Mariela Alves e Silva

Avaliacéo da prevaléncia do rotavirus bovino em rebanhos dos
assentamentos rurais de Corumba/MS.

Belo Horizonte
2009

Mariela Alves e Silva



Avaliacdo da soroprevaléncia do rotavirus bovino em rebanhos
dos assentamentos rurais de Corumba/MS.

Monografia apresentada ao curso de Pés-
Graduacdo em Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Minas Gerais, como requisito parcial para
obtencao do grau de Especialista em
Microbiologia.

Orientadora: Dra. Edel Figueiredo Barbosa
Stancioli

Co-orientadora: M.Sc. Camila Pacheco
Silveira Martins

Belo Horizonte
Instituto de Ciéncias Biologicas
2009



AGRADECIMENTOS

Em especial a meu pai (in memorian) e a minha querida Victéria (in memorian),
que mesmo na distancia fisica e apesar da imensa saudade, estdo sempre
norteando e iluminando meus pensamentos.

A minha mae, exemplo forte de luta, que sempre foi meu esteio em todos os
momentos. Ao Marcelo, irméo querido, pela cumplicidade , for¢ca e carinho. Ao
meu eterno amor , Gutenberg , que suportou juntamente comigo momentos muito
dificeis e que me propiciou conhecer o verdadeiro amor (nos gestos, na amizade,
na cumplicidade) e pra mim é exemplo de virtudes e carater.

A professora Edel, por me creditar confianca (pela oportunidade) e me impulsionar
a lugares nunca antes sonhados por mim. Pelo desprendimento, dedicacgéo,
carinho e conforto. Por provocar em mim a vontade de crescimento profissional e
pessoal, enfim por tudo.

A Camila , a qual ndo tenho como mensurar minha gratiddo, por tudo que me
ensinou, me confortou e pelos momentos de grande, grande crescimento que
passamos juntas.

A Ludmila, pela paciéncia de me ensinar os protocolos desde os mais simples
passos e pelo tempo dedicado ao meu projeto. A Andréia pelo sorriso sempre |,
pela calma e pela ajuda na confecc¢éo do trabalho.

A todos do laboratério que me auxiliaram com boa vontade e me ensinaram

durante este tempo o quanto um colega pode ser importante.

As palavras de amizade e conforto podem ser curtas e sucintas, mas o0 seu eco €

infindavel (Madre Teresa de Calcutd).


http://www.pensador.info/autor/Madre_Teresa_de_Calcuta/

RESUMO

A presenca de rotavirus foi pesquisada em amostras fecais provenientes de
bezerros de 5 dias até o sexto més de vida, com e sem diarréia. Estes animais se
encontravam na regido de Corumba (MS) e estavam distribuidos entre trés
assentamentos rurais da regido — Tamarineiro, Taquaral e Paiolzinho, sendo as
coletas realizadas no ano de 2007. O objetivo deste trabalho foi verificar a
presenca do rotavirus nestes assentamentos e correlaciona-la com a ocorréncia
ou nao de diarréia. Oitenta e trés amostras fecais foram submetidas a analise por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Destas amostras nenhuma
apresentou positividade para o virus estudado. Este estudo mostrou que ndo ha
prevaléncia nos 03 assentamentos estudados, com a metodologia utilizada,
embora este agente seja descrito em outros rebanhos do Estado do Mato Grosso.
A técnica aqui abordada é mundialmente utilizada com sucesso tendo grande
sensibilidade na deteccdo do rotavirus, uma vez que durante a excrecado viral, as
fezes do animal ou humano infectado podem conter até 1000 particulas / grama

de fezes.



ABSTRACT

Rotavirus was assayed in fecal samples of calves with and without diarrhea
collected during 2007. These animals were located at Corumba (MS, Brazil) e were
distributed into three settlements named Tamarineiro, Taquaral and Paiolzinho .
This work has the objective of verify the occurrence of Rotavirus and to find
correlation with diarrhea. Eighty three samples were test using Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (PAGE). All of samples tested were negative to Rotavirus. Overall,
this study have shown no prevalence of rotavirus in the geographical region
studied, using PAGE methodology and for the 03 settlements evaluated, although
Rotavirus is reported in the Mato Grosso State. PAGE is used around the world
with success, having great sensitivity, once that during the virus excretion, feces of
infected animal and human can have around 1000 particles by gram, and the test

is proved to be suitable for rotavirus detection.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As gastroenterites em bovinos apresentam distribuicdo mundial e acarretam
prejuizos a pecuaria pela mortalidade, morbidade, custos com tratamentos,
profilaxia e aumento da suscetibilidade a outras infecgdes (PAUL AND LYOO,
1993; KANEENE, HURD, 1990). A diarréia € um complexo de etiologia multifatorial
relacionado a infeccdo, fatores nutricionais, ambientais e a pratica de manejo.
Estudos apontam que esta entidade clinica pode ser desencadeada por bactérias,
Escherichia coli enterotoxigénica, Salmonella sp; virus, rotavirus, coronavirus;
protozoario Cryptosporidium sp; toxinas; fatores ambientais/manejo como,
qualidade da nutricdo, baixa temperatura, pobre higieniza¢éo, privacdo do colostro
e suscetibilidade do animal (SNODGRASS et al.,1986; TAKIUCHI et al., 2006).

Em relacdo aos agentes virais, 0 rotavirus apresenta maior incidéncia em
mamiferos nos casos de adoecimento entérico no mundo (BARREIROS et al.,
2003; TAMEHIRO et al., 2003). No Brasil, ja foi detectado em muitas propriedades
de criac&o de bovinos e suinos (SAN JUAN et al., 1986; BITTENCOURT e RACZ,
1992; BRITO, 1998). De modo geral, a rotavirose bovina € prevalente em animais
jovens (idade inferior a trés semanas), porém a doenca pode ocorrer em todas as
faixas etérias, incluindo bovinos adultos (LUCCHELLI et al., 1992).

Os agentes correlacionados com o quadro de gastroenterite, sendo que cada
agente ou a combinacdo de diferentes, podem ser responsaveis por grandes
surtos, além de caracterizar-se como zoonose, em alguns casos (SNODGRASS et
al.,1986; TAKIUCHI et al., 2006). Assim, para o controle das gastroenterites é
essencial o diagndéstico inserido num contexto epidemiolégico. O diagndstico da
rotavirose fundamenta-se na deteccdo do virus no material fecal. Atualmente, ha

diferentes técnicas disponiveis para a identificacdo viral, sendo que nesta
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infeccdo, rotineiramente, sdo utilizadas a imunomicroscopia eletrbnica,
caracterizagdo em gel de poliacrilamida e ELISA, pois apresentam alta
especificidade (LINHARES et al, 2005). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a soroprevaléncia do rotavirus em amostras fecais de bovinos nos
assentamentos rurais Tamarineiro, Taquaral e Paiolzinho situados no municipio de
Corumba, MS.

2 HISTORICO

O Rotavirus bovino (RVB) foi associado a quadros diarréicos pela demonstracdo
experimental. Mebus e colaboradores (1969) inocularam em bezerros sadios,
fitrado de material fecal de animais com diarréia, sendo reproduzido o quadro
diarréico nesses animais, além da identificacdo pela microscopia eletrbnica das
particulas virais. Essas particulas foram denominadas Nebraska Calf Diarrhea
Virus (NCDV) Posteriormente, diferentes autores isolaram esses virus, sendo

considerado um importante agente causador de diarréia (WHITE et al., 1970).

Na década de 70 foi demonstrada a semelhanca entre as particulas virais do
rotavirus com as dos Reovirus, logo sendo entdo denominado Neonatal Calf
Diarrhea Reovirus-like (NCDR) (FERNELIUS et al., 1972). Em seguida, Woode,
Jones e Bridger (1975) relataram a presenca de rotavirus em fezes diarréicas de
leitdes. Desde entdo, inumeros trabalhos tém sido publicados relacionando os RV

a gastroenterites em diversas espécies de mamiferos e de aves.

O RVB foi detectado no gado brasileiro por pesquisadores em bezerros que
variam de 1 a 120 dias de idade em diferentes propriedades rurais (BRITO,1994;
BUZINARO et AL,2000; JEREZ et AL,1987.) com prevaléncia que variam de 53%,
28,12% e 22% (Reinhardt et al,1991, Shah, Jhala ,1992).

12



Na espécie humana os rotavirus foram descritos pela primeira vez em 1973, na
Australia, por Bishop e colaboradores (1973), pela identificacdo de particulas virais
em cortes histolégicos de mucosa duodenal de criancas com diarréia aguda, por
meio de microscopia eletrébnica. No ano seguinte, virus com caracteristicas
semelhantes foram detectados em amostras fecais de criangas com gastroenterite
aguda (BISHOP et al., 1974).

No Brasil, a primeira descricdo de RV em humanos ocorreu em 1976, a partir de
material fecal proveniente de criancas admitidas em um hospital publico de Belém,
PA (LINHARES et al., 1977). Desde entdo, foram realizadas inumeras
investigagbes em criangas no pais, demonstrando a ocorréncia de surtos de
diarréia associados ao RV (RACZ et al, 1988; PEREIRA et al., 1993;
MASCARENHAS et al., 1999). Inicialmente, esses virus foram denominados
orbivirus e reovirus-like, por apresentarem semelhanca morfolégica aos membros
da familia Reoviridae (FLEWETT; BRYDEN; DAVIES, 1973).

No ano de 1974, Flewett e colaboradores evidenciaram a semelhanca das
particulas virais presentes nas fezes de criangcas com gastroenterites agudas e de
bezerros com quadro de diarréia, as mesmas eram morfologicamente
indistinguiveis a microscopia eletrénica. Ademais, fundamentados na identidade
antigénica da particula viral em ensaios de imunofluorescéncia e
imunomicroscopia eletrdnica e a semelhan¢a morfolégica desses virus a uma roda
(em latim "rota") foi proposta a denominacdo rotavirus para agrupa-los. Em
seguida, no ano de 1978, o International Commitee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) prop6s a formacdo do Género Rotavirus, dentro da Familia Reoviridae
(MATTHEWS, 1979).
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3. CARACTERISTICAS DOS ROTAVIRUS

3.1 Estrutura morfoldgica

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae e ao género Rotavirus. A particula
viral completa apresenta morfologia esférica, com didmetro de 75nm, capsideo
icosaédrico com 3 camadas protéicas concéntricas: capsideo externo,
intermediario e interno e ndo sdo envelopados (ESTES, 1996; PRASAD; CHIU,
1994). No interior do capsideo encontra-se 0 genoma constituido por acido
ribonucléico de fita dupla (RNAfd), com 11 segmentos (KAPIKIAN e CHANOCK,
1996), sendo que cada segmento regula a sintese de uma proteina viral. Esses
genes codificam polipeptideos estruturais e nédo-estruturais (DESSELBERGER,
1989). Estudos com a linhagem simia SA1l de RV, identificaram uma sexta
proteina ndo-estrutural, codificada pelo segmento 11 do genoma viral, sendo esse
0 Unico segmento de RV que codificaria mais de uma proteina (MATTION et al.,
1991) (Figura 1).
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Figura 1 — Representagdo esquemdtica da particula viral do rotavirus. Fonte:

http://education.expasy.org/images/Rotavirus_maturation.jpg.

As proteinas estruturais sdo designadas Viral Protein (VP) seguidas por nimero
sequencial na ordem decrescente da massa molecular. No core estdo presentes
as proteinas VP1 (125KDa), VP2 (94KDa) e VP3 (88KDa), codificadas pelos
segmentos de RNA 1, 2 e 3, respectivamente. O capsideo intermediario é formado
pela proteina VP6 (41KDa) codificada pelo segmento 6, por sua vez a camada
externa é produzida a partir dos segmentos génicos 4 e 9 que codificam as
proteinas VP4 (88KDa) e VP7 (37KDa), respectivamente (ESTES; COHEN, 1989;
ESTES, 2001) (Figura 2).
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As proteinas nao-estruturais, encontradas nas particulas virais maduras, recebem
a denominacdo Non-Structural Protein (NSP) e sao transcritas a partir dos
segmentos 5, 7, 8 10 e 11, designadas NSP1 a NPS6 (ESTES; COHEN, 1989)
(Figura 2).

No cerne viral, as proteinas VP1 (Pol) e VP3 (Cap) estdo diretamente associadas
ao genoma, sendo que a proteina VP1 atua como RNA polimerase RNA-
dependente e a proteina VP3 possui atividade de guanililtransferase, estando
envolvida na adicdo da estrutura 5°-cap presente nos RNAs mensageiros. A
proteina VP2 constitui a estrutura do capsideo interno, sendo a mais abundante do
core viral com 120 moléculas por virion. A camada intermediaria do capsideo é
composta inteiramente pela proteina estrutural VP6, totalizando 780 proteinas
organizadas em 260 unidades triméricas, a qual circunda o cerne e onde se
encontram 0s epitopos grupo-especificos (A-G), comuns a diversas espécies
animais propensas a infeccdo (ESTES, 2001; GREENBERG et al., 1983). As
proteinas VP7 e VP4 formam a camada externa do virion, sendo responsaveis
pelas interacdes iniciais do virus com a célula hospedeira, além de serem base
para o sistema de classificacdo binaria definido pela presenca de glicoproteinas
(Tipo G) e pela sensibilidade a protease (Tipo P), respectivamente. A glicoproteina
VP7 forma a matriz do capsideo externo e estar associada com a producdo de
anticorpos neutralizantes, incluindo aqueles sorotipo-especificos. A VP4,
estruturalmente, possui projecdes que se projetam da matriz protéica e
desempenham importante papel no mecanismo da penetracdo viral na célula, e

esté associada aos gendtipos P (Estes, 2001).

As proteinas ndo-estruturais, estdo envolvidas na replicacdo (NSP1-NSP3, NPS5
e NSP6) e na morfogéneses (NSP4), e com excecdo da NSP4, todas interagem
com o Aacido ribonucléico (ESTES & KAPIKIAN, 2007). A proteina NSP4,
especialmente, funciona como receptor intracelular para as particulas virais
imaturas e sao consideradas como enterotoxinas, induzindo diarréia no
hospedeiro (MORI et al., 2002).
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NSP3 —
10~ NSP4 __

——4
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off bottom of gel)

Figura 2 - Estrutura esquematica do Rotavirus, evidenciando os 11 segmentos gendmicos com as

respectivas proteinas codificadas e a estrutura protéica da particula viral. Fonte: Peter et al, 2000.

3.2 Estrutura gendmica

A estrutura gendmica dos rotavirus é formada por 11 segmentos de dsRNA
inseridos no capsideo viral, sendo esta organizacdo génica Unica entre 0s virus
que infectam aves e mamiferos. O genoma completo desses virus apresenta
aproximadamente 18.600 pb. Cada gene, por sua vez, € constituido por
segmentos que variam de 600 a 3000 pb (ESTES, 2001).
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Devido ao fato dos rotavirus apresentarem o material genético segmentado e com
tamanho molecular diferente possibilita a visualizacdo dos 11 segmentos quando
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida, apresentando um perfil de
migracao caracteristicos e Unico para os rotavirus. Os segmentos sao distribuidos
em quatro classes as quais sdo numerados pela ordem de migracdo no gel: classe
| (segmentos 1, 2, 3 e 4), 11 (5e6), 1l (7,8e 9)elV (10 e 11); ou 4:2:3:2. A
velocidade de migracdo dos segmentos “10” e “11” determina o perfil longo
(migracao rapida) ou curto (lenta), havendo, ainda, o padréao “super curto” (Estes,
2001; Kapikian et al., 2001). Ocasionalmente os RVs pertencentes ao grupo A
exibem a configuracdo do perfil aviario, com a tipica distribuicdo 5:1:3:2. Os
integrantes dos grupos B e D denotam padréao 4:2:2:3, e o C, por sua vez, 4:3:2:2
(figura 3).

Humano Humano Humano | Humano Suino  Bovino Ovino  Murino | Humano Suino Bovino Ave Suino Ave
1 . " — 1. — — — —
e — o _ | | = = || = o
3 e — M =Jl =
T = = == = = = — = | =

Figura 3 — Representacdo esquematica do padrdo de migracdo, em Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida, do RNAdf relativo aos eletroferogrupos A, B, C, D e E de Rotavirus. Fonte: Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).
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Em relacdo as moléculas de dsRNA, essas ndo possuem carater infeccioso, pelo
fato das particulas virais apresentarem suas proprias RNA polimerases (RNA-
dependente viral) para codificar os segmentos individuais de RNA em RNA
mensageiros (MRNA). A transcricdo é realizada de maneira assimétrica, sendo
gue cada segmento de RNA possui polaridade positiva, sendo sintetizado a partir
da fita negativa do RNA gendmico (ESTES, 2001). A extremidade 5’ das fitas de
RNA possuem uma estrutura cap, semelhante a encontrada no mRNA celular,
entretanto ndo apresentam a extremidade 3’ poliadeniladas. Todos os genes séo
flanqueados por regides traduzidas de extensao variavel junto as extremidades 5’
e 3, sendo que essas apresentam sequéncias comuns conservadas,
denominadas consensuais. A maioria dos mRNA terminam com uma sequéncia de
consenso 5 -UGUGACC-3’, contendo importantes sequéncias sinalizadoras que

desencadeiam a expressado dos genes (Estes, 2001).

3.3 CLASSIFICACAO

O rotavirus apresenta trés importantes especificidades antigénicas: grupo,
subgrupo e sorotipo, sendo estas diretamente relacionadas a presenca de
proteinas no capsideo viral. Este critério permite a classificacdo de mudltiplos
grupos ou sorogrupos e a existéncia de multiplos sorotipos dentro de cada grupo
(KAPIKIAN e CHANOCK, 1996). Atualmente, foram caracterizados sete
sorogrupos (A-G), que apresentam um antigeno comum e um padréo distinto de
migracdo eletroforética dos 11 segmentos do RNAfd (KAPIKIAN; HOSHINO;
CHANOCK, 2001), estando associados a infeccdo no homem, outros mamiferos e

mesmo entre aves (figura 3).

Os grupos A, B e C, estdo associados a gastroenterite humana, mas podem
infectar animais, ja os pertencentes aos grupos D, E, F e G estédo relacionados
com a gastroenterite em mamiferos e aves. Dos sete sorogrupos dos RV somente
0s grupos (gp) A, B e C determinam infecc¢des, que, por sua freqiéncia, podem

ser consideradas de importancia epidemioldgica para humanos e animais (SAIF,
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1990). O RV grupo A é o principal causador de diarréia infantil grave nos humanos
e em muitas espécies animais, sendo encontrado mundialmente, e estando
relacionado com mais de 500 mil mortes anuais de criancas menores de cinco
anos (PARASCHAR et al., 2003). Esse grupo contem como antigeno comum, a
VP6, detectado pela maioria das técnicas soroldgicas rotineiramente utilizadas
como recurso diagnéstico (Kapikian et al., 2001). Adicionalmente, o RV grupos B,
C e G compreendem, em sua maioria, amostras que infectam animais, com a
proteina VP6 diferente daquela comum aos RVs integrantes do grupo A. Tais
amostras nao sao detectadas por técnicas soroldgicas convencionais, sendo sua
identificacdo em geral efetuada por imunomicroscopia eletrnica, eletroforese do
dsRNA em gel de poliacrilamida (PAGE) e metodologias moleculares (Kapikian et
al., 2001). Estudos epidemioldgicos demonstram que, a rotavirose causada pelo
grupo A de RV é mais frequentemente relatada, seguida por infeccdes pelo grupo

C, tanto no homem quanto em animais (SAIF, 1990).

3.4 Sorotipos

Os sorotipos ou genotipos do rotavirus podem ser caracterizados pela capacidade
de inducéo de anticorpos neutralizantes e de segregacao durante o processo de
replicacdo; através das proteinas do capsideo externo VP4 e VP7 e também
segmentos gendmicos que codificam tais proteinas (KAPIKIAN; CHANOCK,
1990). Através da andlise da sequéncia de nucleotideos do gene correspondente
a glicoproteina VP7 e por meio de técnicas soroldgicas, sdo descritos atualmente
14 sorotipos e 15 genotipos G de rotavirus do grupo A, denominados assim de G1
a G15 (HOSHINO; KAPIKIAN, 2000).

A determinacdo de sorotipos P ndo é bem definida, existindo 11 sorotipos
tentativamente designados, sendo que, quatro deles possuem subtipos, mas néo
possuem correlagdo com os genotipos P (KAPIKIAN; 14 HOSHINO; CHANOCK,
2001). O seguenciamento de nucleotideos do gene que codifica a proteina VP4

define 21 gendtipos P de rotavirus humanos e animais, determinados de P (1) a P
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(21). Logo, a identificacdo dos sorotipos P e G de rotavirus com o0 uso de métodos
sorologicos apresenta limitacdes como: 1) alta taxa de amostras ndo-sorotipadas
nos levantamentos epidemioldgicos; 2) grande numero de infeccdes mistas ou
variantes antigénicas; 3) ndo caracterizacdo de sorotipos P por meio de ensaios

imunoenzimaticos comerciais (ALFIERI, 1999).

Os genotipos P e G podem se combinar de diversas maneiras possiveis, sendo
gue algumas combinacdes aparecem com maior freqiéncia de acordo com a
espécie hospedeira aparentando predominio na freqiéncia destas associacoes.
Pesquisas mostram que quatro combinagbes P-G, P[8],G1, P[4],G2, P[8],G3 e
P[8],G4 sdo amplamente distribuidas mundialmente, em frequéncias variaveis,
além dos gendtipos emergentes P[8],G9 e P[6],G9 (SANTOS; HOSHINO, 2005).

As técnicas usadas com maior eficacia para a caracterizacdo dos rotavirus séo as
técnicas moleculares como a hibridizacdo de &cidos nucléicos, a reagdo em
cadeia da polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) e com maior
destaque a genotipagem. Esta Ultima passou a ser usada como técnica de maior
eficiéncia, pois possui boa relacdo com a especificidade antigénica e garante a
andlise de um maior nimero de amostras em menor tempo (GENTSCH et al.,
1996).

3.5 CICLO DE REPLICACAO VIRAL

O rotavirus penetra o organismo pela via fecal-oral, assim, ap6s a ingestdo as
particulas virais entram em contato com a mucosa intestinal. O virus apresenta
tropismo pelas células do intestino delgado, infectando os enterécitos maduros da
regido apical das vilosidades intestinais. Diferentes estudos in vitro e in vivo
sugerem a presenca de um ou mais receptores especificos nessas células. Logo,
a infectividade pode estar associada com a presenca de moléculas de &cido
sialico (AS) na superficie celular. Entretanto, ja foi descrito que algumas linhagens

sdo independentes de AS, ou seja, resistentes a neuraminidase. Dessa forma,
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vem sendo proposta a existéncia de dois receptores para o rotavirus, AS-
dependentes (gangliosideos) e os AS-independentes (integrinas). Em relacdo as
linhagens que infectam animais e humanos a maioria é identificada como AS-
independente. (ALFIERI ET AL,2007)

A adsorcao viral € promovida pela proteina VP4 ou pelo seu produto de clivagem,
a proteina VP5. Além dessas proteinas, autores apontam a participacdo da
proteina VP7 nesse processo, sendo o0s resultados ainda incipientes.
Provavelmente, o virus penetra na célula de maneira direta pela membrana
plasmatica, ap0s a clivagem da proteina VP4 e exposicdo do peptideo de fusao
VP5 ou pelo processo de endocitose. O processamento da particula via
mecanismos endociticos ocorre pela acdo de enzimas lisossomais presentes nas
vesiculas endociticas, sendo esse processo dependente de calcio (ALFIERI ET AL
,2007).

ApoOs essa etapa inicia-se o ciclo de multiplicacdo no citoplasma dos enterdécitos
resultando na lise celular, saida das particulas virais completas, ou seja, com as
trés camadas de proteina e consequentemente descamacao tecidual (ALFIERI ET
AL,2007).

Os dsRNAs séo pareados do inicio ao fim e a fita de polaridade positiva contém
uma sequéncia 5 cap m7GpppG(m)gpY (IMAI et al., 1983). Os RVs replicam e
‘empacotam” coordenadamente os 11 segmentos do RNA viral e os 11 mRNA
compartilham sinais que sdo comuns, em virtude de todos eles replicarem a partir
da mesma polimerase. Além disso, cada RNAm “sinaliza” que € Unico, em razao
dos 11 mRNA serem diferenciados uns dos outros durante o processo de
‘empacotamento”. As regides terminais conservadas nos segmentos do genoma
contém sequéncias especificas importantes que desencadeiam o0 processo para o
inicio da transcri¢do, traducdo do RNA, transporte do RNA, replicagdo, montagem,
conformacao do capsideo e “empacotamento” dos segmentos no genoma viral
(PATTON & SPENCER, 2000).
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Figura 4 - Esquema simplificado das principais etapas de replicagéo intracelular dos rotavirus.
Fonte: Adaptado de Linhares et al ,2005.

3.6 QUADRO CLINICO DA GASTROENTERITE BOVINA

A gastroenterite € uma doenca diarréica conhecida pelo seu rapido inicio, e com
sintomas que podem ou nao incluir nauseas, vémitos, febre ou dor abdominal.
(American Academy of Pediatrics -96/97). A etiologia das diarréias é bastante
complexa e pode estar associada a diferentes agentes etioldogicos como: virus,
bactérias, parasitas e toxinas, sendo que a distribuicdo sazonal dos agentes
etiolégicos esta intimamente relacionada com as condi¢des higiénica/sanitaria de
cada regidao (BERN, GLASS, 1994; CICIRELLO, GLASS, 1994), condi¢des
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ambientais, manejo, fatores nutricionais e fisiol0gicos, 0 que provoca agravamento
do quadro geral do animal diarréico (SNODGRASS et al.,1986).

Em bovinos, a gastroenterite é associada a diversos patdégenos, principalmente
rotavirus, coronavirus; Escherichia coli enterotoxigénica, Salmonella sp e o
protozoario Cryptosporidium sp (SNODGRASS et al.,1986). De forma geral a
rotavirose bovina acomete com maior frequéncia animais jovens (idade inferior a
trés semanas), porém a sindrome pode ocorrer em todas as idades incluindo
bovinos adultos (LUCCHELLI et al., 1992).

Rotavirus sdo apontados como um dos principais agentes etiolégicos de diarréia
em bezerros com idade inferior a trés semanas, resultando em grandes perdas
econbmicas a pecuaria de leite e corte (Tzipori, 1981; Snodgrass et al., 1986;
Lucchelli et al., 1992).

Em animais neonatos a diarréia € resultado da multiplicidade de agentes
etiolégicos e por isso deve ser analisada como sindrome (CHARLES, FURLONG,
1992), sendo considerada uma das principais causas de mortalidade neste
periodo (SCHUDEL et al., 1985).

O periodo mais critico para a ocorréncia das rotaviroses € o primeiro més de vida,
devido a reposicdo lenta do epitélio apical das vilosidades tornando assim mais
facil o desenvolvimento completo do ciclo replicativo. Entretanto os animais
adultos apresentam resisténcia a doenca, pois a reposicdo de seus enterdcitos é
mais rapida e compete com a replicacdo do virus, sendo que somente amostras
muito virulentas podem provocar quadro diarréico em bezerros com idade superior
a seis semanas. O quadro clinico de rotavirose também n&o é frequente em
animais com até uma semana de vida, provavelmente devido a ingestdo de
colostro contendo anticorpos maternos seguida da neutralizacdo do virus por tais

anticorpos (ALFIERI ET AL,2007) — (Figura 5).
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Figura 5 — Corte histologico das vilosidades intestinais, A — intestino normal; B — intestino infectado
por rotavirus .
Fonte:

http://www.msd.com.ar/msdar/hcp/especialidades/pediatria/_common/hcp/diseases/rotavirus/rotavirus_02.ht

ml

Dentre os agentes virais, o género Rotavirus é considerado o maior género
presente na etiologia das gastroenterites infecciosas em criangcas e animais
neonatos (ESTES, 1996), com ampla distribuicdo geografica mundial (ACHA,
SZYFRES, 1986).

O quadro clinico, apresentado por bovinos infectados por rotavirus, pode incluir:
diarréia, prostagdo, anorexia, febre e desidratacdo.O periodo de incubacdo da
doenca varia de 18 a 96 horas (MEBUS, 1990) sendo que a morte dos animais
pode ocorrer de acordo com o grau de desidratacdo e o quadro diarréico do
animal (MEBUS, 1990) em um periodo de 3 a 7 dias apés o inicio da diarréia
(COLUCHI; KROEFF; 2000).
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Em criancas, a rotavirose € precedida por um periodo de incubacdo que pode
variar de 24 a 48 horas. (WARD et al.,1986) e caracteriza-se pelo aumento do
namero de evacuacgdes, com fezes aquosas ou de pouca consisténcia por cinco a
oito dias, acompanhada de vomito, febre por dois ou trés dias e dor abdominal,
desidratagéo (LINHARES, BRESEE, 2000).

3.7 FORMAS DE TRANSMISSAO

A principal via de transmissdo desta virose é fecal-oral, sendo desta forma de
dificil controle, pois esta intimamente relacionada a fatores como saneamento

basico, nutricdo, e suporte médico-hospitalar (KAPIKIAN et al 2001).

Em ambientes com pouco ou nenhum saneamento basico, os dejetos humanos e
de animais, vazamento de esgotos; e enchentes se tornam poluidores e
contaminantes da agua utilizada pela populacéo local e para a manutencdo dos
animais. Esta mesma agua pode ser usada na agricultura, causando assim
contaminacgao de alimentos; na irrigacdo de pastos, na lavagem das instalagbes e
na nutricdo dos animais. Desta forma, podera provocar surtos de rotavirose, assim
sendo a agua contaminada com o virus um meio eficaz de propagacdo da doenca.
(KAPIKIAN et al 2001, ESTES 2001).

Alguns fatores contribuem para a ampla disseminacdo do virus, como por
exemplo: as altas taxas de excrecdo viral; o periodo de excrecao; a existéncia de
portadores e a alta resisténcia dos virions no ambiente. A Rotavirose pode ser
considerada uma zooantroponose e a0 mesmo tempo uma antropozoonose, uma
vez que ha ocorréncias de sorotipos tipicamente de animais que infectam
humanos e vice-versa. A diversidade de rotavirus circulantes encontrada em
paises tropicais em desenvolvimento se deve ao fato de ocorrer uma transmissao
natural entre espécies distintas dos mesmos (GOUVEA E SANTOS,1997).
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3.8 RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO

Os estudos que se referem a resposta imune do hospedeiro apos a infecgcédo pelo
rotavirus ainda s&o incipientes e nao esclarecem de forma completa os

mecanismos imunoldgicos envolvidos (ALFIERI et AL ,2007).

A imunidade humoral mediada por imunoglobulinas da classe A (IgA secretora)
aparenta ser a principal defesa organica contra a infec¢cdo sintomatica pelo
rotavirus. Estudos realizados na Australia e nos Estados Unidos associaram niveis
detectaveis de IgA fecal contra rotavirus a sensivel reducdo na taxa de infeccbes
sintométicas causadas por esses enteropatdogenos (COULSON et al. 1992,
MATSON et al. 1993).

A formacdo de anticorpos neutralizantes, principalmente 1gG, é induzida através
das proteinas do capsideo externo (VP4 e VP7), intermediario (VP6) e da proteina
nao estrutural NSP4. Segundo estudos, o papel destas imunoglobulinas ainda néo
foi elucidado. Em experimentos realizados com cordeiros neonatos gnotobioticos,
os determinantes primarios da resisténcia a infeccéo pelo rotavirus foi hipotetizada
a participacdo de anticorpos presentes na luz intestinal, jA os anticorpos

circulantes ndo apresentaram funcéo de resisténcia. (ALFIERI et AL,2007)

Observou-se também a protecédo de animais neonatos contra a rotavirose através
do mecanismo de acdo das IgGs neutralizantes de origem materna, através do
processo de neutralizacdo viral via fendmeno de transcitose, antes que o processo

infeccioso se estabeleca no enterécito (WARD, 1996).

Na imunizac@o passiva de bezerros a imunoglubulina IgG é considerada a mais
importante (Menanteau-Horta et al., 1985) desta forma associa-se prote¢ao contra
diarréia e presenca de alta quantidade de IgG1 (Saif et al., 1983; Fernandez et al.,
1998), uma vez que nesta espécie animal a IgG1 possui papel importante na

imunidade de mucosa intestinal. Em estudo de infeccdo experimental por rotavirus
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em bezerros, os que apresentavam alto niveis séricos de IgGl apresentavam
quadro mais brando e periodo mais curto de diarréia (Parrefio et al., 2004).
Observou-se aumento nos titulos de IgA e IgM em animais com niveis baixos de

IgG1 , apds desafio com rotavirus (Fernandez et al., 1998; Parrefio et al., 2004) .

A imunidade celular na infeccao pelo rotavirus tem sido amplamente estudada em
camundongos (modelos experimentais) sendo observadas as seguintes
caracteristicas:

1- anticorpos especificos sdo de importancia primaria na protecao contra recidiva.
2- amostras homologas de rotavirus desempenham resposta humoral muito mais
potentes do que amostras heterdlogas.

3- Os linfocitos T CD8+ tém papel importante na resolucdo da infeccéo e de forma
menos efetiva observa-se a participacdo também de linfocitos CD4+.

4- As citocinas e células Natural Killer (NK) também participam da eliminacédo do
virus.

Em suma, a imunidade celular esta fortemente relacionada a melhora do quadro
clinico e fracamente relacionada com a recidiva da infeccdo (ALFIERI et AL
,2007).

3.9 TRATAMENTO

O tratamento é apenas sintomatico, desta forma, o animal deve ser colocado em
ambiente ventilado, aquecido, sendo importante a fluidoterapia e antibioticoterapia

contra infec¢des secundarias (http://www.saudeanimal.com.br/artigl31.htm)

O objetivo priméario no tratamento da gastroenterite é a reposicdo dos fluidos e
eletrdlitos, cuja acentuada perda se processa via episodios de vomitos e diarréia.
Alias, compreende-se que na quase totalidade das situacbes de diarréia,
independente da etiologia, a reidratacdo, representa tratamento basico, mesmo na
vigéncia de vomitos (BLACKLOW & GREENBERG, 1991, BEZERRA et al, 1992).
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A solucéo hidroeletrolitica administrada de forma lenta, em geral, minimiza a
frequéncia dos vOmitos, tendendo corrigir satisfatoriamente o desequilibrio de
fluidos e eletrolitos no curso das primeiras 4 horas de tratamento (BASS, 2003).

Alguns antivirais possuem a propriedade de inibir a replicagdo dos rotavirus,
destacando-se: ribavirina, isoflavinas e analogos da adenosina (DE et al, 1984,
KITAOKA et al. 1986). As investigacbes envolvendo o uso desses produtos em
animais, oferecem resultados inexpressivos em termos de eficacia, dai a ampla
reserva que ainda prevalece quanto a sua utilizacdo em seres humanos
(STEINHOFF 1980, SMEE 1982, KITAOKA et al., 1986). Estudos sobre a
atividade antiviral dos interferons (tipo 1 e 2) alcancaram resultados satisfatorios
em bovinos (SCHWERS et al., 1985); no entanto, para o tratamento de
camundongos diarréicos caracterizou-se como ineficaz (Angel et al. 1999). Alguns
pesquisadores sustentam que o uso de corticosterdides em murinos e bovinos
com diarréia causada pelos rotavirus minimiza a sintomatologia (WOLF et al.,
1981, RHOADS et al., 1988).
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Figura 6: Administracdo de solugcdo hidroeletrolitica em bezerro com diarréia. Fonte:
homepage.usask.ca/.../Ashley/rotavirus.html

3.10 DIAGNOSTICO DE ROTAVIROSE

O diagnostico das infeccbes por Rotavirus é baseado na identificagdo de
particulas, antigenos ou RNA viral em amostras fecais. As técnicas mais utilizadas
sao a imunomicroscopia eletronica, eletroforese em gel de poliacrilamida e ELISA

(LINHARES et AL ,2005)

3.10.1 Microscopia Eletrénica

A microscopia eletrdnica consiste na visualizacdo das particulas Vvirais

encontradas nas fezes. O material a ser examinado deve ser corado com
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fosfotungstato de potassio ou outro corante usado para tal fim. A particula viral
pode ser observada sob um aumento de 30.000 a 50.000 vezes. O diagndstico é
positivo em 80% a 90% das amostras contendo rotavirus, uma vez que a
morfologia da particula viral € caracteristica e a excrecdo do virion, para sua
viabilidade no ambiente, é aproxidamente de 100.000 particulas por mililitro de
fezes. Esta técnica necessita de equipamento sofisticado e, portanto, apresenta
alto custo, além disso, ndo é recomendada para diagndstico em larga escala.
Geralmente esta técnica € utilizada para dirimir davidas referentes a outro
diagnéstico realizado (ALFIERI et AL ,2007 ; LINHARES et AL 2005).

Figura 7 - Particulas de rotavirus visualizadas em microscopio eletronico. (Kapikian AZ, HW
Kim, RG Wyatt et al: Reovirus-como agente nas fezes: associacdo com diarréia infantil e
desenvolvimento de testes sorologicos. Ciéncia 15:1049, 1974)

3.10.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
Esta técnica consiste na visualizagdo do RNA viral, que possui 11 fragmentos, em

um gel de poliacrilamida apés sua corrida eletroforética. O processo se inicia com

a retirada da parte protéica da suspensado fecal através da adicdo de dodecil-
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sulfato de sodio e fenol, posteriormente precipita-se o RNA viral pela adicdo de
95% de etanol. Apds a ressuspensdo do sedimento a eletroforese das amostras é
realizada em gel de poliacrilamida, afim de observar, apos a coloragdo do acido
nucléico pela prata, a separacdo nitida dos 11 segmentos de RNA viral
(LINHARES et al 2005).

A técnica de PAGE é sensivel e possui a vantagem da classificacdo das amostras
virais de acordo com seus eletroferotipos. E uma técnica simples, porém ha
impedimentos quanto a sua utilizacdo rotineiramente em laboratérios de pequeno

porte devido a necessidade de equipamentos especificos para realizacdo da
técnica (LINHARES et al 2005).

3.10.3 Ensaio Imunoenzimatico

O ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) tornou-se a técnica mais
divulgada e pratica na identificacdo do rotavirus, sendo assim muito eficaz para o
diagnoéstico de exames fecais em larga escala. A eficacia da técnica se deve a
reagentes de alta pureza quimica e também reconhecida especificidade bioldgica.
Nesta pratica os anticorpos (policlonais ou monoclonais) especificos para a
proteina VP6 dos rotavirus do grupo A sao utilizados para a ligacdo com os
antigenos virais presentes na amostra. Os kits imunoenzimaticos encontrados no
mercado para deteccdo da rotavirose animal, de forma geral, possuem alta
sensibilidade, sdo executados facilmente e com rapidez, além de apresentam
baixo custo (LINHARES et al ,2005).

O kit denominado EIARA (Enzyme immunoassay for rotavirus and adenovirus) foi
desenvolvido pela fundagdo Oswaldo Cruz e apos estudos tem se mostrado muito
pratico e com ampla aceitacdo no Brasil (PEREIRA et al.1985, 1993 in: LINHARES
et al ,2005).
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3.10.4 Aglutinacdo com particulas de latex (APL)

A aglutinacdo com particulas de latex (APL) consiste primeiramente na
sensibilizacdo de microesferas de latex com anticorpos monoclonais para a
proteina VP6 que posteriormente serdo colocadas em contato com preparacdes
fecais e assim em amostras positivas ocorrerda aglutinagdo quando observadas
contra superficie escura (Pai et al. 1985, Brandt et al. 1987 in: Linhares ET AL ,
2005). Esta técnica tem se revelado muito pratica, de baixo custo
(aproximadamente 3 vezes inferior ao preco do ELISA) e muito eficaz quando se
refere & rapidez do resultado, aproximadamente 5 minutos. Possui sensibilidade
comparavel a do ELISA e devido a rapidez de seu resultado é recomendado para
uso em hospitais. No mercado ja estdo disponiveis kits de alta qualidade
(LINHARES et AL 2005).

3.11 PROFILAXIA

Além da adocdo de medidas higiénico-sanitarias € importante também incluir na
profilaxia medidas gerais como:
e [solamento de animais infectados;
e Criacdo de animais de faixa etarias uniformes;
e Desinfeccao de instalacoes;
¢ Rodizio de piquetes de paricdes em rebanhos bovinos de criacdo extensiva;
e Vazio sanitario. (ALFIERI et al,2007)

A identificacdo de patdégenos é essencial para o controle das rotaviroses, pois

desta forma as medidas profilaticas serdo mais direcionadas e assertivas.
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3.12 VACINAS

A rotavirose bovina é responsavel por grandes perdas econdémicas, ndo somente
pela alta taxa de mortalidade, mas também pelo crescimento tardio dos animais e
gastos com medicamentos (LANGONI. H, 2004)..

A vacinacao apresenta resultados positivos quando realizada em recém-nascidos
(oral) e em fémeas no terco final de gestacédo para protecéo dos bezerros. Estudos
evidenciam a reducdo da gravidade do quadro clinico, e menor perda de peso
quando ha uso das vacinas. Cerca de seis a duas semanas antes do parto as
fémeas devem ser vacinadas, o reforco deve ser anual e deve ocorrer

preferencialmente quinze dias antes do parto (LANGONI. H, 2004).

Segundo estudos, a vacinagéo de vacas prenhes com vacinas de rotavirus vivo ou
inativado pode elevar os titulos de anticorpos séricos antirotavirus que seréo
transferidos para os bezerros através do colostro e do leite protegendo-os assim
passivamente (CASTRUCCI et al., 1988; TSUNEMITSU et al., 1989). Segundo
estudos de campo, os resultados quanto ao nivel de prote¢cdo dos bezerros, em
exposicao ao virus, que tiveram maes vacinadas é variavel (BELLINZONI et al.,
1989; KOHARA et al., 1997). De acordo com testes, modelos murinos e bovinos
gue receberam por via oral imunoglobulinas obtidas da gema dos ovos de galinhas
imunizadas com rotavirus tem o tempo da doenca reduzido (EBINA et al. 1990,
KUROKI et al. 1997).

Alguns fatores podem interferir na efetividade das vacinas contra rotavirus, sao
eles: passagem de anticorpos por via transplacentaria, ingestdo de colostro,
condi¢cdo nutricional, infeccbes mistas por rotavirus associado a outros virus e
bactérias, multiplicidade de sorotipos e subtipos capazes de produzir doenca,
aparecimento de novas amostras com reagrupamentos genéticos humanos ou

animais, imunidade coletiva e cobertura vacinal (Kapikian 1990).
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Atualmente € utilizada na vacinacdo de bovinos uma vacina injetavel, a
ScourGuard*3(K)/C® (Pfizer), que contém em sua composi¢ao culturas inativadas
de Coronavirus bovino, Rotavirus bovino (amostra NCDV-Lincoln-G6P[1]), uma
bacterina de E. coli, além de toxoide de C. perfringens tipo C. Segundo a bula do
medicamento este objetiva a protecdo dos animais contra a diarréia neonatal
bovina causada por estes agentes etioldgicos ou combinacao deles. Esta vacina é
destinada a vacas gestantes sadias que devem receber 2 doses da vacina com
duas semanas de intervalo entre elas, sendo que a segunda dose devera ser feita
15 dias antes da data prevista do parto. (SILVA,2008)

Em estudo recente, realizado com a vacina citada acima, obteve-se menor
incidéncia de rotavirose em propriedade onde a vacinacdo nao foi realizada do
que na propriedade onde houve vacinagcdo. Entende-se que a circulacdo do
agente viral entre 0s animais seria suficiente para estabelecer uma imunidade
natural contra ao rotavirus. Ainda neste estudo os bezerros nascidos de vacas
imunizadas foram mais acometidos pela rotavirose, apesar de apresentarem

titulos mais elevados de imunoglobulinas (SILVA,2008)

Duas vacinas foram desenvolvidas para entrar no calendario de imunizacéo
humano. A Rotarix® (GSK) que foi introduzida em 2006 no calendéario de
vacinacdo € uma vacina monovalente com rotavirus humano atenuado. Ja a
Rotateq®, (Merck) que teve seu licenciamento em 2006 é uma vacina
pentavalente reagrupante bovino-humana. As duas vacinas foram exaustivamente
testadas em mais de 60.000 criangcas e ndo provocaram intussuscepcao. A
primeira dose da vacina foi administrada em criangas com menos de 3 meses e
apresentam-se seguras e eficazes contra o sorotipo G1, principalmente para
qguadros diarréicos moderados ou graves, para outros sorotipos a eficacia da

vacina foi testada insuficientemente. (Bricks,2005)
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3.13 Assentamentos Rurais no municipio de Corumba

A regido centro —oeste, em 2004, concentrava 34,80% de todo o rebanho bovino
do Brasil, seguida da Norte com 19,45%, Sudeste com 19,26%, Sul com 13,79% e
Nordeste com 12,70%. Dos dez principais municipios detentores de rebanhos de
bovinos no Brasil, oito estavam na Regido Centro-Oeste do pais: cinco deles

estavam no Mato Grosso do Sul e trés no Mato Grosso (IBGE ,2004) (Figura 6).

7 -Vila Bela da Santissima Trindade
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Figura 8: Distribuicdo espacial do rebanho de bovinos, com destaque para os dez principais
municipios — Brasil. Fonte: IBGE, 2004.
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A regido do Mato Grosso do Sul, em especial a cidade de Corumba, possui um
namero efetivo de aproximadamente 2 milhdes de cabecas de gado (IBGE,2004).

O municipio de Corumba localiza-se na regido centro-oeste do Brasil no estado do
Mato grosso do Sul. Corumba possui 95,6% (61,8 Km?) do seu territorio inserido
na planicie pantaneira. Na cidade de Corumba, ha presenca de assentamentos
rurais, os quais fazem parte do projeto de reforma agraria do governo federal.
Destes assentamentos, trés foram estudados neste projeto para a pesquisa de
rotavirus em bovinos. Os assentamentos estudados denominam-se Tamarineiro |,
Taquaral e Paiolzinho. Estes assentamentos distam da cidade de Corumba
aproximadamente 17 Km. O assentamento Tamarineiro 2 encontra-se dividido em
duas glebas (norte e sul). A area dos assentamentos € a seguinte:
a)assentamento Paiolzinho possui 1.196,75 hectares , distribuidos em 50 lotes e
possui 400 cabecas de gado; b) assentamento Tamarineiro 2 (norte e sul) possui
10.621,08 hectares distribuidos em 319 lotes e possui 1.500 cabecas de gado; c)
assentamento Taquaral com 10.013,24 hectares distribuidos em 394 |otes com
4.000 cabecas de gado. (TOMICH,2007)

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a prevaléncia do rotavirus em amostras fecais de bezerros nos
assentamentos rurais Tamarineiro, Taquaral e Paiolzinho situados no municipio de
Corumba, MS.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o RNA viral de amostras de fezes bovinas provenientes de 3

assentamentos rurais em Corumba, MS.
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e Caracterizar por PAGE as amostras.
e Correlacionar a presenca do virus com a sintomatologia da gastroenterite viral.

e Contribuir para o estudo da Rotavirose Bovina.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Amostras fecais bovinas

Para realizagédo dos experimentos foram utilizadas 83 amostras fecais de bovinos,
na faixa etéria de 5 dias a 6 meses, sendo 21 amostras provenientes de animais
com quadro clinico de diarréia e 62 amostras oriundas de bovinos sem sinais e
sintomas clinicos. Essas amostras foram coletadas em 3 assentamentos rurais no
municipio de Corumba/MS, na regido pantaneira no ano de 2007 e enviadas sob
resfriamento, ao Laboratério de Microrganismos Intracelulares, Departamento de

Microbiologia, UFMG/ICB/, para o diagndstico laboratorial de rotavirose.

5.2 Extracdo de RNA

O RNA foi extraido do material fecal pelo método fenol/cloroformio, segundo
Herring et al. (1982), com algumas modificacdes introduzidas por Pereira et al
(1985). Brevemente, as amostras fecais foram pesadas e preparada uma
suspensao a 20% (p/v) em TERV (tampao de estabilizacdo de rotavirus - Tris-HCI
50 mM; CaCl,, 13 mM; pH 7,4) sendo as mesmas adicionadas de pequenas
pérolas de vidro em tubos plasticos conicos e submetidas a trés ciclos de agitacédo
em aparelho tipo vortex, para melhor emulsificagdo do material e liberacido de
eventuais particulas virais ao sobrenadante fecal. Os tubos foram entédo
centrifugados por 10 minutos a baixa rotacdo (900g) e apds, o sobrendamente foi
cuidadosamente vertido em novo tubo e estocados a- 20°C até o momento do uso.

Para a extracdo do RNA propriamente dita, uma aliquota de 500uL foi adicionada
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microtubo cénico plastico e acrescida de 100 uL de tampéao de lise (SDS 0,2% em
PBS) e incubada em banho maria por 15 minutos a 55°C. Logo, acresceu-se 500
uL de solucdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (proporcdo 25:24:1) e
procederam-se 3 ciclos de homogeneizacéo por rapida centrifugacéo , seguida de
incubacéo a 37° C por 10 minutos. A solucédo foi centrifugada a 10.000g por 10
minutos, para separacdo da fase aquosa. Esta foi retirada com micropipeta
cuidadosamente e transferida para um novo microtubo de polietileno tipo
eppendorf. Posteriormente, foi acrescentado na fase aquosa 500 uL de
cloroférmio, sendo esta submetida a centrifugacdo a 10 000g por 5 minutos.
Recolheu-se a fase superior da amostra e transferiu para um novo microtubo de
polietileno tipo eppendorf. Logo, adicionou-se 40 pL de uma solugdo 3M de
acetato de sodio (pH 5,2) e élcool etilico resfriado a 20 °C, na proporgdo de 2x 0
volume. Finalmente, a amostra foi submetida ao resfriamento a — 20°C por 16-18

h, para a precipitacdo do acido nucléico.

5.3 Caracterizagao das amostras (PAGE)

As amostras foram entdo centrifugadas por 20 minutos a 10.000g, e sobre o
sedimento formado adicionou-se diretamente 50 ul de tampao de amostra (TRIS—
HCL 62,5 mM pH 6,8 ; uréia 5M, B — mercaptoetanol 5% ; SDS 3% e 0,01 de
Azul de Bromofenol), sendo essas incubadas por 15 minutos a 56°C. Os RNA
foram separados por fracionamento eletroforético em gel de poliacrilamida a 7%
(acrilamida/bisacrilamida na propor¢ao 30:0,8) utilizando um sistema descontinuo
de pH (LAEMMLI, 1970) em tampao Tris-glicina (Tris base 25 mM pH 8,6, glicina
0,2 mM), por 4 hora a 100V. Em todos os géis de testagem foi utilizada uma
amostra padrdo de rotavirus bovino (amostra Lincoln — ATCC VR452). Esta
amostra foi anteriormente expandida em monocamadas de células MA-104, e o

sobredante (apds 03 ciclos de congelamento/descongelamento apos visualizacéo
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de efeito citopatico) foi estocado a -20°C até o momento da extragdo de RNA

comoem4.2..

5.4 Coloracdo do RNA pela prata

O processo de coloragcdo com nitrato de prata foi realizado de acordo com Herring
et al. (1982). Brevemente, o gel foi fixado por 1 hora em solucéo fixadora A (10%
etanol e 0,5% acido acético) e tratado por 5 minutos em solucéo fixadora B (10%
etanol). Logo, o gel foi transferido para uma cuba com solucéo de prata por cinco
minutos em camara escura. Para a revelacdo foi utilizado uma solucdo a 3%
NaOH e 0,5% formaldeido, sendo esse processo interrompido com solucdo

fixadora A, apoés a visualizacdo das bandas.

5.5 Interpretacdo dos resultados

Consideram-se positivas as amostras que apresentaram perfil eletroforético

semelhante ao padréo de rotavirus bovino grupo A — amostra Lincoln.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Mato Grosso do Sul é o estado que concentra 0 maior nimero de municipios
criadores de gado do Brasil, ao todo cinco municipios. Destaca-se em primeiro
lugar o municipio de Corumba, com aproximadamente 2 milhdes de cabegas de
gado (IBGE,2004). Neste municipio, a pecuéria € desenvolvida de forma intensiva,
extensiva e em assentamentos rurais, 0s quais adotam, principalmente, a criagao
de gado como meio de subsisténcia. Os assentamentos apresentam um quadro
de grande precariedade nas instalacdes em geral, logo neste ambiente ha maior

possibilidade de disseminacdo de doencas, advindas também da proximidade
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entre homem e animal. Desta forma, a veiculacao de infec¢des, como a rotavirose,
pode ocorrer causando grandes danos a populacdo local e aos animais (IBGE,
2004).

A rotavirose bovina € uma doenca preocupante quando relacionada a criacao de
gado. O quadro clinico possui rapida evolucéo debilitando o animal, podendo levar
a morte. Desta forma, ha grandes perdas econdmicas que se referem a gastos
com medicamentos, perda de peso do animal em crescimento, profilaxia e até
mesmo perda do animal (KANEENE, HURD, 1990).

Vista a importancia da entidade clinica da gastroenterite o presente estudo
examinou a soroprevaléncia do rotavirus em bovinos de diferentes assentamentos

rurais situados no municipio de Corumba, MS.

Embora o rotavirus bovino tenha ampla distribuicdo descrita nos rebanhos
brasileiros, nenhuma das 83 amostras testadas nos 03 assentamentos rurais
estudados apresentou positividade, considerando-se ainda amostras provenientes
de animais com ou sem diarréia.

A figura abaixo é representativa de uma série de experimentos realizados.
Ressalta-se que esta técnica € de dominio do Laboratorio onde foi desenvolvido
este trabalho, onde ja foram anteriormente desenvolvidos outros estudos com

rotavirus e outros membros da familia Reoviridae.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) — gel corado pela prata.

1. Rotavirus padrdo bovino — amostra ATCC VR 542 — amostra Lincoln; 2 e 3 — amostras
clinicas testadas — negativas. S de 1-11 = segmento génico

Embora ja tenha sido relatada no Mato Grosso do Sul prevaléncia para o rotavirus,
esta é a primeira avaliacdo descrita para rotavirus nestes assentamentos rurais.
Alfieri e colaboradores realizaram um estudo longitudinal no rebanho de quatro
regibes geogréaficas do Brasil, sul, sudeste, centro-oeste e norte, no ano de 1998-
2002. A partir da analise eletroforética em gel de poliacrilamida detectaram uma
prevaléncia de 19,4% de rotavirus em animais com quadro clinico de diarréia e
2,2% em animais sadios, sendo que a maior prevaléncia da infeccdo foi detectada
em animais jovens. No estado do Mato Grosso do Sul foi detectada alta
prevaléncia da infeccédo pelos rotavirus, 32,7% das amostras estudadas (ALFIERI
et al., 2006).
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A técnica de PAGE possui grande sensibilidade, detectando pequenas
quantidades de rotavirus nas amostras fecais, possui ainda a vantagem de facilitar
o estudo da epidemiologia molecular, de acordo com os eletroferotipos
(LINHARES et al 2005) e tendo ainda a capacidade de detectar quaisquer
amostras, inclusive as do “grupo ndo A”. Embora tivesse sido de grande
importancia a testagem destas amostras por outro teste para comparacao (por
exemplo ELISA para rotavirus A, o que pode ser ainda realizado num futuro
préximo, uma vez que as amostras encontram-se ainda adequadamente
estocadas), acreditamos que analise por PAGE poderia ter detectado o agente, se
alguma das amostras estudadas estivesse realmente infectada, inclusive porque
dentre as 83 amostras testadas 21 eram provenientes de animais com diarréia e a
faixa etaria coletada abrangeu animais de 5 dias a 6 meses, com a maioria das
amostras coletadas com animais da idade em que mundialmente se descreve a

ocorréncia do Rotavirus.

7 CONCLUSAO

Nos assentamentos rurais do municipio de Corumba, MS, estudados nenhuma
amostra fecal testada foi positiva para Rotavirus, mesmo nas fezes de animais
com diarréia clinica. Visto que, a prevaléncia desta infec¢do € alta no Brasil e no
estado do Mato Grosso do Sul, outras técnicas deverdo ser realizadas para

confirmar a auséncia de rotavirose bovina nestes assentamentos.
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