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Abstract
Objective: To verify the presence of anti-rotavirus serotype G9P[5] SIgA and the virus
neutralization capacity of milk samples from Brazilian women.
Methods: SIgA antibody levels reactive to rotavirus G9 were determined in 30 maternal
milk samples by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using purified virus
suspensions. The samples’ capacity to neutralize rotavirus G9P[5] was analyzed using
the MA-104 cells neutralization assay.
Results: Great individual variations were observed regarding the SIgA levels and
neutralization titers, but all samples showed some G9P[5] neutralizing ability. A highly
significant positive correlation was observed between antibody levels and neutralization
titers.
Conclusions: The high correlation between anti-rotavirus antibody levels and neutralizing
capacity of the milk samples suggests a possible protective role of these antibodies
against infection. These results also support the encouragement of the breast-feeding
practice.
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Leite de mulheres brasileiras apresenta anticorpos IgA secretores (SIgA) que neutra-
lizam o rotavirus G9P[5]

Resumo

Objetivo: Verificar a presenca de SIgA anti-rotavirus sorotipo G9P[5] e a capacidade de
neutralizacao do virus de amostras de leite de mulheres brasileiras.

Métodos: Foram determinados os niveis de anticorpos SIgA reativos contra rotavirus G9
em 30 amostras de leite materno por ELISA usando suspensdes purificadas do virus. A
capacidade das amostras de neutralizarem o rotavirus G9P[5] foi analisada em ensaio de
de Neutralizacdo utilizando células MA-104.

Resultados: Foram observadas grandes variacoes individuais referentes aos niveis de
SIgA e titulos de neutralizacdo, mas todas as amostras mostraram certa capacidade de
neutralizar o G9P[5]. Verificamos uma correlacao positiva altamente significativa entre
os niveis de anticorpos e os titulos de neutralizacéo.

Conclusées: A alta correlacdo entre niveis de anticorpos anti-rotavirus e a capacidade
neutralizante das amostras de leite sugere um possivel papel protetor desses anticorpos
contra a infeccao. Esses resultados também apoiam o incentivo a pratica do aleitamento

materno.
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Introducao

Os rotavirus estdo entre as principais causas de gastroen-
terites que afetam criancas no mundo todo." O rotavirus
possui um capsideo com duas camadas protéicas. A cama-
da externa é composta por duas proteinas estruturais que
determinam a classificacao do sorotipo do rotavirus: VP7
(glicoproteina, ou proteina G) e VP4 (proteina sensivel a
protease ou proteina P), ambas capazes de induzir anticor-
pos neutralizantes e protetores. A camada interna contém
a proteina estrutural VP6 que determina o sorogrupo do
rotavirus.? O sorotipo G9 é frequentemente detectado no
homem e foi o segundo sorotipo mais frequente circulante
na América Latina e no Caribe, de 1990 a 2009.3 No Brasil o
sorotipo G9 tem sido detectado desde 1998.4°

O sistema imune em criancas € imaturo e para se pro-
tegerem de infeccoes elas dependem dos anticorpos que
recebem de suas maes por meio da placenta durante a
gravidez ou do colostro e do leite materno depois do nas-
cimento.® Contudo, nao ha consenso referente ao papel
dos anticorpos maternos na defesa contra infeccées por
rotavirus. Alguns estudos relataram taxas de infeccoes mais
baixas entre lactente que receberam exclusivamente alei-
tamento materno em comparacao com os lactentes que nao
foram amamentados’®, enquanto outros nao conseguiram
demonstrar nenhum efeito protetor do aleitamento mater-
n0.9,10

Outros relatos investigando anticorpos anti-rotavirus no
leite humano tém sugerido que eles possam interferir na
eficiéncia da vacina, neutralizando as particulas virais nela
presentes antes que possam se multiplicar nas células intes-
tinais, diminuindo, assim, seu potencial imunoldgico.! "

Uma vacina humano-bovina pentavalente contra rota-
virus contendo os sorotipos G1, G2, G3, G4 e também G9

esta atualmente em desenvolvimento no Instituto Butantan
(Brasil), para uso humano. O objetivo deste estudo foi
investigar a presenca de anticorpos IgA secretores (SIgA)
reativos contra o rotavirus sorotipo G9P[5] em amostras de
leite de maes brasileiras e sua capacidade de neutralizar
particulas virais, ja que poderiam afetar a eficiéncia da
imunizacao de vacinas contendo o sorotipo G9.

Métodos

A presenca de SIgA anti-rotavirus sorotipo G9P[5] (cepa da
vacina humana) foi analisada por ELISA em 30 amostras
de leite coletadas de nutrizes saudaveis de 19 a 38 anos de
idade cujo parto foi realizado no Hospital Universitario
da Universidade de Sao Paulo, que atende, em sua maior
parte, pacientes de nivel socioeconémicos mais baixos,
grupo altamente representativo da populacao feminina
brasileira. Todas as amostras foram coletadas manualmen-
te, pela manha, entre as mamadas. O consentimento livre e
esclarecido das pacientes e a aprovacao do Comité de Etica
da Universidade de Sao Paulo foi obtido antes das coletas.
As amostras de leite foram coletadas de nutrizes em bom
estado de salide e nutricional que nao estavam recebendo
medicamentos que pudessem interferir na lactacao, nega-
tivas para o HIV, hepatite B e sifilis. Os testes de ELISA
foram realizados sensibilizando-se metade das microplacas
de 96 pocos com 5 pg/mL de antigeno viral (sobrenadan-
te de culturas de células MA-104 infectadas ultracentrifu-
gado em camada de sacarose), e a outra metade com a
mesma concentracao de antigeno controle (sobrenadante
de células nao infectadas ultracentrifugado em camada de
sacarose). Um pool de leite contendo volumes iguais
de 50 amostras de leite diferentes provenientes do Banco
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Figura 1 Titulos de anticorpos SIgA anti-rotavirus e de neu-

tralizacao em amostras de leite. Box Plot: [quadrados cheios]
- medianas; [triangulo vazio] - médias; [circulos cheios] - va-
lores discrepantes; borda inferior da caixa: percentil 25; bor-
da superior da caixa: percentil 75; linha curta inferior: valor
mais baixo; linha curta superior: valor mais alto.

de Leite do Hospital Universitario da Universidade Sao
Paulo foi preparado, sendo usado como controle positivo.
Os niveis de anticorpos foram calculados pela diferenca
entre as leituras das densidades opticas obtidas com anti-
genos virais e controle. Os titulos finais foram definidos
como titulos relativos, em porcentagem, considerando o
pool de leite como 100%.

A capacidade das amostras de leite de neutralizar o
rotavirus G9P[5] foi analisada em Provas de Neutralizacao
utilizando culturas de células MA-104. Volumes iguais de
diluicoes seriadas das amostras de leite e de uma suspen-
sdo contendo 100 TCID,,/mL de rotavirus G9P[5] foram
misturados. Depois de 30 minutos de incubacao, as mistu-
ras foram adicionadas a uma monocamada confluente de
células MA-104, cultivadas em microplacas de 96 pocos.
Os titulos de anticorpos neutralizantes foram considerados
como a maior diluicdo das amostras que apresentou mais
de 60% de inibicao do efeito citopatico depois de 48 horas
de incubacao.

As correlagdes entre os niveis de SIgA das amostras
de leite e os titulos de neutralizacdo foram calculadas
usando-se o coeficiente de correlacao de Spearman. Foi
estabelecido o intervalo de confianca de 95% (IC 95%), e
os valores p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

Resultados

Os titulos de SIgA antirrotavirus e de neutralizagcdo, com
valores maximos e minimos, os percentis 75 e 25, a média e
a mediana estao apresentados na figura 1. Foram observadas
grandes variagdes individuais nos titulos de SIgA obtidos por
ELISA. Os titulos de neutralizacdo determinados pela Prova
de Neutralizacdo também variaram amplamente. O titulo
mais alto obtido (160) foi 16 vezes mais alto do que o titulo
mais baixo (10), e uma amostra mostrou valor discrepante.
A figura 2 mostra a correlagao entre os titulos de SlgA e
de neutralizacdo. Uma amostra apresentou titulos muito
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Figura 2 Correlacao entre titulos de neutralizacao e titulos
de SIgA anti-rotavirus em amostras de leite (r = 0,740;
p < 0,0001).

altos de SlIgA e de neutralizacao, discrepantes dos outros.
Foi observado um coeficiente de correlacao de Spearman
altamente significativo e positivo (r = 0,740, p < 0,0001) na
analise estatistica comparando-se os dois parametros.

Discussao

O grau de protecao induzido pelas vacinas anti-rotavirus
vigentes mostrou ser variavel dependendo da localidade
em que foram administradas. Paises da Africa e da Asia
tiveram a protecao conferida pela vacina significativamen-
te diminuida em relacdo a paises desenvolvidos, como a
Finlandia." Entretanto, nao esta claro quais sdo os fatores
que influenciam a baixa imunogenicidade dessas vacinas.
Uma possivel explicacdo poderia ser a presenca de anti-
corpos antirrotavirus no leite de nutrizes nos paises em de-
senvolvimento, onde o aleitamento materno é pratica mais
comum. Devido a presenca desses anticorpos, se os lacten-
tes forem amamentados durante curtos periodos de tempo
antes ou depois da vacinacao oral, os beneficios imunologi-
cos poderiam ser comprometidos.'"'? Desse modo, torna-se
importante o estudo do repertério de anticorpos anti-rota-
virus presentes no leite da mae que podem potencialmente
interferir na imunogenicidade e na eficacia da vacina que
estd atualmente em desenvolvimento no Brasil.

Embora a circulacdo do sorotipo G9 seja variavel nos pai-
ses em desenvolvimento (dependendo da época do ano e
da localidade), esse sorotipo tem sido prevalente no Brasil
desde 1998.45 Assim sendo, a populacao brasileira tem sido
amplamente exposta a esse sorotipo, e isso poderia influen-
ciar o repertorio de anticorpos presentes no leite das nutri-
zes. Esse repertorio é o resultado da resposta imune humo-
ral a antigenos aos quais elas foram expostas. As grandes
variacdes nos niveis de anticorpos SIgA anti-rotavirus nessas
mulheres podem refletir os diferentes graus de exposicao
ao sorotipo G9.

Também avaliamos a capacidade do leite materno de
neutralizar o sorotipo G9P[5]. Todas as amostras mostra-
ram alguma capacidade de neutralizar o virus, com ampla
variacao dos titulos de neutralizacdo. A correlacao positiva
observada entre os titulos de SIgA anti-rotavirus e os titulos
de neutralizacao sugere que os anticorpos anti-rotavirus G9
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desempenhem um papel na neutralizacao viral.

No entanto, nao podemos ignorar o fato de que algumas
amostras apresentaram altos titulos de SIgA (> 80) e baixos
titulos de neutralizacdo (< 5), enquanto outras apresenta-
ram altos titulos de neutralizacdo, mas baixos titulos de
SIgA. Assim sendo, é preciso considerar a possibilidade de
que outros componentes do leite materno, como por exem-
plo a lactaderina, também sejam importantes na neutra-
lizacdo viral. De fato, ja foi observado que a lactaderina
inibe a infeccao pelo rotavirus in vitro.™

A presenca de SlgA anti-rotavirus G9 no leite materno
nao deve, de modo algum, ser considerada um argumento
contra o aleitamento materno. Ao contrario, os anticorpos
presentes no leite materno podem potencialmente pro-
teger os lactentes contra as infeccoes pelo rotavirus em
idade precoce e por essa razao tal pratica deve ser incen-
tivada, particularmente nos paises em desenvolvimento.
Além disso, com o objetivo de melhorar a eficacia das imu-
nizacdes, deve-se recomendar um intervalo de tempo entre
a amamentacao e a vacinacgao.
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