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RESUMO 

 
Ferreira TL. Avaliação da ação neutralizante e da reatividade de anticorpos IgA 
e IgG anti-rotavirus SA-11 em soros de adultos saudáveis. [dissertação 
(Mestrado em Biotecnologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo; 2011. 

 

O rotavírus é a principal causa de diarréia em crianças em todo o mundo. 

Infecta também adultos, mas não há dados completos sobre a sua incidência 

nesse grupo nem sobre o papel de anticorpos preexistentes na proteção contra 

o vírus. O objetivo deste trabalho foi avaliar a ação neutralizante e a presença 

de anticorpos IgA e IgG anti-rotavírus SA-11, por ELISA, em amostras de soro 

de adultos saudáveis frente ao vírus. Por Immunoblotting foi avaliado o 

reconhecimento de proteínas virais pelos anticorpos séricos. Observou-se que 

os títulos das amostras foram muito variáveis, sendo os de IgG superiores aos 

de IgA. Todas as amostras mostraram-se capazes de neutralizar o vírus em 

diferentes níveis, porém não foi possível estabelecer uma correlação com os 

títulos de anticorpos. Foi observado que anticorpos da classe IgG reconhecem 

mais proteínas virais que os da classe IgA. Este trabalho pode ser considerado 

mais um passo na elucidação do papel dos anticorpos séricos IgA e IgG  anti-

rotavírus na infecção em adultos.  

 

Palavras-chave: Rotavírus. SA-11. Anticorpos séricos. IgA. IgG. Neutralização. 
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ABSTRACT 
 

Ferreira TL. Evaluation of neutralizing ability and reactivity of anti-rotavurs SA-
11 IgA and IgG antibodies in serum samples from healthy adults. [Masters 
thesis (Biotechnology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo; 2011. 
 
Rotavirus has been considered the leading cause of diarrhea in children 

worldwide. The virus also infects adults but there is no conclusive data neither 

on the incidence of infection on this group nor on the role of pre-existing 

antibodies. The aim of the work was to evaluate the serum neutralizing ability  

and the presence of anti-rotavirus SA-11 IgA and IgG by ELISA in serum 

samples of healthy adults against the virus. Immunoblotting was used to 

evaluate viral proteins recognition by serum antibodies. The antibody titers were 

extremely variable where IgG titers are higher than IgA ones. All samples were 

able to neutralize the virus in different levels but it was not possible to establish 

a correlation between antibody titers and neutralization ones. Immunoblotting 

assays revealed that IgG antibodies recognize more viral proteins than IgA did. 

This work can be considered a valuable step for elucidating the role of serum 

anti-rotavirus IgG and IgA antibodies in adult’s infection. 

 

Keywords: Rotavirus. SA-11. Seric antibodies. IgA. IgG. Neutralization. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
O rotavírus é um vírus pertencente à família Reoviridae, capaz de 

infectar mamíferos, como cavalos, macacos, cães, humanos e as aves.  

O rotavírus foi identificado, em humanos, pela primeira vez em 1973 e 

tem sido considerado como a causa mais comum de gastroenterite viral que 

acomete crianças em todo mundo (Parashar et al., 1998; World Health 

Organization, 2003). No Brasil, sua identificação ocorreu apenas em 1977, no 

Pará, em crianças com diarréia aguda, onde duas a cada 13 amostras 

continham rotavírus (Linhares et al., 1977). 

A transmissão ocorre de uma pessoa a outra principalmente pela via 

fecal-oral. Apesar desta não estar associada à urina e secreções respiratórias, 

foi relatada a presença de partículas virais nestes fluidos. (Vollet et al., 1981; 

Zheng et al., 1991).  

A morfologia do rotavírus é icosaédrica sendo que a partícula viral 

completa mede 70 nm de diâmetro. O capsídeo é composto por duas camadas 

protéicas (“Double-Shelled” - DS) que envolvem o genoma composto de um 

RNA dupla fita (figura 1). Partículas com apenas uma destas camadas (“Single-

Shelled” - SS) são geralmente achadas em fezes. Este RNA dupla fita codifica 

proteínas estruturais (VP1 a VP8) e cinco proteínas não estruturais (NSP1 a 

NSP5) (Estes e Cohen, 1989). 

A cepa SA-11 foi isolada na África do Sul em 1958 por Malherbe et al 

(1963). Seu crescimento facilitado em cultura celular levou à sua distribuição 

para grupos de pesquisa em todo o mundo com aplicação em estudos de 

virulência, patogenia entre outros sendo considerado um vírus protótipo (Estes, 

2001). 

Duas proteínas estruturais, VP4 e VP7, formam o capsídeo externo e 

estimulam a produção de anticorpos neutralizantes no soro e nas secreções de 

mucosa. Anticorpos para ambas as proteínas estão envolvidos na proteção 

(Bishop, 2009; Li et al., 2009). 

Os rotavírus são classificados sorologicamente em grupos e sorotipos, 

baseados nas especificidades antigênicas das proteínas dos capsídeos interno 

e externo.  A maioria dos vírus que infectam humanos pertence aos grupos A, 

os pertencentes ao grupo B e C são raros. Os sorotipos são definidos pelas 
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duas proteínas do capsídeo externo: VP7, uma glicoproteína que define os 

sorotipos G e VP4 uma proteína sensível à protease, que determina o sorotipo 

P, ambas envolvidas na neutralização viral (Franco e Greenberg, 2002).  

O rotavírus apresenta tropismo pela superfície de enterócitos maduros 

do epitélio colunar na superfície dos vilos do intestino delgado, os quais têm 

uma função digestiva e absortiva, porém as partículas virais podem ser 

detectadas no citoplasma (Estes, 2001). 

Após a ingestão, as partículas de rotavírus são transportadas para o 

intestino delgado onde penetram diretamente nos enterócitos maduros ou por 

meio de endocitose dependente de cálcio. A proteína VP4 é a principal proteína 

envolvida na ligação do vírus com a célula hospedeira, sofrendo clivagem pela 

tripsina pacreática, dando origem às proteínas VP5 e VP8. A VP5 é uma 

proteína ácido-siálico independente que interage na ligação com os enterócitos 

humanos. A entrada do vírus na célula é mediada por VP5 e também por VP7, 

através das integrinas α2β1 e α4β1 respectivamente (Fleming et al., 2007).  

 

 

Figura 1: Representação esquemática da estrutura do rotavírus 
Fonte: Cunliffe et al. (2002). 

  

A distribuição dos rotavírus de diferentes sorotipos varia 

geograficamente. Enquanto G1P[8] representa 70% das infecções na América 

do Norte, Europa e Austrália, estes vírus representam apenas cerca de 30% 

das infecções na América do Sul e Ásia, e 23% na África (Santos e Hoshino, 

2005).  
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No Brasil, segundo dados da Secretaria de Vigilância em Saúde, de 

2006 a 2007, foram confirmados 2.087 casos de diarréia por rotavírus em 

crianças, entre 8.895 amostras testadas. As regiões Norte e Nordeste possuem 

mais casos, 30,8% e 30,1%, respectivamente. O número de amostras 

coletadas diminuiu de aproximadamente 4.000 em 2006 para 2.500 em 2008, 

porém a positividade aumentou de 16,8% para 35,9% respectivamente 

(Ministério da Saúde, 2008). Esses dados podem ser subestimados, nem todas 

as crianças são levadas ao hospital quando estão com diarréia e quando vão 

muitas vezes as fezes não são testadas para doenças virais. 

 Embora as fezes de pacientes adultos com doença gastrintestinal sejam 

rotineiramente testadas quanto à presença de bactérias, fornecendo um 

número baixo de positividade, o mesmo não é feito em relação aos vírus 

causadores de gastroenterites (Anderson e Weber, 2004). 

Trabalhos até 2006 apresentam uma grande diversidade de sorotipos 

circulantes no Brasil, apontando os sorotipos G1, G2, G3, G4 e G5 como 

predominantes e responsáveis pela maioria dos casos da doença (Santos et 

al., 2003; Linhares, 1997; Mascarenhas et al., 2002; Souza et al., 2003; 

Carmona et al., 2004). O sorotipo G9 foi identificado em espécimes obtidas de 

9 áreas do Brasil, inclusive São Paulo (Carmona et al., 2006). 

Segundo revisão realizada por Gurgel et al.(2008) há diferenças dos 

sorotipos circulantes no Brasil, o G1 foi apontado como o sorotipo mais 

freqüente, porém cepas incomuns como G5 e G9 estão emergindo, 

principalmente no Rio de Janeiro, São Paulo, Salvador e Recife. 

Outro trabalho epidemiológico realizado no período de 2005-2006 

reforçou a presença significativa de G9 e G1, mas a predominância foi do 

sorotipo G2. Os sorotipos G3 e G4 que já foram importantes 

epidemiologicamente não apareceram em nenhuma cidade estudada (Munford 

et al., 2009). 

Um levantamento da Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo 

mostrou que, no Estado, do período de 2003 a 2005 (anterior à vacinação) e de 

2006 a 2008 (após-vacinação), não ocorreu um declínio no número de surtos 

notificados, mas no número de casos envolvidos nos mesmos. No período 

anterior à vacinação houve ocorrência de 16.279 casos, após a vacinação 

ocorreram 2.775 de casos notificados em surtos, esse declínio se repete 
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também na positividade das amostras de 24,4% antes da vacina, para 14%, 

após vacina. No período anterior à vacinação predominaram os genótipos 

circulantes G9P[8] e G1P[8] e após, o genótipo G2P[4] passou a predominar 

(São Paulo- Secretaria da Saúde, 2009). Em São Paulo, no período 2006-2008, 

os sorotipos, G1P[4], G1P[8], G9P[8], G9P[6], G2P[4], G3PnT foram 

predominantes. (Ministério da Saúde, 2008). 

  Assim, pelos dados relatados e pelas características da infecção por 

rotavírus, uma importante forma de controle se dá através da vacinação. Uma 

vacina ideal contra o rotavírus deve reproduzir a resposta imune que é gerada 

durante a infecção natural, prevenindo os casos de maior gravidade.  

Os primeiros esforços para o desenvolvimento de uma vacina anti-

rotavirus começaram em 1980, com a vacina oral monovalente que continha 

vírus atenuados de uma cepa bovina (RTI-4237) (Vesikari et al., 1983). Com o 

objetivo de se ampliar o espectro antigênico, foi desenvolvida uma vacina oral 

tetravalente, contendo partículas virais rearranjadas de bovinos e humanos, a 

Rotashield (Wyeth Laboratories INC/Pfizer- New York, Estados Unidos). Esta 

vacina seria capaz de imunizar contra os sorotipos G1, G2, G3 e G4, porém 

sua utilização foi suspensa devido a casos de intussuscepção atribuídos a ela 

(Muñoz et al., 2006). 

Recentemente outras duas vacinas entraram no mercado, a Rotateq 

(Merck Sharp & Dohme - New Jersey, EUA) que é uma vacina pentavalente 

bovino-humana eficaz contra os sorotipos G1, G2, G3, G4 e P8; e a Rotarix 

(RIX4414-GlaxoSmithKline Biologicals- Brentford- Reino Unido), que é uma 

vacina monovalente com vírus atenuado, derivado de uma cepa humana G1 

(Muñoz et al., 2006).  

Uma vacina contra rotavírus está sendo formulada pelo Instituto 

Butantan com foco nos sorotipos virais que aparecem com mais freqüência no 

país. A vacina é pentavalente, isto é, composta por cinco sorotipos virais com 

genes rearranjados de bovinos e humanos (G1, G2, G3, G4 e G9). Além da 

vantagem de fornecer um produto mais adequado para a realidade nacional, o 

Instituto tem como meta baratear os custos da vacina (Glass, 2006). 

Os mecanismos responsáveis pela imunidade contra o rotavírus, 

especialmente em humanos, não são totalmente compreendidos. Sabe-se que 

os anticorpos produzidos em uma primeira infecção são sorotipo-específicos 
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com produção limitada de anticorpos capazes de reagir cruzadamente. 

Infecções subseqüentes aumentam a produção de anticorpos que reagem 

cruzadamente com outros sorotipos (Jiang et al., 2002). 

Muitas vacinas licenciadas conferem imunidade protetora elicitando 

anticorpos séricos IgG que inativam o inóculo. Embora as vacinas possam 

induzir mais de um componente imune, elas são padronizadas apenas pela 

medida dos anticorpos séricos (Robbins et al., 1995, Westerman et al., 2005). 

Franco et al., (2006) baseados em uma extensa bibliografia sobre o 

assunto, propuseram um modelo simplificado para os mecanismos imunes 

contra este vírus. Antígenos de rotavírus estimulariam dois compartimentos da 

resposta imune, um sistêmico e outro de mucosa. No compartimento sistêmico, 

os antígenos de rotavírus estimulariam células B de memória no baço que, 

mediados por receptores de “homing”, recirculariam no sangue e voltariam ao 

baço.  Além disso, essas células produtoras de anticorpos se dirigiriam também 

para a medula óssea onde podem secretar IgA e IgG monoméricas, principal 

fonte de anticorpos do soro. Nas mucosas, os antígenos de rotavírus 

apresentados nas placas de Peyer gerariam células B de memória com 

receptores de “homing” que permitiriam a saída delas para a circulação e a 

volta para as mucosas. Neste caso, essas células produtoras de anticorpos se 

alojariam na lâmina própria das mucosas e secretariam IgA dimérica. Esses 

anticorpos poderiam impedir a infecção do enterócito neutralizando o vírus no 

lúmen e também atuando dentro dessas células, inativando os vírus que já 

penetraram. 

Aproximadamente 70 a 80% das imunoglobulinas no soro é da classe 

IgG, devido à sua alta produção e a meia-vida longa (cerca de 20 a 25 dias) em 

relação as outras classes. Essa imunoglobulina está envolvida na memória 

imunológica e tem um grande papel na defesa contra infecções extracelulares. 

Pela ligação dos receptores Fc, a IgG medeia a fagocitose, o clearance de 

complexos imunes e outras funções. Ainda é a única classe de anticorpo que 

atravessa a membrana placentária, protegendo o recém nascido enquanto seu 

sistema imune se desenvolve (Furst, 2008). 

A IgA é encontrada na superfície de mucosas, como olhos, trato 

respiratório, gastrointestinal e genitourinário sendo a principal forma de 

imunoglobulina secretada. Sua meia vida é relativamente curta, com duração 
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de aproximadamente 6 dias (Furst, 2008). Age como uma primeira linha de 

defesa contra microrganismos invasores nessas rotas. Tem papel fundamental 

na proteção das superfícies mucosas contra toxinas, vírus e bactérias por meio 

da neutralização direta ou prevenção de ligação com a superfície epitelial 

(Schroeder e Cavacini, 2010). 

A IgA sérica encontra-se sob a forma de monômero. Já a IgA (sIgA) 

secretora é encontrada em mucosas e secreções na forma de dímeros ligados 

pela cadeia J, unida na sua porção Fc no componente secretor (Brandtzaeg e 

Prydz, 1984).  

Há duas subclasses de IgA, IgA1 e IgA2, com diferenças antigênicas, 

bioquímicas e biológicas ligadas as diferenças estruturais, ocorridas 

principalmente na região da dobradiça. Essas duas subclasses também se 

distribuem de forma diferenciada nos tecidos e fluidos corporais. A IgA1 é 

predominante no soro enquanto a IgA2 é mais freqüentemente encontrada nas 

secreções, responsável por até 48% da IgA presente no leite. Foi demonstrado 

em um estudo que a IgA2 foi encontrada em maior quantidade no leite, porém 

foram dosadas também quantidades significantes de IgA1. Essa presença de 

IgA2 na glândula mamária pode ser vantajosa para a superfície de mucosa, 

pois esse isotipo não é sensível à protease especifica, mesmo aquelas 

produzidas pelas bactérias comensais da microflora, fornecendo ao lactente 

uma proteção contra microrganismos (Trégoat et al., 2001) 

Deficiência na produção de IgA pode resultar em sintomas clínicos 

relacionados a vários órgãos. Grumach et al. (1998) relataram em um trabalho 

com 60 pacientes deficientes de IgA onde 50% deles possuíam níveis de IgM e 

IgG superiores ao normal. Outro trabalho (Istrate et al., 2008), com pacientes 

deficientes em IgA demonstrou que a IgA sozinha não soluciona a doença 

diarréica por rotavírus.  

Anticorpos de um compartimento podem passar para o outro por 

mecanismos ainda não bem estudados, assim, anticorpos sistêmicos poderiam 

neutralizar rotavírus no intestino e a IgA do soro poderia ser correlacionada 

com a IgA intestinal. (Franco et al., 2006). 

 Hjelt et al. (1985) mostraram que, pelo menos até quatro meses após a 

infecção, a IgA anti-rotavírus presente no soro pode apresentar o componente 
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secretor, indicando sua origem intestinal. Entretanto não foi possível 

demonstrar até que período seria possível encontrá-la. 

 Examinando o nível de anticorpos anti-rotavirus preexistentes no soro de 

crianças com gastroenterite ou infecção assintomática, Hjelt et al. (1987) 

observaram níveis de IgA mais elevados em crianças com sintomas mais 

brandos da doença, correlacionando IgA com algum nível de proteção. 

Clemens et al. (1992), compararam títulos de IgG anti-rotavírus preexistentes 

no soro de crianças que desenvolveram diarréia com os títulos encontrados no 

soro de crianças saudáveis e verificaram títulos de anticorpos IgG 

significativamente menores nas crianças que desenvolveram diarréia por 

rotavírus.  

Anticorpos IgA contra rotavírus foram identificados tanto no soro como 

em secreções locais. Foi demonstrado por Johansen e Svensson (1997), que a 

IgA sérica possui a capacidade de neutralizar rotavírus in vitro e que uma 

infecção natural estimula a produção de anticorpos IgA, bem como anticorpos 

IgG que reconhecem epítopos imunologicamente importantes como VP4 e 

VP7.   

Sabe-se também que IgA anti-rotavírus no soro, induzida pela infecção 

natural, pode se correlacionar com proteção, podendo ser explicado pelo fato 

de a IgA no soro ser de origem intestinal (Hjelt et al., 1987; O´Ryan et al., 1994; 

Velázquez et al., 2000; Gonzalez et al., 2005). 

Embora a infecção por rotavírus em crianças esteja mais em evidência, 

adultos também são alvos de infecções por este vírus, ainda que em menor 

escala. Muitas vezes a infecção pode ser epidêmica, acometendo comunidades 

isoladas ou ocorrer em hospitais, afetando pacientes e funcionários. Pode 

ainda ser transmitida de crianças doentes para adultos próximos. O diagnóstico 

de doenças por rotavírus pode trazer muitos benefícios, inclusive possibilitando 

o isolamento do paciente e evitando infecções nosocomiais (Anderson e 

Weber, 2004).  

Em 1987 uma epidemia de rotavírus atingiu uma cidade da China, 

Qinhuangdao, afetando mais de 200 pessoas, a maioria adultos, de forma 

grave. A predisposição à diarréia é similar ao padrão observado em outras 

viroses entéricas, como aquelas causadas pelo vírus Norwalk. Neste mesmo 

estudo, infecções assintomáticas e o contato pessoa a pessoa foram também 
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identificados (Fang et al., 1989). No Brasil também foi descrito o aparecimento 

de um surto de infecção por rotavírus que acometeu crianças e também 

adultos, na cidade de Mirasol em São Paulo (Timenetsky et al., 1996).  

Echeverria et al. (1983) demonstraram que a diarréia em adultos pode 

ser grave, porém o nível de susceptibilidade é desconhecido. Neste trabalho 

realizado na Tailandia, 15% dos adultos infectados por rotavírus tinham títulos 

de anticorpos séricos menores que 200, podendo explicar sua alta 

susceptibilidade. Entretanto, 25% dos pacientes atendidos possuíam títulos de 

anticorpos séricos de 3200 na fase aguda, e ainda assim estes pacientes se 

tornaram sintomáticos, indicando uma possível re-infecção com outro sorotipo 

de rotavírus que não aquele ao qual foram primariamente expostos. 

 Para demonstrar o papel dos anticorpos do soro de adultos Kapikian et 

al. (1983) administraram uma cepa humana virulenta em 18 adultos voluntários 

e observaram que quatro deles desenvolveram diarréia. Após 19 meses dois 

adultos foram desafiados, dentre os quatro que apresentaram diarréia, com a 

mesma cepa viral e não desenvolveram sintomatologia. Neste trabalho, altos 

títulos de anticorpos neutralizantes no soro, analisados por imunofluorescência 

e testes de neutralização, foram correlacionados com resistência à doença 

diarréica por rotavírus. Ward et al. (1989) conduziram um estudo semelhante, 

também com adultos voluntários, os quais foram injetados com duas doses da 

cepa CJN de rotavírus humano com subseqüente avaliação de anticorpos IgA e 

IgG anti-rotavirus no soro. Eles demonstraram que os adultos que não tinham 

desenvolvido a doença possuíam altos títulos de IgA e IgG no soro em relação 

aos adultos sintomáticos e que somente IgG foi associada significantemente à 

proteção contra a infecção.  

Muitos grupos têm trabalhado para a definição de um marcador de 

proteção contra o rotavírus. Apesar de a IgA anti-rotavírus encontrada nas 

fezes ter sua eficácia comprovada na proteção, sua medida é tecnicamente 

difícil e  no caso de bebês, anticorpos provenientes da amamentação poderiam 

dificultar a interpretação dos resultados. Por esse motivo a dosagem de IgA 

das fezes não tem sido encorajada para ser um fator de correlação com 

proteção.  

Dosagem de anticorpos anti-rotavírus no soro pode ser realizada para 

estudos soro-epidemiológicos, como o realizado na cidade de Avellaneda, 
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distrito de Buenos Aires. Fezes foram colhidas de pessoas de todas as idades 

com sintomas gastrintestinais, para diagnóstico, além de soro de todos os 

membros da família desses pacientes. Os autores concluíram que os 

indivíduos adultos poderiam funcionar como reservatórios da infecção 

rastreando-se os níveis de IgG no soro e identificando re-infecções. Também 

constataram que a ocorrência da infecção não diferia em relação à idade, com 

altos níveis de re-infecção, e que altos títulos de anticorpos tinham pouca 

duração e, conseqüentemente, não promoviam proteção duradoura (Gómez et 

al., 1990). 

Não existem dados completos sobre a incidência de infecção por 

rotavírus em adultos e, menos ainda, dados sobre anticorpos anti-rotavírus 

preexistentes que poderiam sugerir um papel na proteção contra o vírus e 

também ser um indicativo de re-exposição ao vírus. 
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2 OBJETIVOS 

 
• Analisar a presença de anticorpos das classes IgA e IgG anti-rotavírus     

SA-11 em amostras de soro humano de adultos saudáveis. 

• Estudar a ação neutralizante dessas amostras frente ao rotavirus SA-11. 

• Analisar a correlação entre níveis de anticorpos séricos e ação neutralizante. 

• Analisar a reatividade dos anticorpos séricos anti-rotavirus contra proteínas 

virais do SA-11. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Amostras de soro 

 
As amostras que foram utilizadas no projeto, em um total de 50, são 

remanescentes do controle de qualidade do banco de sangue do Hospital 

Albert Einstein. Os doadores têm idade entre 18 e 69 anos, saudáveis, de 

ambos os sexos, com reações negativas para HIV, HTLV I/II, hepatites B e C, 

Doença de Chagas e sífilis. As amostras foram separadas e acondicionadas 

em freezer a -20 °C. Um “pool” formado por 50 amostras de soro, diferentes 

daquelas dosadas individualmente, também foi preparado para ser utilizado 

como controle no ensaio de ELISA. 

 

3.2 Amostra viral 

 
Foi utilizado como antígeno viral o protótipo símio SA-11, contendo a 

proteína VP7, semelhante ao sorotipo G3 humano.  

 

3.3 Cultura de células MA-104 em garrafas estacionárias 

 
Foi utilizada cultura de células MA-104, em monocamadas, mantidas em 

garrafas de 25 cm2 e 75 cm2. As células foram repicadas a cada 3 ou 4 dias, 

utilizando PBS (0,14M NaCl; 4,0mM KCl; 0,5mM Na2HPO4; 0,15mM KH2PO4; 

10,0 mM Glicose Anidra) para lavagem e tripsina (ATV- associação 

tripsina/versene; ; sol. tripsina 0,4%, sol. versene 0,2%, verm. fenol 0,15%) 

para o seu descolamento. A cultura foi mantida em Meio Essencial Mínimo 

(MEM – CULTILAB) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 mM de 

glutamina (SIGMA) e 10 mg/mL de gentamicina (SIGMA) sendo chamado MEM 

completo, em estufa de CO2 a 37 ºC.  
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3.4 Cultura de células MA-104 em garrafas de “Roller” 

 
A quantidade inicial de células para cultura em garrafas de "Roller”, 

proveniente das garrafas estacionárias, foi estabelecida em 2-5 x 106 

células/mL. Foi determinado que para a adesão é necessário deixar em uma 

rotação mínima de aproximadamente 0,3 rpm por 6 horas e após esse período 

aumentar para 2 rpm. As garrafas foram mantidas em estufa 37 ºC sem CO2 

para a obtenção de um tapete completo em 48 horas de cultivo. 

 

3.5 Infecção viral em garrafas de “Roller” 

 
Após o crescimento das células na garrafa de “Roller” foi realizada a 

infecção viral com o rotavírus SA-11. As células foram lavadas 3 vezes com 

PBS. A suspensão viral contendo o vírus SA-11 foi diluída para obtenção de 

0,5 m.o.i (multiplicity of infection) em meio MEM sem soro fetal bovino e 

adicionado tripsina para uma concentração final de 10µg/mL. A suspensão foi 

incubada por 30 minutos em estufa 37 ºC, para ativação do vírus. Após sua 

ativação a suspensão viral foi adicionada à garrafa de “Roller” e mantida por 1 

hora em estufa a 37 ºC. Após a incubação o meio foi dispensado e substituído 

por MEM sem soro contendo1µg/mL de tripsina, permanecendo na garrafa por 

48 horas, tempo suficiente para a observação do efeito citopático em 

aproximadamente 90% das células. O mesmo procedimento foi realizado sem 

o inoculo viral. Esses sobrenadantes foram utilizados para a obtenção de 

antígenos viral e controle usados nos ensaios de Elisa e “Immunoblotting”. 

 

3.6 Obtenção de antígeno viral e controle por sedimentação sobre camada 
de sacarose 

 
Após 48 horas de infecção das garrafas de “Roller”, as garrafas foram 

congeladas e descongeladas por 3 vezes. O meio das garrafas foi retirado e 

clarificado a 1500g (3000 rpm) a 4ºC por 20 minutos. O sobrenadante viral 
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resultante da clarificação foi colocado sobre camada de sacarose 40% e 

ultracentrifugado a 100.000g, por 3 horas a 4 ºC. Este sobrenadante foi 

descartado e o precipitado contendo as partículas virais foi ressuspendido com 

tampão tris-cálcio (10 mM Tris, 100 mM NaCl e 2 mM CaCl2, pH 7,4) contendo 

20µg/ mL de aprotinina.  

Para obtenção do antígeno controle purificado, os sobrenadantes das 

culturas celulares não infectadas foram submetidos aos mesmos 

procedimentos descritos acima. 

 

3.7 Dosagem de proteína 

 
Utilizou-se o kit do método colorimétrico do ácido bicinconínico (BCA) 

(SIGMA). Uma solução de albumina sérica bovina (BSA) com diluições 

seriadas de 1000 a 62,5 µg/ml foi utilizada como padrão. 

 

3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS – PAGE) 

 
Para a avaliação do antígeno utilizado nos ensaios de Elisa e 

Immunoblotting foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS–

PAGE) conforme descrito por Zingales (1984), em mini-gel com 12,5% de 

acrilamida com gel de empilhamento. A corrida foi realizada utilizando pente de 

10 cavidades para análise do antígeno viral. O padrão de peso molecular 

utilizado foi o Rainbow Molecular Weigth Markers (GE Healthcare) com pesos 

moleculares entre 10KDa e 250KDa. As corridas foram realizadas em voltagem 

constante de 110 volts por cerca de 90 minutos e interrompidas quando a linha 

de frente do corante azul de bromofenol distasse cerca de 0,5 cm do final do 

gel.  
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3.9 Coloração de gel de poliacrilamida com prata 

 
 Inicialmente o gel foi colocado em uma solução fixadora (40% de Etanol 

e 10% de Ácido Acético) por 2 horas. Em seguida, o gel foi lavado com uma 

solução de etanol 30% e após mais 2 lavagens com água, o gel foi 

sensibilizado com tiossulfato de sódio 0,02% por 1 minuto. Retirada essa 

solução, o gel foi lavado 3 vezes rapidamente com água e acrescentou-se uma 

solução de nitrato de prata (0,2% AgNO3 e 0,002% Formaldeído 37%) por 20 

minutos. Após novo ciclo de lavagens, foi colocada a solução reveladora até a 

visualização das bandas antigênicas. A reação foi bloqueada com glicina 0,5%.  

 

3.10 Dosagem de anticorpos pela técnica de ELISA 

 
Metade de uma placa de ELISA com 96 escavações foi sensibilizada 

com 100µL de uma preparação contendo 5µg/mL de antígeno viral e a outra 

metade com 100µL de uma preparação contendo 5µg/mL de antígeno controle, 

preparado a partir de sobrenadantes celulares não infectadas, diluídos em 

tampão carbonato-bicarbonato 0,05M, pH 9,0. A placa foi incubada por 18 

horas a 4 ºC. Os volumes foram descartados e os poços foram então 

bloqueados com 150µL de tampão de bloqueio (PBS- 1,12M Na2HPO4 e 0,15M 

NaCl; com 10% de leite desnatado) por 90 minutos. A placa foi lavada com 

tampão de lavagem (PBS com 0,05% Tween 20). Diluições seriadas das 

amostras individuais e do pool (razão 2) diluídas em tampão de amostra e 

conjugado (PBS, leite desnatado 10%, NaCL 2% e Tween 20 0,25%) foram 

adicionadas à placa no volume de 100µL, em duplicata. Novamente ela foi 

incubada a 37 ºC por 90 minutos e lavada. Os conjugados anti-IgG ou anti-IgA 

foram diluídos a 1:10.000 no tampão de diluição de amostra e conjugado e 

distribuídos na placa, a qual foi novamente incubada a 37ºC por 60 minutos. 

Um novo ciclo de lavagem foi realizado e após o mesmo foi adicionado 100µL 

do substrato OPD, (0,4 mg/mL) com 0,01% de H2O2 em tampão citrato-fosfato 

(40mM Ácido Cítrico; 70mM Na2HPO4, pH 5). A placa foi novamente incubada 

por 30 minutos em temperatura ambiente e em seguida adicionou-se 50µL de 
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H2SO4 2,5N, em cada poço para interromper a reação. A placa foi lida em leitor 

de ELISA com filtro de 492 nm. O “pool” foi titulado em todos os ensaios de 

ELISA. Os resultados foram expressos em títulos relativos que é a razão entre 

o título da amostra e o título do “pool” multiplicado por 100. 

 

3.11 Titulação viral 

 
A técnica para obtenção dos títulos virais foi realizada baseada nos 

métodos descritos por Payment e Trudel (1989) e Wyatt et al. (1983). 

Em uma placa de 96 escavações foram distribuídos 100µL por poço de 

uma suspesção com células MA-104 contendo 1x105 células/ml e cultivada por 

48 horas. O vírus SA-11 foi diluído em meio MEM sem soro com 10µg/mL de 

tripsina 0,25% na razão 10 (10-1 a 10-12, mantido em estufa de 5% de CO2 a 37 

ºC. A placa foi então lavada duas vezes com PBS e as diluições do vírus foram 

distribuídas em quadruplicata na placa, que foi incubada por mais uma hora. 

Após essa incubação o meio foi trocado por MEM sem soro contendo 1µg/mL 

de tripsina 0,25%. O efeito citopático foi observado em microscópio invertido 

após 48 horas, sendo considerado o título viral a recíproca da diluição que 

resultou em 50% do efeito. Em todos os ensaios foram colocados poços de 

controle celular e de tripsina. O cálculo da DICT50 foi feito pelo método de 

Reed-Muench (1938). 

 

3.12 Neutralização viral 

 
A capacidade neutralizante das amostras de soro foi avaliada pelo 

ensaio de neutralização. Em placas de cultura com 96 escavações foram 

distribuídos 100 µL de uma suspensão de células MA-104 contendo 1x105 

células/mL. As placas foram cultivadas por 48 horas em atmosfera de 5% de 

CO2, a 37 °C. A amostra viral foi diluída segundo sua titulação prévia, 

fornecendo 100DICT50 em meio MEM sem SFB, e ativado com tripsina 0,25% 

em concentração final de 10 µg/mL por 30 minutos. As amostras individuais de 

soro foram diluídas seriadamente, em razão 2, a partir da diluição 1:10, em 
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uma placa de cultura sem célula, onde volumes iguais de de vírus diluído e das 

diluições das amostras foram misturados e incubados por 30 minutos a 37 °C. 

A placa cultivada foi lavada com PBS a 37 °C duas vezes e 100 µL de cada 

mistura amostra/vírus foi transferida para uma de suas escavações. Após 1 

hora a 37 °C as misturas foram retiradas e adicionado meio MEM sem SFB 

contendo 1 µg/mL de tripsina. Após 48 horas em atmosfera de 5% de CO2 e  

37 °C as placas foram analisadas quanto ao aparecimento de efeito citopático. 

Os resultados foram apresentados como a recíproca da maior diluição na qual 

mais de 60% do efeito citopático foi neutralizado.  

 

3.13 “Immunoblotting” (IB) 

 
 A padronização do IB foi realizada utilizando-se o “pool” de soro. 

As preparações viral e controle foram utilizadas como antígenos e os 

polipeptídios nelas contidos foram separados em gel de SDS-PAGE. A partir 

do gel foi preparado um "sanduíche" com os papéis de filtro, o gel e a 

membrana de nitrocelulose embebidos em tampão de transferência (25mM  

Trizma Base, 0,2M C2H5O2N, 20% metanol). A transferência foi realizada em 

sistema semi-seco, fixando-se a voltagem em 14 volts durante 40 minutos 

em aparelho Trans-Blot Semi-Dry (BioRad). Após a transferência, a 

membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau S 0,5% por 30 minutos, 

descorada, seca e cortada em tiras de 4mm de largura. Cada tira foi 

colocada em uma canaleta da cuba de IB, bloqueadas com tampão de 

bloqueio (tris-salina 10 mM com 10% de leite desnatado) e mantidas em 

agitador basculante por 2 horas à temperatura ambiente. O tampão de 

bloqueio foi desprezado e as amostras individuais ou “pool” foram 

adicionados na diluição 1:2 em tampão de diluição (tris-salina 10 mM com 

0,05% de tween 20 e 10% de leite desnatado), sendo incubadas “overnight” 

à temperatura ambiente em agitador basculante. Após este período, as tiras 

foram submetidas a seis lavagens de dez minutos cada, com tampão de 

lavagem (tris-salina 10 mM com 0,1% de tween 20). As membranas foram 

em seguida tratadas com anticorpos anti-IgA marcados com fosfatase 

alcalina na diluição 1:200 ou anti-IgG na diluição 1:2.000. Uma incubação de 
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2 horas foi realizada e, em seguida, mais um ciclo de lavagens. As fitas 

foram reveladas com NBT/BCIP (5-bromo-4cloro-3-indolil fosfato/nitro-blue 

tetrazolio) até o aparecimento completo das bandas. A reação foi bloqueada 

com água. 

 

3.14 Análise estatística 
 

Para a análise das amostras não pareadas foi utilizado o teste Mann-

Withney (não paramétrico) P<0,05. 

Os títulos de ELISA e neutralização de amostras pareadas foram 

correlacionados utilizando o teste de Wilcoxon (não paramétrico). Os valores 

dos coeficientes são negativos quando não há correlação entre os grupos de 

dados. Se há correlação, os coeficientes são positivos, e quanto mais próximos 

de 1 maior a correlação entre os grupos de dados. Um P<0,05 indica 

correlação estatisticamente significativa. 



Resultados 
 

4 RESULTADOS 
 

4.1 Obtenção de antígenos viral e controle 

 
Foram cultivadas células em garrafas de “Roller” e estacionárias que nos 

forneceram 810 mL de sobrenadante controle e 421 mL de sobrenadante viral. 

Esses sobrenadantes foram submetidos à ultracentrifugação sobre camada de 

sacarose, resultando em aproximadamente 1,38 mL de antígeno viral e 2,9 mL 

de antígeno controle purificados.  

 

4.2 Concentração e rendimento das preparações de antígenos viral e 
controle 

 
A tabela 1 apresenta as concentrações de proteínas dos sobrenadantes 

viral e controle realizados pelo método BCA, que serviram de base para o 

cálculo do rendimento das preparações.  

 
Tabela 1- Concentração de proteínas e rendimento dos antígenos viral e controle. 

Antígeno Volume de 

sobrenadante 

(mL) 

Volume após 

ultracentrifugação 

(mL) 

Concentração 

de proteínas 

(µg/ml) 

Rendimento 

(µg/ml)* 

Viral 421  1,38 2216,4  7,26 

Controle 810  2,9 631,56  2,7 

* Rendimento: quantidade de proteína obtida por mL de sobrenadante de cultura. 
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4.3 Análise dos antígenos virais em gel de poliacrilamida 
 

O perfil eletroforético das preparações virais foi analisado em SDS-

PAGE. No gel apresentado na figura 2 foi possível reconhecer bandas com 

pesos moleculares compatíveis com as proteínas VP4, VP6 e VP7, que são as 

de maior interesse em nosso trabalho, devido o seu papel na indução dos 

anticorpos. 

 

Figura 2: SDS-PAGE das preparações de antígenos virais SA-11. 1: peso molecular; 
2: Antígeno SA-11 50µg/ml; 3: Antígeno SA-11 25µg/ml. 

 
As duas diluições do antígeno foram utilizadas para obtenção de uma 

concentração de proteínas que resultasse num gel com maior nitidez das 

bandas protéicas. 

 

4.4 Padronização do ensaio de ELISA para dosagem de anticorpos anti-
rotavírus 

 
A diluição do conjugado anti-IgG foi padronizada, e os valores de D.O. 

obtidos estão apresentados na figura 3. A diluição do conjugado anti-IgA já 

havia sido previamente padronizado em 1:10.000 (Vieira, 2005). 
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Figura 3: Valores de D.O obtidos no teste de ELISA com o “pool” de soro e três 
diluições de conjugado anti-IgG (1:5.000, 1:10.000 e 1:20.000). 

 

A diferença entre os valores de D.O. do antígeno viral e do antígeno 

controle foi semelhante tanto na diluição do conjugado 1:5.000 como na 

diluição 1:10.000. Sendo assim, por uma questão de economia, estabeleceu-se 

a diluição 1:10.000 do conjugado para ser usada nos próximos ensaios.  

 

4.5 Titulação viral 

 
A titulação viral obtida pelo método de Reed-Muench (1938) forneceu o 

título da amostra de rotavírus SA-11 de 105,3, o que equivale a 1 DICT50. Para 

os ensaios de neutralização viral foi utilizado 100DICT50. 

 

4.6 Dosagem de anticorpos anti-rotavírus  IgA e IgG em amostras de soro 
 
 

Foram titulados anticorpos das classes IgA e IgG anti-rotavírus nas 50 

amostras de soro, os resultados são apresentados na tabela 2. 
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Tabela 2- Títulos relativos individuais das amostras de soro. 
 

Amostra Título relativo IgA Título relativo IgG 
1 58,11 48,60 
2 17,41 6,45 
3 103,11 62,65 
4 30,40 44,33 
5 93,97 349,50 
6 128,92 20,83 
7 104,15 103,83 
8 17,98 76,73 
9 129,20 221,83 
10 276,75 69,13 
11 48,50 214,59 
12 30,04 85,00 
13 49,81 117,07 
14 13,17 60,71 
15 58,82 95,60 
16 108,25 105,22 
17 5,17 103,14 
18 201,44 79,73 
19 78,00 54,93 
20 64,86 213,96 
21 135,30 145,80 
22 116,70 457,69 
23 12,64 52,14 
24 55,27 390,36 
25 98,24 118,10 
26 33,74 71,64 
27 55,15 27,85 
28 58,14 274,51 
29 6,60 103,81 
30 45,48 258,98 
31 4,12 59,77 
32 184,85 252,00 
33 100,10 64,85 
34 9,60 167,83 
35 133,50 468,80 
36 99,12 97,90 
37 81,92 130,65 
38 65,80 316,80 
39 13,55 171,60 
40 43,77 64,26 
41 77,04 119,52 
42 160,90 58,70 
43 52,87 773,90 
44 45,13 171,70 
45 37,25 84,80 
46 31,50 305,60 
47 20,50 85,30 
48 123,30 69,00 
49 17,36 30,60 
50 341,70 130,90 
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Observamos que a variação dos títulos de anticorpos IgG e IgA é bem 

grande, e que os títulos de IgG são em sua maioria superiores aos de IgA. 

 Na figura 4 estão representados no gráfico “Box-plot” onde se observa uma 

análise descritiva dos dados. 

O menor valor de IgA foi igual a 4,12 e o maior 341,7 com média de 77,58, 

para a IgG o menor valor foi 6,45 e o maior 773,9 com média de 155,42. 

Observamos que a média de IgA tem valor bem inferior à de IgG e as 

medianas também apresentam grandes diferenças: a IgA possui mediana de 

58,12 e a IgG 97,9. 

Além das amostras de adultos saudáveis apresentadas acima, foi realizada 

a dosagem de anticorpos IgG anti-rotavirus em uma única amostra de soro de 

um paciente deficiente de IgA, que forneceu um título igual a 156,2, valor 

próximo à média de IgG. Para confirmar a ausência de IgA foi realizado a sua 

titulação, cujo resultado foi negativo. 

 

 

Figura 4: Títulos relativos de IgA e IgG anti-rotavirus distribuídos em gráfico “box 
plot”. 
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4.7 Análise da correlação entre títulos de anticorpos IgA e IgG 

 
Os títulos de anticorpos IgA e IgGanti-rtavirus foram colocados em um 

gráfico de correlação (figura 5) para analisarmos se altos títulos de uma 

subclasse corresponderia a altos títulos da outra. 

A análise estatística realizada pelo teste de Wilcoxon revelou não haver 

correlação (r= 0,1994) sendo o valor de P= 0,1650. Observamos amostras com 

altos títulos de IgG e títulos de IgA inferiores, assim como a relação contrária. 

As amostras foram analisadas pareadamente. 
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Figura 5: Correlação entre os títulos dos anticorpos das classes IgG e IgA. 

 

4.8 Neutralização viral 
 
 

A tabela 3 apresenta os títulos neutralizantes das 50 amostras 

individuais de soro, onde o menor título obtido foi 320 e o maior 20.480.  
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Tabela 3- Títulos neutralizantes individuais das amostras de soro. 
 

Amostra Neutralização
1 1280 
2 20480 
3 10240 
4 20480 
5 5120 
6 20480 
7 10240 
8 1280 
9 2560 
10 5120 
11 10240 
12 5120 
13 1280 
14 2560 
15 5120 
16 20480 
17 10240 
18 10240 
19 2560 
20 5120 
21 5120 
22 2560 
23 640 
24 1280 
25 2560 
26 20480 
27 10240 
28 640 
29 1280 
30 2560 
31 640 
32 1280 
33 5120 
34 1280 
35 5120 
36 1280 
37 320 
38 5120 
39 10240 
40 10240 
41 2560 
42 20480 
43 10240 
44 2560 
45 640 
46 2560 
47 1280 
48 640 
49 640 
50 20480 
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(a) 

 

(b) 

Figura 6: (a) Número de amostras de soro relacionadas aos títulos neutralizantes. 

 (b) Títulos neutralizantes das amostras de soro distribuídos em gráfico Box 
Plot. 

 

A maior parte dos títulos neutralizantes (figura 6-a) se concentra nas 

diluições intermediárias. Os títulos neutralizantes foram colocados em um 

gráfico Box Plot (figura 6-b) onde podemos observar uma análise descritiva da 

distribuição desses títulos. A média obtida foi de 6406,4 e a mediana 3840. 

41 
 



Resultados 
 

 A amostra proveniente de um paciente deficiente de IgA também foi 

avaliada em um ensaio de neutralização e seu título neutralizante foi igual a 

640, ficando muito abaixo da mediana, da média e do primeiro quartil. 

 

4.9 Análise da correlação do título de anticorpos da classe IgA e título 
neutralizante 

 

Os títulos de anticorpos IgA anti-rotavírus e os títulos neutralizantes 

foram colocados em um gráfico de correlação (figura 7) para analisarmos se 

altos títulos de IgA corresponderia a um maior título neutralizante. 

A análise estatística foi realizada pelo teste de Wilcoxon (Spearman) e 

revelou não haver correlação entre os resultados (r= 0,2662) sendo o valor de 

P= 0,0808. As amostras foram analisadas pareadamente. 

Observou-se que várias amostras com títulos baixos possuem alta ação 

neutralizante. 
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Figura 7: Correlação entre títulos de anticorpos IgA e título neutralizante das amostras 
de soro.  
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4.10 Análise da correlação do título de anticorpos da classe IgG e título 
neutralizante 

 
Os títulos de anticorpos IgG anti-rotavirus e títulos neutralizante, foram 

colocados em um gráfico de correlação (figura 8) para analisarmos se um alto 

título dessa imunoglobulina poderia corresponder a um alto título neutralizante. 

A análise estatística entre os títulos de anticorpos IgG e atividade 

neutralizante foi realizada pelo teste de Wilcoxon (Spearman) que revelou não 

haver correlação entre esse resultados (r= -0,1136) sendo P= 0,4263. As 

amostras foram analisadas pareadamente. 
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Figura 8: Correlação entre títulos de anticorpos IgG anti-rotavírus e título neutralizante 
das amostras de soro. 

 

Foram encontradas amostras com títulos neutralizantes de 20.480, 

porém com título de anticorpo IgG baixo. Por outro lado outras amostras com 

títulos de IgG altos possuíam uma menor atividade neutralizante (figura 8). 
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4.11 Padronização de ensaio de IB 

 
Para a realização do IB, foi necessária primeiramente a padronização da 

diluição dos conjugados. Os conjugados marcados com fosfatase alcalina 

foram testados em diversas diluições com o pool de soro, como mostra a figura 

9. 

 

1 2 3 4 5 6

45,7KDa

78KDa

32,5KDa

1 2 3 4 5 61 2 3 4 5 6

45,7KDa

78KDa

32,5KDa

 

 

Figura 9: Padronização da diluição do conjugado anti-IgA e anti-IgG para ensaios de 
IB com o pool de soro e antígeno viral. Membranas 1, 2 e 3, conjugado anti-
IgG diluído 1:500, 1:1000 e 1:2.000 respectivamente. Membranas 4, 5 e 6, 
conjugado anti-IgA diluído 1:200, 1:800 e 1:1.000, respectivamente. 

 

Após essa padronização, os ensaios subseqüentes foram realizados 

utilizando as diluições 1:200 do conjugado anti-IgA e 1:2.000 para o conjugado 

anti-IgG. Não se verificou o aparecimento de bandas em ensaio do pool com 

antígeno controle (dados não mostrados). 
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4.12 Análise da reatividade de anticorpos anti-rotavírus presentes em 
amostras de soro em ensaios de IB 

 

A análise das amostras de soro em ensaios de IB foi realizada levando-

se em consideração os títulos de anticorpos avaliados por Elisa de cada uma 

delas 

 

4.12.1 Amostra individual com títulos semelhantes de IgA e IgG. 

 

 

Figura 10: IB com antígenos de rotavírus SA-11da amostra nº 16 com conjugados 
anti-IgA e anti-IgG.  

 

Pudemos observar que o reconhecimento das bandas protéicas se 

concentra na faixa de aproximadamente 30 a 75 KDa. 

Nesse ensaio de IB foi utilizada uma única amostra, número 16, que 

possui títulos semelhantes de IgA (108,25) e IgG (105,22) (figura 10). 

Observou-se que o reconhecimento realizado pelas duas imunoglobulinas foi 

diferenciado. O padrão e o número de bandas evidenciadas pela IgA é menor 

que o de IgG. Como exemplo, uma banda protéica muito bem marcada foi 

evidenciada pela IgG na região da VP7 que não foi reconhecida pela IgA. 
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4.12.2 Amostra individual com título alto de IgA e baixo de IgG 

 
 

. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: IB com antígenos de rotavirus SA-11 da amostra de soro número 10 

reveladas com conjugados anti-IgA e anti-IgG 

 

Nesse ensaio de IB foi também utilizada uma única amostra, número 10 

(figura 11) que possui título de IgA (276,75) muito superior ao título de IgG 

(69,13). Apesar dessa diferença as bandas protéicas são evidenciadas de 

forma mais nítida pela IgG. Nessa amostra observamos um reconhecimento 

por ambas as imunoglobulinas de uma banda onde possivelmente se encontra 

a VP6, porém apenas a IgG reconheceu uma banda na região da VP7. 
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4.12.3 Amostra com título baixo de IgA e alto de IgG 
 

 

Figura 12: IB com antígenos de rotavírus SA-11 da amostra de soro número 43 
reveladas com conjugados anti-IgA e anti-IgG. 

 

Nesse ensaio de IB foi utilizada uma única amostra, número 43 (figura 

12) que possui título de IgA (52,87) bem inferior ao de IgG (773,9). 

Observamos que o reconhecimento das bandas pelos anticorpos das amostras 

se mostra melhor pela IgG.  

Quando analisamos a membrana revelada para IgA notamos a presença 

bem fraca de uma banda no local provável da VP4, que não está evidenciada 

pela IgG. Na membrana IgG nota-se a presença de uma banda na região de 35 

kDa muito bem marcada porém na IgA ela se mostra mais clara. 
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4.12.4 Amostras diferentes com títulos variados de IgA e IgG 
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Figura 13: IB com antígenos de rotavírus SA-11 e amostras de soro reveladas com 
conjugados anti-IgA e anti-IgG. +++, alto título no ELISA; +, baixo título no 
ELISA. 

  

Nesse ensaio de IB, foram utilizadas várias amostras com títulos variado 

de IgA e/ou IgG no teste de Elisa. A amostra 18 apresenta um alto título de IgA 

(201,44), e reconhece várias bandas proteicas. Apesar de não apresentar 

muita intensidade, foi possível reconhecer bandas na região da VP6 e VP4. A 

amostra 31 possui título de IgA baixo (4,12), mesmo assim reconheeu várias 

bandas protéicas incluindo bandas na região de VP4 e VP6. Com título de Elisa 

alto para IgG, temos a amostra 24 (390,36), das quatro amostras mostradas na 

figura, foi a amostra que apresentou bandas com melhor nitidez, demonstrando 

seu reconhecimento de bandas na região de VP7 e VP6, e uma banda muito 

bem marcada na região de 45 kDa. Pela amostra 10, cujo título de IgG é baixo 

(69,13), temos um reconhecimento superior àquele visto pelas amostras 

reveladas com IgA mas com marcação de um menor número de bandas 

apresentando reconhecimento das bandas nas prováveis regiões de VP6 e 

VP7.  
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5 DISCUSSÃO 

 
O rotavírus é um agente etiológico que acomete mais de 600.000 crianças em 

todo o mundo, podendo também infectar adultos de por várias vezes durante a vida 

de forma assintomática ou apresentando sintomatologia grave. As pesquisas sobre a 

infecção em adultos são escassas, mas poderiam ser relevantes no estudo do papel 

dos anticorpos pré-existentes no controle da infecção.  

Muitos trabalhos experimentais fazem uso do vírus protótipo símio SA-11, 

sorotipo atenuado correspondente ao G3 humano, por possuir um bom efeito 

citopático e ser de fácil manipulação (Estes et al., 1979), sendo esse o motivo para 

sua utilização nesse estudo. 

A primeira etapa do trabalho consistiu na preparação dos antígenos virais e 

controle a partir de cultura de células em garrafas de “Roller”, que comportam um 

maior número de células, conseqüentemente a produção desses antígenos fica 

facilitada. O antígeno viral foi produzido a partir de 421 mL de sobrenadante de 

células infectadas, apresentando rendimento satisfatório para a realização deste 

trabalho. O antígeno controle foi produzido a partir de 810 mL de sobrenadante de 

cultura de células não infectadas, seu rendimento inferior ao viral e sua dosagem de 

proteínas também, necessitando assim de um volume maior para a realização de 

todas as metodologias propostas. 

Com a análise do perfil eletroforético do rotavírus SA-11 por SDS-PAGE 

pudemos reconhecer bandas com pesos moleculares de aproximadamente 86, 46 e 

37 KDa, que são compatíveis com os pesos moleculares das proteínas  VP4, VP6 e 

VP7, consideradas as mais imunogênicas (Parashar et al., 1998) e mais importantes 

para esse trabalho. 

O primeiro passo para a avaliação dos níveis de anticorpos séricos anti-

rotavírus pelo teste de ELISA foi a padronização da diluição do conjugado anti-IgG, 

visto que a concentração de antígeno de sensibilização e a diluição do conjugado 

anti-IgA já haviam sido feitas previamente (Vieira, 2005). Fixou-se assim a diluição  

1:10.000 do conjugado anti-IgG. Estabelecemos também que o título de anticorpos 

seria descrito como título relativo, que é a porcentagem em relação ao título de um 

pool de soro, usado em todos os ensaios. Esse pool foi feito com 50 amostras de 

soro, diferentes daquelas dosadas individualmente. A sua utilização foi necessária 
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devido à falta de um controle positivo da reação. Ao misturarmos um número 

elevado de amostras haveria um aumento da chance de positividade contra o 

rotavírus. 

Na pesquisa de anticorpos nas amostras de soro encontramos uma grande 

variação dos seus títulos que pode ser interpretada como um reflexo do grau de 

exposição ao vírus e a diferentes sorotipos pela população estudada. Neste trabalho 

não possuímos o histórico desses doadores visto que essas amostras foram obtidas 

em banco de sangue, não sendo possível obter informações sobre infecções 

anteriores.  

Após análise estatística não foi observada correlação entre os títulos de 

anticorpos IgG e IgA, ou seja, altos títulos de uma imunoglobulina não 

corresponderam a altos ou baixos títulos da outra. 

Nos ensaios de neutralização viral com 100 DICT50, foi observado que todas 

as amostras individuais apresentaram alguma capacidade neutralizante, com títulos 

variados, onde 52% deles possuem valor superior a 2560, que é o valor mediano 

encontrado nos nossos resultados. Porém não existe um parâmetro de proteção 

contra a infecção por rotavírus, como no caso da infecção rábica, onde a WHO 

recomenda um título de 0,5 IU/mL de anticorpos séricos como sendo um nível 

protetor (Stantić-Pavlinić, 2006). 

Como foi mostrado, estatisticamente não foi possível encontrar uma 

correlação entre os níveis de anticorpos séricos, tanto de IgA quanto de IgG e título 

neutralizante. Porém há na literatura trabalhos que demonstram essa correlação. 

Kapikian et al. (1983) demonstraram uma correlação entre anticorpos séricos e 

proteção contra diarréia em adultos após desafio com uma cepa de rotavírus D, 

onde anticorpos neutralizantes foram capazes de minimizar a doença. Mais 

recentemente (Yuan et al., 2009), foi realizado um estudo com os mesmos soros dos 

adultos desafiados no trabalho citado anteriormente, complementando a 

metodologia proposta. Para identificar uma possível correlação entre proteínas virais 

que geram a resposta heterotípica e homotípica foram utilizados baculovirus que 

expressam as principais proteínas virais e observaram que a presença de altos 

títulos de IgG gerados pela resposta homotípica tem um papel importante na 

resistência à infecção. Outro estudo (Ward et al., 1989) também mostrou essa 

correlação entre proteção e anticorpos séricos, nesse caso da classe IgG, em 

adultos desafiados com a cepa CJN. Em crianças essa correlação também foi 
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encontrada como mostrado por Hjelt et al. (1987) que examinaram níveis pré-

existentes de anticorpos anti-rotavirus das classes IgA e IgG em amostras de soro, e 

observaram que níveis elevados da IgA estavam correlacionados com proteção, pela 

diminuição da severidade da infecção.  

 Ward et al. (1986) realizaram um estudo com adultos voluntários para o quais 

foram dadas diferentes doses de uma preparação viral (cepa CJN) para se 

determinar o número de partículas infecciosas capazes de causar a infecção e a 

doença. Esses voluntários já possuíam anticorpos pré-existentes em níveis variáveis 

para o vírus desafio, fato que foi levado em consideração no estudo ao avaliarem o 

efeito deste anticorpo na proteção contra a infecção ou doença. Observaram que a 

dose necessária para causar infecção e doença é pequena e não houve uma 

correlação entre proteção e títulos altos de anticorpos. 

Nos trabalhos citados acima, os voluntários foram desafiados com cepas 

diferentes em ambientes controlados, ao contrário do presente trabalho onde apenas 

anticorpos pré-existentes foram avaliados. A falta de correlação encontrada pode 

indicar que não apenas as imunoglobulinas possuem importância na imunidade. 

Aliado ao resultado da amostra deficiente de IgA, que possui um título de IgG 

próximo da média e neutralização baixa, podemos sugerir um possível papel da IgA 

na neutralização do vírus.  

Porém, Istrate et al. (2008) observou que títulos de IgG anti-rotavirus no soro 

possuíam valores elevados altos, como um mecanismo compensatório pela falta de 

IgA, contrariando Kuklin et al. (2001) que tinha demonstrado em ratos deficientes de 

IgA e desafiados com rotavírus, que essa imunoglobulina não é necessária para 

resolver a infecção.   

Anticorpos formados no intestino são os melhores marcadores da imunidade 

de mucosa, porém sua coleta é difícil e também sua dosagem devido à degradação 

pelas bactérias da microflora e presença da IgA transmitida pelo leite materno para 

bebês (Gorrel e Bishop, 1999; Parreño et al., 1999). Para se estabelecer uma 

relação entre a produção local e a produção sistêmica de anticorpos, Jetborn et al. 

(1986) examinaram o quanto da resposta dos anticorpos no intestino, contra cólera e 

Escherichia coli, após vacinação ou infecção se refletia no título de anticorpos em 

outros fluidos. Selecionaram voluntários que haviam tomado a vacina oral contra o 

cólera e pacientes que tiveram infecção por E. coli. Observaram que há uma 

correlação entre a resposta da mucosa e os títulos de imunoglobulinas no soro.  
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Coulson et al. (1992) demonstraram em um estudo com crianças de 3 a 39 

meses que em infecções subseqüentes a severidade da doença diminui, aliada à 

presença de anticorpos IgA intestinais que são capazes de proteger contra re-

infecção, entretanto sua coleta é difícil e seus resultados podem ser confundidos 

pela presença da IgA recebida através do leite materno.  

Há trabalhos que correlacionam a IgA sérica com proteção. Velazquez et al. 

(2000) demonstraram num estudo com 200 crianças analisadas desde o nascimento 

até completarem 2 anos, que a presença da IgA sérica se correlacionava melhor 

com proteção do que a IgG sérica, sendo essa IgA um bom marcador da proteção 

contra re-infecção. Observaram também que as crianças estavam melhor protegidas 

após a segunda infecção, pois seria esta a responsável por induzir títulos maiores de 

anticorpos protetores. 

Apesar de a IgA sérica ser apontada por alguns autores como um marcador 

de proteção anti-rotavírus, Gonzales et al. (2005) relataram a falta de correlação 

entre os níveis de IgA em crianças vacinadas com RRV-TV e infecção natural. Este 

trabalho sugere que a proteção gerada pela IgA pode ser dependente do 

imunógeno, que em certas ocasiões não compartilha epítopos capazes de mediar a 

proteção. Mais ainda, a falta de correlação nas crianças vacinadas sugere que a 

resposta vacinal é diferenciada da resposta natural.  

Crianças menores de 18 meses, que estiveram envolvidas em dois surtos, de 

G1 e G3, durante o período da pesquisa realizada por O’Ryan et al. (1994) 

apresentaram um grande aumento dos anticorpos IgG e IgA no soro, tanto em 

infecções sintomáticas como assintomáticas. Observaram também que a resposta 

gerada numa re-infecção por um mesmo sorotipo gera anticorpos heterotípicos que 

estão associados com proteção contra a diarréia. 

Westerman et al. (2005) demonstraram em um modelo primata não humano 

que a proteção contra o rotavírus pode ser conferida pela imunização passiva com 

IgG sérica. Macacos foram imunizados com soro contendo diversas titulações de 

IgG anti-rotavirus, após essa imunização passiva os macacos foram desafiados com 

a cepa YK-1 (sorotipo G3P[4]). Observaram que após o desafio, macacos que 

receberam titulações altas ou médias de IgG passivamente excretaram o vírus em 

quantidades bem pequenas e por poucos dias, porém aqueles que receberam 

imunização com baixos títulos excretaram vírus em altas concentrações e por uma 
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tempo maior duração. Observaram ainda que os níveis de IgG nas fezes dos 

macacos após a imunização se correlacionava com os títulos dos soros.  

A duração dos anticorpos anti-rotavirus em adultos ainda não está bem 

esclarecida, mas foi demonstrado por McNeal e Ward (1995) que em camundongos 

recém-nascidos, imunizados com uma cepa murina EDIM os níveis de anticorpos da 

mucosa e do soro se mantiveram elevados após 14 meses da infecção 

experimental. Outros trabalhos também demonstram em modelos animais que 

anticorpos adquiridos após a infecção são protetores e podem durar até um ano na 

ausência de re-exposição, estando os animais protegidos durante esse período. 

(Conner e Estes, 1994; Burns et al., 1995) 

No presente trabalho, para analisar o reconhecimento de proteínas virais 

pelos anticorpos séricos, foi necessária a padronização do teste de Immunoblotting, 

para determinação da diluição ótima dos conjugados anti-IgA e anti-IgG.  

Observou-se que as bandas reconhecidas pela IgG são mais nítidas e mais 

numerosas. Begue et al. (1998) utilizando soros de crianças de até 1 ano testados 

para os sorotipos G1 e G4, detectou por Immunoblotting o reconhecimento de 

proteínas virais pela IgA e IgG, porém essa última apresentou reatividade contra um 

maior numero de proteínas virais e com maior intensidade. Da mesma forma, nos 

ensaios realizados aqui algumas amostras de soro apresentaram uma banda com 

peso molecular compatível ao da VP7, que se mostrou mais evidenciado quando 

utilizado o conjugado anti-IgG, se comparado ao anti-IgA. 

Os anticorpos presentes na maioria das amostras testadas reconheceram 

bandas compatíveis com a proteína VP6. Já foi sugerido que sua presença pode ter 

um efeito protetor contra a infecção por rotavírus (Burns et al., 1996; Hermann et al., 

1996). 

Foram identificadas bandas protéicas relacionadas às principais proteínas 

virais, e que são reconhecidamente proteínas responsáveis pela estimulação da 

produção de anticorpos neutralizantes. Apesar de algumas bandas protéicas 

estarem mais evidenciadas pelos anticorpos IgG, outras se apresentam mais 

evidenciadas pela IgA. Porém não se conseguiu observar um padrão constante 

entre o isotipo do anticorpo e alguma proteína viral especifica. 

A detecção de anticorpos capazes de reconhecer antígenos virais é uma 

ferramenta útil em estudos epidemiológicos e também em estudos de proteção 
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cruzada. Além disso, abre perspectivas para a avaliação da imunidade de mucosas 

e para a elucidação dos mecanismos envolvidos na proteção contra o rotavírus. 



Conclusões 

6 CONCLUSÕES 

 
• Todas as amostras analisadas de soro de adultos saudáveis 

apresentaram anticorpos anti-rotavirus, sendo que em sua maioria os 

títulos de IgG são superiores aos da classe IgA. 

• Todas as amostras de soro apresentaram capacidade neutralizante 

frente ao rotavírus SA11. 

• Não foi observada correlação entre os títulos de anticorpos anti-

rotavirus da classe IgA com os da classe IgG. 

• Não foi observada correlação entre os títulos de anticorpos IgA ou IgG 

anti-rotavirus com o poder neutralizante das amostras. Outros fatores do 

soro podem estar interferindo nesse processo. 

• As diferenças entre os padrões de reconhecimento das proteínas virais 

pelos anticorpos IgA e IgG de uma mesma amostra sugere que esses 

dois isotipos podem ser originados por mecanismos independentes.  
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