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Resumo

RESUMO

Santos, S.M.R. Avaliacdo da acao neutralizante e da reatividade de anticorpos
anti-rotavirus G3P[2] e G9P[8] em amostras de leite e colostro humanos.
[dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2010.

A diarréia por rotavirus tem sido umas das principais causas de mortalidade
infantil. Pesquisas, que relatam a presenca de IgA no leite e colostro humanos
reativos com o rotavirus. Nosso objetivo foi avaliar a presenca de anticorpos
IgA anti-G3P[2] em amostras de leite e colostro e anti-G9P[8] em amostras de
leite pela técnica de ELISA, verificar sua capacidade neutralizante e analisar a
reatividade pelo “Immunoblotting. Todas as amostras apresentaram anticorpos
detectados pelo ELISA e neutralizacdo do virus G3P[2] e G9P[8]. Nao foi
observada correlacdo entre os titulos de ELISA e os neutralizantes para
G3P[2], mas para o sorotipo G9P[8] foi possivel estabelecer uma correlacao
significante. As amostras reconheceram fracées do antigeno viral no ensaio de
“Immunoblotting”, mas nao foi possivel estabelecer uma correlacdo entre altos
titulos e alguma fracdo antigénica especifica. Este trabalho fornece subsidios

para avaliacOes das estratégias de vacinacao.

Palavras-chave: Rotavirus. G3P[2]. G9P[8]. SIgA. Aleitamento materno.

Neutralizacao.



Abstract

ABSTRACT

Santos, S.M.R. Evaluation of neutralizing activity and antibodies reactivity anti-
rotavirus G3P[2] and G9P[8] in human milk and colostrum samples. [Master
thesis (Biotechnology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo; 2010.

The rotavirus diarrhea is one of the main causes of infant mortality. Studies
have shown the presence of IgA in milk and colostrum reactive with human
rotavirus. Our aim was to evaluate the presence of IgA anti-G3P[2] in milk and
colostrum samples and anti-G9P[8] in milk ones, evaluate the IgA reactivity by
ELISA and evaluate the IgA reactivity by “immunoblotting”. In addition, this work
aimed to verify the neutralizing all titles of the samples. All of them had
antibodies reactive with G3P[2] and G9P[8] and showed varied neutralization
titles. There was a significant correlation between anti-G9P[8] IgA titers and the
neutralizing ones, but the same was not observed for serotype G3P[2]. All
samples recognized some viral antigenic fraction in “immunoblotting” test, but it
was not possible establish a correlation between high antibodies levels and
some specific antigenic fraction. This approach may be important for studies

concerning vaccination strategies.

Keywords: Rotavirus. G3P[2]. GI9P[8]. SIgA. Breastfeeding. Neutralization.



Introducéo

1 INTRODUCAO

O rotavirus € um agente causador de gastroenterites que acomete
principalmente recém-nascidos e criangas de até 5 anos de idade em todo o
mundo. A taxa de mortalidade pelo rotavirus entre 1986 e 2000 foi de
aproximadamente 400.000 mortes, sendo também responsavel por cerca de
111 milhdes de casos de gastroenterites que necessitaram de cuidados em
casa, 25 milhdes que requereram cuidados médicos e 2 milhdes de
hospitalizagdes por ano (PARASHAR et al., 2003). Em estudo mais recente foi
mostrado que entre 2000 e 2004 a média do numero de mortes aumentou
chegando a aproximadamente 611.000 por ano (PARASHAR et al., 2006).

Sartori et al. (2008) fizeram um levantamento nos bancos do Sistema
Unico de Salde (SUS) e do Sistema de Informac&o sobre Mortalidade (SIM)
entre 1999 e 2006. Foi estimado que no Brasil, a gastroenterite infantil causada
por rotavirus foi responsavel por aproximadamente 3 milhdes de episédios de
diarréias por ano, ocasionando 850 mortes.

Os paises desenvolvidos possuem uma taxa de mortalidade causada
por rotavirus menor que nos paises em desenvolvimento, mesmo assim
estima-se que todas as criancas até os 5 anos de idade ja tenham apresentado
pelo menos um episoédio de diarréia causada por esse virus (PARASHAR et al.,
2003). Esses dados indicam que apenas medidas profilaticas de higiene e
saneamento basico ndo sdo suficientes para evitar 0 contagio.
Consequentemente foi recomendado o desenvolvimento de vacinas contra 0s
rotavirus que pudessem ser amplamente utilizadas, prevenindo assim a doenca
grave e fatal (DEZOYSA e FEACHEM, 1985; GLASS, 2006; PARASHAR et al.,
2003).

O primeiro relato de diarréia por rotavirus foi descrito e comprovado por
Bishop et al. (1973) na Australia. O nome do virus foi proposto devido a sua
semelhanca morfolégica com uma roda, que em latim denomina-se “rota”,
guando observado em eletromicrografia, conforme mostra a figura 1. Esses
pesquisadores analisaram por microscopia eletrénica cortes ultrafinos de
biépsia da mucosa duodenal de criancas hospitalizadas com gastroenterite

aguda. No Brasil, o virus sé foi detectado em 1977, na cidade de Belém do
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Para, em criancas com diarréia aguda, onde duas a cada 13 amostras de fezes
continham rotavirus (LINHARES et al., 1977).

Figura 1: Eletromicrografia de rotavirus (EBRAHIM, 2008).

A morfologia do rotavirus € icosaédrica sendo que a particula viral
completa mede 70 nm de diametro (ESTES e COHEN, 1989). A particula viral
integra € formada por trés camadas protéica, sendo esta infectante e
denominada de “particula com tripla camada” (“Triple-Shelled”-TS) (Figura 2). A
camada protéica mais externa é o capsideo externo formado pelas proteinas
VP4 e VP7 e a mais interna é o capsideo interno composto pela proteina VP6.
A particula sem a camada externa € composta por duas camadas proteicas
denominada de “Double-Shelled’-DS. O terceiro tipo de particula observada € a
camada simples (“Single-Shelled-SS), também conhecida como “core”, a qual o
RNA gendmico esta associada (ESTES e KAPIKIAN, 2007). As particulas virais
encontradas nas fezes possuem apenas a camada mais interna (“Single-
Shelled’-SS). As particulas também podem ser encontradas, menos
frequentemente, sem o capsideo, contendo apenas 11 segmentos do RNA
dupla-fita envolvidos por uma membrana interna (core). Este RNA codifica
proteinas estruturais (VP1 a VP8) e nado estruturais (NSP1 a NSP5) (ESTES e
COHEN, 1989).
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dsRNA segment

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura do rotavirus (ANGEL et al.,
2007).

O rotavirus apresenta tropismo pela superficie de enterécitos maduros
do epitélio colunar na superficie dos vilos do intestino delgado, os quais tém
uma funcdo digestiva e absortiva, porém as particulas virais podem ser
detectadas no citoplasma (ESTES, 2001).

A ligacéo do rotavirus a célula hospedeira é determinada pela proteina
VP4, apos clivagem pela tripsina pancreéatica em VP5 e VP8 (LUDERT et al.,
1996). A penetracdo na célula é mediada por VP4 e VP7, através das
integrinas a2p1 e a4B1 ou pode acontecer diretamente, através da membrana
celular ou por endocitose (CIARLET et al., 2002).

A replicacdo das particulas virais faz cessar a sintese de DNA, RNA e
proteinas das células infectadas e desencadeia um aumento na concentracao
de célcio intracelular por intermédio da proteina viral ndo estrutural NSP4.
Ocorre uma degeneracéao destas células pela liberacdo das particulas virais por
lise, acarretando a destruicdo e atrofia dos vilos intestinais. O epitélio assim
perdido acaba sendo reposto por enterécitos cubdides e imaturos das criptas
da mucosa intestinal, podendo, em casos graves, ser observado um epitélio
plano no intestino delgado (ESTES, 2001).

A consequéncia dessa modificagdo € a diminuicdo das dissacaridases

produzidas por estas células, ocorrendo um acumulo de dissacarideos
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(maltose, lactose e sacarose) no lumen intestinal. Como ndo ha uma
reabsorcdo normal, cria-se um meio hipertonico em relagdo ao liquido
extracelular, agravado pela secrecdo de sodio, cloro e bicarbonato pelas
células das criptas entdo predominantes, o que determina a perda de agua no
sentido meio extracelular-limen, caracterizando uma diarréia osmotica
(LEUNG et al, 1988).

A principal via de transmissdo do virus € a fecal-oral, no entanto,
considerando-se que a taxa de infec¢do é extremamente alta mundialmente, a
despeito dos padrbes de higiene principalmente em paises desenvolvidos, tem-
se especulado que a transmissdo pode ocorrer por via respiratéria. A
ocorréncia de sintomas respiratérios em alguns individuos acometidos pela
virose e a deteccdo do antigeno viral na secrecao traqueal de criancas
reforcam essa hipotese (SANTOS, 2002).

A dose infectante para uma crianca pode ser menos de 10 particulas
virais e a excrecdo maxima delas ocorrem entre o 3° e 4° dia da doenca, sendo
possivel encontrar mais de 10° particulas por grama de fezes. As infecgdes por
rotavirus podem ocorrer de forma subclinica ou assintomatica. A doenca €
caracterizada por febre e vomitos seguidos de diarréia aquosa e intensa. O
periodo de incubacdo gira em torno de 1 a 2 dias. Os sintomas da infeccao
geralmente duram de 3 a 8 dias, 0 que pode acarretar desidratacdo e morte
(RACZ et al., 2005). Um efeito colateral grave é a ocorréncia de
intussuscepcao intestinal, uma condicdo na qual uma porcdo do intestino
invagina em outra por¢ao produzindo obstrucédo intestinal (NAKAGOMI, 2000).

A infeccdo nosocomial por rotavirus € descrita frequentemente em
criancas menores de 5 anos, principalmente em creches, pré-escolas e
enfermarias, sendo que de 20 a 40% sao assintomaticas contribuindo para a
propagacdo do virus e reduzindo a eficiéncia das medidas de prevencao
(GLEIZES et al., 2006).

A altissima concentracdo das particulas virais nas fezes excretadas na
fase aguda direcionou a padronizacdo de metodologias rapidas para o
diagnostico laboratorial baseadas na identificacdo direta de particulas ou
antigenos virais nas fezes. Varias metodologias podem ser empregadas como
a microscopia eletrénica direta (ME) (BISHOP et al., 1973) e imunomicroscopia

eletrénica (PEREIRA et al., 1983). Ambas sdo bem especificas para detecgéo
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do antigeno, sendo que a ME pode resolver a discrepancia de resultados
obtidos por outras técnicas. Essas técnicas sdo inviaveis para diagnéstico de
rotina, pois demanda tempo, alto custo de material e pessoal especializado
para a leitura dos resultados.

Os métodos mais utilizados em casos de surtos coletando amostras de
fezes sdo: o kit de ensaio imunoenzimético (EIARA) para o diagnéstico de
rotavirus do grupo A e adenovirus (PEREIRA et al., 1985) e o teste de
aglutinacdo passiva de latex utilizando anticorpos poli e monoclonais que
apresentam grande praticidade e especificidade (SANTOS e NOZAWA, 1991).

As propriedades antigénicas do rotavirus - grupo, subgrupo e sorotipo
sdo determinadas pelas proteinas do capsideo viral. A proteina VP6, a qual
circunda o core, situa os determinantes antigénicos grupo-especificos (A-G) e
subgrupos | e Il (detectados por anticorpos monoclonais dentro do grupo A).
Constitui-se na proteina viral mais abundante, representando 51% do virion,
com sua sintese relacionada ao sexto segmento gendmico viral (ESTES,
2001). A maioria dos rotavirus humanos pertence ao grupo A.

Os integrantes do grupo A sao os rotavirus mais amplamente dispersos,
sendo predominantes na natureza e associados a diarréia no homem e em
diversas espécies animais. A gastroenterite causada por rotavirus em animais
proporciona problemas econdmicos na agropecuaria, pois atingem porcos,
bovinos e eqtinos, além de outros mamiferos como macacos. Os grupos
designados de B a G compreendem, em geral, amostras que infectam animais,
com a proteina VP6 diferente daquela comum aos rotavirus do grupo A. Tais
amostras ndo sdo detectadas por técnicas sorolégicas convencionais, sendo
sua identificacdo em geral efetuada por imunomicroscopia eletrbnica,
eletroforese do dsRNA em gel de poliacrilamida e metodologias moleculares
(KAPIKIAN et al., 2001).

As proteinas externas do capsideo, VP7 (glicoproteina ou proteina G) e
VP4 (proteina sensivel a protease ou proteina P) determinam a especificidade
do sorotipo e sdo as bases da classificacdo binaria dos rotavirus. Ambas as
proteinas induzem anticorpos neutralizantes que podem estar envolvidos na
imunidade protetora (PARASHAR et al., 1998).

Dezenove tipos de proteina G e vinte e sete tipos de proteina P ja foram

identificados em infecgbes humanas e animais. A incidéncia e distribuicdo de P
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e G variam dependendo das areas geogréficas e estacbes do ano
(MATTHIIJNSSENS et al., 2008).

Nos paises de clima temperado os picos endémicos ocorrem durante os
meses frios do ano, jA nos paises de clima tropical a ocorréncia dessa
gastroenterite € observada durante todo o ano (KAPIKIAN et al., 2001).

As técnicas de biologia molecular permitiram a ampliacdo dos estudos
dos sorotipos encontrados na populacdo, determinando os genotipos G e P.
Ensaios moleculares em reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizam
iniciadores especificos para cada genétipo, permitindo um levantamento
epidemioldgico (GOUVEA et al., 1990).

Estudos epidemiolégicos em torno do mundo demonstraram que as
combinacbes G1P[8], G3P[8], G4P[8], G2P[4], G9P[8], e G9P[6] s&o
responsaveis pela maioria das infec¢des por rotavirus. Entretanto, outros tipos
de proteinas G e P como G5, G6, G8, G10, G12, P [9], P [11], e P [14] também
aparecem com certa frequéncia em diferentes regides (KOSHIMURA et al.,
2000; SANTOS e HOSHINO, 2005).

Ha uma grande diversidade de cepas de rotavirus circulantes no Brasil,
mas relatos completos sobre elas ainda sdo escassos. A analise dos resultados
epidemiologicos em porcentagem € determinada pela quantidade de rotavirus
nas amostras fecais de pacientes ja diagnosticados como positivos para
gastroenterite por rotavirus.

Apesar de ter diminuido o nimero de amostras de fezes coletadas no
Brasil entre 2006 a 2008, houve um aumento da positividade para o rotavirus,

como mostra a figura 3.
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Figura 3: Amostras coletadas e percentual de positividade 2006-2008
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Os gendtipos de rotavirus identificados nos estados do Brasil no periodo

de 2006 - 2007 estdo representados na tabela 1.
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Tabela 1: Gendétipos de Rotavirus encontrados por Estado do Brasil (MS,

2008).
UF Genétipos N? Amostras de
2006 2007 Rotavirus™
AM - G2P4/G1P8 230
SP G1P[4], G1P[8], G2P[4], G1P[8], 227
G9P[8], GOP[6] GIP[8], G3PnT
RJ - G2P4 89
RS - G9P8/G2P4 71
BA G2 [P4]G9 GIP8/G2P4P6 70
MG - G2P4 55
ES G2P[4]G1,G9P[8] G2P4 52
sC G2P[4], GIPnT, - 51
G3PnT
TO G2 P[4] . 37
PA - G2P4/G1P8 21
PR G1P[8],G9P[8],G2P[4] G9P8 19
Ms G2P[4] G2P4 16
SE - G2P4 15
MA - G2P4/G2P6 14
GO G2P[4] - 10
AL - G2P4 9
PE - G2P4/G1P8 5
MT - G1P4/G2P4 2
Brasil 1201

*Nem todas foram genotipadas

O sorotipo G3 ja foi bastante relatado no Brasil, mas em menor
porcentagem, como mostram varios trabalhos epidemiolégicos (CARMONA et
al., 2006, ROSA E SILVA et al., 2002, SANTOS et al., 2005). Porém, ele néo
tem sido encontrado com frequéncia mais recentemente (Tabela 1).

Carmona, et al. (2006) avaliaram 3.101 amostras de fezes coletadas de
pessoas infectadas no estado de S&o Paulo durante 8 anos (1996 a 2003) e
relataram a presenca do sorotipo G1 em 68,2% das amostras, G9 em 17,2%,
G4 em 6,3%, G2 em 1,2% e G3 em 0,7%, sendo que G9 so6 foi encontrado a
partir de 2000. Avaliou-se também que todas essas gastroenterites ocorreram
principalmente durante o inverno e estacfes secas. Essa sazonalidade foi
observada em um estudo feito no Hospital Albert Einstein onde a freqiiéncia da
doenca ocorreu de maio a agosto em criangas cuja idade variava entre 6
meses e 5 anos (CARRARO et al., 2008).
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O sorotipo G9 & um virus emergente, foi detectado pela primeira vez na
Filadélfia entre 1982-1984, em 9,2% das criangcas com diarréia causada por
rotavirus (CLARK et al., 1987) e depois so foi encontrado novamente em 1990,
aproximadamente uma década depois. Mais tarde esse sorotipo foi tido como o
4° mais comum encontrado na populacdo mundial (SANTOS e HOSHINO,
2005).

Estudos epidemiologicos realizados no Brasil sdo isolados, mas
forneceram informagdes importantes. No Rio de Janeiro, no periodo entre 2000
e 2004 foi relatada a incidéncia de 49,6% de G1, 30,2% de G9 e 17,8% de G4
(VOLOTAO et al., 2006). No periodo entre 1998 e 1999, em Juiz de Fora (MG)
o sorotipo G3 foi encontrado em 60% dos casos de gastroenterite por rotavirus,
G1 em 27%, G4 em 5%, G8 em 20% e G9 em 8%, evidenciando uma alta
incidéncia de G3 (ROSA E SILVA et al., 2002).

Em um trabalho avaliando criancas hospitalizadas com diarréia grave em
Salvador, Santos et al. (2005) apontaram o sorotipo G9 (78,8%) como
predominante e muitas vezes encontrado associado com P[8]. Outros sorotipos
também foram detectados como G1 (12%) e G4(1,4%).

Um estudo feito em Recife entre os anos de 2004 e 2005, coletando 290
amostras de fezes em criancas de 0 a 5 anos, também demonstrou que G9 tem
sido frequentemente encontrado, sendo detectado em 30% das amostras.
Outro sorotipo emergente detectado foi G8 (2%) (MONTENEGRO et al., 2007).

Na cidade de S&o Paulo entre 1994 e 1995 foram coletadas amostras de
fezes de criancas com ou sem diarréia. Foram detectados 55,5% de G1, 5,5%
de G2 e G3 e 16,7% de G5, frequentemente associados com P[8] (CARMONA
et al., 2004). Ja em amostras coletadas de 1996 a 2003 nao foi detectado G5,
caracterizando-se como um virus endémico (CARMONA et al., 2006).

O sorotipo G6 € raramente relatado e encontrado em humanos. Em
Campinas, Sao Paulo, foi identificado em 3 amostras de um total de 328 no ano
de 2004. Também foram encontrados nessas amostras G3 em 26,1%, G9 em
18,7%, G1 em 17,9% e G5 em 9% associados com P[8], entre 2003 e 2004
(MARTINI et al., 2008).

Os dados epidemiolégicos permitem verificar quais sorotipos estao
predominantes em um determinado tempo e regido. Muitas vezes eles apontam

para G1 como o sorotipo predominante, seguido de G2 e G9 (emergente),
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entretanto como ja relatado, isso ndo € uma regra, pois G9 também aparece
predominantemente e, em alguns casos, G3.

Devido a grande incidéncia dessa doenca muitos grupos se dedicaram
ao desenvolvimento de uma vacina. As vacinas vivas atenuadas administradas
oralmente foram o foco do desenvolvimento da maioria das estratégias de
imunizacado contra rotavirus por simular a protecdo conferida pela infeccao
natural (OFFIT, 2002).

Em 1998, uma vacina tetravalente rhesus-rotavirus - RRV-TV
(Rotashield®, Wyeth-Lederle), foi recomendada para a vacinagao rotineira de
bebés nos Estados Unidos com a administracdo de 3 doses com 2, 4, e 6
meses de vida (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
1999a). Entretanto, a RRV-TV foi retirada do mercado apés 1 ano do inicio de
Seu uso por causa de sua associacdo com casos de intussuscepcédo (CDC,
1999Db).

Atualmente duas geracdes de vacina estdo sendo distribuidas: Rotarix
(GlaxoSmithKline) e RotaTeq (Merck). A Rotarix € uma vacina monovalente,
composta de rotavirus humano atenuado G1P[8], sendo administrada a
primeira dose em criancas de 6 a 14 semanas e a segunda de 14 a 24
semanas, sendo que o intervalo entre elas deve ser no minimo de 1 més. Essa
vacina foi testada em alguns paises da América Latina como Brasil, Venezuela
e México (RUIZ-PALACIOS et al.,, 2006). A vacina Rotarix foi incluida no
Programa Brasileiro de Vacinacdo em marco de 2006, sendo aplicada em
criancas com idade entre 2 e 4 meses (SARTORI et al., 2008). Nos Estados
Unidos essa vacina foi aprovada no comeco de 2008 e nado foram relatados
casos de intussuscepcao. Atualmente 100 paises ja licenciaram essa vacina
(REISINGER et al., 2008, VESIKARI, 2008).

A RotaTeq € uma vacina pentavalente bovina-humana administrada em
trés doses. Ela é composta por particulas de sorotipo bovino atenuado (WC3)
contendo genes de rotavirus humano que codificam as proteinas VP4 (P1) e
VP7 (G1, G2, G3 e G4) e com replicacao limitada no intestino delgado. Essa
vacina foi licenciada nos Estados Unidos em fevereiro de 2006, sem notificacéo
de casos de intussuscepgdo e atualmente ela esté licenciada em 70 paises
(SARTORI et al., 2008; VESIKARI, 2008).
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Um estudo feito em Israel por Chodick et al. (2009) demonstrou que a
vacina Rotarix parece ser mais eficiente que a Rotateq, além de ter um custo
menor.

Recentemente no Brasil uma vacina pentavalante humana foi licenciada
no Instituto Butantan e tem sido desenvolvida para promover a protecao para
0s 5 sorotipos mais comuns no pais (G1, G2, G3, G4 e G9) (REISINGER et al.,
2008; VOLOTAO et al., 2006).

A vacinacao € uma importante pratica de imunizacdo. Devido a grande
variedade de combinacdes entre G e P, a vacina pode agir selecionando outros
sorotipos no ambiente. Como demonstrado por Gurgel et al. (2007), em
Sergipe, apos a introducdo da vacina Rotarix (G1P[8]), o gendtipo prevalente
foi G2P[4], ou seja a vacinacdo forneceu protecédo eficaz contra os sorotipos
nao-G2.

Estudos vém sendo feitos para entender melhor como o sistema imune
interage para eliminar o rotavirus. Franco et al. (2006) propuseram um modelo
no qual os antigenos de rotavirus estimulariam dois compartimentos da
resposta imune, um sistémico e outro de mucosa.

No sistema de mucosa o rotavirus € captado nas Placas de Peyer onde
sensibiliza linfécitos que passam a expressar moléculas de superficie que
permitem sua circulacdo pelo organismo e retorno as mucosas. As células
secretoras de anticorpos que retornam a lamina proépria do intestino secretam
IgA diméricas, aptas a mediar a expulsdo e exclusdo do virus. No
compartimento sistémico os antigenos estimulam as células B de memodria que,
mediados por receptores, recirculam no sangue, voltam ao baco e secretam
IgA e IgG monomérica que sdo 0s mais importantes anticorpos presentes no
soro. Contudo, a relacdo entre os anticorpos do soro e da cavidade intestinal
ainda ndo é completamente entendida, ja que alguns anticorpos sistémicos
podem potencialmente neutralizar virus no intestino e a IgA do soro pode se
correlacionar com a IgA intestinal (FRANCO et al., 2006).

A presenca desses anticorpos anti-rotavirus pode ser detectada por
ELISA em amostras de colostro, leite e soro, permitindo uma avaliacdo do grau
de exposicdo ao rotavirus, observacdo da presenca ou auséncia de

soroconversdo em criangas vacinadas, além de verificar um perfil do sorotipo
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mais incidente na populagdo (ASENSI et al., 2006; CARMONA et al., 2006;
GONZALES et al., 2005).

O aleitamento materno constitui uma das principais armas na prevencao
das diarréias causadas por patdbgenos como a Escherichia coli
enteropatogénica (EPEC) e Shigella. No trabalho de Araujo et al. (2005) foram
analisadas amostras de colostro e leite de 22 maes, verificando que as
concentracbes de IgA secretOria total apresentaram-se mais elevadas no
colostro com declineo acentuado na primeira semana e se mantiveram
constantes no decorrer da lactacdo. Foram também detectados anticorpos anti-
EPEC e anti-Shigella nessas amostras, determinando assim que as maes
tiveram um contato prévio com esses antigenos.

Nos ultimos anos tem sido estudado em detalhes os mecanismos de
protecdo conferidos pelos anticorpos secretores de classe IgA no colostro e
leite humanos contra gastroenterites causadas por bactérias diarreiogénicas
como Escherichia coli enteroinvasiva, EIEC (CARBONARE et al.,, 1995),
Escherichia coli enteroagregativa, EAEC (FERNANDES et al.,, 2001) e
Escherichia coli produtoras de Toxina Shiga, STEC (PALMEIRA et al., 2001).

O periodo de lactacéo é caracterizado por estagios de colostro e leite. O
colostro € uma secrecao liquida, amarelada, rica em proteinas, com alta
concentracdo de sodio, potassio, cloro e anticorpos, sendo produzido desde o
altimo trimestre da gestacdo até aproximadamente 72 horas pos-parto. Entre
30 e 40 horas apd6s o parto comeca a aumentar a producdo lactea até ser
considerado leite, sendo assim as concentracdes de sodio, cloro e proteinas
diminuem a medida que aumentam as concentracdes de lipideos, citrato e
lactose (LAMOUNIER et al., 2006).

Tanto o colostro como o leite proporcionam ao recém-nascido
importantes fatores de defesa contra agentes infecciosos aos quais eles estao
expostos ao nascimento e nos primeiros meses de vida. O leite é importante
também do ponto de vista materno, protegendo as glandulas mamarias contra
agentes infecciosos e prevenindo proliferacdo de células neoplasicas
(FERREIRA et al., 1998).

O sistema imune de mucosas no recém nascido ainda ndo se encontra
amadurecido. As Placas de Peyer contém apenas 0s centros germinativos

primarios, as células B da submucosa produzem apenas IgM e praticamente

26



Introducéo

nao se encontram células de memédria (CARBONARE et al., 2006). Dessas
consideracdes pode-se inferir a importancia do leite materno como alimentagéo
preferencialmente exclusiva para o recém nascido (FERREIRA et al, 1998).

A IgA secretéria (SIgA) é a imunoglobulina encontrada em maior
concentragao no leite e colostro humanos, a qual serve como primeira linha de
defesa das mucosas. As fungdes da SIgA na mucosa estdo relacionadas com a
neutralizac@o intracelular, excrecdo do virus e imunidade passiva. A SIgA
corresponde a 10% da proteina do leite e previne também a adesdo de
microorganismo na superficie intestinal (CARBONARE et al., 2006).

Os anticorpos secretores da classe IgA apresentam uma estrutura
peculiar, extremamente adaptada para agir nas condi¢cdes das superficies
mucosas. E uma imunoglobulina polimérica, formada por duas unidades de
IgA, interligadas pela cadeia J e pelo componente secretor (produzido pela
célula epitelial), que parece proteger as moléculas de anticorpo de serem
degradadas por acidos graxos e enzimas digestivas no estdbmago e intestino.
Os plasmadcitos na submucosa sintetizam o dimero de IgA e a cadeia J.
Durante a passagem da IgA através das células epiteliais da mucosa, o
componente secretor é adicionado e a IgA secretora completa € secretada no
limen (CARBONARE et al., 2006; NEWMAN, 1995).

Cada tipo de anticorpo que a mae sintetiza € resultado da ingestao,
inalacdo ou alguma outra forma de contato com o antigeno, sendo assim a
SIgA é especifica. Como a mae produz os anticorpos contra antigenos do
ambiente em que vive, a crianca recebe a protecdo contra os patdégenos
comuns de sua comunidade (NEWMAN, 1995). Além dos anticorpos, o colostro
e leite materno possuem outros elementos que promovem a defesa do lactente,
como lisozima e lactoferrina (GRASSI et al., 2001).

No caso da infeccdo por rotavirus, os trabalhos que exploram os
mecanismos de protec¢do conferidos pelos anticorpos secretores da classe IgA
s80 escassos e nao ha consenso a respeito do efeito protetor do aleitamento
materno na infeccéo por rotavirus.

Existem trabalhos na literatura que demonstram a presenca de
anticorpos no leite e colostro humanos reativos com rotavirus. Mas o possivel
papel destes anticorpos ainda nao foi totalmente definido (TAKAHASHI et al.,
2002; VAN DE PERRE, 2003).
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A protecao do colostro e leite materno foi estudada por Grumach et al.,
1993, em 66 maes, divididas em 3 grupos (bebés termos com peso
inadequado a idade gestacional, bebés pré-termo e de termos com peso
adequado a idade gestacional) que cederam colostro (48 horas) e leite (7, 15,
30 e 60 dias). Verificou-se a presenca de lisozima e IgA secretdria contra
rotavirus, Herpes simplex, Varicella zoster e Cytomegalovirus, demonstrando
gue a amamentacao € um importante contribuidor para defesa do sistema de
mucosas.

Mastretta, et al. (2002), estudando infeccdo nosocomial por rotavirus em
um grupo de 220 criancas hospitalizadas, observaram que a taxa de aquisicdo
da infeccdo entre as criancas amamentadas foi de 10,6% contra 32,4% no
grupo de criancas nao amamentadas. Além disso, a amamentacédo foi
associada a reducédo da incidéncia dos sintomas da diarréia. Asensi et al.
(2006) mostraram a capacidade de amostras de colostro, leite e soro em
neutralizar a infectividade de cepas de rotavirus SA-11, Wa e VA70, mas nao
conseguiram obter uma correlacdo entre o efeito inibitério e concentracéo de
IgA.

A atividade neutralizante dos anticorpos presentes no soro também foi
avaliada por Johansen e Svensson (1997) que demonstraram que IgA sérica
possuia capacidade de neutralizacdo do rotavirus e que reconhecia epitopos
tanto de VP4 quanto de VP7.

A eficacia dos anticorpos da classe IgA na protecéo contra o rotavirus ja
foi demonstrada em outras espécies. Bezerros neonatos foram inoculados
oralmente com rotavirus e apds 36 horas foi administrado também oralmente o
colostro imune proveniente de vacas imunizadas com rotavirus bovino
atenuado. Os resultados demonstraram que 0s anticorpos presentes no
colostro proporcionam protecao passiva contra o rotavirus, ja que os bezerros
alimentados com colostro ndo imune desenvolveram a doenca (PARRENO et
al., 2004). Esses resultados sdo consistentes com os previamente encontrados
em porcos gnobiodticos (PARRENO et al., 1999).

Outro aspecto que também tem sido estudado é a possivel neutralizacdo
do virus vacinal pelo aleitamento materno dado apds vacinacéo. Pichichero, et
al. (1990) e Rimer, et al. (1992) demonstraram que quando a vacina oral

Rhesus Rotavirus foi administrada junto com a amamentacdo houve uma
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diminuicdo da soroconversdo, ou seja, a amamentacao inibiu sua eficacia.
Essa relacdo também foi encontrada por Glass, et al. (1991) que observaram
uma taxa de soroconversdo de 45% e 56% em bebés amamentados e
alimentados com leite industrializado, respectivamente.

Como as proteinas VP4 e VP7 elicitam anticorpos neutralizantes, seria
relevante a pesquisa de anticorpos contra estes antigenos no leite e colostro
para se avaliar o possivel papel protetor destes anticorpos bem como uma
possivel interferéncia deles na soroconversdo pés-vacinal. Nao se conhece a
capacidade da IgA presente no colostro humano em neutralizar o rotavirus nem

seu perfil de reconhecimento dos antigenos VP4 e VP7.
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6 CONCLUSOES

» As amostras de colostro e leite possuem variados niveis de anticorpos
SIgA anti-rotavirus sorotipos G3P[2] e G9P[8].

» As amostras de colostro e leite apresentaram capacidade neutralizante
dos sorotipos G3P[2] e G9P[8] em variados graus.

» Outros fatores presentes no colostro e no leite, além dos anticorpos,

podem ser responsaveis pela neutralizacao viral observada.
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