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RESUMO 
 

Diarreia severa causada por gastroenterite, ou inflamação da mucosa intestinal, é ainda um 
grande problema global, sendo observada em países desenvolvidos e países em 
desenvolvimento. É uma das doenças mais comuns do mundo, afetando pessoas de todas 
as faixas etárias, contudo, tem frequência maior durante os primeiros anos de vida, e é a 
segunda maior causa de mortalidade nos primeiros anos de vida. Os vírus estão 
principalmente associados à gastroenterite aguda, dentre os quais se destaca o Rotavírus. 
A gastroenterite induzida por RV não é tratada com antibióticos ou drogas. O Rotavírus 
apresenta uma grande diversidade de linhagens e as vacinas atualmente disponíveis no 
mercado não abrangem toda essa diversidade. Assim, várias linhagens não cobertas pela 
vacinação contribuem para a reemergência da doença. Nas últimas décadas, a modulação 
da microbiota intestinal tem sido avaliada, entre as abordagens, está o uso de probióticos. 
A grande vantagem da terapia com probióticos é a ausência de efeitos secundários, como a 
seleção de bactérias resistentes quando antibióticos são usados. Neste contexto, probióticos 
para modular a microbiota intestinal e controlar a diarreia podem ser uma alternativa eficaz 

para o tratamento de gastroenterite aguda. Weissella paramesenteroides WpK4 mostrou 
ação probiótica frente a infecção por Salmonella Typhimurium em modelo experimental 
murino, assim estudos envolvendo outros enteropatógenos se tornam relevantes para 
melhor entendimento do caráter protetor da linhagem. Neste sentido, o presente trabalho 
buscou avaliar o efeito probiótico da linhagem WpK4 frente a infecção causada pelo 
Rotavírus SA11 in vitro, em células epiteliais intestinais da linhagem HT-29, e in vivo, em 
modelo experimental murino. A adesão e invasão de WpK4 foi avaliada em ensaio de co-
cultivo em três linhagens celulares, MA104, HT-29 e Caco-2, usando uma ROI de 100:1 
(WpK4:célula) com 1 h de contato. A quantidade de bactérias aderidas (internalizadas) 
variou de 4,3 a 5,9 log UFC/mL (2,6-4,0 log UFC/mL). A infecção de células HT-29 por 
Rotavírus SA11 pré-ativado (106 FFU/mL) foi avaliada: 1 hora antes da adição da bactéria 
(108 UFC); simultaneamente com a bactéria; 30 min depois da adição da bactéria; e após 
uma incubação da bactéria e vírus pré-ativado por 1 hora a 37°C. Houve a redução 
significativa da infecção nos tempos de 24, 48 e 72 h para todos grupos com exceção do 
grupo onde pré-incubação do vírus e bactéria não promoveu nenhuma ação direta desta 
sobre o vírus que permanece tão infectivo como o controle. Estudos recentes 
demonstraram a importância da microbiota intestinal da progenitora influenciando no 
desenvolvimento do sistema imune da prole. Com o objetivo de avaliar se WpK4 induziria 
resistência à infecção pelo RVA via modulação do sistema imune, administrou-se 
diariamente a bactéria Weissella paramesenteroides na água da fêmea progenitora durante 
as duas semanas antes do nascimento da prole com continuidade até o 15º dia de vida da 
prole. No 9º dia de vida da prole, a mesma foi desafiada com RVSA11 (104 UFF) e observada 
duas vezes ao dia, durante sete dias pós-infecção. Houve uma frequência maior de diarreia 
e três óbitos no grupo controle de vírus e significativamente menos diarreia, sem nenhum 
óbito, no grupo de fêmeas prenhes pré-tratado com WpK4. Os dados realçam o efeito 
probiótico protetor de WpK4 em infecções de células de mamíferos e camundongos por 
Rotavírus. 
Palavras-chave: Weissella paramesenteroides WpK4, Rotavírus, probiótico.  



 
 

 

ABSTRACT 
 

Severe diarrhea caused by gastroenteritis, or inflammation of the intestinal mucosa, is still 
a major global problem, being observed in developed and developing countries. It is one of 
the most common diseases in the world, affecting people of all age groups. However, it has 
a higher frequency during the first years of life and is the second leading cause of mortality 
in the first years of life. The viruses are mainly associated with acute gastroenteritis, among 
which rotavirus stands out. Rotavirus-induced gastroenteritis is not treated with antibiotics 
or drugs. Rotavirus presents a wide range of strains and vaccines currently available in the 
market do not cover all this diversity. Thus, several strains not covered by vaccination 
contribute to the reemergence of the disease. In the last decades, the modulation of 
intestinal microbiota has been searched, among the approaches, is the use of probiotics. 
The great advantage of therapy with probiotics is the absence of side effects, such as the 
selection of resistant bacteria when antibiotics are used. In this context, probiotics to 
modulate intestinal microbiota and control diarrhea can be an effective alternative for the 
treatment of acute gastroenteritis. Weissella paramesenteroides WpK4 showed probiotic 
action against Salmonella Typhimurium infection in a murine experimental model, so 
studies involving other enteropathogens become relevant for a better understanding of the 
protective character of the strain. In this sense, the present study aimed to evaluate the 
probiotic effect of the WpK4 strain against the infection caused by rotavirus SA11 in vitro in 
intestinal epithelial cells of the HT-29 lineage, and in vivo, in a murine experimental model. 
The adhesion and invasion of WpK4 were evaluated in a co-culture assay in three cell lines, 
MA104, HT-29, and Caco-2, using an ROI of 100:1 (WpK4: cell) with 1h of contact. The 
number of adhered bacteria (internalized) ranged from 4.3 to 5.9 log CFU/ml (2.6-4.0 log 
CFU/ml). HT-29 cell infection by pre-activated rotavirus SA11 (106 FFU/mL) was evaluated: 
1 h before the addition of the bacterium (108 UFC); simultaneously with the bacterium; 30 
min after the addition of the bacterium; and after incubation of the bacterium and pre-
activated virus for 1h at 37°C. There was a significant reduction of the infection in the times 
of 24h, 48h and 72h for all groups except for that where pre-incubation of the virus and 
bacterium did not promote any direct action on the virus that remains as infectious as the 
control. Recent studies have demonstrated the importance of intestinal microbiota of the 
progenitor influencing the development of the immune system of the offspring. To evaluate 
whether WpK4 would induce resistance to RVA infection via immune system modulation, 
the bacterium was administered daily in the water of female progenitor during the two 
weeks before the birth of the offspring with continuity until the 15th day of the life of the 
offspring. On the 9th day of the life of the offspring, the same was challenged with RVSA11 
(104 FFU) and observed twice a day, for seven days post-infection. There was a higher 
frequency of diarrhea and three deaths in the virus control group and significantly fewer 
diarrhea, without any death, in the group of pregnant females pretreated with WpK4. The 
data highlights the probiotic protective effect of WpK4 in infection of mammalian cell 
lineages and mice by Rotavirus. 
 
Keywords: Weissella paramesenteroides WpK4, Rotavirus, probiotics. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Gastroenterites 

Diarreia severa causada por gastroenterite, ou inflamação da mucosa do trato 

intestinal, é ainda um grande problema global, sendo observada em países desenvolvidos e 

países em desenvolvimento (World Health Report, WHO, 2017). A gama de sintomas da 

doença varia desde uma infecção assintomática, passando por vômito ou diarreia 

moderados, ou ambos, até um quadro grave resultando em desidratação, a qual pode estar 

associada com um distúrbio de eletrólitos e acidose metabólica, sendo a mais frequente e 

perigosa das complicações, que, se não tratada, pode levar à morte (HOSTETLER et al. 2004). 

Gastroenterite pode ser dividida em três grupos: aguda (<14 dias), persistente (14-29 dias) 

ou crônica (≥30 dias) (GUERRANT et al. 2001). É uma das doenças mais comuns do mundo, 

afetando pessoas de todas as faixas etárias, contudo, tem frequência maior durante os 

primeiros anos de vida, e é a segunda maior causa de mortalidade em todo o mundo nos 

primeiros anos de vida (FERNANDEZ-DUARTE et al. 2017; Global Burden of Disease Study, 

GBD, 2017; LIU et al. 2012).  

Gastroenterite causa milhares de mortes de crianças, todos os anos, sobretudo em 

países em desenvolvimento. Este fato, provavelmente, está relacionado às iniquidades de 

acesso aos serviços de saúde, infecções concomitantes com outros enteropatógenos, 

desnutrição, baixa cobertura das vacinas atuais e saneamento básico precário (World 

Health Report, WHO, 2017; TATE et al. 2010; CLARK e PARASHAR 2013; Parashar et al. 

2006). Além de alta taxa de mortalidade, países em desenvolvimento também apresentam 

altas taxas de morbidade (WANG et al. 2015). Em países desenvolvidos, a mortalidade 

associada à gastroenterite é baixa, contudo, os gastos causados pela morbidade, sua alta 

incidência e os custos do tratamento são substanciais (OLESEN et al. 2005). Países 

desenvolvidos também apresentam índices altos de gastroenterite em crianças e adultos, 

dados recentes da Alemanha indicam que 0,95 episódios ocorram por pessoa por ano, 

correspondendo a 64,9 milhões de episódios em adultos (WILKING et al. 2013).  

Uma grande gama de microrganismos pode ser associada à etiologia da doença. 

Dentre eles, podemos citar como os principais agentes bacterianos e protozoários: 
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Escherichia coli, Shigella spp., C. jejuni, C. coli, H. pylori, Aeromonas spp., V. cholerae, 

Salmonella spp., C. belli, C cayetanensis, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Isospora 

belli, Cryptosporidium spp. (LIU e PLATTS-MILLS et al. 2016). Os vírus estão principalmente 

associados à gastroenterite aguda, dentre os quais se destacam: Rotavírus, Norovírus, 

Adenovírus, Astrovírus, Sapovírus, Coronavírus, Calicivírus, Bocavírus e Enterovírus 

(FINKBEIBER et al. 2008; ELLIOT 2007; LIU e PLATTS-MILLS et al. 2016).  

Em 2008, em todo o mundo, diarreia atribuída por infecções de Rotavírus (RV) 

resultou em 453.000 mortes de crianças menores de cinco anos; o que representava 5% de 

todas as mortes de crianças abaixo de cinco anos naquele ano (TATE et al.2012). Desde a 

produção e implementação da vacina contra Rotavírus, as gastroenterites causadas por 

Rotavírus vem diminuindo. Com isso, o Norovírus se tornou o principal agente viral de 

gastroenterites em países desenvolvidos (WHO, 2017; GRAFF et al. 2016; ROBILOTTI, et al. 

2015; O’RYAN, et al. 2017). Nos países em desenvolvimento, o Rotavírus ainda é o principal 

agente da gastroenterite aguda (LIU e PLATTS-MILLS et al. 2016). Os sintomas de uma 

gastroenterite aguda causada por Rotavírus são náusea, vômito, diarreia aquosa, mal-estar, 

dor abdominal, desidratação, cefaleia e febre baixa, esses sintomas normalmente 

desaparecem entre 3-7 dias de infecção, mas podem durar de 2 a 3 semanas 

(DESSELBERGER 2014). 

Antes da identificação dos agentes virais, a maior parte dos episódios de 

gastroenterite aguda não tinham agentes etiológicos identificados. Em 1942 e 1943, 

Macchiavello et al. evidenciaram que uma doença comum, que causa leucemia e diarreia 

em gatos, era causada por agentes virais. LIGHT e HOBES (1943) foram um dos primeiros a 

sugerirem agentes virais em doenças entéricas humanas. Em seu trabalho eles induziram 

diarreia em bezerros inoculando filtrado de fezes de recém-nascidos, de seis surtos 

ocorridos em um berçário hospitalar. Em animais, a primeira descrição da presença do 

Rotavírus foi feita por Mebus et al. (1969), que inoculou fezes de bezerros com diarreia de 

uma fazendo local em bezerros experimentais, estudou o lúmen dos animais e demonstrou 

por intermédio de microscopia eletrônica a presença de partículas virais de morfologia 

esférica, denominando o vírus inicialmente como Nebraska Calf Diarrhea Virus.   
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Em seres humanos, em estudos conduzidos por Bishop et al. (1973) foram descritos 

os primeiros Rotavírus. Este estudo observou o vírus em biopsia de epitélio duodenal de 

crianças com diarreia de etiologia não-bacteriana e descreveram a presença de vesículas 

citoplasmáticas com partículas virais semelhantes aos Orbivírus, recebendo o nome de 

Orbivirus-like agent. Flewett et al. (1973) descreveram partículas virais semelhante se 

Flewett et al.(1974; 1975) propuseram a denominação Rotavírus devido sua forma 

estrutural, semelhantes a uma roda de carroça (latim: rota), quando observadas em 

microscopia eletrônica (Figura 1). No Brasil, a primeira detecção de Rotavírus foi registrada 

por Linhares et al. (1977). E em 1978, foi proposto que um novo gênero Rotavírus viria a 

fazer parte da Família Reoviridae e foi oficialmente definido pelo International Committee 

on Taxonomy of Viruses (ICTV) durante o 4º Congresso Internacional de Virologia 

(MATTHEWS, 1979). 

 

Figura 1: Microscopia eletrônica de Rotavírus (fonte: CDC) . 

1.2. Rotavírus 

1.2.1. Estrutura e classificação 

Rotavírus é um membro do gênero Rotavírus e pertence à família Reoviridae, 

subfamília Sedoreovirinae. A partícula infecciosa completa (vírion) do Rotavírus apresenta 

aproximadamente 70 a 100 nm de diâmetro, tem simetria icosaédrica e o nome do gênero 

provem do aspecto característico da sua forma de roda (lat. rota) radiada, quando 

visualizada em microscopia eletrônica (JAYARAM et al. 2004). O nucleocapsídeo viral 
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consiste de 3 camadas proteicas concêntricas que englobam o material genético viral, sendo 

desprovido de envelope viral. Seu material genético é composto por 11 segmentos de RNA 

dupla fita (dsRNA), variando de 600 a 3.300 pb totalizando, aproximadamente, 18.500 pb, 

massa molecular de 2x105 a 2,2x106 Da, e codifica 6 proteínas estruturais (VP1, VP2, VP3, 

VP4, VP6, VP7) e 6 proteínas não-estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6). Seus 

segmentos de RNA são monocistrônicos, exceto o segmento 11 (bicistrônico) que possui 

uma segunda ORF (open reading frame), expressando tanto a proteína NSP5, como a NSP6 

(Figura 2).  

Figura 2: Aspectos da estrutura do Rotavírus: (A) Gel de poliacrilamida mostrando os 11 segmentos genômicos 

do vírus e suas respectivas proteínas codificadas. (B) Partícula viral com seu triplo capsídeo (TLP). (C) Imagem 

cortada de uma partícula viral mostrando o triplo capsídeo (TLP); em amarelo o capsídeo externo, constituído 

das proteínas VP4 e VP7, em azul o capsídeo intermediário, constituído da proteína VP6, e, em verde o 

capsídeo interno constituído das proteínas VP2, VP1 e VP3. (D) Imagem do cerne viral, mostrando o complexo 

de transcrição, constituído das proteínas VP1 e VP3 e o material genômico viral (dsRNA). (E) e (F) Partícula 

viral com duplo capsídeo realizando a transcrição e replicação do material genômico viral, que é liberado pelos 

canais da VP6 (fonte: JAYARAM et al. 2004). 



19 
 

 

Devido a variabilidade genética e reatividade sorológica da proteína VP6, os RV são 

separados em 8 diferentes grupos, também denominados como “espécies” (RVA-RVH) 

(DESSELBERGER, 2014). Recentemente, dois novos grupos foram propostos (RVI e RVJ). 

Dentre todos os grupos, os grupos A, B, C e H foram descritos podendo infectar humanos e 

animais; enquanto os demais foram descritos apenas em animais (ESTES e GREENBERG 

2013; MATTHIJNSSENS et al. 2012; MIHALOV-KOVÁCS 2015). As proteínas VP4 e VP7 

compõem o capsídeo externo do RV e definem os genótipos P e G, respectivamente, 

definindo a caracterização molecular dos Rotavírus. Os Rotavírus compreendem ao menos 

27 tipos G e 37 tipos P, sendo estes denominados genótipos. Estes genótipos circulam ao 

mesmo tempo em uma população, criando condições que favorecem a coinfecção. Durante 

uma coinfecção, o RV tem a capacidade de fazer rearranjos entre segmentos de dsRNA 

(reassortment) de diferentes linhagens durante a montagem da partícula viral, e esses 

rearranjos podem gerar novas combinações. As mutações pontuais no material genético e 

os rearranjos são considerados os principais mecanismos de evolução e da diversidade dos 

RV. Essa capacidade faz com que o RV tenha um alto potencial de doença re-emergente 

(ITURRIZA-GOMARA, ISHERWOOD, DESSELBERGER 2001; DENNEHY et al., 2015). 

A camada proteica externa do triplo capsídeo é composta por 260 trímeros da 

glicoproteína VP7 (proteína G) e 60 trímeros da proteína VP4 (proteína P), proteína que 

forma os peplômeros (espículas virais). Os trímeros de VP7 são dependentes de íons cálcio 

(Ca2+), os quais mantém a estabilidade destes. Anticorpos neutralizantes para o vírus já 

foram descritos reconhecendo epítopos das proteínas VP4 e VP7 (TRASK et al. 2012) (Figura 

3). VP7 possui os domínios hidrofóbicos, nomeados H1 e H2, que podem funcionar como 

sinalizadores para orientar a VP7 para o retículo endoplasmático, a proteína também 

modula a atividade de VP4 no processo de adsorção (DESSELBERGER 2014; GUERRERO et 

al. 2000). Existe uma intensa relação da proteína VP4 com as proteínas VP7 e VP6 (camada 

intermediária). VP4 está associada a diversas funções: infectividade, virulência, 

hemaglutinação e indução da imunidade mediada por anticorpos. A proteólise da VP4 é 

necessária para a ativação da partícula viral e a partir da clivagem surgem as proteínas VP5 

e VP8, que vão permitir a adsorção viral e a consequente infecção celular. Várias moléculas 
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de superfície celular podem agir como co-receptores, como integrinas, que são 

reconhecidas por um "motivo" encontrado em VP5 ou VP7. Estes co-receptores servem 

como plataforma para o qual o RV se associe com a membrana plasmática celular 

(DESSELBERGER 2014). 

 

Figura 3: A – Interação das proteínas estruturais do RV (SETTEMBRE et al. 2011). B – Peplômero, constituído 

da proteína VP4 e seus epítopos (TRASK et al., 2012). C – Trímeros da proteína VP7 e seus epítopos (TRASK et 

al., 2012).  

A camada proteica intermediaria do triplo capsídeo é composta por 260 trímeros da 

glicoproteína VP6, proteína mais abundante do vírion, e interage tanto com as proteínas 

mais externas, como VP7 e VP4, quanto com as proteínas do cerne viral (Figura 3). VP6 

apresenta regiões hidrofóbicas e possui epítopos que induzem a imunidade de proteção 

devido ao seu elevado potencial antigênico e imunogênico. Devido a isto, a presença de 

epítopos conservados entre diferentes amostras do vírus e a abundância dessa proteína na 

célula, faz da VP6 um excelente candidato para os ensaios diagnósticos (ESTER, 2010). 

A camada proteica interna do triplo capsídeo é denominada cerne viral, sendo 

formada por 120 moléculas da VP2, arranjadas em 60 dímeros, 5 dímeros formam um 
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decâmero em torno do eixo de simetria quíntupla e 12 decâmeros compõem a camada 

proteica a qual é uniforme com exceção de um pequeno poro (MCCLAIN et al. 2010). Cada 

poro apresenta seu próprio complexo de replicação que é composto pela proteína viral VP1, 

a RNA polimerase dependente de RNA e a proteína viral VP3, que é uma guanilil-transferase, 

que catalisa a formação do cap na extremidade 5' durante a modificação pós-transcricional 

do mRNA. Os segmentos de RNA formam cilindros cônicos em volta deste complexo e 

apresentam uma região dedicada de 4 bases, UGUG na extremidade 3’, que fica em intenso 

contato com VP1 (HEIMAN et al. 2008; LU et al. 2008). A VP1 apresenta atividade de 

replicase e transcriptase, contudo, necessita da VP2 para atividade de replicase e da VP3 

para atividade de transcriptase (JAYARAM et al. 2004; PERIZ et al. 2013). A VP3, além da 

função de “capear” os mRNA virais, apresenta um domínio C-terminal que tem uma função 

fosfodiesterase que cliva 2’,5’-oligoadenilato, desde modo, impedindo a ativação da RNase 

L e bloqueando a resposta antiviral celular (ZHANG et al., 2013). VP2 possui diversas funções 

dentro da célula durante a infecção: interage com VP6; transporta metabólitos e mRNAs; 

atua como estrutura de sustentação do cerne; atua no complexo de replicação. A parte 

interna dessa camada apresenta o complexo de replicação e o material genético viral, RNA 

de cadeia dupla (dsRNA) e segmentado (DESSELBERGER 2014). 

Nos 11 segmentos de dsRNA, as ORFs apresentam em suas extremidades regiões 

UTR (Untranslated Region) que são pequenas sequências de nucleotídeos altamente 

conservadas, 9-48 nt na porção 5’ e 17-182 nt na porção 3’, parcialmente complementares 

e que estão sujeitas a ligações RNA-RNA de longo alcance (LRI) (DESSELBERGE et al. 2015). 

Essas regiões no final 3’ servem como regiões de reconhecimento, nas quais a RdRp se liga, 

e também participam da interação com a proteína não estrutural 3 (NSP3).  

As proteínas não estruturais (NSP) são proteínas ausentes no vírion maduro e 

presentes apenas nas células infectadas, que são traduzidas do dsRNA viral. Participam da 

replicação viral, morfogênese de novas partículas virais pela formação de estruturas 

eletrodensas denominadas viroplasmas, e são responsáveis por antagonizar a reposta 

antiviral do hospedeiro (GREENBERG 2013; DESSELBERGER 2014). 
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A NSP1 age como modulador da ativação de interferon (IFN) tipo I. NSP1 antagoniza 

a resposta imune, mediando a degradação de um ou mais componentes necessários para a 

expressão do IFN tipo I, como fatores regulatório (IRF3, IRF5 e IRF7) ou fatores nucleares 

tipo B (BARRO e PATTON 2005; GRAFF et al. 2009; MORELLI et al. 2015). 

A NSP2 possui atividade enzimática multifuncional, sendo importante no processo 

de montagem da partícula viral, na transcrição, tradução, replicação e empacotamento do 

dsRNA. A NPS2 interage com a NSP5 e outras proteínas estruturais na formação do 

viroplasma (CRIGLAR et al. 2014). Ainda possui a capacidade de se unir ao ssRNA e tem 

atividade de helicase, NTPase, NDP cinase e RTPase (TARAPOREWALA et al. 1999, 2001; 

KUMAR et al. 2007; CAPRIO et al. 2006). 

NSP3 apresenta 3 domínios, o domínio N terminal de união ao RNA, o domínio de 

interação com eIF4G (Eukaryotic translation initiation fator 4-gamma 1) e o domínio de 

dimerização (PIRON et al, 1999). Possui como função ligar-se ao final da fita(+) 3’ do ssRNA 

e ao fator de transcrição eIF4G, participa na ligação de longo alcance RNA-RNA e funciona 

como uma proteína ligante de poliA para mRNA celulares, diminuindo a tradução celular e 

aumentando a eficiência da transcrição dos mRNA virais (GROFT C. e BURLEY 2002; CHUNG 

K. e MCCRAE M. 2011). Além disso, previne e impede a degradação dos mRNA por nucleases 

celulares (HU et al. 2012). 

NPS4, uma glicoproteína transmembrana, é multifuncional participando na 

morfogênese, replicação viral e na patogênese, atuando como uma enterotoxina viral. Ela 

pode ser apresentada em três formas: ancorada no RE, como receptor para vírus com duas 

camadas lipídicas; secretada pela célula; formando “cap” nos viroplasmas (BERKOVA et 

al.,2006). A proteína apresenta dois domínios: um domínio hidrofóbico N terminal, 

ancorado no RE, e um domínio C terminal no citoplasma. O domínio C terminal possui a 

atividade de mobilização do Ca2+ do RE para o citosol, resultando no aumento da 

concentração de Ca2+ citoplasmático e estabilizando a tripla camada lipídica (TIAN et al. 

1994); permeabilização da membrana (NEWTON et al. 1997); formando um “cap” que serve 

como receptor intracelular para morfogênese viral, interagindo com VP6 (TAYLOR et al. 

1996); e ação patogenética por indução de diarreia (BALL et al., 1996). NSP4 interage com 
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células não infectadas pelos receptores de integrina α1β1 e α2β1 localizados na membrana. 

A ativação destes receptores estimula uma cascata de reações relacionada com a liberação 

de Ca2+ no citosol e diarreia. O Rotavírus altera a atividade de dissacarídeos intestinais e o 

transporte de água acoplado ao simporte de sódio, contribuindo para a massiva perda de 

água para a luz intestinal. 

NPS5 sofre autofosforilação e ao se ligar ao dsRNA, também interage com NSP2 e 

VP2 sofrendo alterações que incluem a O-glicosilação e hiperfosforilação (Martin et al., 

2010).  Durante o processo de replicação a NSP2, NSP5 e NSP6 estão associadas na 

formação do viroplasma (ESTES e KAPIKIAN, 2007). 

NPS6 possui afinidade a ssRNA e dsRNA. E como dito anteriormente, participa do 

processo de replicação viral e está associada à formação do viroplasma. 

 

1.2.2. Ciclo de multiplicação 

O sítio de multiplicação dos RV é o intestino delgado, o RV apresenta maior tropismo 

por enterócitos maduros nas vilosidades do intestino delgado, sobretudo no jejuno e no 

íleo (ESTES e KAPIKIAN, 2007), e a multiplicação ocorre exclusivamente no citoplasma das 

células (TRASK et., 2012). Antecedendo a infecção, as partículas de RV têm sua proteína VP4 

clivada em VP5 e VP8 pelas proteases intestinais, expondo o domínio lipofílico da VP5 que 

normalmente fica escondido pela VP8, formando assim, o vírion. A adsorção viral começa 

quando a partícula viral reconhece e se liga a receptores sialoglicanos na superfície da célula 

hospedeira, estas interações são acompanhadas do reconhecimento de outros receptores, 

como integrina α2β1, αvβ3, αxβ2 e Hsc70. Desta forma, o vírus é internalizado por 

endocitose mediada por receptor (Figura 4). As moléculas podem ainda estar associadas a 

estruturas chamadas de corpos lipídicos (lipid rafts), que favorecem a penetração do vírus. 

Seguidamente à penetração, ocorre saída de Ca2+ do interior do endossomo e alterando o 

equilíbrio da concentração de Ca2+ no citoplasma, fazendo com que os trímeros de VP7 

tornem-se monômeros e o vírus perca o capsídeo externo (LUDERT et al. 1987; ESTES e 

KAPIKIAN 2007), expondo, assim, a partícula viral com duplo capsídeo (DLP). As linhagens 

de RVA diferem nos mecanismos utilizados da via endossômica (DÍAZ-SALINAS et al. 2014).  
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Figura 4: Ciclo de multiplicação do Rotavírus. Adaptado de Estes e Greenberg (2013). 

As partículas de RV possuem seus próprios complexos transcricionais, constituídos 

de VP1 (RNA polimerase dependente de RNA) e VP3 (guanilil transferase). No duplo 

capsídeo agora exposto no citoplasma inicia-se a produção de ssRNA(+), não poliadenilados 

e capeados. Os transcritos gerados são usados tanto na tradução de proteínas virais 

(primeiros ciclos da replicação viral), como servindo de molde na replicação (ciclos mais 

tardios da replicação viral) para produção dos dsRNA genômicos da progênie (SILVESTRI et 

al. 2004). Durante a tradução são produzidas seis proteínas estruturais (VP) e 6 proteínas 

não estruturais (NSP).  

Proteínas e RNAs virais interagem no citoplasma em estruturas eletrodensas, 

denominadas viroplasmas. Eles apresentam uma interação com corpos lipídicos celulares, 

que servem como fonte de energia e veículo de transporte na célula. Os viroplasmas são 

dependentes das proteínas NSP2 e NSP5, mas comportam outras proteínas como NSP6, 

VP1, VP2, VP3 e VP6. Esta estrutura estimula o aumento da tradução viral, aumenta a 
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replicação do material genético viral e a faz montagem da progênie de novos DLPs. Uma vez 

que é atingido o acúmulo de uma grande quantidade de proteínas virais e o dsRNA 

genômico viral é produzido começa a montagem de DLPs nos viroplasmas, utilizando as 

proteínas VP1, VP2, VP3 e VP6 e o dsRNA genômico viral. Estes novos DLPs se ligam a NSP4, 

que serve como um receptor do retículo endoplasmático, e brotam para o interior do 

retículo para maturação dessas partículas. Durante esse período, as partículas apresentam 

uma estrutura envelopada transitória no RE, contudo, o envelope é perdido quando as DLPs 

adquirem o capsídeo externo constituído pelas proteínas VP4 e VP6. As partículas, agora 

maduras com 3 capsídeos, ou TLPs, são liberadas da célula por ruptura da célula ou por 

alguma via não clássica de tráfego celular (SILVESTRI et al. 2004; TRASK et al. 2012). 

 

1.2.3. Patogênese e patofisiologia 

A transmissão do RV ocorre pela via fecal-oral pela ingestão de água e/ou alimentos 

contaminados com fezes infectadas, podendo ocorrer através de fômites contaminados ou 

através da exposição a aerossóis, principalmente quando as condições ambientais são 

favoráveis (COOK et al. 2004; CLARK et al. 2013).  

A infecção por Rotavírus tem um período de incubação de aproximadamente 1 a 4 

dias, e as infecções podem ser assintomáticas ou sintomáticas com diferentes intensidades. 

Em infecções sintomáticas, estes começam com febre e diarreia aquosa e podem durar de 

3 a 8 dias, sendo que a excreção máxima de partículas virais ocorre entre o 3º ou 4º dia 

após o início dos sintomas (STAAT et al. 2002; WARD et al 1986; ESTES e KAPIKIAN 2007). 

Os RV são altamente contagiosos por quatro razões: o número de partículas para 

desenvolver uma infecção em um indivíduo susceptível é baixa, aproximadamente 10 

partículas virais (WARD et al. 1986); na fase aguda da infecção são liberadas muitas 

partículas (1011 partículas/mL) nas fezes de um indivíduo infectado (PATEL et al. 2010); as 

partículas de RV são resistentes às condições ambientais, mantendo-se infecciosa em 

superfícies secas por até 10 dias e nas mãos humanas por até 4 horas (KESWICK et al. 1979; 

ANSARI et al. 1991); possui uma grande diversidade de hospedeiros susceptíveis (CHANG, 
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KIM e SAIF 2012). A ocorrência das infecções por Rotavírus em ambientes fechados, como 

asilos, creches e hospitais, é geralmente comum (ESTES e KAPIKIAN 2007). 

RV infecta principalmente os enterócitos do topo das vilosidades do intestino 

delgado, onde a vacuolização e perda epitelial podem ser observadas, seguida da 

hiperplasia da cripta (Figura 5). Apesar do tropismo do RV ser maior pelos enterócitos, 

evidências recentes descrevem que o RV não se limita somente as células epiteliais em seres 

humanos e animais, sendo encontrado no fígado, pulmão, plexo coroide e pâncreas 

(CRAWFORD et al. 2006; FENAUX et al. 2006; KIM et al. 2011; FENG et al. 2008) e podendo 

causar viremia (BLUTT et al. 2003).  

Figura 5: Efeito da infecção por RV no intestino delgado (Adaptado de Desselberger, 2006). 

A má adsorção de nutrientes devido à destruição dos enterócitos, a isquemia da 

vilosidade, os efeitos enterotóxicos da proteína não estrutural NSP4 e a ativação do sistema 

nervoso entérico, são alguns mecanismos da origem da diarreia causada por esse agente 

(Figura 6) (ESTES e GREENBERG 2013; ESTES e ATMAR 2003; OSBORNE et al. 1991; GRAY et 

al. 2008). A infecção das células enterocromafins, células epiteliais que revestem o lúmen 

do trato digestório e do trato respiratório, estimula a produção de serotonina, ativando o 

nervo vago e estimulando estruturas que controlam o vômito no cérebro (HAGBOM et al. 

2011, 2012). 
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Um indivíduo pode ser submetido, ao longo da vida, a diversas infecções por RV e, 

por causa da imunidade adquirida, os episódios são menos graves ou assintomáticos em 

indivíduos adultos (ANDERSON et al. 2004). Em modelo experimental, certas linhagens 

virais podem ter sido atenuadas pelas passagens em meios celulares, uma vez que a 

atenuação viral resulta em redução da patogenicidade do vírus. Também, certas linhagens 

podem se adaptar ao crescimento apenas em determinadas espécies de hospedeiro 

(LORROT e VASSEUR 2007). 
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Figura 6: Modelo de patogênese da diarreia induzida pelo Rotavírus. A : Penetração do vírus e a formação do 

viroplasma (Vi); B: Novas partículas TLP e proteínas não-estruturais NSP4 (triângulos vermelhos) são 

produzidas e exportadas para o lúmen; C: Essas novas partículas infectam outros enterócitos; D: NSP4 se liga 

a um receptor de integrina no ápice do enterócito e desencadeia uma cascata de transdução de sinais iniciada 

com a ligação ao receptor e fosforilação de uma série de proteínas, culminando em liberação do cálcio das 

reservas celulares com consequente aumento de sua concentração intracelular [Ca2+]i; E: A NSP4 pode 

também estimular o sistema nervoso entérico, e por um mecanismo desconhecido, elevar os níveis 

intracelulares de cálcio. Estes eventos resultam em ruptura das junções oclusivas intercelulares, permitindo 

passagem paracelular de água, a liberação de cloreto (Cl-) na luz intestinal e estimulação do sistema nervoso 

entérico (ENS), aumentando o volume aquoso na luz intestinal e causando profusa diarreia. PLC: Fosfolipase 

C; IP3: Inositol trifosfato (Adaptado de GREENBERG e ESTES, 2010).  
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1.2.4. Resposta Imune 

1.2.4.1. Imunidade inata 

A resposta da imunidade inata é ativada imediatamente após a entrada do RV na 

célula, e ocorre antes da imunidade humoral e celular, pelo menos na primeira infecção 

(ANGEL et al. 2012). NSP1 já se mostrou capaz de interagir com o fator de resposta a 

interferon 3 (IRF3), que desempenha papel crucial na regulação dos interferons do tipo 1 

(GRAFF et al. 2009); proteína contendo repetições de transducina (β-transducin repeat 

containing protein - βTrCP0), que tem como alvo substâncias essenciais para aspectos 

específicos da tumorogênese (GRAFF et al., 2009); gene associado à diferenciação de 

melanoma 5 (MDA5), que é receptor de reconhecimento de patógenos citoplasmáticos 

como os vírus intracelulares; proteínas de sinalização antiviral mitocondrial (MAVS), que é 

necessária para a resposta imune inata contra agentes virais (NANDI et al., 2014); a proteína 

p53, que é um supressor tumoral pro-apoptótico (BHOWMICK et al., 2013); fator 2 

associado ao receptor de TNF (TRAF2), que modula a transdução de sinal para os membros 

da superfamília de receptores TNF, como por exemplo, TNF-α e NF-κB (BAGCHI et al. 2013). 

A interação destes fatores com a NSP1 induz degradação proteossômica e previne ou regula 

negativamente o desencadeamento precoce de uma resposta de IFN. NSP1 regula 

negativamente os fatores de resposta ao interferon IRF5 e IRF7 (BARRO e PATTON 2007). A 

infecção por RV também inibe a fosforilação de STAT1 e a translocação de STAT1/STAT2 

para o núcleo e, desse modo, inibindo o estabelecimento de um "estado antiviral" induzido 

por IFN (HOLLOWAY et al. 2009, 2014; HOLLOWAY e COULSON 2013). Como dito 

anteriormente, VP3 possui ação de fosfodiesterase 2’-5’-oligoadenilato sintase, impedindo 

a ativação da RNase L e bloqueando uma potente resposta do sistema imune inato na célula 

(ZHANG et al. 2013). 

 

1.2.4.2. Imunidade humoral e celular 

Após a infecção por RV, são produzidas repostas imunes, tanto de células B 

produzindo anticorpos contra as proteínas virais, quanto de células T reconhecendo 

epítopos de RV na superfície de células infectadas. Em seres humanos, anticorpos são 
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adquiridos via placenta e conferem proteção aos recém-nascidos (RAY et al. 2007) e que 

interferem com a reposta imune da vacinação por RV (APPAIAHGARI et al., 2014). Enquanto 

as células T-helper eliminam o RV depois da primeira infecção, são as células B de memória 

que provêm uma maior proteção a longo prazo (FRANCO et al., 2006). Células dendríticas 

plasmacitoides foram apontadas como necessárias e suficientes para induzirem a ativação 

das células B após infecção por RV em camundongo, in vivo, e em células humanas, in vitro 

(DEAL et al. 2013). 

As proteínas VP4 e VP7 desempenham importante papel na resistência a infecção 

por RV, uma vez que induzem a produção de anticorpos neutralizantes. No entanto, a 

imunidade humoral é ampla e compreende a produção de anticorpos contra outras 

proteínas virais, incluindo VP2, VP6, NSP2 e NSP4 (ESTES e KAPIKIAN 2007; GRAY et al. 2008; 

KIRKWOOD 2017). Foi sugerido e provado que anticorpos anti-VP6 da classe IgA entram nas 

células epiteliais do intestino pelos receptores de proteína J na membrana basolateral e 

formam complexos com as novas partículas de DLP liberadas pelo viroplasma, impedindo 

assim, a maturação da DLP em TLP (SAPPARAPU et al. 2013). 

Em estudos realizados utilizando as células HT-29 foi demonstrado que a infecção 

por RV induziu quimiocinas CXC (IL-8, IP-10 e GRO) e quimiocinas CC (RANTES e MCP-1), e 

os genes para interferon e GM-CSF foram regulados negativamente. Contudo, os transcritos 

para TNF e IL-1 não aumentaram durante a infecção (ROLLO et al. 2011). Outro estudo em 

célula HT-29 infectada com RV mostrou aumento de tempo e dose-dependência da 

expressão de IL-8, RANTES e GRO-alpha (CASOLA et al. 1998). 

1.3. Vacinas de Rotavírus do grupo A 

As linhagens de RV são comumente separadas pela sua proteína G (VP7) e/ou por 

sua proteína P (VP4). Apesar da grande diversidade genômica e antigênica dos RV, somente 

alguns tipos de RVA prevaleceram em humanos: RVA do tipo G1P1, G2P1, G3P1 e mais 

recentemente G9P1 e G12P1 que vêm circulando na América do Norte, na Europa e na 

Austrália (GENTSCH et al. 2005; SANTOS e HOSHINO 2005; ITURRIZA-GÓMARA et al. 2011). 

Na África, Ásia e América do Sul outros genótipos como G5, G6 e G8 são os mais prevalentes 

(DA SILVA et al. 2015; KANG et al. 2013; LUCHS e TIMENETSKY 2015).   

http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/5/5144/tde-01122014-145411/publico/CinaraPrataCirinoCastroSoares.pdf
http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/5/5144/tde-01122014-145411/publico/CinaraPrataCirinoCastroSoares.pdf
http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/5/5144/tde-01122014-145411/publico/CinaraPrataCirinoCastroSoares.pdf
http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/5/5144/tde-01122014-145411/publico/CinaraPrataCirinoCastroSoares.pdf
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Antes da implementação da vacina, Rotavírus era responsável por 500.000 mortes 

por ano em todo o mundo. Vários candidatos a vacinas foram desenvolvidos, com a 

finalidade de conferir proteção principalmente contra as gastroenterites de maior 

gravidade, como pode ser visto na tabela 1 (DENNEHY, 2015). O Brasil foi o primeiro país a 

implantar a vacina Rotarix no Programa Nacional de Imunização (PNI) em março de 2006, 

porém a cobertura da vacina vem diminuindo como pode ser observada na Figura 7. 

 

Tabela 1: Vacinas para RVA. 

Nome da 
vacina 

Ano de 
lançamento 

e ano de 
suspensão 

Tipo de vacina 
Tipos de 

genótipos 
cobertos 

Atualizações 

RotaShield 
(RRV-TV) 

1998-1999 

Vacina de 
vírus 

modificado 
geneticamente 

Tetravalente 
(G1-G4) 

Foi descontinuada em 
1999, por apresentar 

um risco alto de 
invaginação intestinal. 

Rotarix (RV1) 2006-* 
Vírus 

atenuado 
Monovalente 

(G1) 
Recomendada pelo 

WHO 

Rotateq (RV5) 2008-* 

Vacina de 
vírus 

modificado 
geneticamente 

Pentavalente 
(G1-G4 e P8) 

Recomendada pelo 
WHO 

Rotasiil Em teste 
Vírus 

atenuado 
Pentavalente 
(G1-G4 e G9) 

Em teste 

Rotavac Em teste 
Vírus 

atenuado 
Monovalente 

(G9) 

Licenciada para uso na 
índia em 2014 e foi 
pré-qualificada em 
01/2018 pelo WHO 

* em comercialização atualmente. 
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Figura 7: Cobertura da vacina de Rotavírus em crianças de todo mundo com 1 ano de idade em 2017 e gráfico 

da cobertura da vacina dos anos de 2006 até 2017 no Brasil (WHO, 2018). 

Na era pós-vacinação, houve um declínio na prevalência das linhagens de RV e 

mudanças na distribuição geográfica de linhagens circulantes. E, existem linhagens de vírus 

que não estão incluídas nas vacinas acima, mas que estão presentes em certas partes do 

mundo. Apesar da eficiência da vacina ter sido alta em países desenvolvidos com proteção 

de 80-90% (TATE et al. 2013), em países em desenvolvimento, principalmente na África 

subsaariana e no Sudoeste da Ásia, a eficiência foi baixa 30-50% (ARMAH et al. 2010; MADHI 

et al. 2010; ZAMAN et al. 2010; DESSELBERGER, 2017). Há uma diferença temporal e 

geográfica na distribuição das linhagens no mundo. Seis linhagens de  RVA (G1P8, G2P4, 

G3P8, G4P8, G9P8 e G12P8) representam  80 a 90% de todas as infecções por RV no mundo 

(DORO et al. 2012; ITURRIZA-GOMARA et al. 2011; MATTHIJNSSENS et al. 2009, 2010; 

BANYAI et al. 2012). Contudo, RV associados com genótipos de origem animal (G5, G6, G8, 

P9, P11, P14) foram reportadas em humanos (DESSELBERGER et al. 2001; GENTSCH et al. 

2005; SANTOS et al. 2005). E entre as gastroenterites agudas, o Rotavírus ainda é o principal 

agente em países em desenvolvimento (LIU e PLATTS-MILLS et al. 2016). Estes dados 

mostram a necessidade de uma implementação de novas práticas de prevenção e 

tratamento da diarreia, sobretudo em países em desenvolvimento (WALKER et al. 2012). 
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1.4. Probióticos 

Microrganismos probióticos são um possível agente antiviral, uma alternativa 

segura e de baixo custo para tratamento das diarreias infecciosas (KANG et al. 2015; 

VLASOVA et al. 2016; VANDENPLAS et al. 2016). Probióticos são definidos como “os 

microrganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem 

benefícios para a saúde do hospedeiro” (FAO/WHO 2001).  

A gama de benefícios pode ser extensa, mas vale salientar alguns como: 

imunomodulação local e sistêmica que aumenta a resistência à infecção e reduz a 

inflamação; produção de substâncias antimicrobianas e/ou inibição da produção ou ação 

de toxinas bacterianas; competição com enteropatógenos; e melhoria da função da barreira 

gastrintestinal (GALLO et al., 2016). Os probióticos mais frequentemente utilizados são 

bactérias do ácido lático (Lactobacillus, Lactococcus e Weissella) Bifidobacterium spp. e 

leveduras (Saccharomyces boulardii) (VANDENPLAS et al. 2016). Microrganismos de alguns 

gêneros de bactérias láticas como, por exemplo, Lactobacillus e Lactococcus são mais 

frequentemente empregados como probióticos por serem considerados seguros à saúde 

(GRAS - Generally Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drug Administration, USA), pois 

não são patogênicos e nem capazes de transmitir os fatores de resistência aos antibióticos 

para bactérias patogênicas.  

O uso de probióticos bacterianos, como agentes protetores frente a infeções por 

Rotavírus, já foi descrito por vários trabalhos. Algumas estratégias foram descritas para a 

ação antiviral, dentre elas: antagonismo direto, regulação intracelular e modulação da 

resposta imune (KANG et al. 2015; FERNANDEZ-DUARTE et al. 2017; GAGNON et al. 2016; 

KAWAHARA 2017; ZHANG et al. 2013; VLASOVA et al. 2013). Contudo, mais trabalhos 

necessitam ser realizados para melhor elucidar o efeito dos probióticos frente à infecção 

viral por RV. 
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1.5. Gênero Weissella 

1.5.1. Classificação e características 

Collins et al., em 1993, a partir de um estudo taxonômico de um organismo 

Leuconostoc-like, foram os primeiros a designar o gênero Weissella. Atualmente o gênero 

Weissella pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e família 

Leuconostocaceae. O gênero Weissella apresenta bactérias morfologicamente com os 

formatos de coco, bacilo e cocobacilo, Gram-positivas, não produtoras de esporos e 

anaeróbios facultativos com metabolismo obrigatoriamente fermentativo, onde, os 

produtos da fermentação de glicose incluem o ácido lático, CO2 e etanol e/ou acetato 

(COLLINS et al. 1993; BJÖRKROTH et al. 2014). Geralmente, não são móveis, com exceção 

da W. beninensis (PADONOU et al. 2010). Os indivíduos do gênero já foram encontrados em 

vários habitats como o solo (MAGNUSSON et al., 2002; CHEN et al., 2005), máquinas de 

ordenha (KANDLER et al. 1983), sedimentos costeiros e de lagos (ZAMUDIO-MAYA et al. 

2008; SICA et al. 2010), plantas, frutas, vegetais, em uma grande variedade de produtos 

fermentados, da cavidade oral, leite materno, do trato urogenital e gastrointestinal de 

humanos; pele, leite e trato gastrointestinal de outros animais (FUSCO et al. 2015). 

Weissella paramesenteroides já foi isolada de fezes de bebes em amamentação (RUBIO et 

al. 2014), de leite de vaca (ESPECHE et al. 2009), intestino de insetos (BELDA et al. 2011), e 

por nosso grupo, em focinho de suíno (ALVIM et al. 2015). 

 

1.5.2. Weissella paramesenteroides 

Bactérias láticas (LAB) são parte da microbiota intestinal humana, os principais 

gêneros são Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Weissella, Carnobacterium, 

Enterococcus, Leuconostoc e Pediococcus. O gênero Weissella já foi citado como tendo um 

grande potencial probiótico (FUSCO et al. 2015; ALVIM et al. 2015), podendo controlar 

patógenos bacterianos por meio da produção de compostos antimicrobianos que incluem 

ácido lático, peróxido de hidrogênio, diacetil e bacteriocinas (FUSCO et al. 2015; KANG et 

al. 2012; ALVIM et al. 2015). A linhagem WpK4 de Weissella paramesenteroides já foi 
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demonstrada pelo nosso grupo ter caráter probiótico frente a uma infecção bacteriana por 

Salmonella Typhimurium em modelo experimental murino (ALVIM et al. 2015).  
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2.  RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

Gastroenterite é uma das doenças mais comuns do mundo, afetando pessoas de 

todas as faixas etárias, principalmente crianças menores de cinco anos, causando milhares 

de mortes todos os anos. Logo, a gastroenterite pode ser considerada uma doença de 

grande importância e alto impacto para a saúde pública mundial. A Organização Mundial 

da Saúde (WHO) recomenda a introdução das vacinas, Rotarix e Rotateq nos programas 

nacionais de imunização. Contudo, o Rotavírus, por suas características biológicas, 

apresenta uma grande diversidade de linhagens, e as vacinas atualmente disponíveis no 

mercado não abrangem toda essa diversidade. Assim, a existência de várias linhagens não 

cobertas pela vacinação pode contribuir para a emergência de novas linhagens e o 

desaparecimento de outras (PHAN et al. 2007). 

A gastroenterite induzida por RV não é tratada com antibióticos ou drogas. O 

principal tratamento é a reposição de fluidos e eletrólitos, reestruturando o equilíbrio 

hidroeletrolítico, perdidos pela diarreia e vômito, mas não produz cura. Nas últimas 

décadas, a modulação da microbiota intestinal tem sido avaliada, entre as abordagens, está 

o uso de probióticos. A grande vantagem da terapia com probióticos é a ausência de efeitos 

secundários, como a seleção de bactérias resistentes quando antibióticos são usados. Neste 

contexto, probióticos para modular a microbiota intestinal e controlar a diarreia podem ser uma 

alternativa eficaz para o tratamento de gastroenterite aguda. 

Weissella paramesenteroides WpK4 mostrou ação probiótica frente a infecção por 

Salmonella Typhimurium em modelo experimental murino (ALVIM et al. 2015), assim 

estudos envolvendo outros enteropatógenos se tornam relevantes para melhor 

entendimento do caráter protetor da linhagem. Neste sentido, o presente trabalho buscou 

avaliar o efeito probiótico de Weissella paramesenteroides linhagem WpK4 frente a 

infecção causada pelo Rotavírus SA11 in vitro, em células epiteliais intestinais da linhagem 

HT-29, e in vivo, em modelo experimental murino. É importante destacar que o presente 

estudo representa avanços no trabalho de nosso grupo de pesquisa e seus colaboradores, 

abrindo uma importante frente para a consolidação de possíveis produtos biotecnológicos 

nacionais em médio prazo.   
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3. OBJETIVOS 

 

O objetivo desse estudo é avaliar a habilidade probiótica da linhagem WpK4 de 

Weissella paramesenteroides em interferir na infecção por Rotavírus SA11 em modelos 

experimentais in vitro e in vivo. 

 

• Objetivos específicos: 

  Avaliar in vitro a adesão e invasão de células de mamífero transformadas linhagens 

MA104, HT-29 e Caco-2 por Weissella paramesenteroides WpK4 e sua habilidade de 

interferir na adsorção do Rotavírus às mesmas células. 

  Avaliar in vivo em camundongos neonatos a capacidade protetora da linhagem 

WpK4 de Weissella paramesenteroides frente infecção por Rotavírus, caracterizando o 

índice de diarreia, avaliando a curva de mortalidade e capacidade de inibição da perda de 

peso.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.2. Células 

4.2.1. Célula MA104 

As células da linhagem contínua MA104 ATCC CRL-2378.1 (Figura 8), derivadas de 

epitélio de rim de Chlorocebus aethips (Macaco verde africano), foram adquiridas 

originalmente do Banco de Células do Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Essas foram cultivadas no 

Laboratório de Virologia Aplicada e Básica da UFMG. Essas células foram utilizadas para 

multiplicação e titulação do vírus e nos ensaios in vitro. Na linhagem MA104, as partículas 

virais são liberadas através do rompimento celular (MCNULTY et al. 1976).  

 

Figura 8: Célula MA104 em alta densidade (fonte: ECACC). 

 

4.1.1. Células HT-29 e Caco-2 

As células das linhagens contínuas HT-29 (ATCC HTB-38) e Caco-2 (ATCC HTB-37) são 

derivadas de adenocarcinoma colorretal humano (Figura 10). A linhagem HT-29 foi 

adquirida originalmente da American Type Culture Collection (ATCC), Maryland, USA. A HT-

29 foi cultivada no Laboratório de Virologia Básica e aplicada (LVBA) da UFMG por um 
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número desconhecido de passagens. A linhagem Caco-2 foi adquirida originalmente da 

ATCC e cultivada no Laboratório de Genética Experimental da UFMG por 4 passagens. 

Ambas as linhagens foram utilizadas nos ensaios in vitro como modelos de células do 

epitélio intestinal, sendo que a Caco-2 se diferencia, normalmente, em enterócitos, 

enquanto a HT-29, em células enteroendócrinas secretoras de muco e enterócitos 

caliciformes (Figura 9). Por isso, são excelentes modelos para mimetizar uma infecção 

intestinal por Rotavírus, uma vez que o vírus infecta principalmente enterócitos. Nas 

linhagens HT-29 e Caco-2 as partículas virais completas são liberadas por um tipo de 

brotamento que não mata imediatamente a célula (GARDET, et al., 2006). 

 

Figura 9: Modelo da diferenciação das células intestinais (Modificado de NOAH et al. 2011). 

 

Figura 10: Células HT-29 em baixa densidade e alta densidade, respectivamente; células Caco-2 em baixa 

densidade e alta densidade, respectivamente (fonte: ATCC).  
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4.1.2. Meios de cultivo e cultura celular 

As linhagens celulares MA104, HT-29 e Caco-2 foram cultivadas em meio Dulbecco’s 

Modified Eagles (DMEM; Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 

2 mmol/L L-glutamina, estreptomicina (100 U/mL), penicilina potássica (100 U/mL), 

gentamicina (50 μg/mL) e fungizona (2 μg/mL). As células foram mantidas em garrafas 

apropriadas e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO2. Criotubos contendo alíquotas de 

1 mL das células congeladas, em nitrogênio líquido, foram descongelados em banho-maria 

a 37°C. Após o descongelamento as células foram transferidas para um tubo Falcon de 15 

mL, com meio DMEM suplementado com 10% de SFB pré-aquecido a 37°C e, em seguida, 

centrifugada a 500 x g por 5 minutos, para remoção do DMSO usado no processo de 

criopreservação, o qual é citotóxico para as células. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado celular foi suspendido no mesmo volume de meio DMEM suplementado com 

10% de SFB. Ao final, a suspensão foi transferida para um frasco de cultura celular de 25 

cm2, foi completado com meio DMEM para um volume final de 7 mL e incubada em estufa 

com tensão de 5% de CO2 a 37°C. Os subcultivos das linhagens foram realizadas em garrafas 

de 75 cm2, a partir da confluência de 80%, em intervalos de 2-3 dias para MA104 e 3-4 dias 

para HT-29 e Caco2, utilizando solução salina tamponada por fosfato (PBS: NaCl 1,5 mM; 

Na2HPO4 40 mM; KH2PO4; pH 7,2) e solução de 0,25% tripsina EDTA (Sigma-Aldrich : NaCl 

136 mM; KCl 5 mM; glicose 55 mM; NaHCO3 69 mM; 0,5 g p/v tripsina 1:250 (Difco); EDTA 

0,5 mM; 1% vermelho de fenol. 

 

4.2.   Amostra viral 

Neste estudo foi utilizado a amostra de Rotavírus símio linhagem SA11 (ATCC VR-

1565), gentilmente cedida pelo Dr. Alexandre da Costa Linhares, do Instituto Evandro 

Chagas, Fiocruz-PA (IEC-PA), sendo estocado no Laboratório de Virologia Básica e Aplicada 

do Departamento de Microbiologia - ICB-UFMG. 

Para multiplicação viral, titulação viral e para os ensaios in vitro, os vírus estocados 

foram ativados adicionando-se 10 μg/mL de tripsina (Sigma-Aldrich) e incubando por 30 min 

em banho maria a 37°C, para clivar a proteína VP4 e produzir o vírion infectivo. 
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4.2.1. Produção do estoque viral 

Os vírus foram multiplicados em garrafas de 150 cm² contendo monocamada de 

células MA104 (2x107 células). O vírus previamente ativado foi usado em uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 0,1 em meio DMEM com 2 μg/mL de tripsina, a 37°C, 

em atmosfera de 5% de CO2, com homogeneização em intervalos regulares de 15 min por 

1 h. Após adsorção viral, o inóculo foi removido, as garrafas lavadas e o meio DMEM 

suplementado com 0,5 μg/mL de tripsina e sem adição de SFB foi acrescido para um volume 

final de 25 mL. As garrafas foram incubadas até o efeito citopático atingir 80% a 90% da 

monocamada, sendo, então, submetidas a três repetições de um processo de 

congelamento e descongelamento para o rompimento das células. O sobrenadante da 

cultura foi transferido para tubos de 50 mL e centrifugados a 300 x g por 5 min a 4°C, para 

precipitar restos celulares e obter o sobrenadante, que recebe o nome de clarificado. O 

clarificado foi distribuído em estoque de 20 mL e alíquotas de 500 μL que foram 

armazenadas a -80°C para posterior titulação e uso. 

 

4.2.2. Titulação viral por foco de imunofluorescência 

A linhagem celular MA104 foi expandida em microplacas de 96 poços, 6400 

células/poço, em DMEM 5% de SFB. Ao atingir a confluência de 90%, o meio foi retirado, a 

placa lavada com PBS e, então, foi acrescentado 100 μL das diluições 10-1 até 10-10 dos vírus 

ativado, em DMEM com concentração final <2 μg/mL de tripsina. A coluna da microplaca 

correspondente ao controle de células recebeu 100 μL de DMEM com 2 μg/mL de tripsina 

em substituição às diluições dos vírus. As microplacas foram incubadas por 1 h a 37°C em 

atmosfera de 5% de CO2 com homogeneização em intervalos regulares de 15 min. Após a 

adsorção viral, o inóculo foi removido, as placas lavadas com PBS e acrescido DMEM 

suplementado com SFB e 5 μg/mL de tripsina, seguindo nova incubação por 18h, a 37°C em 

atmosfera de 5% de CO2. As placas foram lavadas com PBS e fixadas com solução metanol 

100% por 2 min e lavada com PBS.  A seguir, na monocamada fixada, foi adicionado o 

anticorpo primário anti-RVA (Rotavirus capsid (2B4):sc101363 – Anti-VP6; Santa Cruz 
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Biotechnology, Inc.) diluído 1:500 em PBS contendo 3% de soro-albumina bovina. A placa 

foi incubada, em movimentação suave e constante por 30 min a temperatura ambiente, 

após a incubação o excesso de anticorpo foi removido e a monocamada lavada duas vezes 

com PBS. Foi, então, adicionado o anticorpo secundário IgG anti-mouse conjugado com FITC 

(isotiocianato de fluoresceína – Goat Anti-mouse IgG H&L; Invitrogen) diluído 1:500 em PBS 

contendo 3% de soro-albumina bovina. A placa foi incubada novamente, em movimentação 

suave e constante por 30 min a temperatura ambiente, após incubação o excesso do 

anticorpo foi removido e monocamada lavada quatro vezes com PBS. A leitura das placas 

foi feita contando focos de florescência individuais em um microscópio invertido de 

fluorescência; o título é expresso em unidade de foco fluorescente por mililitro (FFU/mL) e 

calculado pelo número de focos pelo inverso da diluição (Arnold et al, 2009). 

𝑈𝐹𝐹 = 𝑛º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑐𝑜𝑠 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 ×
1

𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 
×

1

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑖𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜
  

 

4.3.  Amostra Bacteriana 

A bactéria usada neste estudo foi a linhagem probiótica WpK4 de Weissella 

paramesenteroides isolada do focinho de um suíno por nosso grupo de pesquisa (Alvim, 

2016).  

 

4.3.1. Reativação da bactéria criopreservada e produção do estoque bacteriano 

Para produção do estoque bacteriano e para os ensaios in vitro e in vivo, os isolados 

estocados a -80°C foram reativados por meio de duas passagens consecutivas em caldo MRS 

a partir de um inóculo de 2% (v/v). Cada passagem foi feita em câmara anaeróbica com 

atmosfera de 85% de N2, 10% de H2 e 5% de CO2, a 37°C por 18 h. Após a reativação da 

bactéria estocada a -80°C, foi feito estoque em alíquotas de 1mL a -20°C em MRS com 15% 

de glicerol (~109 UFC/mL). 

 

4.4.  Camundongos Balb/c 

Para obtenção dos animais neonatos foram formadas colônias de camundongos de 

ambos os sexos, com 2 fêmeas para cada macho. Para tanto, 16 fêmeas e 8 machos com 
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idade variando entre 6-8 semanas foram obtidos junto ao Cebio/UFMG e alocados em 

microisoladores. Após duas semanas de cruzamento, as colônias eram observadas e, na 

presença de fêmeas prenhas, os machos eram retirados. 

Camundongos Balb/c fêmeas prenhes (14-18 dias de gestação) foram alojadas 

individualmente em microisoladores de plástico flexível (UNO Roestvaststall B.V., Zevenaar, 

Holanda), alimentadas com ração comercial e água estéril ad libitum, mantidas em ciclo de 

12h:12h claro/escuro e manuseadas em ambiente asséptico. Todos os experimentos foram 

feitos seguindo as normas do CEUA (Comissão de Ética no Uso de Animais) da UFMG) sob 

protocolo 246/2016, e os procedimentos realizados seguindo o guia do COBEA (Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal, 2015). 

 

4.5. Ensaios in vitro 

4.5.1. Preparação da bactéria W. paramesenteroides WpK4 

As suspensões bacterianas foram crescidas como descrito anteriormente. As 

culturas foram lavadas três vezes em PBS por centrifugação a 5000 x g por 15 min. Logo 

após o descarte do sobrenadante, as bactérias foram suspendidas no seu volume original 

em meio DMEM completo (sem adição de antibióticos) para os ensaios de adesão/invasão 

e meio DMEM sem SFB (sem adição de antibiótico) para os ensaios de antagonismo e, em 

seguida, diluídas 1:10 em DMEM para obtenção de uma concentração aproximada de 1x108 

UFC/mL. 

 

4.5.2. Ensaio de adesão de WpK4 em células MA104, HT-29 e Caco-2 

Para avaliar a adesão e criar um índice de adesão a cada tipo de célula, as 

monocamadas confluentes de cada linhagem celular (~1,5 x 105 células/poço) foram 

crescidas em placas de cultivo celular de 24 poços (TPP) e inoculadas com a bactéria em 

uma taxa de interação (ROI – ratio of interaction) de 100 BAL:1 célula. Após 1 h de incubação 

em estufa a 37°C com tensão de 5% CO2, as células foram lavadas três vezes com PBS pré-

aquecido a 37°C, tratadas com tripsina EDTA (Sigma-Aldrich) por 10 min e rompidas com 1 

mL de solução contendo 0,1% de Triton X-100 em PBS por 10 min. As bactérias foram 
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recuperadas pela técnica padrão de contagem por plaqueamento em ágar: os lisados foram 

diluídos em série com salina 0,85%, plaqueados em ágar MRS e as colônias enumeradas, 

após incubação das placas por 48 h em estufa microbiológica a 37°C. A adesão de BAL foi 

expressa como log de UFC/mL de BAL recuperada de cada poço. Esse ensaio foi feito em 

triplicata para cada BAL testada (Gagnon, 2016). 

 

4.5.3. Ensaio de invasão de WpK4 em células MA104, HT-29 e Caco-2 

Monocamadas confluentes de cada linhagem celular (~1,5 x 105 células/poço) foram 

crescidas em placas de cultivo de 24 poços (TPP) e inoculadas com a bactéria em uma taxa 

de interação (ROI – ratio of interaction) de 100 BAL:1 célula. Após 1 h de incubação em 

estufa a 37°C com tensão de 5% CO2, nas células lavadas três vezes com PBS pré-aquecido 

a 37°C foi adicionado DMEM com 2 mmol/L L-glutamina, penicilina potássica (100 U/mL), 

estreptomicina (100 U/mL), gentamicina (50 μg/mL) e fungizona (2 μg/mL), com a finalidade 

de matar qualquer bactéria que ainda esteja no meio extracelular das células, seguido de 

uma segunda incubação, em estufa a 37°C com tensão de 5% de CO2. Após incubação, as 

células foram lavadas três vezes com PBS, tratadas com tripsina EDTA (Sigma-Aldrich) por 

10 min e lisadas com 1 mL de solução contendo 0,1% de Triton X-100 em PBS por 10 min. 

As bactérias que invadiram as células foram contadas pela técnica de plaqueamento em 

ágar: lisados foram diluídos serialmente em salina 0,85%, plaqueados em ágar MRS e as 

colônias enumeradas após incubação das placas por 48 h em estufa microbiológica a 37°C. 

A invasão de BAL foi expressa como log de UFC/mL de BAL recuperada de cada poço. Todos 

os ensaios foram feitos em triplicata. 

 

4.5.4. Extração do RNA viral  

A extração do RNA viral foi realizada utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) 

segundo a recomendação do fabricante com algumas modificações. O clarificado viral foi 

diluído 1:4 em PBS, a amostra foi homogeneizada e incubada em gelo por 10 min. Após a 

incubação, a amostra foi centrifugada a 12000 x g por 1min. Em 300 μL de amostra foi 

adicionado 700 μL de Trizol, homogeneizada vigorosamente por 15 seg. e incubada por 5 
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min a temperatura ambiente. Foi adicionado 300 μL de clorofórmio 100% (Merck), 

homogeneizada vigorosamente por 15 seg., incubado em gelo por 30 min e centrifugado 

por 12000 x g por 30 min a 4°C. Uma mistura trifásica foi obtida, sendo: uma fase aquosa 

transparente superior, uma interfase branco-leitosa e uma fase aquosa vermelho claro 

inferior (fenol-clorofórmio). A fase aquosa superior foi coletada, adicionados 500 μL de 

isopropanol (Merck) e incubado overnight a -20°C. Após a incubação, a amostra foi 

centrifugada por 12000 x g por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi removido e o pellet lavado 

com 1 mL de etanol 75% (Merck), seguido de uma centrifugação a 7500 x g por 5 min a 4°C. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet secado a temperatura ambiente por 20 minutos. 

Após a secagem, o pellet foi suspenso em 20 μL de água livre de nuclease tratada com DEPC. 

O RNA total foi quantificado por espectrofotômetro Nanovue e a análise de sua qualidade 

levou em conta a relação do DO260/DO280 e o DO260/DO230. 

Tabela 2: Iniciadores utilizados para amplificação de parte do segmento gênico codificador 

da proteína viral VP7. 

Iniciadores Sequência 
Acesso no GenBank 

e orientação 

Tamanho 
do 

amplicon 

RVA-F 
Vp7 Senso 5’ GTG ACG AAG CGA ATA AAT GG 3’ RVA-VP7 X66158. 1 94pb 

RVA-R 
Vp7 Antisenso 5’ GTC AAG CAT CCA ATT CCA AG 3’ RVA-VP7 X66158.1 94pb 

Fonte: CLOVES, 2015. 

As amostras de RNA total foram submetidas a uma incubação a 70°C por 6 min e no 

gelo por 5 min. Esse passo é feito para facilitar a ruptura de estruturas secundárias do RNA 

e para desfazer possíveis dímeros de iniciadores. O RNA total foi submetido a uma RT-PCR 

utilizando o kit SuperScriptIII one-step (Invitrogen), seguindo as recomendações do 

fabricante, e utilizando os iniciadores específicos VP7 (Cloves 2015) como mostrado na 

Tabela 2. Posteriormente, a reação de PCR foi realizada com o seguinte programa: um ciclo 

de síntese de cDNA e pré-desnaturação a 50°C por 30 min seguido de 94°C por 2 min; 
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quarenta ciclos de desnaturação a 94°C por 1 min, anelamento a 52°C por 1 min e extensão 

de 68°C por 1 min; e um ciclo de extensão final de 72°C por 5 min.  

 

4.5.5. Clonagem em vetor plasmidiano do amplicon VP7 

Com o objetivo de construir uma curva padrão de DNA viral para os experimentos 

de RT-qPCR, o amplicon VP7 foi clonado em vetor plasmidiano. Após a produção do cDNA, 

descrito no item anterior, foi realizado uma eletroforese em gel de agarose 1,2% corado 

com SYBR safe (Invitrogen) e visualizado em transiluminador UV. O produto esperado de 

94pb foi recortado do gel de agarose e purificado usando sílica. O produto VP7 purificado 

foi utilizado para clonagem em vetor plasmidiano pGEM-T easy usando T4 DNA ligase 

(Promega), seguindo o protocolo do fabricante.  

 

4.5.6. Transformação bacteriana 

Para transformação foi utilizado a bactéria quimiocompetente Escherichia coli XL10 

Gold (Invitrogen), conforme o protocolo do fabricante. A bactéria transformada foi 

transferida para um tubo de 15 mL contendo meio Luria Bertani (LB) (extrato de levedura 

0,5% p/v, triptona 0,1%, NaCl 0,5% p/v H2O q.s.p.), incubada por 1h a 37°C, em velocidade 

constante de 150 rpm em agitador orbital. Após a incubação, o tubo foi centrifugado por 5 

min a 2000 x g e o pellet suspenso em 1 mL de meio LB. Posteriormente foram plaqueados 

70 μL e 10 μL da cultura bacteriana em placas de Petri com meio LB ágar (Ágar 1,5% p/v) 

contendo X-Gal 25 μg/mL (Invitrogen), IPTG 100 mM e ampicilina 100 μg/mL, e incubadas a 

37°C por 24 h. Após o período de incubação, as colônias brancas isoladas foram 

selecionadas e transferidas para tubos de 15 mL com 5 mL de meio LB com ampicilina na 

concentração final de 100 μg/mL, e incubadas por 18 h a 37°C em velocidade constante de 

150 rpm em agitador orbital. Finalmente, foi feito a extração do plasmídeo usando o kit de 

Wizard® Plus SV Miniprep DNA Purification System (Promega), segundo o fabricante. O 

plasmídeo foi suspenso em 50 μL de água livre de nuclease e quantificado em 

espectrofotômetro Nanovue, onde a análise de sua qualidade levou em conta a relação da 

DO260/DO280 e DO260/DO230. As sequências dos plasmídeos foram verificadas por PCR 
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convencional com o plasmídeo íntegro e com o plasmídeo digerido pela enzima EcoRI. O 

anelamento foi realizado em gradiente de temperaturas para identificar a temperatura 

ideal de amplificação e confirmado em eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com 

SYBR safe e visualizado em transiluminador de UV. 

 

4.5.7. Antagonismo de WpK4 frente a adsorção do Rotavírus SA11 em células HT-29 

Células HT-29 foram inoculadas em microplacas de 24 poços, 1,5x105 células/poço, 

em DMEM com 5% de SFB sem antibióticos e usadas em 4 ensaios para avaliar a adsorção 

viral. Na monocamada lavada com PBS era acrescentado o Rotavírus SA11 pré-ativado (106 

FFU/mL) por poço: 1 hora antes da adição da bactéria (108 UFC); simultaneamente com a 

bactéria; 30 min depois da adição da bactéria; e após uma incubação da bactéria e vírus 

pré-ativado por 1 hora em banho maria a 37°C; sendo respectivamente grupo A, B, C e D 

(Figura 11).  

O grupo A tem a finalidade de avaliar o efeito profilático da WpK4 na ativação e/ou 

modulação da resposta inata das células; o grupo B de avaliar o efeito em uma infecção 

conjunta; o grupo C de avaliar o efeito terapêutico da bactéria probiótica e o grupo D de 

avaliar se a bactéria poderia servir como ligante para o vírus, e, portanto, ser capaz de 

"captar ou bloquear" os vírus, impedindo a adsorção das partículas virais. Foram avaliados 

8 tempos: 0h, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h (contabilizados a partir do momento da 

finalização da uma hora de adsorção viral com ou sem bactéria, ou seja, para quaisquer dos 

tratamentos). Após cada tempo as placas foram lavadas com PBS, tratadas com Trizol 

(Invitrogen) por 5 minutos em gelo e os sobrenadantes foram coletados. O RNA total foi 

extraído seguindo o protocolo de extração em Trizol do fabricante (Invitrogen). O kit High 

Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) foi usado para converter o RNA 

total em cDNA utilizando random primers e seguindo o protocolo do fabricante. O RNA total 

e o cDNA foram quantificados por espectrofotômetro Nanovue, onde a análise de sua 

qualidade levou em conta a relação do DO260/DO280 e o DO260/DO230. 
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4.5.8. Quantificação da carga viral utilizando qPCR 

A quantificação do número de cópias de RV-VP7 foi medida por PCR quantitativa em 

tempo real. As reações foram feitas na plataforma ABI Step One Real Time PCR (Thermo 

Fisher) utilizando o kit iTaq Universal SYBR Green Supermix (BioRad) e iniciadores do gene 

VP7 (Tabela 2). Para isso foram aplicados 10 ng de cDNA em cada poço da placa (ZHANG et 

al., 2013). 

 

 

Figura 11: Desenho experimental dos ensaios in vitro de adsorção do Rotavírus SA11 em células HT-29. 

Para a padronização das reações foram feitas curvas de diluição seriada utilizando o 

plasmídeo pGEMT-VP7, produzido anteriormente, utilizando pontos com 108 cópias; 107 

cópias; 106 cópias; 105 cópias; 104 cópias; 103 cópias e 102 cópias; totalizando sete pontos. 

O cálculo do número de cópias foi realizado a partir da quantidade de ng/μL quantificado 

em espectrofotômetro Nanovue e quantidade de pares de bases presentes no plasmídeo 

pGEM-T (3015pb) mais 94 pb (VP7) totalizando 3109 pb. Este cálculo é baseado na 
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suposição de que a média da massa de um par de base (pb) é 650 Daltons, isso significa que 

cada mol de um pb pesa 650 g e que a massa molecular de qualquer dupla fita de DNA pode 

ser estimado partindo do produto do comprimento da fita (em pb) e 650. O inverso do peso 

da molécula é o número de moles de DNA presente em um grama de material. Usando o 

número de Avogadro, 6,022x1023
 moléculas/mol, o número de moléculas de DNA por grama 

pode ser calculado pela fórmula: 

𝑚𝑜𝑙

𝑔
×

𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝑜𝑙
=

𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑔
 

Finalmente, o número de moléculas ou número de cópias de DNA em uma amostra 

pode ser estimado multiplicando 1x109 para converter para ng, e, então, multiplicando pela 

quantidade de DNA (em ng). Logo: 

 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐ó𝑝𝑖𝑎𝑠 =
𝑛𝑔 ×

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜

𝑚𝑜𝑙

𝑝𝑏 ×
𝑛𝑔

𝑔
×

𝑔

𝑚𝑜𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑏

 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐ó𝑝𝑖𝑎𝑠 =
𝑛𝑔 × 6,022 × 1023

3109 ×
1×109

1
×

650

1

 

 

As cópias do gene VP7 foram calculadas de acordo com a curva padrão estabelecida 

pelo plasmídeo pGEMT-VP7. Valores menores do que 10 cópias/mL de RNA viral VP7 foram 

definidas como ausência de infecção (ZHANG et al. 2013). Todas as reações foram usadas 

em um programa de ciclagem universal com um passo inicial de ativação da DNA polimerase 

e desnaturação do DNA a 95°C por 30 seg, amplificação em 40 ciclos com uma desnaturação 

a 95°C por 3 seg., anelamento e extensão a 54°C por 30 seg. e análise da curva de melting 

de 65°C a 95°C com incremento de 0,5°C a cada 2-5 seg. 
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4.6.    Ensaios in vivo 

4.6.1. Infecção por Rotavírus SA11 em modelo animal 

O ensaio com camundongos foi realizado para avaliar o efeito do tratamento com 

Weissella paramesenteroides WpK4 na morbidade e mortalidade dos animais durante um 

desafio experimental com Rotavírus SA11. Antes do início dos procedimentos com os 

animais foi realizado um processo de vermifugação, a fim de prevenir e evitar infecções por 

parasitas que poderiam influenciar nos resultados dos experimentos. A solução de 0,25% 

de ivermectina foi colocada na mamadeira dos camundongos por 24 h, sendo substituída 

por água filtrada após esse período. 

Os camundongos fêmeas prenhes foram separadas aleatoriamente em quatro 

grupos, como mostrado na tabela 3. A prole de cada uma dessas fêmeas foi marcada e 

desafiada no 9º dia de vida. O desafio foi realizado pelo inóculo de 104 FFU/mL de Rotavírus 

SA11, por via intragástrica, a partir do estoque previamente feito e diluído em PBS. Dois 

grupos de fêmeas prenhes receberam Weissella paramesenteroides Wpk4 (107 UFC/mL) em 

sua água durante as 2 semanas antes de gerar a prole, a água era trocada diariamente e 

cessou no 15º dia de vida da prole (tabela 3). 

 

Tabela 3: Distribuição dos grupos experimentais do ensaio in vivo. 

Nome dos grupos 

Weissella paramesenteroides WpK4 Rotavírus SA11 
Inóculo no dia 9 de 
vida (FFU/animal) Dias de vida que 

recebeu bactéria 
Dose diária 

UFC/mL 

A (Controle negativo) - - - 

B (Controle de vírus) - - 104 

C (Controle de WpK4) 

2 semanas antes 
do nascimento da 
prole até o 15º dia 

da prole 

- - 

D (Grupo teste) 

2 semanas antes 
do nascimento da 
prole até o 15º dia 

da prole 

107 104 
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Ao final do período experimental, os camundongos foram anestesiados com 

Cetamina (100 mg/kg de peso) e Xilazina (20 mg/kg de peso) (Syntec, Cotia, Brasil) por 

injeção intraperitoneal e, posteriormente, eutanasiados por deslocamento cervical. Os 

animais foram submetidos à laparotomia em capela de fluxo laminar, sob condições 

assépticas, o conteúdo intestinal foi cuidadosamente removido do cólon e reto, e o 

intestino delgado foi coletado, pesado e armazenado em Trizol.  

 

4.6.2. Perda de peso e Índice de diarreia 

A capacidade de W. paramesenteroides WpK4 de proteger os camundongos frente 

a infecção por Rotavírus SA11 foi analisada. Para isso, os animais de diferentes grupos foram 

comparados, a fim de avaliar a taxa de mortalidade e morbidade decorrente da infecção 

com o vírus. O peso foi medido no dia do desafio (9º dia de vida) e no dia do sacrifício (15º 

de vida). 

Um escore de diarreia foi feito para cada grupo, observando 2 vezes ao dia (manhã e 

tarde) e fazendo uma média dos indivíduos, durante todos os dias após a administração do 

Rotavírus. Seis (6) escalas de escore foram utilizadas: 1, sem fezes; 2, fezes marrons de 

formato normal; 3, fezes macias marrons; 4, fezes macias-mucosas marrom-amareladas; 5, 

fezes mucosas amarelas; 6, fezes amarelas liquidas. Os escores 1, 2 e 3 foram considerados 

normais; 4 e 5 diarreia leve; e 6 diarreia grave (Zhang et al, 2013). 

 

4.7. Análises estatísticas 

Os ensaios in vitro foram comparados usando o teste Kruskal-Wallis seguido de teste 

de Dunn.  O peso corporal foi comparado entre os grupos usando teste ANOVA seguido pelo 

teste Hsu-Dunnett. A significância estatística foi P<0,05. Todas as análises estatísticas e 

gráficos foram feitos usando o programa GraphPad Prism 6 e o programa IBM SPSS 

Statistics. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1.    Produção e titulação do estoque viral 

O Rotavírus símio da linhagem SA11 foi propagado em células MA104. A amostra 

sem título inicial foi inoculada em monocamadas confluentes. O vírus foi obtido do 

sobrenadante clarificado de monocamadas com 80-90% de efeito citopático (ECP) (Figura 

12). 

 

 
 

Figura 12: Monocamada confluente de células MA104 infectadas: Acima, ausência de ECP (controle de célula); 

Abaixo, monocamadas confluentes de células MA104 após 96 horas de infecção por Rotavírus apresentando 

ECP. 
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5.2. Titulação do Rotavírus por formação de foco de fluorescência 

 

Para verificação do título viral, o clarificado celular foi submetido a titulação por 

formação de foco de fluorescência (Figura 13), dada em Unidades Formadoras de Foco por mL. 

Após infecção, as células foram incubadas por 18 horas, fixadas e marcadas com anticorpos 

específicos e observadas em microscópio fluorescente invertido, em comprimento de onda 

de excitação e emissão de aproximadamente 495 nm/521 nm. Foi contado cada foco 

fluorescente e o título foi calculado pela fórmula:   

𝑈𝐹𝐹 = 𝑛º 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑐𝑜𝑠 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 ×
1

𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 
×

1

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑒 𝑖𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜
 

Aplicando a fórmula, o título obtido para o estoque viral foi de 1,5x106 UFF/mL.  

 

Figura 13: Titulação viral por formação de foco florescente: À esquerda, células em luz branca e à direita, 

células em luz com comprimento de onda de 495nm. A) Célula marcada com anticorpo específico anti-VP6. B 

e C) Células marcadas pelo anticorpo. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Nan%C3%B3metro
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5.3. Verificação da presença do vírus por PCR 

Para verificação da presença do dsRNA viral do RV foi realizado um RT-PCR 

convencional como primers específicos VP7 (Figura 14). 

  

 

Figura 14: Amplicon da RT-PCR utilizando como molde dsRNA de RV separado em gel de Agarose a 1,5%. 

 

5.4. Verificação da clonagem do amplicon VP7 em plasmídeo pGEM-T easy 

Para avaliação da clonagem realizada no plasmídeo pGEM-T easy, foi realizada a 

restrição enzimática com a enzima EcoRI. O plasmídeo extraído foi submetido a digestão 

com a enzima EcoRI, e o sucesso da clonagem foi confirmado por PCR convencional em 

gradientes diferentes de temperatura (Figura 15). Ao observar o gel, a banda com maior 

intensidade representa a temperatura de 54°C, por isso, optou-se pela temperatura para os 

experimentos em qPCR. 

 

Figura 15: Padronização da PCR de RV em gradiente de temperatura de anelamento de 50°C a 58°C: T1 = 52°C, 

T2 = 50°C, T3 = 54°C, T4 = 56°C, T5 = 58°C) utilizando como molde DNA plasmidiano (clones C1-C3). 
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5.5. Testes de adesão e invasão de células por W. paramesenteroides WpK4 

A d e s ã o  b a c t e r i a n a  a s  d i f e r e n t e s  l i n h a g e n s  c e l u l a r e s
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Figura 16: Adesão da Weissella paramesenteroides WpK4 em linhagem celular MA104, HT-29 e Caco-2. 

A adesão da Weissella paramesenteroides foi avaliada em ensaio de co-cultivo em três 

linhagens celulares, MA104, HT-29 e Caco-2, usando uma ROI de 100:1 (BAL:célula) com 1 

h de contato e foi expressa como log UFC de BAL/mL de lisado celular (Figura 16). A 

quantidade de bactérias aderidas variou de 4,3 a 5,3 log de UFC/mL, para a MA104; 4,6 a 

5,9 log de UFC/mL, para HT-29; e 4,6 a 5,8 log de UFC/mL, para Caco-2; a média de bactérias 

aderidas foi 5,15 log UFC/mL, 5,50 log UFC/mL e 5,23 UFC/mL de lisado celular, 

respectivamente, não havendo diferença significativa entre as linhagens (p = 0,0758; 

Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn). Em comparação ao total de BAL adicionadas à 

monocamada de células (~7 log10 de UFC), aproximadamente 2 log10 de UFC de BAL não 

foram capazes de aderir-se às linhagens celulares. Estes resultados são interessantes pois 

demonstram que a bactéria foi capaz de se aderir nas diferentes linhagens celulares e que 

a adesão não foi estatisticamente diferente entre elas (Figura 16). 
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Figura 17: Invasão da Weissella paramesenteroides WpK4 em linhagem celular MA104, HT-29 e Caco2. 

A invasão da Weissella paramesenteroides WpK4 foi avaliada em ensaio de co-cultivo 

em três linhagens celulares, MA104, HT-29 e Caco-2, usando uma ROI de 100:1 com 1 h de 

contato e foi expressa como log UFC BAL/mL de lisado celular (Figura 17). A quantidade de 

bactérias internalizadas variou de 2,6 a 4,0 log UFC/mL para a MA104; 3,04 a 3,91 log 

UFC/mL para HT-29; e 2,77 a 3,88 log UFC/mL para Caco-2 de lisado celular e a média de 

bactérias internalizadas foi 3,60 log UFC/mL, 3,59 log UFC/mL e 3,56 UFC/mL de lisado 

celular de MA104, HT-29 e Caco-2, respectivamente. Não houve diferença estatística entre 

os valores para as linhagens (p = 0,9687; Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn). Em 

comparação ao total de BAL adicionadas à monocamada de células (~7 log10 de UFC), quase 

3 log10 UFC de BAL não foram capazes de entrar nas linhagens celulares. Estes resultados 

corroboram os dados de adesão e demonstram que a bactéria é também internalizada pelas 

células hospedeiras (Figura 17).  



57 
 

 

5.6. Avaliação da carga viral após tratamento com WpK4 nas células HT-29 in vitro 

Para avaliar se o probiótico possui ação antiviral in vitro, foi realizado um ensaio para 

quantificar as cópias do gene VP7 em células HT-29 infectadas por RV. Para tal, foi utilizada 

a técnica de PCR quantitativo em tempo real. O plasmídeo pGEM-VP7 produzido foi usado 

para confeccionar uma curva padrão. O grupo A teve a finalidade de avaliar o efeito 

profilático da WpK4 na ativação e/ou modulação da resposta inata das células; o grupo B 

avaliar o efeito da WpK4 em uma infecção conjunta com RV; o grupo C avaliar o efeito 

probiótico da bactéria de forma terapêutica e o grupo D avalia se a bactéria poderia servir 

como ligante para o vírus, e portanto, impedir sua adsorção na célula hospedeira. Pode ser 

observado na figura 20, analisando o controle de vírus, que o transcrito de VP7 teve o seu 

pico de acumulação nos tempos de 24 e 48h pós infecção (o tempo de 72h para o controle 

de vírus foi perdido).  

A figura 20, representada em unidades arbitrária do transcrito de VP7 das replicatas 

de 3 experimentos de quantificação por PCR em tempo real, mostra claramente uma 

redução da infecção viral especialmente nos tempos de 24h até 96 h para todos grupos, 

exceto o grupo D. Houve redução dos transcritos especialmente com 24 h (B>C>A), 48 h 

(A>C>B) e 96 h (B>C>A>D). Portanto, diante dos dados e com a ferramenta metodológica 

utilizada, os tratamentos B (onde as células receberam bactéria e vírus de maneira 

concomitante), C (onde as células receberam a bactéria 30 minutos após a incubação com 

RVA), além de A (onde as células foram "tratadas" com as bactérias por 1h, seguida da 

inoculação do vírus mais 1h) provando uma possível ação antiviral da bactéria WpK4, com 

inibição da progressão da infecção viral e possível modulação da resposta imune inata 

(especialmente no caso do grupo A). Os dados observados para o grupo D, onde a incubação 

de bactéria e vírus por 1h antes da inoculação do RV nas células, mostraram que 

praticamente não há interação direta de WpK4 e RV responsável pela "redução viral" 

observada. Certamente novos estudos com maior número de replicatas serão conduzidos, 

porém, estes dados apontam para uma ausência de ligação direta vírus/bactéria e/ou 

competição por ligantes. 
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Figura 18: Efeito da WpK4 na expressão gênica de VP7 em células HT-29 infectadas por RVSA11. Grupo A, ação profilática de WpK4; grupo B, ação concomitante 

de WpK4 e Rotavírus; grupo C, ação terapêutica de WpK4 pós-infecção por RV; grupo D, interação prévia WpK4 e RV.
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Figura 19: Efeito da WpK4 na expressão gênica de VP7 em células HT-29 infectadas por RVSA11 em cada 

tempo e grupo. Células HT-29 (1,5x105 células) foram infectadas com RVSA11 (1,5x104 UFF). Grupo A (verde) 

foi incubado por 1h com WpK4 antes da adsorção viral; grupo B (Bege) foi incubado com a WpK4 

simultaneamente à adsorção viral; grupo C (Roxo) WpK4 foi inoculada e incubada por 30 min após adsorção 

viral prévia por 30 min; grupo D (amarelo) feito adsorção viral com RV incubado com a WpK4 por 1h, 

centrifugado e adicionado nas células. Barras azuis são controle negativos e vermelhas são controle positivo 

(RV). Valores mostrados representam a média ± desvio padrão.   
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5.7. Infecção de camundongos neonatos com RV  

Estudos recentes mostraram a importância da microbiota intestinal da fêmea 

prenhe influenciando no desenvolvimento do sistema imune da prole (Lawrence et al. 2017; 

Chien-Ning Hsu et al. 2018; Tain et al. 2016). Com o objetivo de avaliar se o probiótico 

Weissella paramesenteroides WpK4 induziria alguma resistência à infecção pelo RVA via 

modulação do sistema imune materno (e indiretamente “programando” a prole), 

administrou-se diariamente WpK4 na água de fêmeas prenhes durante as duas semanas 

antes do nascimento da prole com continuidade até o 15º dia de vida da prole. No 9º dia de 

vida da prole, a mesma foi desafiada com RVSA11 (104 UFF). 

Os animais desafiados foram observados duas vezes ao dia, durante sete dias pós-

infecção. Pode ser observado que houve uma frequência maior de diarreia no grupo 

controle de vírus. No grupo tratado com WpK4 e infectado foi visto diarreia em uma 

frequência bem menor e diferente do grupo controle apenas tratado com WpK4 e não 

desafiado com RV (Tabela 4).   
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Tabela 4: Escore de diarreia nos animais por grupo de tratamento: 

1, sem fezes; 2, fezes marrons de formato normal; 3, fezes macias marrons; 4, fezes macia-mucosa marrom-

amarela; 5, fezes mucosas amarelas; 6, fezes amarelas liquidas. Score 1, 2 e 3 foram considerados normais; 4 

e 5, diarreia leve; e 6, diarreia grave. Cada linha em cada grupo representa uma ninhada diferente. 

As infecções por Rotavírus possuem como característica a perda de peso, causada 

pela má absorção dos nutrientes e pela diarreia. Os animais desafiados foram avaliados 

quanto as possíveis alterações no peso corporal. Para isso, medidas individuais foram 

anotadas no dia do desafio (9º dia de vida) e sete dias após o desafio (15º de vida). A 

porcentagem média de ganho de peso dos animais foi de 159,1±4,3% para o grupo PBS; 

140,5±13% para o grupo PBS+RV; 142,3±7,5% para o grupo WpK4+ PBS; 142,9±13,9% para 

o grupo WpK4+RV. Contudo, nenhum grupo apresentou mortalidade diferente de zero, com 

exceção do grupo RV, onde três animais morreram no 5º dia pós-infecção. 

Dias 
pós-infecção 
 
 
 

Número 
de indivíduos 

1 2 3 4 5 6 7 

PBS 
2 1 1 2 1 1 2 1 1 2 2 2 2 2   

7 1 2 2 2 2 2 2 3 2 3 2 2 3   

RVA 
4 2 2 1 1 3 2 4 3 3 3 1 1 5   

5 1 2 1 1 3 2 3 3 4 1 4 4 5   

WpK4+PBS 
3 1 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2   

3 1 1 1 1 2 2 2 2 1 1 1 2 1   

WpK4+RV 

3 1 1 2 2 2 3 3 3 3 3 1 4 3   

6 2 1 2 2 2 1 3 3 3 3 2 2 3   

1 1 1 2 1 2 2 1 3 3 1 1 2 3   

6 1 2 2 2 2 1 4 1 3 2 3 3 3   
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Figura 20: Ganho de peso em porcentagem dos diferentes grupos: Ganho de peso de animais desafiados no 

9º dia de vida (100%) em comparação com o peso no 15º dia de vida em diferentes grupos. 
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Figura 21: Pesos médio dos animais em porcentagem, após 7 dias de infecção por RV. 
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A partir desses resultados, concluímos que a microbiota intestinal da progenitora, 

de alguma forma modulou a resposta à RVA na prole e, portanto, que a bactéria mostrou 

um possível caráter probiótico frente a infecção viral. Contudo, mais repetições e análises 

necessitam ser feitas para poder avaliar a modulação da resposta imune nos animais 

desafiados e mostrar se a ação probiótica foi realmente a observada.  
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6. CONCLUSÕES 

• A bactéria Weissella paramesenteroides WpK4 mostrou-se capaz de aderir e invadir 

células epiteliais intestinais humanas e células epiteliais de macaco. Não houve 

diferença significativa em sua adesão e invasão entre as três linhagens testadas. 

• O uso da bactéria Weissella paramesenteroides WpK4 apontou para uma ação 

antiviral in vitro em culturas de células epiteliais humanas especialmente nos 

tempos 24h a 96h pós-adsorção do RV.  

• O tratamento de fêmeas prenhes com Weissella paramesenteroides WpK4 mostrou 

criar algum mecanismo de proteção na prole contra Rotavírus.  
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