kit de extração Miniprep da empresa QIAGEN, sendo 

seu protocolo fornecido pelo fabricante. Os plasmídeos obtidos em seguida foram 

sequenciados esta etapa procedeu-se como descrito no ítem 3.7 acima, e digeridos com 

suas respectivas enzimas para confirmação da presença do fragmento e VP4 e VP6. 

 

Para essa etapa utilizamos o seguinte protocolo: 

Digestão VP4: 

Utilizamos a enzima: EcoRI, seguindo o protocolo proposto pelo fabricante da 

enzima. As colônias transformantes que apresentaram fragmentos, na altura 483 pb, 

foram submetidas a  extração  plasmidial e  seus plasmídeos sequenciados. 

Digestão VP6: 

Utilizamos a enzima: MluI, seguindo o protocolo proposto pelo fabricante das 

enzima. As colônias transformantes que apresentaram fragmentos na altura 360 pb 

foram submetidas a extração plasmidial e seus plasmídeos foram sequenciados. 

 

3.10.4 Transformação de Células Eletrocompetentes (E. coli BL21 (DE3) pLYSS) 

Após a confirmação do inserto no plasmídeo de expressão, por digestão das 

colônias  e sequenciamento, realizou-se a transformação com a inserção do plasmídeo 

em célula bacteriana competente E. coli BL21 (DE3) pLysS, seguindo mesmo método 

descrito no tópico 3.6.4, porém desta vez com os respectivos antibióticos para o 

crescimento bacteriano em placas com ampilicina (100μg/mL) e cloranfenicol 

(34μg/mL). Por conseguinte, as colônias que apresentaram resistência a ampicilina e 

cloranfenicol foram selecionadas por possuírem o plasmídeo com inserto e 

transformadas. 
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3.10.5 Cultivo e indução das proteínas VP4 e VP6 recombinantes 

As colônias transformadas foram cultivadas em 3 ml de LB contendo os 

seguintes antibióticos, ampilicina (100μl/mL) e cloranfenicol (34μl/mL) por 16 horas a 

37 °C sob agitação constante. 

Após o crescimento das colônias, foram adicionados 1,5 ml deste pré-inóculo em 

500 ml de meio LB contendo os respectivos antibióticos. Posteriormente, o conteúdo foi 

incubado a 37°C sob agitação constante até atingir uma absorbância de A600= 0.6 D.O. 

A esse crescido foi adicionado reagente indutor isopropyl-beta-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) na concentração final de 1mM. O conteúdo foi incubado 

a 37ºC sob agitação constante, por três horas e centrifugado a 4.000 rpm, por 15 

minutos, a 4ºC. 

 

3.11 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS EM GEL SDS - PAGE 

Para a análise da expressão das proteínas recombinantes (VP4 e VP6), utilizou-

se a técnica de eletroforese em gel poliacrilamida-SDS-PAGE 15% SDS (running gel) e 

5% (stacking gel), na presença da solução acrilamida/bisacrilamida 30%, Tris 1M pH 

8.8, persulfato de amônia a 10% (APS); dodecil sulfato de sódio (SDS) 10% e 6µl de 

Temed e água miliQ para um volume final de 15ml seguindo Sambrook e colaboradores 

(1989). As proteínas foram aplicadas no gel com tampão de corrida (Tris 0,01M, Ph 6,8; 

SDS 10%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,06% e DTT a 4%) e em seguida 

desnaturadas por aquecimento á 95°C por 10 minutos. A eletroforese foi realizada sob 

constante tensão de 100 V. Após corrida em gel de poliacrilamida, fixou-se a proteína 

em solução corante contendo azul de Coomassie (coomassie blue 0,2%), ácido acético 

glacial 7%, etanol 40%, diluídos em H2O destilada, que além de fixá-las, mantém as 

proteínas desnaturadas. 

 Uma vez coradas, foram submetidas à descoloração, utilizando os mesmos 

reagentes citados acima, exceto o Coomassie, para visualização e análise de proteínas. 

 

3.12 WESTERN BLOTS 

A detecção da presença da cauda de polihistidina nos antígenos recombinantes 

foi realizada pela técnica de Western blot (TOWBIN et al.,1979). Para isso, as proteínas 

foram separadas por eletroforese SDS-PAGE 15% e transferidas por eletroforese para 

membrana de nitrocelulose, ambos embebidos em tampão 0,025 M Tris, 0,192 M 

glicina, pH 8.5, e metanol 20%. O sistema foi colocado em uma cuba específica para 
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eletrotransferência (Semidry system, Bio-rad, Hercules, USA) sendo submetido a uma 

voltagem constante de 12 V durante 50 minutos. Após ser retirada do sistema, a 

membrana foi mantida no mesmo tampão de transferência descrito, até o momento da 

revelação. Posteriormente, realizou-se a revelação utilizando kit comercial Western 

breeze (Invitrogen), seguindo as recomendações do fabricante. 

 

3.13 PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Primeiramente, as proteínas recombinantes foram induzidas em uma condição 

piloto a 37ºC contendo 1mM IPTG durante 3 horas. Posteriormente, a confirmação da 

indução foi feita por gel SDS-PAGE e revelação de western blot com um anticorpo 

monoclonal anti-histidina. 

Para essa metodologia, utilizou-se uréia 8M e 2% β-mercaptoetanol visto que as 

proteínas se encontram na porção insolúvel. A purificação ocorreu através da técnica 

denominada Cromatografia de Afinidade com Metal Imobilizado (IMAC), desenvolvida 

por Porath em 1975. Neste estudo, utilizou-se a coluna de purificação contendo íons 

Ni2+ (Qiagen®) em afinidade a cauda de Histidina inserida na proteína. A retenção das 

proteínas VP4 e VP6 foram testadas em várias concentrações de imidazol, em duplicata. 

Para a realização da purificação das proteínas recombinantes, a cultura do induzido, foi 

centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a massa 

celular foi ressuspendida em tampão de lise contendo, 20 mM Tris pH 8.0, 500 Mm 

NaCl, 1Mm de PMSF e glicerol a 10% 8M de ureia e 2% β-mercaptoetanol. Em 

seguida, foram submetidas ao processo de lise celular por sonicação. O produto da 

sonicação foi centrifugado por 15 min a 14000 rpm e o sobrenadante recuperado. A 

coluna de purificação contendo íons Ni2+ foi previamente lavada com H2O e tampão de 

lise.  

Posteriormente, foi adicionado o sobrenadante lisado, contendo a proteína (de 1 

em 1 ml). Em seguida foram realizadas lavagem para verificar a retenção da proteína 

Vp4 e VP6 na coluna, seguindo as seguintes concentrações de Imidazol 20Mm; 40Mm; 

60Mm; 80Mm. O tampão de eluição com imidazol foi adicionada sempre de duas vezes 

de 500 ul, nas seguintes concentrações: 200Mm, 300Mm, 400Mm e 500Mm de 

Imidazol sendo separadas em alíquota E1 e E2. Todas as alíquotas foram armazenadas a 

-20°C. O monitoramento deste processo foi realizado através de eletroforese em gel de 

poliacrilamida-SDS-PAGE 15%, como descrito no tópico 3.5.4. 
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3.14 IMUNIZAÇÕES DE CAMUNDONGOS BALB/C E COELHO 

 Tanto o coelho quanto camundongos da linhagem Balb/C foram imunizados via 

peritônio com as proteínas purificadas 50µg somadas (volume/volume) com o adjuvante 

de Freund completo. Duas semanas depois da primeira inoculação foi realizado o 

reforço com a proteína mais o adjuvante de Freund incompleto (volume/volume). Dez 

dias depois, foi retirado o sangue dos animais imunizados através de um corte na calda e 

um ensaio por Enzyme Linked Immuno Sorbent Assays – ELISA como proposto por 

Harlow e Lane (1988) foi feito para detectar a reatividade dos soros contra a proteína 

recombinante e proteína nativa do Rotavírus. Duas semanas depois de confirmada a 

reatividade por ELISA com a proteína, foi realizado o reforço final no animal.  

 

3.15 VALIDAÇÃO DOS ANTICORPOS POLICLONAIS PRODUZIDOS, A 

PARTIR DA CONSTRUÇÃO DAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

3.15.1 Western Blots 

 Westerns blots foram realizados para detectar a presença do antígeno nativo em 

cepas de Rotavírus WA cultivadas em ensaio celular, para isso  IgG anti-VP4 e anti-

VP6 produzidos em coelho e camundongos foram utilizados. A amostra foi separada 

por eletroforese SDS-PAGE 15% e a transferência das bandas para o papel de 

nitrocelulose foi de acordo com o tópico 3.10. Para revelação foi utilizando kit 

comercial anti-mouse e anti-rabbit do Western breeze (Invitrogen®), seguindo as 

recomendações do fabricante.  

 

 

3.16 CITOMETRIA DE FLUXO:  

 

3.16.1 Marcação de células para leitura em citometria de fluxo: 

Uma alíquota de 100 µl de pellet de células – MA104 – infectadas foi utilizada 

para teste de marcação de IgG de coelho anti-VP6. Em seguida, lavou-se o pellet com 

PBS 1X + BSA 5% (albumina sérica bovina) – PBS-P-Wash.  Ao precipitado, foi 

adicionado 2ml de PBS 1X + BSA 5% + SAPONINA 5% - PBS-P- por 10 minutos. 

Posteriormente, outra lavagem com PBS-Wash foi feita e adicionou-se anticorpo 

primário IgG de coelho anti-VP6.  Incubou-se por 30 minutos a temperatura ambiente. 

Após o tempo de incubação o tubo foi lavado por 2x com PBS-Wash. O anticorpo 
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secundário anti-igG coelho conjugado a Alexa Flour 488, foi adicionado e a amostra foi 

incubada por mais 30 minutos. Seguiu-se outra etapa de lavagem com PBS– Wash, 

seguido de fixação com Paraformaldeído a 4% e leitura em citômetro de fluxo. O 

procedimento de Marcação celular ocorreu a partir do primeiro dia de infecção celular 

até o 6º dia. A cada dia de infecção, uma  célula MA104  sadia, foi marcada para 

controle da reação. A análise da Citometria foi realizada através da parceria com a 

Plataforma de Desenvolvimento de Tecnologia e Insumos, junto a Plataforma de 

Citometria de Fluxo Fiocruz - AM. Para as análises de Citometria, foi utilizado o 

aparelho FACSCanto
TM

 e o programa Flow-Jo versão 7.6.5. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 PRODUÇÃO DO ANTÍGENO RECOMBINANTE - VP4 

4.1.2 Clonagem e subclonagem da proteína VP4 

A PCR para o gene VP4 de Rotavírus da cepa padrão WA foi otimizada com os 

primers 4con3 e 4con2 (descritos no ítem 3.5.5) de Gentsch e colaboradores (1992), 

resultando em fragmento de tamanho esperado aproximado de 483 pb, (Figura 7A). A 

purificação do amplicon com o kit Gel Extraction da empresa QIAGEM, foi confirmada 

em gel de agarose 1,5% (Figure 7B), a qual foi visualizada em eletroforese em gel de 

agarose a 1,5% (Figura 7C). 

 

 

 

 

O purificado foi submetido à ligação em vetor de clonagem – pGEM utilizando a 

enzima T4 ligase e inserido em seguida em célula hospedeira  do tipo E. coli TOP10 por 

transformação. Varias colônias brancas foram selecionadas para extração plasmidial e 

digestão com a enzima de restrição EcoRI para a verificar a presença do fragmento VP4  

 

   M     1       2       3      4       5        6     7    

B 

Figura 7: Etapas de clonagem e sub-clonagem de fragmento VP4. (A) Otimização da reação de PCR, 

usando iniciadores – 4con3 e 4con2 de Gentsch e colaboradores (2002), com alvo para o Gene VP4 

utilizando a extração de RNA viral da cepa WA de Rotavírus. Nas canaletas 1-6 A, notamos que não houve 

amplificação do gene trabalhado, a canaleta 7 apresentou uma banda com tamanho 483 pb tamanho exato 

do amplicon. (B) Purificação com tamanho de fragmento 483 pb. (C) A figura mostra a digestão da 

extração plasmidial (miniprep) do gene VP4 e do plasmídeo pGEM. As canaletas de 1-5 não apresentaram 

o fragmento VP4, diferente da colônia 6 que mostrou um fragmento do tamanho  483 pb específico do 

gene VP4. A canaleta 7 mostra o plasmídeo pGEM  digerido. (D) A figura acima mostra a digestão da 

extração plasmidial (miniprep) do gene VP4 e do plasmídeo pRSET B. A canaleta 1 refere-se ao plasmídeo 

pRSET B sem fragmento, as canaletas 2-5 apresentaram fragmento VP4, a canaleta 6 é um controle da 

digestão (pRSET sem enzima de restrição). 

  

pRSET b + VP4 pRSET b 
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A confirmação de que o fragmento clonado se tratava da VP4 foi realizada por 

sequenciamento com a análise de similaridade com amostras depositadas no banco de 

sequência gênicas do Nacional Center for Biotecnology Information NCBI utilizando a 

ferramenta gênica “blast n“. A análise do sequenciamento demonstrou que a pGEM-

VP4 recombinante, produzida nesse estudo, teve similaridade com VP4 de Rotavírus. 

Após confirmação da clonagem da VP4, os plasmídeos pGEM-VP4 e vetor de 

expressão pRSETB foram digeridos com enzima EcoRI, em seguida ligados em 

pRSETB digerido, para introdução na célula hospedeira E. coli TOP 10. A confirmação 

da subclonagem foi realizada por digestão com EcoRI, onde observou-se que 4 

plasmídeos de 5 digeridos apresentavam o inserto no tamanho esperado. (Figura 7D).  

Novamente o sequenciamento foi realizado, a fim de avaliar a qualidade dos 

plasmídeos obtidos e a correta inserção dos fragmentos no vetor de expressão (pRSET-

VP4). Observou similaridade com VP4 de Rotavírus já depositados em banco de dados. 

 

4.1.3 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO  DO ANTÍGENO RECOMBINANTE VP4  

A proteína VP4 - pRSETB foi expressa juntamente a uma cauda de polihistidina 

cultivando a E. coli BL21-DE3 sob indução de IPTG por 3 horas. Essa se encontrava na 

porção insolúvel do lisado bacteriano. Após purificação a proteína apresentou tamanho 

esperado de 18 kDa (Figura 8A). A confirmação da expressão foi realizada por western 

blot, que reconheceu a cauda de polihistidina (Figura 8B). 

 

4.2 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS POLICLONAIS – ANTI- VP4 Figura 8: Expressão da proteína VP4. (A) Gel SDS PAGE, mostrando: Canaleta 1: Marcador de 

proteínas, Canaleta 2: E.coli – Bl 21 induzida 3 horas (sobrenadante), Canaleta 3: E.coli – Bl 21 

induzida 3 horas pellet, Canaleta 4: VP4 induzida 3 horas (sobrenadante), Canaleta 5: VP4 induzida 3 

horas  (pellet) e Canaleta 6: VP4 purificada em coluna de níquel. (B) A figura mostra proteína 

purificada – VP4 recombinante. Revelação em western Blot. Tamanho do fragmento purificado 18 kDa. 
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4.2 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI-VP4 

4.2.1 Anti–VP4 Coelho e Camudongos 

Tendo em vista a produção de anticorpos policlonais, camundongos e coelho foram 

imunizados com a proteína recombinante purificada VP4. Realizou-se ELISA indireto 

para verificar a resposta de anticorpos às imunizações, utilizando soro de coelho diluído 

1/100. A proteína foi bastante imunogênica pela boa resposta de anticorpos anti-VP4 de 

ambas as espécies de animais, coelho (figura 9A) e camundongos (figura 9B). 

 

 

 

  

 

4.3 PRODUÇÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE – VP6 

Para a produção da proteína recombinante VP6, uma sequencia de DNA a partir 

de domínios imunogênicos do gene VP6 de Rotavírus foi desenhado e a sequencia foi 

sintetizada e clonada em plasmídeo pSMART, diretamente pelo fornecedor IDT - 

Integrated DNA Technologies. 

 

4.3.1 Subclonagem do gene VP6 – pRSETA 

O plasmídeo de clonagem VP6-pSMART e plasmídeo de expressão pRSETA 

vazio foram digeridos com as enzimas de restrição XhoI e HindIII e o  fragmento 

liberado de 460 pb foi purificado, em seguida ligado no vetor pRSETA, e inserido na 

célula hospedeira da linhagem E. coli TOP 10 por transformação (figura 10A). Após 

transformação pRSETA mais VP6, uma extração plasmidial das colônias 

transformantes foi realizada, seguida por digestão do vetor de expressão (pRSETA), a 

fim de verificar resultado positivo. Considerando que o gene sintético desenhado, 

Figura 9: Imunogenicidade da proteína VP4. ELISA Indireto com os antissoros dos animais imunizados 

proteína recombinante VP4. Os valores de absorbância estão representados no eixo Y e as imunizações de 

coelho estão representadas no eixo X. A) resposta do coelho B) resposta camundongo. 
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obtinha outros sítios de restrição que não XhoI e HIND III, optamos por utilizar outros 

dois sítios – MluI. A altura esperada para corte usando essa enzima de restrição é de 

aproximadamente 360pb. O plasmídeo de expressão usado neste experimento 

(pRSETA) possui sítios de restrição únicos para as enzimas utilizadas, foi observado 

que o fragmento de VP6, só era detectado quando uma digestão dupla dos vetores era 

realizada. Em reações onde essas enzimas foram utilizadas separadamente, não se 

observou a presença dos fragmentos. Desta maneira, constatou-se que os fragmentos 

estavam inseridos corretamente no vetor de expressão (figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

Além de verificar através de restrição enzimática a correta inserção do 

fragmento no vetor de expressão, foi realizada uma avaliação da qualidade do 

plasmídeo obtido através do sequenciamento das amostras pRSETA -VP6. A etapa de 

sequenciamento, confirmou a presença do gene VP6 subclonado em pRSETA. A partir 

da sequência de nucleotídeos, realizamos uma análise de similaridade com amostras 

depositadas no banco de sequência gênicas do NCBI utilizando a ferramenta gênica 

“blast n“. A análise do sequenciamento demonstrou que a pRSETA - VP6  

recombinante, produzida nesse estudo, teve similaridade com VP6 de Rotavírus. 

 

Figura 10: Subclonagem de VP6 em pRSETA. (A) Digestão do plasmídeo de clonagem pSMART e a 

presença dos fragmentos na altura esperada, aproximadamente 460 pb e digestão do plasmídeo de 

expressão pRSETA. Os Poços de 1-3 representam plasmídeo pSMART digerido com enzimas XhoI e 

HindIII, 4-6 representam plasmídeo de expressão pRSETA digerido com as enzimas XhoI e HindIII, o 

poço 7 é controle da digestão pRSET A sem enzimas. (B) Digestão do plasmídeo de expressão pRSETA 

e a presença dos fragmentos na altura esperada. Números 1-5 representam o pRESET com a presença do 

inserto nas colônias 1,2 e 5 em aproximadamente 360 pb, Todos foram devidamente digeridos com a 

enzima de restrição MluI que tem dois sítios de inserção do plasmídio. Para visualização da digestão foi 

realizada a eletroforese, no qual utilizou-se gel de agarose na concentração de 1.5%. Todas as canaletas 

apresentam o (M) marcador molecular de 100pb (ladder). 
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4.4 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO  DO ANTÍGENO RECOMBINANTE VP6 

A proteína VP6 foi expressa após 3 horas de indução na presença de IPTG, 

assim como identificado em VP4, essa proteína também mostrou ser insolúvel no lisado 

bacteriano. Foi observado na massa celular a presença da proteína em tamanho esperado 

de 21,7 kDa em SDS-PAGE (figura 11B). A revelação de um western blot utilizando 

anticorpo monoclonal anti-HisG (Invitrogen) confirmou a presença da cauda 

polihistidina da proteína recombinante purificada obtida (figura 11 A,C). Após 

confirmação da expressão da VP6, observou-se a proteína recombinante nas eluições de 

100-300 mM de imidazol na purificação. A concentração da proteína fusionada a cauda 

de histidina ficou em torno de 1,0 a 2,0 μg/μL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 PRODUÇÃO DOS ANTICORPOS POLICLONAIS  

4.5.1 Anti –VP6 coelho e camundongos 

Com a proteína recombinante VP6 expressa e purificada, coelho e camundongos 

foram imunizados para obtenção de anticorpos policlonais anti VP6. As imunizações 

ocorreram a cada 15 dias, no total foram 4 inoculações. Assim como no procedimento 

realizado com a proteína recombinante VP4, um ensaio de ELISA indireto foi realizado, 

Figura 11: Expressão de proteína VP6 após três horas com o indutor IPTG. M. Marcador de 

proteína (A) western- blot 1-3: Proteína recombinante - pellet da proteína recombinante VP6 (altura da 

21,7 kDa). (B) SDS PAGE 1: Pellet Proteína recombinante VP6 induzida com IPTG. (C) 1-4 western 

blot da proteína recombinante purificada VP6.  
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para verificar a reposta de anticorpos às imunizações, usando soro de coelho diluído 

1/100.  Tanto o coelho quanto os camundongos responderam bem produzindo elevados 

títulos de IgG anti-VP6 em relação à proteína recombinante VP6 (figura 12).  

 

 

 

Figura 12: Imunizações com proteína recombinante VP6 em coelho e camundongos. A figura mostra 

um aumento na resposta imunológica dos animais, esses valores foram constatados por (ELISA), lidos no 

Multiskan  Ex-absorbance mode-filter 450. (A) coelho anti VP6 (B) camundongo anti VP6. 

 

 

4.6 TESTES PARA VALIDAÇÃO DOS ANTICORPOS POLICLONAIS 

PRODUZIDOS A PARTIR DA CONSTRUÇÃO DAS PROTEÍNAS 

RECOMBINANTES 

 

4.6.1 Western-blot com amostra Rotavírus-WA com anti-VP4 e anti-VP6  

Os anticorpos policlonais obtidos nesse estudo foram testados versus amostra 

Rotavírus WA, cultivada em ensaios celulares. Tendo como base um perfil 

eletroforético descrito por Teeimori e colaboradores (2014), que apresenta o padrão 

proteico das proteínas majoritárias de Rotavírus (figura 13A), os ensaios por western- 

blot mostraram que tanto anti-VP4 (figuras 13B) quanto o anti-VP6 (figuras 13C, D) 

reconheceram as proteínas VP4 e VP6 respectivamente.   
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Foi possível destacar que tanto anti-VP4 camundongo quanto anti-VP6 

camundongo e anti-VP4 coelho como anti-VP6 coelho, reconheceram cruzadamente 

Rotavírus WA em diversos pontos, fato justificável por tratar-se de anticorpos 

policlonais. Porém, ambos os anticorpos marcaram banda na posição específica ao ser, 

conforme observado na figura 13A, que mostra o padrão observado nos estudos de 

Teeimori e colaboradores, 2014. 

 

 

4.7 ANÁLISE DE ANTI- VP4 e ANTI-VP6 DE COELHO POR CITOMETRIA 

DE FLUXO 

 

4.7.1 Caracterização dos IgGs anti-VP4  de coelho  

Foi observado na citometria de fluxo uma média de intensidade de fluorescência 

dos IgG anti VP4 com as células MA104 sadias,  uma vez que a amostra positiva (MA104 

infectada com Rotavírus WA marcada com IgG anti VP4) apresentou nível de 

reatividade menor que a amostra negativa (MA104 sadia marcada com IgG anti VP4)  e o 

controle da reação usado no ensaio (MA104  sadia marcada apenas com o conjugado de 

Figura 13: Western blot com amostras Rotavírus-WA com anti-VP4 e anti-VP6. (A) Perfil 

eletroforético via SDS PAGE de proteínas estruturais do Rotavírus humano retirado da publicação de 

Teeimoi e colaboradores (2014). (B) Western blot mostrando anti-VP4 camundongo e Anti-VP4 coelho 

detectando amostra desnaturada Rotavírus WA na altura correta da VP4 nativa. (C) Western blot 

mostrando anti-VP6 camundongo detectando amostra desnaturada WA Rotavírus na altura correta da 

VP6 nativa. (D) Western blot indicando anti-VP6 coelho detectando amostra desnaturada WA 

Rotavírus na altura correta da VP6 nativa.  
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coelho Alexa flour) não fluoresceu, o que demonstrou uma reatividade cruzada (figura 

14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7.2 Caracterização dos IgGs anti-VP6 de coelho  

O ensaio foi realizado durante 6 dias consecutivos de infecção in vitro de 

Rotavírus WA em célula MA104 (figura 15A). A morfologia da célula MA104 foi 

monitorada e somente as células selecionadas de acordo com a granulosidade e tamanho 

destacadas na forma geométrica foram avaliadas (figura 15B) Em cada dia foi realizado 

marcação com anti-VP6 e revelados com anticorpos anti IgG conjugados com Alexa 

flour 488 por Citometria de fluxo (figura 15C-D). O gráfico mostra a média de 

intensidade de fluorescência - MFI de células MA104 infectadas com Rotavírus WA e 

aumento da MFI até o 5º dia, o que validou os IgG anti-VP6 como uma possível 

ferramenta para um sistema de detecção de Rotavírus do tipo A. Além disso observou-

se que no 6º dia houve queda do nível de intensidade da fluorescência, provavelmente 

pelo efeito citopático e consequente diminuição do reconhecimento.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Caraterização de IgG de coelho anti VP4.  CN- célula normal (sadia) marcada 
apenas com o conjugado anti IgG de coelho Alexa flour. CN 1º e 2º: células MA104 sadias 
marcadas com IgG de coelho anti VP4  mais  conjugado ao Alexa flour. VP4 coelho: Célula 
infectada e marcada com igG de coelho anti VP4 mais conjugado ao Alexa flour.  
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Figura 15: Caracterização dos anticorpos anti-VP6 em cultura in vitro de Rotavirus. (A) Curva de 

crescimento de MA104 normal e infectados por Rotavírus WA. B) Seleção das amostras por tamanho e 

complexidade (C) média de intensidade de fluorescência de células MA104 sadias com IgG anti-VP6 marcadas 

com anticorpos Alexa  flour 488 no 1º dia infecção (D) Acompanhamento da média de intensidade de 

fluorescência de células  MA104 infectadas com anti-VP6 e anti-igG Alexa flour 488 até o 6º dia. 
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5. DISCUSSÃO 

Devido as crescentes taxas de morbidade e mortalidade causada por Rotavírus 

humanos, métodos de detecção têm sido empregados rotineiramente em estudos clínicos 

epidemiológicos. Para o controle das rotaviroses é primordial a identificação precisa dos 

agentes envolvidos, de modo a se estabelecerem medidas profiláticas direcionadas. Para 

tanto, o diagnóstico das infecções por Rotavírus baseia-se na detecção das partículas, 

antígenos ou RNA virais a partir de material fecal (SMITH et al. 1993; HUGHES 1993; 

O'RYAN et al. 2001). Um método de triagem rápido, facilmente utilizável para detectar 

o Rotavírus em amostra fecal é tido como apropriado para a aplicação de triagem em 

grandes grupos de pacientes (SILVEIRA, 2005).  

Pesquisas têm demonstrado que as proteínas estruturais presentes no capsídeo 

externo de Rotavírus VP7 e VP4 são alvos de anticorpos que neutralizam o Rotavírus in 

vitro (S.J.DUNN et al.,1995) e essas proteínas tem sido escolha para montagem de um 

sistema rápido de detecção. 

Responsável pelo genótipo P, VP4 é uma proteína não glicosilada que se projeta 

na forma de espículas na superfície do capsídeo externo do vírus e está relacionada com 

diferentes funções incluindo adesão à célula, internalização, hemaglutinação, 

neutralização e virulência (CRAWFOARD et al., 2001; PRASAD et al., 1990; OFFIT, 

BLAVAT,1986; LOPEZ et al., 1985).  

Os 161 aminoácidos escolhidos para a produção de proteína recombinante VP4 

corresponderam a um domínio hemaglutinina importante na indução de anticorpos 

neutralizantes à ligação ao ácido N-acetilneuraminico da superfície celular do 

hospedeiro (SUZUKI et al., 1985,  SVENSSON et al., 1987, CONNER et al, 1988). O 

ácido N-acetilneraminico, ou ácido siálico é o receptor celular para algumas cepas de 

Rotavírus. Sugere-se que a porção VP8 interaja com um receptor que contenha ácido 

siálico (ISA et al., 2006), pois resíduos que têm contato com o ácido siálico são 

conservados em cepas de Rotavírus (DORMITZER et al.,  2002). Nesse estudo a porção 

VP8, foi à região escolhida para produção de antígeno recombinante VP4.  

Referente à clonagem, expressão em hospedeiro E.coli e purificação da proteína 

VP4 obtivemos sucesso, visto que no sequenciamento tanto do vetor de clonagem, 
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quanto do vetor de expressão houve um excelente índice de significância na avaliação 

do eletroferograma.  

Foi observada insolubilidade da VP4 recombinante produzida, Khodabandhloo 

M e colaboradores (2009), também obtiveram a proteína expressa do gene VP4 do 

Rotavírus, porém em hospedeiro Baculovírus, onde se observou insolubilidade da 

proteína VP4, os autores concluíram que essa proteína recombinante, tem um potencial 

para o desenvolvimento de vacina contra Rotavírus. A característica relacionada à 

insolubilidade de VP4 parece ser comum entre proteínas recombinantes produzidas 

desse gene, estudos de Larralde e Goziglia (1992), Kovacs – Nolan e colaboradores 

2001 e Favacho e colaboradores 2006 apontam a mesma particularidade. 

Observou-se que IgG de camundongo e  coelho  anti-VP4 reconheceram amostra 

padrão de Rotavírus WA em sua forma desnaturada, como exibida na (figura 13 B) que 

mostra o Western blot com alvo para WA de Rotavírus, o que de modo positivo reflete  

estratégias de uso para os anticorpos anti-VP4 obtidos a partir da proteína recombinante. 

Estudos de Zhao e colaboradores, 2007 também produziram recombinante VP4 

expressa em E.coli Bl21 (DE3) pLysS, seus resultados afirmam que a proteína possui 

reatividade imuno-específica e pode ser facilmente reconhecida por cepas de Rotavírus 

WA ou SA11. Porém em nosso estudo, foi possível observar que a proteína 

recombinante VP4, usada na produção dos anticorpos policlonais para detecção de 

Rotavírus, como uma possível ferramenta de diagnóstico não teve o efeito esperado, 

devido à reatividade cruzada com células epiteliais de rim de macaco nos ensaios para 

detecção da cepa WA pela citometria de fluxo.   

Assim como observado que anticorpos protetores e neutralizantes induzidos em 

animais ou seres humanos, após uma infecção por Rotavírus, são dirigidos 

classicamente contra a VP4 e VP7 (OFFIT & BLAVAT,1986), estudos apontam que 

VP6 também induz  a produção dos mais altos títulos séricos desses  anticorpos após 

infecções em humanos (AIYEGBO et al., 2013).  A proteína VP6 está presente no 

capsídeo interno, representa 51% da massa viral e é considerada a principal portadora 

dos determinantes antigênicos, muitos dos quais permitem a classificação de grupos e 

subgrupos (ESTES & KAPIKIAN, 2007). Muitos trabalhos tem escolhido essa proteína 

para produção de recombinantes, devido ter importante papel na indução da imunidade 
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protetora (EL-SENOUSY WM et al., 2013) também observou-se que  a maioria dos kits 

diagnósticos incluem anticorpos policlonais ou monoclonais dirigidos a esse antígeno 

(ESTES & COHEN 1989).  

A análise de predição de epítopos da VP6 permitiu a seleção de três domínios 

imunodominantes, que foram deduzidos como sendo mais expostos pela conformação 

espacial. Por meio de bioinformática um gene sintético contendo as sequências destes 

domínios foi elaborado, direcionando os códons mais reconhecidos para expressão 

proteica em Escherichia coli. Diferente da estratégia elaborada com a recombinante 

VP4, o desenho deste gene sintético possibilitou rapidez e praticidade na construção e 

na purificação da VP6.  Estudos comprovam que peptídeos sintéticos abrangendo 

diferentes regiões da proteína VP6, foram capazes de induzir altos títulos de anticorpos 

(REDMOND et al., 1991; FRENCHICK et al., 1992). Andrea Peralta e colaboradores 

(2009) indicaram VP6 como excelente portador de epítopos que reconhecem Rotavírus 

atípicos, nos seus estudos um sistema de expressão em Baculovirus recombinante foi 

montado para produzir proteínas a partir de estruturas multiméricas, através da técnica 

de western blot observaram reconhecimento à amostra nativa. Estudos de Theng Y e 

colaboradores (2014) mostram que proteínas quiméricas VP6 e VP4 induziram 

anticorpos em animais.  

Assim como feito para VP4 recombinante, a expressão para VP6 recombinante 

produzida nesse estudo foi realizada usando o vetor de expressão E. coli Bl21 (DE3) 

pLysS, observou-se que VP6-pRSET também apresentava característica de 

insolubilidade, assim como VP4-pRSET. Rueda (2010), também observou em sua 

investigação que VP6 recombinante, expressa em E. coli Bl21 (DE3) pLysS, teve a 

mesma característica, a proteína estava presente na porção insolúvel do pellet 

bacteriano. 

Os imunoensaios realizados confirmaram a capacidade dos anticorpos IgG anti 

VP6 de coelho e camundongo de reconhecerem a cepa WA de Rotavírus em sua forma 

desnaturada (western blot), assim como realizado por Zhu e colaboradores (2013) na 

detecção de Rotavírus porcino, e em sua forma nativa (Citometria de Fluxo). No estudo 

realizado por DE GOES e colaboradores (2008), resultados semelhantes foram obtidos 

ao se trabalhar com parte do segmento 6 correspondente à porção N-terminal 
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conservada da VP6, expresso em Escherichia coli. A propriedade imunológica da VP6 

recombinante foi avaliada por Western blot e pela capacidade de indução de anticorpos 

policlonais anti-VP6 recombinante em coelho. O soro policlonal produzido foi 

conjugado com um apoio de látex para a detecção de Rotavírus em amostras de fezes. 

Os resultados indicaram significativos índices de sensibilidade e especificidade contra o 

grupo Rotavírus A. 

De acordo com Bosch A e colaboradores (2004), a utilização da técnica de 

citometria de fluxo para detecção de infecção por Rotavírus é muito útil, já que realiza o 

duplo objetivo de aumentar a quantidade de material do alvo, incorporando um ensaio 

de nível de infecção. A utilização dessa técnica em nosso estudo foi de fato bastante 

promissora, observamos rapidez, qualidade analítica e eficiência nos ensaios. Alguns 

autores afirmam que a citometria de fluxo têm se tornado importante ferramenta com 

amplas aplicações, como por exemplo, contar, examinar e classificar partículas 

microscópicas suspensas em meio líquido em fluxo, com a análise de vários parâmetros 

simultaneamente. Utilizando-se um aparelho de detecção óptico-eletrônico é possível a 

realização de análises de características físicas e/ou químicas de uma simples célula 

(BERGQUIST et al., 2009).  

O ensaio imunoenzimático ELISA também foi utilizado nesse trabalho para 

avaliar os anticorpos policlonais obtidos – anti VP4 e Anti VP6 (dados não mostrados). 

Diversos trabalhos demonstram que o teste de ELISA possui valores de sensibilidade 

que variam entre 70-98% aproximadamente. Sua especificidade apresenta-se variável 

(70-100%) e depende do antígeno empregado (MANCIANTI et al., 1996; ROSARIO et 

al., 2005, METTLER et al.,2005). A utilização de antígenos recombinantes tem 

aumentado consideravelmente a especificidade dessa técnica (BURNS et al., 1993; 

SCALONE et al., 2002; CARVALHO et al., 2003), entretanto, reações cruzadas ainda 

podem ocorrer (BADARÓ et al., 1996). Em nosso trabalho algumas dificuldades foram 

encontradas, como a reatividade cruzada com amostras fecais negativas. Uma possível 

explicação para isto é o fato de ter sido utilizado E. coli como hospedeiro para produção 

da proteína recombinante. Impurezas remanescentes do processo de purificação da 

proteína em coluna de níquel podem ter induzido a geração anticorpos capazes de 

reconhecer E. coli comuns da flora intestinal humana. O ensaio de citometria 

demonstrou a capacidade dos anticorpos gerados de reconhecer Rotavírus na sua forma 
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nativa, porém o ELISA nos indicou a necessidade de melhoramentos futuros para 

obtenção de ferramentas mais eficientes. Algumas alternativas seriam a adição de 

métodos que aumentem o grau de pureza da proteína recombinante, a troca do 

hospedeiro de expressão (como para Bacillus subtilis ou Pichia pastoris), ou o 

desenvolvimento de anticorpos monoclonais anti-VP6.  

A intenção desta pesquisa foi desenvolver proteínas recombinantes capazes de 

induzir a produção de anticorpos funcionais para detecção de Rotavírus do grupo A. A 

cerca dos produtos obtidos (VP4 e VP6), o reconhecimento do vírus nativo na cultura da 

célula MA104, infectada pelos anticorpos anti VP6, justifica uma avaliação futura do 

sistema de captura de antigeno em amostras fecais através de ELISA. Estas reações 

imunoenzimáticas por captura de antígeno diretamente do material fecal, como os kits 

comerciais, são úteis no diagnóstico rápido para evitar um quadro de diarreia grave 

principalmente em crianças de baixa faixa etária (ESTES & KAPIKIAN 2007).  

Embora produtos como esses já existam no mercado, os resultados mostrados 

aqui suportam que os anticorpos policlonais ou monoclonais gerados a partir desta 

proteína VP6 recombinante poderiam vir a ser utilizados como ferramentas de sistemas 

para diagnóstico para Rotavírus. De acordo com estudos de Zhu e colaboradores (2013), 

anticorpos policlonais anti VP6 pode ser usada como bom reagente de diagnóstico para 

a detecção de Rotavírus. 

Em relação aos aspectos de propriedade intelectual, a busca relacionada ao uso 

desses produtos no Brasil não indicou existir impasse, primeiro porque as patentes 

encontradas ou estão a mais de 20 anos ativas ou estão ligadas a um sistema diferente da 

utilizada aqui. Assim a utilização de genes sintéticos construídos por sequências 

quiméricas como foi à construção da VP6 possibilitaria investimentos em 

comercialização do sistema aqui desenvolvido. 
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CONCLUSÃO 

 

 A região da proteína VP4 selecionada para a geração de IgG de camundongo e 

coelho anti-VP4 foi eficiente para o reconhecimento do antígeno nativo em sua 

forma desnaturada, como foi possível observar no ensaios de western blot.  

 

 Análise de citometria demonstraram que os mesmos anti-VP4 gerados não foram 

específicos o suficiente para serem utilizados em técnicas onde a proteína VP4 

está em sua forma nativa.  

 

 

 As regiões selecionadas para a produção da proteína VP6 foram eficientes para a 

geração de anticorpos anti-VP6 capazes de reconhecer a proteína nativa em sua 

forma desnaturada e não desnaturada. Futuros trabalhos terão como objetivo o 

aumento da especificidade dos anticorpos obtidos de modo a permitir sua 

aplicação em um maior número de imunoensaios.  
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Abstract Rotavirus group A (RVA) infection was

ascertained in 591 fecal samples from children 0 to 6 years

old with acute gastroenteritis. The vaccination status was

also verified in all 591 subjects, with 302 (51.0 % ±

4.0 %) participants fully vaccinated against rotavirus.

Forty-two of the vaccinated children (13.9 % ± 3.9 %)

tested positive for RVA infection. Of the 289 unvaccinated

children (49.0 % ± 4.0 %), 61 (21.1 % ± 4.7 %) had

stools positive for RVA. This study suggests that the pro-

portion of acute diarrhea cases caused by rotavirus was low

and that the incidence of rotavirus diarrhea decreased over

the study period in both vaccinated and unvaccinated

children.

Keywords Rotavirus � Acute gastroenteritis �
Children � Vaccine

Group A rotavirus (RVA) is the greatest causative agent

of acute gastroenteritis in children [1, 2]. Each year,

about 125 million of rotavirus-caused diarrhea cases are

registered globally, causing 352,000–592,000 deaths in

children under 5 years of age [3]. Due to the high

morbidity-mortality rate associated with diarrhea caused

by RVA, the need for urgent measures such as the

development of vaccines against this virus, with the

main objective of attenuating the severity of the diar-

rheic disease, has become evident. In March 2006 the

Rotarix� vaccine (monovalent (G1P[8]), strain

RIX4414) was included in the Brazilian vaccination

calendar [4]. Studies done in Brazil have reported a

decline in diarrhea-related hospital admissions, with

substantial declines in both the more-developed South

and Southeast regions, as well as in the poorest regions

of Brazil (North and Northeast), where socioeconomic

and health indicators approximate those of less-devel-

oped countries. The new data indicate significant effi-

cacy of the vaccine, with a 22 % reduction in

gastroenteritis mortality and a 59 % decrease in hospi-

talization among children younger than five years of age

in the post-vaccine years [5–7]. Data from immunization

surveillance in Porto Velho, Rondonia, Brazil have

demonstrated 84.74 % vaccine coverage.

The objective of the present study was to detect rota-

virus infection in children with acute gastroenteritis over a

24-month period in the region of Porto Velho-Rondonia

after the national rotavirus immunization program. Fecal

samples were obtained from children 0 to 6 years of age

who were hospitalized with a clinical status of gastroen-

teritis at the Cosme e Damião Children’s Hospital, a public

reference institution in the city of Porto Velho. The group

of children that received the monovalent oral Rotarix�
vaccine needed evidence of two doses of the vaccine

against rotavirus according to the recommendation of the

Federal Ministry of Health in order to be included in the

study.

Samples were identified as positive for RVA by

enzyme-linked immunosorbent assay (Rotaclone�) to
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qualitatively detect the rotavirus antigen as described by

the manufacturer.

The viral genome was directly extracted from samples

by the TRIzol (TRIzol� Reagent (Invitrogen) method,

using the technique described by Chomczynski et al. [8].

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was done to

determine the rotavirus electrophoretic profiles according

to the procedure described by Pereira et al. [9].

The positive RVA samples were genotyped by reverse

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) fol-

lowed by multiplex nested-PCR using the primers descri-

bed by Gentsch et al. [10] and Das et al. [11].

Statistical data analysis was done using classical meth-

ods. Ninety-five percent confidence intervals were deter-

mined for each comparison. The classical chi-square

method in contingency tables was applied to test differ-

ences between categorical data (vaccination status, age

group, RVA infection status and genotype), as well as

Fisher’s exact test for dichotomous data. Survival analysis

was done using the Mantel-Cox log rank test. The test was

applied to evaluate possible time-from-vaccination effects

on RVA incidence.

The study was approved by the CEPEM (Rondonia

Tropical Medicine Research Center) ethics committee,

according to protocol no. 0113/2010.

A total of 591 fecal samples were collected. There were

103 (17.4 % ± 3.1 %) samples that tested positive for

RVA. Samples that gave a positive result for RVA were

subjected to PAGE analysis to confirm the results and to

observe the electrophoretic profile of the viral genome.

The vaccination status was also verified in all 591 sub-

jects, with 302 (51.0 % ± 4.0 %) of them fully vaccinated

against rotavirus. Of these 302 vaccinated children, 42

(13.9 % ± 3.9 %) were infected with RVA. Two hundred

eighty-nine (49.0 % ± 4.0 %) children were not vacci-

nated against RVA. Of the unvaccinated children, 61

(21.1 % ± 4.7 %) tested positive for RVA. When com-

paring the frequency of RVA in unvaccinated and vacci-

nated children, a relative risk of 1.09 (95 % C.I.: 1.01-1.17;

p = 0.022) (Table 1) was observed. This result may also

be expressed as an absolute reduction in the risk of RVA

infection of 7.20 % (95 % C.I.: 1.09 %-13.31 %) in vac-

cinated children. Of the 103 rotavirus-positive samples, a

total of 52 samples were successfully characterized by both

G and P typing. The genotyping was done by RT-PCR

combined with sequencing of the VP7 and VP4 genes. G9P

[8] was the most prevalent genotype, detected in

94.2 % ± 6.3 % (49/52) of the samples, followed by G2P

[4], with 3.8 % ± 5.3 % (2/52), and G1P [8] (1/52), with

1.9 % ± 3.7 %. Among the genotyped samples, it was

verified that 28.5 ± 12.3 % (15/52) of the children had

received two doses of the vaccine as recommended. In this

study, the G1P [8] strain was detected in an unvaccinated

child, and the G9 frequency was verified in children that

had received the two doses of the vaccine against rotavirus.

In Rio de Janeiro, children who received two doses of

vaccine showed an RVA infection rate of 29 %, while the

infection rate was 58 % among unvaccinated children [12].

Studies conducted in Recife showed that rotavirus diarrhea

incidence was very low in vaccinated and unvaccinated

children [13]. Even if we consider the small sample size,

our data still suggest that there was a decrease in RVA

prevalence after the introduction of the vaccine by the

Brazilian National Immunization Program.

A comparison of vaccination rates between RVA-posi-

tive and negative children suggested that unvaccinated

children were more likely to be infected with rotavirus. The

distribution of RVA cases in relation to age group for the

vaccinated and unvaccinated children was also analyzed. A

high proportion of unvaccinated children over 40 months

of age had RVA. This same phenomenon was not observed

in the vaccinated children. On the other hand, a lower rate

of infection was observed in vaccinated children, in dis-

agreement with the concept that the number of RVA

infections tends to decrease after two years of life [14].

Costa et al. showed, in studies done before vaccination

against rotavirus, that the most frequent genotype identified

was G1P [8], found in 66.7 % ± 12.6 % of samples, fol-

lowed by G2P [4] in 22.2 % ± 11.1 %, G3P [8] in

7.41 % ± 7 % and G4P [8] 3.7 % ± 5.0 % [12]. Com-

paring the genotypes found in both studies done at the same

hospital using the same methodology, significant differ-

ences were found between the observed frequencies of

G2[P4], G1[P8], G9[P8] (Table 2).

In previous studies of children from different parts of

Brazil, a predominance of RVA genotype G2P [4] was

observed when compared to other genotypes [15–20]. The

genotype frequencies found in this study show that the G9

genotype, associated with P [8] was the most prevalent,

being found in 94.2 % ± 6.3 % (49/52) of the samples.

Recent reports have described the expansion of G9, which

has become the most frequent genotype in various parts of

the world, including Brazil, with fluctuating frequencies, as

expected for any rotavirus serotype [21–23]. In regard to

G1P [8], studies have suggested that the apparent decline in

the vaccine strain implies a high probability in the future of

transmission from vaccinated individuals to unvaccinated

contacts with serotypes different from the ones present in

the vaccine [24].

Curiously, survival analysis showed that, in general,

diarrhea episodes tended to occur three to four months later

in vaccinated children than in unvaccinated children

(Fig. 1, Mantel-Cox, log rank V2 = 20.8, 1 d.f., p \ 0.000,

considering children up to 40 months old). This might be

considered a positive effect, since diarrhea symptomatol-

ogy in younger children tends to be more severe than in
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older ones [25]. This observation needs further investiga-

tion to evaluate whether the delay in RVA diarrhea

occurrence is a direct effect of the vaccine or due to other

factors such as better access to general health services by

vaccinated children.

A recent study from Mexico demonstrated a significant

reduction in infant diarrhea mortality early after the

introduction of the rotavirus vaccine [26]. Nonetheless,

recent data from Brazil have demonstrated a decrease in

RVA detection after the introduction of the vaccine, as well

Table 1 Occurrence acute diarrhea in children between February 2010 and February 2012, distributed by rotavirus A infection, vaccination

status, and age range (months)

Age group RVA positive RVA negative Total

Vaccinated Unvaccinated Pos. Total Vaccinated Unvaccinated Neg. Total

00-06 3 13 16 35 83 118 134

07-12 13 12 25 80 56 136 161

13-18 9 10 19 56 28 84 103

19-24 8 9 17 45 29 74 91

[24 9 17 26 44 32 76 102

Total 42 61 103 260 228 488 591

Abreviations: RVA, rotavirus A; Pos., positive; Neg., negative; Age ranges are shown in months

Table 2 Comparison of rotavirus A genotyping results from this study and those found by Costa et al. [12], whose data were collected prior to

the availability of vaccination against rotavirus

Sampling period G2[P4] G1[P8] G3[P8] G4[P8] G9[P8] Total

2000-20021 N 12 36 4 2 0 54

% 22.22 % 66.67 % 7.41 % 3.70 % 0.00 % 100.00 %

2010-20112 N 2 1 0 0 49 52

% 3.85 % 1.92 % 0.00 % 0.00 % 94.23 % 100.00 %

P-value, pairwise3 p = 0.004 p \ 0.001 p = 0.064 p = 0.257 p \ 0.001

The differences were statistically significant. The samples were collected in the same hospital and using the same methodology as in the present

study

Abreviations: N, observed number

Colluns G2[P4], G1[P8], G3P8], G4[P8] and G9[9[P8] represent the observed rotavirus A genotypes found in each study G1[P4], G3[P4],

G4[P4], G9[P4], G2[P8] genotypes were not detected
1 Rotavirus A genotyping results from Costa et al. [12]
2 Rotavirus A genotyping resultus from the present work
3 Pairwise comparision of genotype frequencies between studies using Fisher’s exact test

Fig. 1 Survival analysis of the

age of occurrence of diarrhea,

limited to children up to

40 months old. Lines are

grouped by RVA vaccination

status. The y-axis shows the

cumulative percent of the cases

in each group. Diarrhea

episodes occurred three to four

months later in vaccinated

children than in unvaccinated

children (Mantel-Cox, log rank

V2 = 20.8, 1 d.f., p \ 0.000)
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as an important reduction in hospitalization of children

with acute gastroenteritis caused by rotavirus [26].

The RVA rate observed at the beginning of this study

agrees with data from other regions of the world, including

Brazil. This is the first study done in Rondonia to evaluate

the occurrence of viral gastroenteritis in children after the

introduction of Rotarix� by the national immunization

program in 2006.
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