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RESUMO

Streptococcus mutans (SM) sdo os principais patégenos da cdrie dental. Neste estudo
exploramos a influéncia do sistema imune de mucosa na infeccdo inicial pelo SM em
criangas altamente expostas a este microrganismo. Cento e dezenove criancas, com idade
inicial entre 5 a 13 meses de idade foram analisadas no inicio do estudo (TO) e ap6ds 6 (T6),
12 (T12) e 18 (T18) meses, amostras bucais foram coletadas para determinacdo dos niveis
de infeccdo por SM, através do cultivo em mitis salivarius 4gar com bacitracina. Os niveis
de IgA, IgA1 e IgM foram também determinados em amostras de saliva, através de ensaios
de ELISA. Um subgrupo de 21 criancas infectadas por SM (entre TO e T6) foram pareadas
a outras 21 criancas da amostra sem niveis detectdveis de SM. As reacdes entre anticorpos
IgA da saliva com antigenos (Ags) de SM foram comparadas entre estes subgrupos, através
de ensaios de western blot. A intensidade das bandas reativas foi determinada através da
densitometria e expressas como unidades arbitrarias (ua). A reatividade de IgA salivar com
peptideos derivados da seqiiéncia da GbpB, preditos como regides ligantes a MHC de
classe II, foram também avaliados através de multiplex com o Luminex. Os niveis salivares
de IgA aumentaram com a idade (de 82,4 a 823,4ug/ml), enquanto que os niveis de IgM
mantiveram-se baixos durante todo o estudo (média:4,2-2,8 pug/ml). Os niveis de infec¢ao
por SM foram maiores em T6 (média:45 ufc/drea) e uma forte resposta de IgA aos Ags de
SM pdde ser detectada logo aos 6 meses de idade. A resposta de IgA anti-GbpB foi
observada em 38% das 21 criangas infectadas por SM, enquanto que 73% dos pares nao
infectados apresentavam estes anticorpos (Qui-quadrado, p<0.03). Um pico de resposta de
IgA a GbpB ocorreu durante a fase de maior desafio de infeccdo (T6). Nao houve
diferencas significativas nos padrdes de reatividade de IgA aos diversos peptideos de GbpB
testados, entre os grupos de criancas infectadas e ndo infectadas por SM. Os resultados
indicam que uma resposta complexa de IgA a SM pode ocorrer a partir dos 6 meses e que a
especificidade de resposta a Ags envolvidos na viruléncia podem influenciar na
susceptibilidade a infeccdo por SM. Nenhum dos peptideos da GbpB correspondeu as
intensidades de resposta a GbpB nativa observadas entre os pares de criangas estudados.

Palavras-chave: infeccdo inicial por Streptococcus mutans, sistema imune de mucosas
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ABSTRACT

Mutans streptococci (MS) are the main pathogens of dental caries. In this study we
explored the influence of the muccosal immune system in the initial colonization by MS in
children highly exposed to this microorganism. A total of 119 children, who were of 5 to 13
months of age, were enrolled in this prospective study. MS levels of infection were
determined in cultures on mitis salivarius agar with bacitracin at baseline (TO0), 6 (T6), 12
(T12) and 18 months (T18)-of follow-up. Saliva samples were also collected at all phases
of the study for determination of the levels of antibodies IgA, IgA1l and IgM in ELISA
assays. A subset of 21 MS-infected early between TO and T6 were matched to other 21
children, but who were not MS-infected. Patterns of IgA antibody reactivity to MS Ags
were compared between these 21 pairs through assays of western blot. Intensities of IgA-
reactive bands were determined densitometrically and were expressed as arbitrary unit (au).
Reactivities of salivary IgA antibodies to peptides derived from the GbpB sequence, which
were predicted as having affinity to MHC of class Il molecules were evaluated in multiplex
with the help of the Luminex technology. Levels of antibody IgA in saliva increased with
age (82.4-823.35 ug/ml), while levels of IgM remained at low levels (mean:4.2-2.78
pg/ml). The highest levels of MS infection in the infected group were observed at T6
(mean:45 cfu/plate). Robust responses to SM antigens were detected in children as early as
6 months of age. Only 38% of early-infected children carried IgA-reative GbpB while this
antigen was recognized by the majority (73%) of children that were not infected by these
microorganisms (chi-square, p<0.03). A peak of IgA response to GbpB occurred during the
phase of highest SM infectious challenge (by T6). All the GbpB-derived peptides have
shown reactivity with salivary IgA, independently of the status of MS infection. The results
indicated that complex salivary IgA responses to MS Ags can occur by 6 months of age and
that the patterns of salivary IgA specificities might influence in the susceptibility of initial
infections to MS. Neither of the peptides tested corresponded to differences in response to
the native protein observed between the pairs of children studied.

Keywords: Initial infection to Streptococcus mutans, mucosal immune system
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1 INTRODUCAO

Streptococcus mutans (SM), principal patégeno da cérie dentdria, apresentam
um conjunto de fatores de viruléncia que os tornam capazes de se aderir e se acumular no
biofilme dentdrio na presenca de sacarose, desencadeando a desmineralizacdo dos tecidos
dentdrios, uma vez que estes microrganismos toleram e produzem grandes quantidades de
acidos, a partir do seu metabolismo.

Trés grupos de antigenos (Ags) associados a superficie celular destes
microrganismos tém sido amplamente estudados, pois participam do processo de aderéncia
e acimulo de SM no biofilme dentério. Estes incluem a adesina antigeno I/Il (Ag I/II), as
glucosiltransferases (Gtfs) e as proteinas ligantes de glucano (Gbp de Glucan-binding
protein). As Gtfs catalisam a sintese extracelular de glucanos soliveis e insoliveis em dgua
a partir da sacarose, sendo essenciais para o estabelecimento de SM no biofilme dentério
(Hajishengallis & Michalek, 1999). Trés enzimas Gtf, GtfB, GtfC e GtfD, foram
identificadas nesta espécie bacteriana, sendo estas, os fatores de viruléncia mais estudados
de SM. Pelo menos quatro Gbps sdo expressas por SM, GbpA, GbpB, GbpC e GbpD
(revisado por Banas e Vickerman, 2003). Diversos estudos demonstraram que a imunizacgao
com Gtfs e GbpB confere protecdo contra o desenvolvimento de carie dentdria, sob
condi¢des de alta exposi¢do a sacarose em modelos animais (Smith & Taubman, 1996;
Smith et al., 1997; Jespersgaard et al., 1999; Smith et al., 2003a). Estes estudos permitiram
a realizacdo dos primeiros estudos clinicos, para viabilizar a aplicagdo destes Ags em
vacinas anti-cdrie em adultos e criangas (Smith & Taubman, 1990; Childers et al., 1999).

Pouco se sabe sobre a influéncia da resposta imune adaptativa a Ags das Gtfs e

das Gbps no estabelecimento de SM no biofilme dentdrio. Estudos sdo necessdrios para se



estabelecer uma relacdo entre a producdo de anticorpos especificos a estes Ags € 0 processo
de colonizacd@o bucal e viruléncia de SM em criangas, principalmente durante as fases de
aquisicao inicial destes microrganismos.

Embora o alto consumo de sacarose, freqiientemente promova intensa infeccao
por SM e quadros severos de cdrie (Van Houte er al., 1982), um grupo pequeno de
individuos, altamente expostos a sacarose, ndo desenvolve esta doenca. Em estudo anterior
de criangas que freqiientavam creches publicas em Piracicaba (Escolas Municipais de
Ensino Infantil — EMEIs), onde uma dieta rica em sacarose € oferecida, observou-se
colonizagdo precoce por SM (Mattos-Graner et al., 2001a; Klein et al., 2004). Altos niveis
de infec¢do estiveram associados a alta incidéncia de cdrie em um ano, mas um pequeno
subgrupo de criangas altamente infectadas em idade precoce, ndo desenvolveu a doenca
(Mattos-Graner et al., 2001a). Este subgrupo apresentou uma redug@o dos niveis iniciais de
SM durante um ano de acompanhamento. Grandes oscilagdes nos niveis bucais de SM apds
os 30 meses de idade foram observados em outras populacdes de baixo risco de cérie
(Smith et al., 1998). Variacdes nas condi¢des imunoldgicas e na viruléncia de genétipos de
SM podem contribuir para estas observagoes.

Uma alta diversidade de padrdes de anticorpos IgA salivares a Ags de SM entre
criancas e adultos foi previamente descrita (Camling & Kohler, 1987; Bratthall er al.,
1997), mas até hoje ndo foram identificados padrdes especificos de resposta associados a
susceptibilidade a infec¢do. Uma das hipdteses exploradas no presente estudo foi a de que a
intensidade e especificidade de resposta imune adaptativa a Ags de SM, envolvidos na sua
viruléncia, poderiam inibir o estabelecimento destes microrganismos na cavidade bucal,

durante a fase inicial de colonizagdo.



O conhecimento do potencial imunolégico em criancas e sua relacio com a
susceptibilidade de infeccado podem fornecer dados importantes para o desenvolvimento de
vacinas para o controle da cérie dental. Inimeras formas de elaborac¢do de vacinas anti-cérie
vém sendo desenvolvidas. Estudos com Ag I/II, Gtf e Gbps em ratos e macacos, através de
imunizagdes sistémicas, mucosas ou passivas parecem promissores. Em humanos,
imuniza¢des das mucosas oral e nasal de adultos e criangas com Gtf demonstraram
aumento dos niveis salivares de IgA (Smith & Taubman, 1987) e IgAl (Childers et al.,
1994; Childers et al., 2002; Li et al., 2003; Childers et al., 2003). Procura-se ainda,
desenvolver Ags imunogénicos contendo dominios funcionais conservados de Gtfs e Gbps.
Assim, a incorpora¢do de dominios cataliticos das Gtfs, associados a peptideos de GbpB
com caracteristicas de interacdo a moléculas MHC (de Major Histocompatibility Complex)
de classe II parece potencializar o efeito da vacinacdo em modelos animais (Smith er al,
2005). A identificacio de dominios antigénicos naturalmente imunodominantes € com
funcdo protetora em humanos, pode ainda fornecer dados importantes na busca de uma

vacina anti-carie.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Infeccao inicial por microrganismos bucais.

Ao nascer, o recém nascido entra em contato com diversos microrganismos do
ambiente. A cavidade oral € uma via primdria de entrada de bactérias e outros
microrganismos (Berkowitz et al.,1980), e alguns destes, embora passem pelas mucosas,
nao sao capazes de colonizd-las (Smith & Taubman, 1992). No entanto, outros
microrganismos tornam-se residentes das superficies mucosas, modificando-a e permitindo
o estabelecimento de outros microrganismos. Desta maneira ocorre um aumento da
complexidade das comunidades microbianas das mucosas (Marcotte & Lavoie, 1998).
Estreptococos representam a maioria das bactérias que colonizam primeiramente a cavidade
bucal, constituindo uma microbiota comensal. Algumas espécies de estreptococos sio
pioneiras por produzirem IgAl proteases, glisosidases e adesinas (Frandsen et al., 1991;
Kilian & Holmgren, 1981; Reinholdt & Kilian,1987). Logo apds o nascimento, com um
més de vida, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis biovar 1 e Streptococcus oralis
(Pearce et al., 1995) ja puderam ser identificados em criangas saudaveis. Em criancas de 30
dias de vida, S. mitis biovar 1 e S. oralis foram identificadas na boca e compreenderam
55% dos estreptococos isolados, enquanto que S. salivarius constituiu 25,3% de isolados
(Pearce et al., 1995). Streptococcus mitis compreenderam a maioria dos estreptococos orais
detectaveis em criancas de 1 a 5 meses de idade (Smith ez al., 1990).

Assim que os dentes come¢am a erupcionar na cavidade bucal, surgem novos
sitios de colonizacdo e a microbiota oral torna-se progressivamente mais complexa. A
presenca de superficies dentais ndo descamativas € suficiente para a coloniza¢do por varios

estreptococos orais, tais como Streptococcus gordonii (Tappuni & Challacombe, 1993) e



Streptococcus sanguinis (Carlsson et al, 1975). Carlsson et al. (1975) foram os primeiros a
descrever a histéria natural de colonizagdo por Streptococcus sanguinis na cavidade oral,
observando que esta espécie ndo foi detectada antes da emergéncia dos dentes e que a
colonizagdo destes, precedia a de Streptococcus mutans. Estes dados foram confirmados em
um estudo longitudinal realizado com criangas americanas, em que a colonizacdo inicial
por S. sanguinis ocorreu durante uma discreta “janela de infectividade”, por volta dos 9
meses de idade, estando relacionada significativamente com a erupcdo do primeiro dente,
que ocorreu em uma idade mediana de 7,1 meses (Caufield et al., 2000). Este estudo
mostrou ainda, que os niveis de S. sanguinis diminuiram com a idade e que criangas que
nao albergavam niveis detectdveis de SM tinham niveis de S. sanguinis significativamente
maiores na saliva, quando comparadas a criancas infectadas por SM. Esta “janela de
infectividade” observada para S. sanguinis é andloga a uma janela de infectividade
posterior, observada por Caufield et al. (1993), para aquisicdo de SM.

Um estudo pioneiro analisando a colonizagdo inicial por SM e sua associagdo
com o desenvolvimento de cdrie dentdria (Alaluusua & Renkonen, 1983) mostrou que
criancas com niveis detectdveis de SM, aos 2 anos de idade, apresentavam uma incidéncia
de cérie, onze vezes superior do que criangas, com mesma idade, ndo colonizadas por este
microrganismo. Posteriormente, Kohler et al. (1988) observaram criangas altamente
colonizadas por SM, também aos 2 anos de idade, durante a erup¢do dos primeiros dentes,
quando sua microbiota comensal estava se estabelecendo. Os autores mostraram um indice
médio de cdrie, dez vezes superior em criancas infectadas por SM do que criancas

colonizadas mais tardiamente por estes microrganismos.



Estudos longitudinais demonstraram que SM se implantaram mais tardiamente
na cavidade bucal de criangas, quando comparados a outras espécies de estreptococos orais
(Caufield et al., 1993, Smith et al., 1993, Smith et al, 1998). Smith et al. (1993),
verificaram que somente 7% das criangas com apenas os incisivos irrompidos (idade média
de 9,2 meses) apresentaram niveis detectaveis de SM, enquanto que todas se encontraram
colonizadas por Streptococcus mitis (biovar 1), 79% por Streptococcus salivarius e 50%
por Streptococcus sanguinis.

A histéria natural da coloniza¢do bucal por SM foi analisada em um estudo
prospectivo com 48 criangas, do nascimento aos cinco anos de idade, cujas maes eram
altamente colonizadas pelo SM (Caufield et al., 1993). Neste estudo, todas as criancas que
adquiriram SM foram colonizadas entre as idades de 19 a 31 meses, sendo que as criangas
que ndo apresentaram niveis detectdveis desta bactéria durante este periodo definido, nao
foram colonizadas até o final do estudo, quando estavam com cinco anos de idade. Este
periodo de 19 a 31 de idade foi referido como a “janela da infectividade de SM”, ja que
apo6s este periodo, houve uma reducdo do risco de infeccdo por este microrganismo. As
razdes para a delimitacdo desta “janela de infectividade” ainda ndo sdo completamente
entendidas, mas podem estar associadas com a erup¢do dos molares, os quais oferecem uma
superficie oclusal retentiva e um habitat livre de microrganismos quando recém irrompidos,
fato este que permitiria sua coloniza¢do por SM, sem exigir uma prévia competicdo com
outras bactérias indigenas. Estudos posteriores, realizados em criancas americanas,
confirmaram esta “‘janela de infectividade”, em que a aquisi¢do inicial de SM ocorreu entre
13 e 36 meses de idade (com idade média de 28 meses), bem apds a erupg¢do inicial dos

dentes (Smith et al., 1998).



Por outro lado, a aquisicao inicial por SM pode ocorrer antes deste periodo de
janela de infecc¢ao (19-31 meses), quando criancas sd@o expostas a um elevado consumo de
sacarose € ao contato com a saliva de individuos altamente infectados (Berkowitz et al,
1980; Kohler & Adreen, 1994; Mattos-Graner et al., 2001a; Tanner et al., 2002; Klein et al,
2004). As maes parecem ser a principal fonte de infec¢do por SM das criangas, o que foi
determinado por andlise de fenotipagem e genotipagem de cepas isoladas de pares mae-
filho(a) (Li & Caufield, 1995). Entretanto, outras fontes nao maternas, podem estar
envolvidas na infec¢do inicial por SM, como sugerido por alguns estudos realizados em
criangas que freqiientam creches (Li & Caufield, 1995, Mattos-Graner et al., 2001a; Klein
et al., 2004). Diversos outros fatores comportamentais, intrinsecos ao hospedeiro e
ambiental podem influenciar na infeccdo inicial por SM (Tanzer et al., 2001), como por
exemplo, variagdes nos hdbitos dietéticos, de higiene bucal e deficiéncias imunoldgicas.
Dentre estes, os fatores que influenciam na maturagao do sistema imunolégico de mucosas
precisam ser mais bem investigados (Hajishengallis & Michalek, 1999; Michalek et al.,
2002).

A alta exposi¢do a sacarose, embora favoreca a colonizacio intensa por SM e
esteja relacionada ao desenvolvimento de quadros severos de cédrie (Van Houte ef al.,
1982), ndo parece explicar totalmente a infeccdo precoce por estes microrganismos. Na
populacdo brasileira de criancas atendidas em creches publicas e que possuem uma dieta
altamente cariog€nica, observou-se uma prevaléncia de SM em 70,8% entre criangas entre
12 a 19 meses de idade, sendo que 10% das criancas, deste grupo eram altamente
colonizadas por estes microrganismos (Mattos-Graner et al, 1998). Os niveis de infec¢ao

aumentaram até os 24 meses de idade e apds isto, tenderam a se estabilizar (Mattos-Graner



et al, 200la), o que € compativel com o conceito de fechamento da “janela de
infectividade” por volta dos 31 meses de idade proposto por Caufield er al. (1993).
Portanto, estes dados sugerem que as estratégias para controle de infec¢do por SM devem
ser realizadas antes da maior fase de desafio de infeccdo por este microrganismo, ou seja,

entre os 12 e 18 meses (Mattos-Graner et al., 2001a; Smith et al., 2003a).

2.2. Streptococcus mutans (SM) e seus antigenos de viruléncia.

Streptococcus mutans representam o principal agente etiol6gico da cdrie dental
em humanos (Loesche, 1986). A associacdo do SM com cdrie dental foi primeiramente
descrita, por Clarke em 1924, em criancas inglesas. Clarke isolou este microrganismo de
lesdes de cérie e descreveu-os como estreptococos “mutantes”, pois estes apresentavam
uma morfologia de cocos mais achatados, semelhantes a bacilos. Durante vérios anos,
nenhum novo relato foi acrescido a literatura, mas a partir de 1956, estes microrganismos
foram redescobertos como o agente etioldgico principal da cérie dental, através de
experimentos em animais (Fitzgerald et al., 1960; Fitzgerald & Keyes, 1960; Krasse, 1966).
Atualmente a espécie Streptococcus mutans é considerada integrante do conjunto de
espécies do grupo mutans. Os estreptococos do grupo mutans incluem sete espécies
distintas, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus (ambas exclusivas de humanos),
Streptococcus rattus (isoladas de ratos e de humanos em algumas populacdes),
Streptococcus cricetus (isoladas de hamsters), Streptococcus ferus (de ratos selvagens),
Streptococcus downei e Streptococcus macacae (em macacos) (Whiley & Beighton, 1998).

Inimeros estudos epidemioldgicos tém investigado o grau de infec¢do por SM

em populacdes de diversas partes do mundo e sua relacdo com a prevaléncia de cérie dental



(Bratthal, 1991). A espécie Streptococcus mutans tem sido a mais estudada pela sua mais
freqiiente relacdo com o desenvolvimento de cérie, como demonstrado em estudos de
deteccao destes microrganismos por métodos de cultivo laboratorial (revisado por Li et al.,
2003) e por métodos moleculares (Becker et al., 2002). Esta espécie foi a primeira da
cavidade bucal a ter o seu genoma seqiienciado (Ajdic et al., 2002). O seqiienciamento do
genoma de cepas de outras espécies de estreptococos bucais estd em andamento, e incluem
outra espécie do grupo mutans (S. sobrinus), S. sanguinis € S. gordonii (Duncan, 2003).

Streptococcus mutans possui uma grande variedade de mecanismos para
colonizar a superficie dentdria e se tornar uma espécie numericamente significante no
biofilme dental (Bratthall & Kohler, 1976; Burne et al., 1998; Kuramitsu, 2001). Este
microrganismo reune varios fatores de viruléncia para o desenvolvimento da cérie dental,
como a acidugenicidade e aciduricidade; a capacidade de ades@o e acimulo nas superficies
dentérias; a sintese de polissacarideos intracelulares como forma de armazenamento de
substrato e de polissacarideos extracelulares soluveis e insoliveis em dgua (Loesche, 1986;
Tanzer, 1992; Hajishengallis & Michalek, 1999). Para colonizar a cavidade oral, SM
precisa de superficies duras, ndo descamativas, sobre as quais coloniza e se acumula como
parte da complexa microbiota do biofilme dentario, denominado de placa dental.

A fase inicial de colonizacdo € dependente da interacdo especifica entre SM e
proteinas/glicoproteinas de origem salivar e microbiana adsorvidas as superficies dentérias
(pelicula adquirida do esmalte dental). Esta ligacdo inicial a pelicula adquirida envolve
interagdes especificas com adesinas microbianas. Diversas adesinas bacterianas foram
identificadas em diversas espécies de estreptococos da placa dental (Hasty et al., 1992).

Entre elas, estd uma familia de proteinas denominadas de antigeno /Il (Ag I/ID),
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primeiramente descrita por Russell & Lehner (1978). O Ag I/II foi identificado em diversas
espécies de estreptococos (Bowen et al., 1991), inclusive na espécie SM (Russell & Lehner,
1978). Streptococcus mutans nao &, entretanto, considerado como bom colonizador
primdrio, pois outros estreptococos nao patogé€nicos, por exemplo, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis e Streptococcus sanguinis, apresentam adesinas de maior afinidade
aos componentes salivares adsorvidos ao dente, o que os conferem uma vantagem
competitiva (Smith ez al, 1993 Caufield et al., 2000). Além disto, estas espécies comensais
produzem IgAl proteases que promovem a degradacdo de IgAl presente na saliva
(Hajishengallis et al., 1992).

Outro importante mecanismo de patogenicidade do SM € a desmineralizacio do
esmalte dental, pelo acido latico produzido no seu metabolismo fermentativo (Stephan,
1944, Aires et al., 2006). No entanto, para que haja producdo de 4cido suficiente para
sustentar a desmineralizagdo progressiva do esmalte, hd necessidade de aumento da
proporcdo de SM no biofilme dentario (Tenuta et al., 2003), a qual é favorecida pela alta
tolerancia destas espécies a baixo pH (Burne, 1998). Streptococcus mutans é capaz de se
acumular no biofilme através da sintese e interacdo com uma matriz de extracelular de
glucanos insoluveis (Smith & Taubman, 1990). Este processo de acimulo € iniciado pela
atividade de glucosiltransferases (Gtf) secretadas por SM (Russell er al, 1999;
Hajishengallis & Michalek, 1999; Michalek er al., 2001). As Gtfs sintetizam vérias formas
de glucanos extracelulares de alto peso molecular, a partir da sacarose. Estes polimeros de
glucanos, por sua vez, possibilitam a agregacdo de SM a outros estreptococos orais,
aparentemente através da interacdo com proteinas ligantes de glucanos associadas a

superficie celular. Quatro Gbps foram identificadas para a espécie SM, GbpA, GbpB, GbpC
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e GbpD (Banas et al., 1990; Smith et al., 1994a, Sato et al, 1997 e Shah & Russell, 2004,
respectivamente). Estas proteinas podem ser secretadas ou associadas as superficies
celulares (GbpA, GbpB e GbpD) ou ligadas covalentemente a parede celular (GbpC) e
apresentam diferentes afinidades a polissacarideos, (revisado por Banas & Vickerman,
2003).

A andlise funcional das proteinas de viruléncia € fundamental para
compreensdo dos mecanismos moleculares de viruléncia de SM e conseqiientemente para o

desenvolvimento de estratégias para controle de infeccao por estes microrganismos.

2.2.1. Antigenos I/I1 (Ag I/IT).

Os antigenos I/II correspondem ao grupo de adesinas de superficie expressas
pelo Streptococcus mutans, € que sao também conhecidas como SpaP, Pac ou P1 e, nos
Streptococcus sobrinus, SpaA. Estudos prévios (Demuth et al, 1988), sugeriram que a
ligacdo inicial do SM a pelicula adquirida seria mediada por esta proteina de superficie
celular, de peso molecular aproximado de 185 kDa. Esta adesdo ocorreria pela ligacdo desta
adesina as aglutininas ligadas a hidroxiapatita do esmalte (Demuth et al. 1988, 1990; Brady
et al., 1992). Segundo Brady er al. (1992), se estas proteinas salivares estivessem na fase
fluida, ocorreria a agregacdo de bactérias, o que facilitaria a remocdo destas bactérias
agregadas da cavidade bucal através do fluxo salivar. O Ag I/Il é uma proteina de
superficie, a qual foi isolada como dois polipeptideos (antigeno I e antigeno II) de extratos
tratados com duas proteases (pronase e tripsina) (Russell et al., 1980). Anélises
subseqiientes mostraram que o antigeno II (proteina de 69 kDa) era parte integrante do

antigeno I, sendo que este dltimo contém o sitio de clivagem pelas proteases.
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Esta familia de proteinas de superficie liga-se a glicoproteinas salivares e
outros microrganismos (Navarre & Schneewind, 1999) e parece participar na viruléncia e
no sucesso de SM em colonizar as superficies dentdrias (Jenkinson & Demuth, 1997). O
gene que codificada esta adesina Ag I/Il de 185 kDa foi clonado e seqiienciado por dois
grupos de pesquisa independentes (Kelly et al, 1989; Okahashi et al., 1989), sendo
denominados de spaP e pac, respectivamente. Estudos moleculares t€m mostrado que os
genes que codificam Ag I/II sdo altamente conservados entre os sorotipos de SM. Outras
espécies de estreptococos bucais também apresentam proteinas altamente homoélogas ao
Agl/Il de SM (Brady et al., 1991; Ma et al., 1991). Diversas espécies de estreptococos orais
apresentam, no entanto, adesinas de maior afinidade a componentes da pelicula adquirida
do esmalte do que SM (Frandsen et al., 1991; Liljemark & Bloomquist, 1996). Estas
espécies compreendem Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis,
Streptococcus gordonii, sendo classificadas como colonizadores primérios dos dentes.

O gene pac contém 4695 pares de bases (pb) nucleotidicas, codificando uma
proteina, a qual contém um peptideo sinal de 38 aminodcidos e possui duas seqiiéncias
internas repetidas, uma rica em alanina e outra em prolina (revisado por Hajishengallis &
Michalek, 1999). A representacdo esquematica das principais regides da seqii€ncia protéica
do Ag I/Il encontra-se na Figura 1. O dominio amino-terminal contém a regido rica em
alanina e provavelmente consiste em um dominio de ligacdo as glicoproteinas salivares
(Crowley et al., 1993; Moisset et al., 1994, Sciotti et al., 1997). Ha evidéncias de que as
areas ricas em prolina fornecem uma aderéncia adicional as superficies (Munro et al.,
1993). Além disto, regides mais centrais da seqiiéncia do Ag I/Il revelaram ter associagdo

com epitopos de adesdo imunodominantes de células B e T (Kelly et al., 1995). A regido
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carboxi-terminal contém uma parte que reage cruzadamente com IgG humana (Moisset et
al., 1994). O Ag /Il de SM apresenta homologia com o SpaA de S. sobrinus (Moisset et
al., 1994) e outras adesinas desta familia em S. sanguinis, S. gordonii, S. intermedius, S.
oralis, S. anginosus (Ma et al., 1991). O Ag /Il tem ainda, uma outra regido que é uma

seqiiéncia de ancoragem a parede celular bacteriana (Bleiweis et al., 1992).

Regiao de ligacédo a saliva Regido de reagao cruzada com IgG Regido de Ancoragem
humana a parede celular
4+—p) —

B — & s
Peptideo Repeticdes ricas Repeticdes ricas

Sinal em Alanina em Prolina
| | | | Residuos de
I I I | aminoacidos
0 500 1000 1500

Figura 1 - Representacdo esquematica das regides funcionais do Ag I/II. Adaptado de Hajishengallis
& Michalek (1999).

Estudos de Love er al. (1997) mostraram que Ag I/Il de SM liga-se ao
coldgeno, o que pode favorecer a capacidade deste microrganismo de invadir os tibulos
dentindrios quando héd exposicdo da dentina. Outro estudo mostrou que o Ag I/Il também
pode se ligar a outras moléculas da matriz extracelular, como fibronectina, laminina e
queratina (Sciotti et al., 1997). Desta maneira, Ag I/Il parece possuir uma versatilidade de
tipos de interacdes sob condi¢des em que a desmineralizagdo dentdria leva a exposicao de
moléculas da matriz protéica dentindria, o que contribui para a progressao das lesdes de
carie dentindria e disseminacdo da bactéria pelo canal radicular (Hajishengallis &

Michalek, 1999). A participagdo do Ag I/Il na adesdo aos componentes da pelicula
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adquirida do esmalte fundamentou o interesse nesta proteina como um potencial candidato

a vacina anti-carie.

2.2.2. Glucosiltransferases (Gtf).

Ap6s aderéncia inicial de SM a superficie dentdria, este microrganismo comega
a se acumular sobre os dentes, através de um mecanismo independente, relacionado a
sintese de polimeros de glicose extracelulares a partir da sacarose, mediado pelas
glucosiltransferases (Gtfs), que sao produzidas pelos SM (Kuramitsu, 1993; Michalek et
al., 2001). As Gtfs s@o proteinas de alto peso molecular (140-160 kDa) e SM expressam
trés Gtfs, GtfB, GtfC e GtfD (Shiroza et al, 1987; Hanada & Kuramitsu, 1988; Hanada e
Kuramitsu, 1989), as quais, apresentam 50% de homologia nas suas seqiiéncias de
aminodcidos, sendo que GtfB e GtfC apresentam 75% de homologia. As Gtfs possuem
cerca de 1500 aminodcidos (1477 e 1456 aminoécidos para GtfB e GtfC, respectivamente),
e apresenta dois dominios de maior importancia (Figura 2): um dominio catalitico,
localizado apds a sua extremidade amino-terminal, o qual se liga a sacarose e a hidrolisa
(Mooser et al., 1991) e um dominio carboxi-terminal caracterizado por diversas repeti¢des
de aminodcidos, que se liga ao glucano recém sintetizado, sendo também necessdrio para a
atividade enzimdtica de extensdo e crescimento das cadeias de glucano (Mooser & Wong,

1988; Kato & Kuramitsu, 1990).
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Figura 2 - Representagdo esquemadtica das regides funcionais da Gtf. Adaptado de Hajishengallis &
Michalek (1999).

Os isotipos de Gtf, GtfB, GtfC e GtfD, produzem glucanos com graus distintos
de solubilidade em dgua, dependentes do tipo de ligacdes glicosidicas catalisadas (revisado
por Banas & Vickerman, 2005). Tsumori & Kuramitsu (1997) demonstraram, através da
constru¢do de mutantes knockout de cada gene gtf, a importancia das glucosiltransferases
na aderéncia in vitro de SM, na presenca da sacarose. Os resultados deste estudo
demonstraram que o mutante g#fC, na presenca de 1% de sacarose, apresentou somente
1,1% de células aderidas a superficies lisas in vitro, enquanto que a cepa selvagem
apresentou 77,9% de células aderidas. A inativacdo do gene g#fB, nos mesmos ensaios,
ocasionou uma redugdo de 4 vezes da aderéncia, uma vez que sua porcentagem de
aderéncia foi de 18,1%. Em contraste, o mutante g#fD” praticamente ndo demonstrou
alteracdes (61,4% de células aderidas) na aderéncia dependente de sacarose in vitro
(Tsumori & Kuramitsu, 1997). Desta maneira, os dados deste estudo sugeriram um papel
mais significativo do gene g#fC no mecanismo de colonizagdo de SM. Por outro lado,
estudos em modelos animais com a cepa de SM UA 130 indicaram a participac@o do isotipo
GtfD na viruléncia de SM, sob dieta contendo 56% de sacarose (Yamashita et al., 1993).

Estes estudos demonstraram que a sintese extracelular de glucanos insoliveis em agua
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(ricos em ligacdes do tipo a-1-3) pelas GtfB e GtfC € mais importante para a
cariogenicidade do que os glucanos soltveis (ricos em ligacdes do tipo a-1-6) produzidos
pela GtfD, e que a sintese extracelular de glucanos insoliveis em dgua, € essencial para a
habilidade destas bactérias, de se acumular no biofilme dental e induzir carie dental (Munro

et al., 1991, Yamashita et al., 1993; Tsumori & Kuramitsu, 1997).

2.2.3. Proteinas Ligantes de Glucanos (Gbps).

A interacdo molecular, das células de SM com a matriz extracelular de
glucanos, nao é completamente entendida, mas, um grupo heterogéneo formado por
proteinas, que se liga a glucano, é denominado de proteinas ligantes de glucanos (Gbp, de
Glucan-binding protein). Streptococcus mutans expressam, pelo menos, 4 Gbps distintas,
que sdo nomeadas de GbpA, GbpB, GbpC e GbpD de acordo com a ordem em que foram
primeiramente descritas (revisado por Banas & Vickerman, 2003). A GbpA (Russell et al.,
1985), GbpB (Smith er al., 1994a), GbpC (Sato et al,1997) e GbpD (Shah & Russell, 2004)
e seus respectivos genes, gbpA, gbpB, gbpC e gbpD, foram clonados e seqiienciados (Banas
et al, 1990; Mattos-Graner et al., 2001b; Sato et al., 1997, Shah & Russell, 2004,
respectivamente) por diferentes grupos. A despeito das afinidades por glucanos, estudos
genéticos e bioquimicos indicaram que as Gbps formam um conjunto heterogéneo de
proteinas com funcdes bioldgicas distintas (revisado por Banas & Vickerman, 2003).

Uma vez que o acimulo de SM no biofilme dentdrio, a partir da matriz
extracelular de glucanos, parece ser essencial para a patogenicidade de SM, hd grande
interesse no estudo destas Gbps, as quais poderiam participar da interacdo das células

bacterianas a matriz extracelular de glucanos. Assim, mutantes knockout dos genes gbps
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foram construidos em SM e testados quanto a formagdo de biofilme e a viruléncia em
modelos experimentais (Hazlett et al., 1998, Banas & Vickerman, 2003; Mattos-Graner et
al., 2006).

A GbpA € uma proteina secretada, de peso molecular de 74 kDa (Russell,
1979). Banas et al. (1990) seqiienciaram o gene gbpA de 1689 pb e verificaram que a
seqiiéncia protéica apresentava de 38 a 58% de homologia com o dominio carboxi-terminal
das Gtfs. Hazlett et al. (1999) mostraram que GbpA contribui para o desenvolvimento da
placa formada por SM e que a inativagdo de gbpA modificou a arquitetura do biofilme in
vitro, embora tenha promovido aumento da viruléncia da cepa mutante, quando comparada
com a cepa selvagem.

A GbpB foi identificada e purificada de fluidos de culturas de SM por
cromatografia de troca iOnica; apresenta peso molecular aparente de 59 kDa em géis SDS-
PAGE e € bioquimicamente e imunologicamente distinta, das outras Gbps, expressa pelo
SM e Streptococcus sobrinus (Smith et al., 1994a). O gene que codifica esta proteina
(gbpB) foi clonado e seqiienciado a partir da cepa SJ32 (Mattos-Graner et al., 2001b) de
SM, de onde a GbpB foi originalmente purificada. A quantificacio de GbpB em
sobrenadantes de culturas de mais de 80 isolados de SM, através de imuno-ensaios com
anticorpos especificos, revelaram que a GbpB € produzida por todos os genétipos de SM
testados (Mattos-Graner et al., 2001b). A anélise dos genes gbpB dos isolados clinicos de
SM revelaram polimorfismos, principalmente na area central da proteina, sugerindo uma
conservacdo funcional dentro da regido amino e carboxi-terminal (Figura 3). Através de
engenharia genética, vdrios estudos t€ém procurado produzir Ags imunogénicos contendo

dominios funcionais conservados da GbpB. Assim, a incorporacdo de peptideos de GbpB
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com caracteristicas de interagao a moléculas MHC de classe II parece potencializar o efeito
da vacinacdo em modelos animais (Smith et al, 2005). A Figura 3 mostra as regides
conservadas da GbpB e também a posi¢do em que estes peptideos se encontram. A Figura 4
mostra a localizac@o de diversos peptideos testados quanto a imunogenicidade e capacidade
protetora em modelos de cdrie experimental (Smith ef a., 2003a) na seqii€ncia protéica da

GbpB.

QGQ VARSYI QAA ANY SIG
]
Peptideo
Sinal Ziper de
Leucina
| | | | Residuos de
[ [ | [ aminoacidos
0 150 300 450

|:| Regibes conservadas

E Regides ndo conservadas

Figura 3 - Representacdo esquemdtica das principais regides da seqiiéncia protéica da GbpB e a
posicdo aproximada dos peptideos sintéticos com possiveis ligacdes com moléculas
MHC classe II. Os peptideos QGQ, VAR, SYI, ANY e SIG localizam-se em &reas
conservadas enquanto que o peptideo QAA em uma regido nao conservada da proteina
GbpB.
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1 MKKRILSAVL VSGVTLSSAT TLSAVKADDE DAQIASQDSK INNLTAQQQA 1AQAQVNTIQG

61 QVSALQTQOOA ELOAENQRLE AQSATLGQQI ‘QTLSSKIVAR NESLKQOARS AQ’KSNAATSY

121 INAIINSKSV SDAINRVSAI REVVSANEKM LHQQOEQDKAA VEQKHQENQA AINTVAANQE

181 TIAQNTNALN TQOQAQLEAAQ LNLOAELTTA QDQKATLVAQ KAAAEEAARQ AAAAQAAAEA

241 KAAREAKALQ E‘QAAQAQAAA NNNNTQATDA SDQQAAAADN TQAAQTGDST DQSAAQAVNN

301 SDQESTTATA AQPSASSAST AAVAANTSSA NTYPAGQCTW GVKSLAPWVG NYWGNGGQWA

361 ASAAAAGYRV GSTPSAGAVA VWNDGGYGHV °AYVTGVQGGQ IQVQEANYAG nNo°SIGNYRGW

421 ENPGSVSYIY PN

Figura 4 - Seqiiéncia de aminoédcidos da GbpB contendo seis peptideos com provével afinidade
a moléculas MHC de classe II (marcadas em cinza). As letras maiores e em negrito
representam os nomes de cada peptideo sintetizados laboratorialmente e utilizados
no presente estudo.

A GbpB é homdloga a antigenos secretados por diversos patégenos, como
Streptococcus pneumoniae e Streptococcus agalactiae (Mattos-Graner et al., 2001b). No
entanto, ndo hd homdlogos de GbpB identificados em espécies comensais da placa dental
como S. sanguinis, S. gordonii e S. oralis. HA uma alta homologia entre a GbpB e
hidrolases de mureina (autolisinas) de outras espécies de microrganismos Gram-positivos.
A GbpB apresenta 75% de identidade a proteina designada de PcsB (de Protein of cell
surface from group B streptococci) (Mattos-Graner et al., 2001b), a qual foi seqiienciada de
Streptococcus agalactiae por Reinscheid et al. (2001). O gene gbpB esta associado a outros
dois genes que codificam proteinas determinantes de forma celular (mreB e mreC), sendo
esta organizacdo génica conservada em diversas espécies de Gram-positivos (Mattos-
Graner et al., 2001b). Estudos subseqiientes indicaram que a GbpB faz parte de uma

superfamilia de amino-hidrolase/peptidase cisteina, histidina-dependente (superfamilia
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CHAP), cujos membros hidrolisam substratos contendo residuos gama-glutamina (Rigden
et al., 2003).

O mecanismo de participacdo de GbpB na viruléncia de SM ainda precisa ser
esclarecido, mas variacdes na producdo desta proteina entre diversos gendtipos de SM
foram associadas as capacidades de crescimento na forma de biofilmes (Mattos-Graner et
al., 2001b). Outros estudos revelaram ainda, que a GbpB € mais expressa sob estresse dcido
e osmotico (Chia et al, 2001), embora esta inducdo pareca ser cepa-especifica (Mattos-
Graner et al., 2006). Ha diversas evidéncias de que a GbpB € uma proteina essencial de
SM, com uma participag¢do no processo de divisdo celular. A inativacdo do gene homdlogo
a gbpB em S. agalactiae (pcsB) indicou a participagcdo desta proteina na separacdo do septo
de peptideoglicano durante o processo de divisdo celular, através da andlise morfolégica do
mutante pcsB™. Recentemente, a fim de elucidar a funcio celular da GbpB, Mattos-Graner
et al. (2006) tentaram inativar o gene gbpB, analisar sua expressao e identificar a interagao
da GbpB com outras proteinas. Apesar das diversas estratégias aplicadas para inativacao de
gbpB, as mutacdes demonstraram-se instdveis e uma copia do gene nativo era sempre
retida, o que sugere funcdo essencial de GbpB na viabilidade de SM (Mattos-Graner et al.,
2006). Cepas mutantes que expressavam proteinas de tamanho atipico, reconhecidas por
anticorpos GbpB-especificos, apresentaram interferéncias severas no crescimento, tamanho
aumentado e formacdo atipica de septos de mureina (Mattos-Graner et al., 2006). Ensaios
de co-imunoprecipitagdo e com proteinas de fusdo indicaram que a GbpB interagiu com a
proteina ribossdmica L7/L.12, sugerindo uma fun¢do como parte de um complexo protéico

envolvido na sintese de peptideoglicanos e na divisao celular (divisoma).
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A GbpC € uma proteina de peso molecular de 64 kDa em SDS-PAGE (Hazlett
et al, 1998), é covalentemente ligada a parede celular de SM, cuja expressdo parece ser
mais intensa em condi¢des de estresse osmotico (Sato et al., 1997). A GbpC nio apresenta
homologia com a GbpA, GbpB ou aos dominios de ligacdo de glucanos das Gtfs, mas exibe
similaridade a familia das proteinas de superficie (Agl/I) dos estreptococos.
Funcionalmente, este ligante de glucano, estd envolvido na agregacdo dependente de
dextranos (Ma et al., 1996; Sato et al., 1997).

A GbpD, foi seqiienciada por Shah e Russell (2004), pode funcionar como uma
enzima, pois apresenta homologia a enzimas da familia das hidrolases alpha/beta (incluindo
lipases e carboxilesterases) e demonstra homologia com dominios ligantes de glucanos da
GbpA e Gtfs (Shah & Russell, 2004). Mutantes defectivos de gbpD™ demonstram a
formacdo de um biofilme extremamente fragil, em meios de cultura ricos em sacarose, 0
qual se desprendia facilmente das superficies de vidro, indicando que a GbpD pode
contribuir para a aderéncia e acimulo de SM na presenca de sacarose (Shah & Russell,

2004).

2.3. Desenvolvimento do sistema imunolégico de mucosas durante o estabelecimento
da microbiota bucal.

O sistema imune de mucosas € composto por tecidos linféides associados as
superficies mucosas dos tratos gastrointestinal, respiratdrio e urogenital. A principal funcdo
deste sistema € o de defesa das superficies mucosas contra antigenos alimentares, toxinas e
invasdo de microrganismos (bactérias, fungos, virus e parasitas) (Strober & James, 1994).

z

A primeira linha defesa adaptativa das superficies mucosas é representada pelas
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imunoglobulinas IgA secretora (IgAS), que estdo presentes nas secrecdes, em cooperagao
com mecanismos inatos protetores, tais como mucinas, aglutininas, outras proteinas de
defesa (por exemplo, lactoferrina, lisozima, defensinas) e células (neutréfilos e
macréfagos).

Em humanos, os plasmdcitos secretores de IgA compreendem 50 a 75% de
todas as células secretoras de anticorpos, sendo esta classe de anticorpo, continuamente
secretada nos fluidos gastro-intestinais, saliva, ldgrimas, urina e outras secrec¢des
(Brandtzaeg, 1984). A IgAS da saliva e de outras secrecOes difere da IgA sérica pela sua
estrutura molecular. A IgA presente no soro, se apresenta na forma monomérica cléssica,
enquanto a IgAS ocorre como um complexo formado por dois monémeros (IgA dimérica)
associados por pontes de dissulfeto a uma cadeia polipeptidica J e adicionada de um
componente secretor (CS), o qual se origina das células epiteliais glandulares (Killian &
Bratthall, 1995; Brandtzaeg, 1995). A secrecdo desta IgA dimérica € feita por plasmdcitos
produtores de IgA, localizados na lamina prépria, associada as mucosas e glandulas
exocrinas (Brandtzaeg, 1995). Células epiteliais de mucosa sintetizam e expressam uma
glicoproteina de superficie que atua como um receptor para imunoglobulinas poliméricas.
Dimeros de IgA, no fluido extracelular, ligam-se a estes receptores, sendo endocitados. Os
complexos formados sdo transportados para a regido apical das células epiteliais
glandulares por transcitose onde, por acao proteolitica, o receptor € clivado, liberando a IgA
dimérica para o limen da glandula ou mucosa. A parte do receptor que permanece ligada a
IgA dimérica secretada consiste no componente secretor (CS) (Crago et al., 1978;
Brandtzaeg et al., 1981; Smith et al., 2002). O CS desempenha uma fun¢do importante para

a IgAS pois a torna resistente as IgA-proteases produzidas por inimeros microrganismos.

23



As fungdes principais da IgAS consistem na neutralizacdo de componentes virais e
bacterianos envolvidos na viruléncia e bloqueio de receptores importantes para a aderéncia
e invasdo dos tecidos. Amostras de saliva total apresentam IgAS, derivadas das glandulas
salivares (Marcotte & Lavoie, 1998), mas também IgG, IgM e IgA séricas, as quais atingem
a cavidade bucal, principalmente através do fluido crevicular (exsudato plasmatico do sulco
gengival) (Brandtzaeg, 1989).

Os plasmécitos produtores de IgA descendem de células B estimuladas nos
tecidos linféides associados as mucosas (MALT, de Mucosal Associated Lymphoid Tissue),
os quais compreendem os tecidos linféides da lamina propria do trato gastro-intestinal
(GALT, de Gut Associated Lymphoid Tissue), trato respiratorio, trato genito-urindrio, e
tonsilas linguais, palatinas e faringeas (compondo o anel de Waldeyer) (Roitt & Lehner,
1983). O GALT contém, além dos tecidos linféides difusos da lamina prépria, agregados
nodulares junto a parede intestinal que compdem as Placas de Peyer (Brandtzaeg, 1995). As
placas de Peyer sdo morfologicamente diferentes dos agregados linféides sist€micos, pois
enquanto os primeiros recebem os antigenos via epitélio, os ultimos entram em contato com
antigenos através das circulagdes linfatica e sanguinea (Strober & James, 1984). O epitélio
da mucosa contém células cubicas especializadas, denominadas de células M (membranous
cells). Estas sdo células epiteliais que capturam o antigeno e o transportam para a regiao
subepitelial das placas de Peyer e de outros agregados linféides da mucosa. Nestas dreas, o
antigeno € processado por macréfagos e células dendriticas, que por sua vez o apresentam a
células T e B. Estas células imunocompetentes, quando ativadas, migram para os
linfonodos mesentéricos, ducto tordxico, circulacdo sanguinea, e finalmente atingem as

laminas préprias dos varios epitélios da mucosa nos sitios efetores da resposta imune,
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principalmente naqueles onde houve indugdo. Nos sitios efetores, as células B terminam
sua diferenciagdo em plasmocitos (Brandtzaeg, 1995). Todas as etapas de proliferagdo e
diferenciacdo de células B-IgA+ sdo altamente dependentes de células T auxiliares e suas
linfocinas.

O sistema imune de mucosa do recém nascido saudavel é imaturo, mas é
rapidamente estimulado pela colonizacdo bacteriana das superficies mucosas. Haworth &
Dilling (1966) estudaram 51 bebés recém nascidos, e verificaram que destes, apenas um
apresentou niveis detectdveis de IgA nas secrecdes logo ao nascimento. Gleeson et al.
(1982) analisaram amostras salivares de 63 criancas sauddveis, durante o primeiro ano de
vida, e confirmaram que IgA era raramente encontrada na saliva ao nascimento.
Observaram ainda que menos de 5% das criancas estudadas possuiam niveis detectaveis de
IgA nas primeiras semanas de vida, sendo que, no primeiro més de vida, uma situagao
reversa foi encontrada, em que somente 3% da populacdo apresentavam niveis nao
detectaveis de IgA. Os niveis de IgA total nas salivas aumentaram rapidamente nesta
populacdo, apresentando um pico de concentragdo entre 4 a 6 semanas de vida, seguido por
um declinio por volta dos 3 meses de idade (Gleeson et al., 1986). Este pico também foi
encontrado por Brandtzaeg et al. (1988), antes dos dois meses de idade, indicando um
rapido processo de maturacdo do sistema imune de mucosas em humanos. Smith et al.
(1990) observaram que, por volta dos 9 meses de idade, mais de 95% da IgA presente na
saliva encontrava-se na forma de IgAS, embora em niveis bem inferiores aos detectados em
adultos (Smith et al., 1990). Outro pico de concentracdo de IgA em amostras salivares
parece ocorrer novamente aos 5 anos, em que niveis de IgA foram significativamente

superiores aos niveis de adultos (Gleeson ef al, 1991). Aos 7 anos de idade, os niveis
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salivares de IgA declinaram novamente e se mantiveram constantes em criancas saudaveis
(Burgio et al., 1980; Gleeson et al., 1987), a niveis semelhantes aos encontrados em
adultos (Gleeson et al., 1991). Seidel et al. (2000) analisaram amostras salivares de 63
recém nascidos sauddveis, para detec¢do de SIgA, através de ensaios de imunodifusdo. Os
resultados mostraram que 75 e 77% das criancas com 1 dia e com 2 a 10 dias de vida
respectivamente, possuiam niveis detectaveis de IgA, mostrando que altos niveis desta
imunoglobulina podem ser encontrados nas salivas de recém nascidos. Estes dados indicam
a existéncia de um sistema imune de mucosa competente logo ao nascimento. Em um outro
estudo longitudinal de Wan et al. (2003), foram analisados os niveis de imunoglobulinas
salivares de 298 criangas, do nascimento até os 18 meses de idade. Dentre estas, 84 criangas
eram prematuras. Os resultados mostraram que a maioria das criangas apresentou niveis
detectaveis de IgA, IgG e IgM ao nascimento, sendo que a nao detec¢do de IgA nas salivas
foi mais freqiiente entre criangas prematuras (69%) do que em criancas ndo prematuras
(56%), sugerindo que a prematuridade ao nascimento pode atrasar a deteccdo de IgA, o que
ndo aconteceu com os niveis de IgG e IgM. Durante o periodo de acompanhamento deste
estudo, houve um aumento progressivo nos niveis de IgA e IgG, o que ndo aconteceu com
os niveis de IgM.

Os niveis totais de IgA em amostras salivares t€m sido considerados como um
indicador do grau de maturidade do sistema imune de mucosas em criangas (Fitzsimmons
et al., 1994, Gleeson et al.,1995; Brandtzaeg et al., 1998, Smith et al., 1998, Seidel et al.,
2000, Wan et al., 2003). Gleeson et al. (1991) coletaram amostras salivares de criangas,
com idade entre 6 meses e 5 anos, e notaram que elevagdes dos niveis de IgA foram

observadas em 90% das criangas com infec¢des agudas do trato respiratorio. Este aumento
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aconteceu cerca de 2 dias apds a presenca dos sintomas e um pico de resposta, proximo ao
quinto dia (variando de 2 a 6 dias). Os niveis de IgA retornavam aos niveis encontrados
antes da infeccdo, apds 10 dias do inicio dos sintomas. Reducdes transitdrias, dos niveis de
IgA detectados na saliva, foram associadas a maior susceptibilidade a infeccdes do trato
respiratorio em criangas (Gleeson et al., 1994), reforcando a importancia do sistema imune
de mucosas na susceptibilidade a infeccdes.

Em humanos, a IgA estd presente em duas subclasses: IgA1l e IgA2. No soro, a
IgA1 representa 80 a 90% do total de IgA; nas secrecdes esta porcentagem € menor, cerca
de 60% ¢ IgAl e o restante IgA2 (Delacroix et al., 1982). A IgAl e a IgA2 diferem em
suas cadeias pesadas em somente 22 aminodcidos. H4 a delecdo de 13 aminodcidos na
cadeia de dobradica da IgA2 e estes aminodcidos estdo presentes na IgAl (Kerr, 1990).
Esta diferenca estrutural estd relacionada a resisténcia da IgA2 a acdo de inumeras
proteases bacterianas, as quais clivam a regido de dobradica da IgA1l (Kilian et al., 1982;
Kerr, 1990; Smith & Taubman, 1992). Anticorpos IgA salivares contra carboidratos e
proteinas das bactérias ocorrem predominantemente na subclasse IgAl e os anticorpos
contra dcidos lipoteicdicos e lipopolissacarideos sdo mais prevalentes na subclasse IgA2
(Brown & Mestecky, 1985).

Em adultos, as concentracdes de IgA na saliva encontradas em diferentes
estudos variam bastante (entre 30 g/ml e 410 pug/ml) (Brandtzaeg, 1989; Smith & Taubman,
1992; Wan et al., 2003). Em 1985, Gahnberg et al. verificaram que as amostras salivares de
criancas com menos de 12 meses de idade, tinham uma média de 30 pg/ml de IgA.

Posteriormente, estudos de Camling & Kohler (1987) demonstraram que, em criangas mais
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velhas (37 a 72 meses de idade), a concentracdo salivar de IgA foi de 390 ug/ml e que a
concentracdo desta imunoglobulina em adultos era o dobro da encontrada nas criangas.
Smith et al. (1987) verificaram que a concentragdo média de IgA nas amostras salivares de
criancas de 2 a 5 meses era de 26 ug/ml. Entre criangas tailandesas da faixa etéria, entre 12
e 13 anos de idade, as concentracdes de IgA encontradas variaram de 107 a 856 pg/ml
(Bratthall et al., 1997). Estudos de Cole et al. (1999) mostraram que a concentracdo de
IgA1l em salivas de criancas com 2 anos de idade foi em média 64,7ug/ml. Mais
recentemente, niveis inferiores, entre 0 a 50pug/ml de IgA (média: 22,4ug/ml £ 7,3) foram
detectados nas salivas de criancas de 6 a 18 meses de idade, os quais aumentaram com a
idade (Wan et al., 2003).

A imunoglobulina M (IgM) é a segunda maior classe de imunoglobulina
secretora no homem. Esta imunoglobulina € raramente encontrada nas salivas de criancas
(Gleeson et al., 1986, Thrane er al., 1987) e de adultos (Gleeson et al., 1990; Smith &
Taubman, 1992). A IgM estd ausente na saliva ao nascimento € encontra-se em niveis
detectaveis em 15 a 23% dos bebés de 1 a 6 meses de idade (Gleeson et al., 1986). Smith et
al. (1989), demonstraram que os niveis de IgM em amostras salivares de criancas
diminuiram durante os primeiros 3 a 4 meses de vida, enquanto que os niveis de IgA
aumentaram. Deficiéncias, na producdo de IgA, pareceram ser compensadas, pela produgdo
e secrecdo de IgM em criancas de maior idade e adultos (Fernandes et al., 1995; Gleeson et
al., 1995). Entretanto, este mecanismo compensatério ndo foi observado em criancas

durante os primeiros dois anos de vida (Gleeson et al., 1995). Isotipos IgM sdo detectados

28



na saliva de criancas jovens associados ou ndo a componentes secretores (Smith &
Taubman, 1992).

Pouco se sabe sobre a relagao entre IgM e IgA na faixa etdria estudada, de 5 a
13 meses de idade, o que pode ser um dado importante para o entendimento da ontogenia
do sistema imune de mucosas. Pouca informagao, ha ainda, sobre as propor¢des das classes
de IgA (IgA1l e IgA2) nesta idade estudada (Childers et al., 2003). As propor¢des destes
isotipos podem também refletir o grau de maturacdo da resposta imune adaptativa de
mucosas, visto que o isotipo IgA1l diminui com o aumento da idade, atingindo pequena
propor¢ao nas secre¢des de adultos, onde a maior parte de IgA € da classe IgA2 (Smith &
Taubman, 1992).

A exposicdo antigénica pode influenciar na ontogenia da resposta imune
secretora (Mellander et al., 1985; Nagao et al., 1993), sendo que a capacidade do sistema
imune de responder a desafios infecciosos, durante o estabelecimento da microbiota
indigena, pode ser um importante componente de defesa do hospedeiro. A IgAS
desempenha uma funcdo importante na protecdo contra infec¢des causadas por
enteropatdgenos e virus em homens e modelos animais (Frandsen et al., 1987; Michetti et
al., 1992). Mellander et al. (1986) detectaram anticorpos IgA contra antigeno O de
Escherichia coli e poliovirus em amostras salivares de criangas recém nascidas, mesmo
antes da detec¢@o da colonizacdo por estes microrganismos.

Maiores riscos de infeccdo por patégenos da mucosa respiratdria (por exemplo,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis), observados
antes dos 2 anos de idade, t€ém sido associados a baixa resposta de IgAS a antigenos

especificos destes patégenos (Yamanaka & Faden, 1993; Faden et al., 1994; Faden et al.,
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1995). Associacdo entre a especificidade de anticorpos IgA e a aquisi¢do inicial de
patégenos bacterianos sugere que o sistema imune de mucosas é capaz de modular o
estabelecimento de patdégenos nas mucosas nasofaringeas. Por exemplo, um pico na
resposta a um Ag potencialmente aplicado em vacinas contra Haemophilus influenzae, a
proteina de membrana externa (OMP) P6, foi detectada em idade precoce (1 a 24 meses)
entre criangas que apresentavam curta persisténcia de colonizacdo por H. influenzae. Por
outro lado, a fraca resposta a este Ag foi observada em criancas colonizadas por maior
diversidade de cepas desta bactéria durante periodos mais longos (Yamanaka & Faden,
1993; Faden et al., 1994; Faden et al., 1995). A persisténcia de colonizacdo recorrente por
cepas de H. influenzae em criancas susceptiveis a otite foi também associada a fraca
resposta imune local ao antigeno OMP P6 na faixa etdria de 10 a 25 meses (Yamanaka e
Faden, 1993).

A indugdo da resposta de IgAS na saliva contra Streptococcus mutans poderia
ser uma estratégia auxiliar no controle da carie dentéria. Poucos estudos investigaram o
padrdao de resposta imune a SM em criancas de baixa faixa etdria, durante a aquisi¢io
inicial destes microrganismos (Camling & Kohler, 1987, Smith er al., 1998; Cole et al.,
1999), considerada como a fase ideal para programas de controle de infec¢cdo por SM
(Russell et al., 1999). Os estudos nesta drea foram realizados em populagdes com baixos
indices de cdrie e baixa freqiiéncia de infec¢do por SM e sugeriram que as crian¢as somente
desenvolvem um padrdo mais complexo de resposta imune adaptativa a antigenos de SM
(definido pela diversidade de antigenos reconhecidos por IgA salivar), a partir dos 2 anos
de idade, quando os niveis destas bactérias foram detectaveis na cavidade bucal (Smith et

al., 1998, Cole et al., 1999). Esta baixa complexidade de resposta a SM durante o primeiro
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ano de vida, ndo foi decorrente de defici€ncias na maturacdo do sistema imunoldgico das
criangas estudadas, uma vez que os padrdes de IgA especifica a Ags de Streptococcus mitis
biovar 1, um colonizador primdrio da cavidade bucal, revelaram um grande nimero de Ags
de S. mitis reconhecidos por IgA nas amostras salivares (Smith et al., 1998). Embora
estudos sugiram que a reducdo do risco de colonizac¢do bucal por SM apds os 2,5 anos de
idade ocorra devido ao estabelecimento de uma microbiota comensal competitiva nas
superficies dentdrias recém-irrompidas (Caufield et al., 1993; Caufield et al., 2000), pouco
se sabe sobre o papel da maturacdo do sistema imune de mucosas no estabelecimento de

SM na cavidade bucal.

2.4. Antigenos de viruléncia de SM: imunogenicidade e efeito protetor contra a carie
dentaria.

Os primeiros estudos indicando que a indugdo da producao de IgAS contra Ags
de SM poderiam conferir protecdo contra a cdrie dental foram realizados na década de 70
(Michalek et al., 1976, Taubman & Smith, 1977; Lehner et al., 1978). Os avangos no
entendimento dos mecanismos moleculares de patogenicidade de SM tém favorecido o
desenvolvimento de diversas de estratégias para o controle da infeccdo por estes
microrganismos (revisado por Hajishengalis & Michalek, 1999; Smith er al., 2002,
Michalek,et al., 2002; Russell et al., 2004). Diversos estudos em modelos animais,
demonstraram que a indu¢do de anticorpos contra Ags de superficie de SM envolvidos na
viruléncia (Agl/II, Gtfs e GbpB) foi capaz de conferir protecdo contra a cérie dentdria, sob
alta exposicao a sacarose (cerca de 55% de sacarose na dieta) (Bowen et al., 1991; Smith et

al., 1997; Jespersgaard et al., 1999). Smith er al. (1990) observaram que salivas de criancas
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americanas freqiientemente continham IgA reativo para a GbpB, indicando que a infec¢ao
inicial por SM poderia levar a uma resposta imune natural a esta proteina (Smith et al.,
1990). Posteriormente, a anélise da resposta imune natural a SM, em 33 criancas com idade
entre 13 e 36 meses, revelou que a maioria dos anticorpos salivares IgA era especifica a
Ags de SM importantes na sua colonizac@o e acimulo, incluindo-se o Agl/Il e Gtfs (Smith
et al, 1998). Em algumas criangas, os anticorpos especificos a Ags de SM puderam ser
detectados antes mesmo da detec¢do deste microrganismo na cavidade bucal (Smith et al.,
1998).

Virios estudos in vitro e in vivo demonstraram que anticorpos especificos para
Ag I/Il do SM ou SpaA do S. sobrinus puderam interferir na adesdo/colonizacao bacteriana
e no desenvolvimento da cdrie dental. Lehner et al. (1981) analisaram os efeitos
imunogénicos e protetores contra a carie dental da imuniza¢do com Agl/Il, em 40 macacos
que recebiam uma dieta cariogé€nica (15% de sacarose na dieta). Os resultados mostraram
que houve uma significante reducdo nos indices de carie dental dos macacos imunizados,
quando comparados aqueles ndo imunizados. A imunizagdo passiva local, com anticorpos
monoclonais Ag I/II-especificos em humanos, demonstrou reducdes nos niveis de infeccao
bucal por SM em adultos, quando comparados com individuos ndo imunizados (Ma et al.
1987; Ma et al., 1998). Takahashi et al. (1991) sintetizaram quatro peptideos com base na
seqiiencia de aminodcidos do PAc (ou Ag I/Il), entre estes peptideos, PAc (residuo 301-
319) que correspondia as regides ricas em alanina. A imunizacdo de camundongos, com
este peptideo, mostrou uma diminui¢do na colonizacdo por SM nas superficies dentdrias
destes animais. Hajishengallis et al. (1992) investigaram o efeito da IgAS humanos

especificos a Ag I/Il sobre a aderéncia de SM; os autores constataram que estes anticorpos
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puderam interferir na adesdo inicial de SM a pelicula de saliva que recobre os dentes.
Posteriormente, estudos em ratos, infectados oralmente com SM e submetidos a imunizagao
intranasal com AgI/II, apresentaram niveis de SM significativamente menores na placa
dental e menores indices de carie do que ratos infectados e ndo imunizados (Katz et al.,
1993). Entretanto, o mecanismo protetor de imunizacdo com AgI/II ndo é conhecido e ha
evidéncias de que a inativacdo do gene pac (que codifica Agl/Il) ndo produz redugdo na
viruléncia de cepa de SM em modelo de animais (Koga et al., 1990).

As glucosiltransferases sdo os antigenos mais bem caracterizados em SM
(revisado por Russell et al., 1999; Hajishengallis & Michalek, 1999; Michalek et al., 2001;
Koga et al., 2002; Michalek et al., 2002). Smith et al. (1979) analisaram a administragao
oral de glucosiltransferases em hamsters, verificando a producao de anticorpos salivares e
séricos, especificos a estes antigenos. Os hamsters imunizados apresentaram um actmulo
significantemente menor de SM e uma média 4 vezes menor de lesdes de cdrie, do que os
animais do grupo controle. A imunizagdo via oral de hamsters, durante 21 dias, com um
complexo de Ags de Gtf foi capaz de induzir a produ¢do de anticorpos salivares (IgA e
IgC) e séricos (IgG e IgM) e os niveis destes anticorpos foram dependentes da dose de
antigeno utilizado (Smith et al, 1980). A presenca de anticorpos salivares (IgA) e séricos
(IgG) Gtf-especificos inibiram a implantacdo de SM na boca (Smith ef al. 1982) em
hamsters, ap6s a inoculacio de SM (1x10" ufc) durante 4 semanas, sob administracio de
dieta contendo 56% de sacarose. O efeito da imunizacdo com Gtf de Streptococcus
sobrinus sobre os niveis bucais de SM foram testados em humanos adultos. Capsulas de Gtf
combinadas com fosfato de aluminio foram administradas oralmente por duas vezes, e

intervalo de 3 meses. Quatorze homens adultos formaram o grupo imunizado e onze
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homens, o grupo placebo. Estes individuos possuiam niveis de SM similares e foram
submetidos a profilaxia dental imediatamente antes de cada imunizacdo e os niveis de
anticorpos e de bactérias analisados. Apds a primeira imunizagdo, as amostras salivares do
grupo imunizado apresentaram niveis superiores de IgA do que nos pacientes do grupo
placebo. Entre a primeira e a segunda imunizagao, os niveis de IgA especificos a Gtf foram
maiores no grupo imunizado e os niveis de SM foram sempre menores nas amostras do
grupo vacinado (Smith er al., 1987). Assim, a indu¢do de anticorpos contra Gtf apresenta
efeito redutor dos niveis de infec¢do, mesmo em individuos previamente colonizados por
esta espécie.

Aplicacao tépica de Gtf de S. sobrinus foi administrada sobre a mucosa do 1dbio
inferior de adultos (entre 18 e 42 anos de idade), a fim de verificar a eficiéncia desta via de
administracdo antigénica e seu efeito no re-acimulo de SM nos dentes apds profilaxia
dental. Estes pacientes foram divididos em dois grupos: imunizado e placebo. Os
individuos selecionados tinham niveis similares de infec¢do por SM e anticorpos IgA anti-
Gtf. Os grupos foram entdo submetidos a profilaxia dental imediatamente antes da
aplicacdo topica do Ag de Gtf ou placebo. A aplicacdo tépica da Gtf promoveu um aumento
significativo de IgA anti-Gtf no grupo imunizado em relacdo ao grupo placebo, e as
proporcoes de SM foram sempre significativamente menores no grupo imunizado, do que
no placebo (Smith & Taubman, 1990).

A imunizagdo passiva também demonstrou o efeito protetor de anticorpos anti-
Gtf no desenvolvimento da cdrie dentaria. Hamada er al. (1991) analisaram in vitro e in
vivo o efeito da administracdo de anticorpos policlonais, proveniente de ovo de galinha,

formados contra células inteiras de SM, Gtf secretada (livre de células de SM) ou Gtf
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associada a células de SM. A andlise in vitro revelou que os anticorpos IgY anti-células de
SM e IgY anti-Gtf associada a células inibiam a aderéncia das células de SM a superficie de
vido em 97 e 92% respectivamente. A andlise in vivo, da imunizacdo passiva
(administragao oral) em ratos com anticorpos IgY contra Gtf associada com células inteiras,
apresentou o melhor resultado, pois promoveu uma reducdo significativa do acimulo de
placa dental (reducdo de 46,4% em relacdo aos ratos nao imunizados).

Embora vdrias proteinas ligantes de glucano (Gbps) tenham sido descritas
(revisado por Banas e Vickerman, 2002), somente a GbpB de SM (Smith et al., 1994a)
pareceu apresentar propriedades imunogénicas e protetoras contra a cdrie dental. Diversas
caracteristicas desta proteina ressaltam seu potencial como um alvo no desenvolvimento de
vacinas. A GbpB é produzida por todas as cepas laboratoriais ou clinicas testadas até o
momento (Mattos-Graner et al., 2001b). Mais de 80 isolados clinicos de SM testados em
imuno-ensaios com anticorpos GbpB-especificos apresentaram niveis detectaveis de GbpB
em fluidos de cultura e em extratos celulares (Mattos-Graner et al., 2001b). Smith er al.
(1994a) mostraram que 20 das 24 salivas de adultos testadas, em ensaios ELISA,
continham IgA reativo contra a GbpB. Neste mesmo estudo, em ensaios western blot com
salivas humanas, GbpA mostrou pouca ou nenhuma reagdo com anticorpos IgA. Estes
resultados sugeriram que a GbpB é mais imunogénica em humanos do que a GbpA.

Smith et al. (1996) avaliaram a habilidade de induzir a producdo de anticorpos
IgA através da imunizacdo com GbpB ou Gtf de SM em ratos. Para isto, estes ratos
receberam inje¢Oes subcutineas de GbpB ou Gtf e, depois de detectado a presenca de
anticorpos (salivares ou séricos) IgA anti-GbpB ou anti-Gtf, estes ratos foram infectados

oralmente com SM e receberam dieta contendo 56% de sacarose durante 71 dias. Os niveis
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de SM nos molares dos ratos, apds terem sido imunizados com GbpB ou Gtf, foram
menores (redugdo de 72,7 e 47,9% respectivamente para GbpB e Gtf) do que dos ratos nao
imunizados. O ndmero de lesdes cariosas nas superficies dos molares foi aproximadamente
2 vezes menor nos animais imunizados, quando comparados com os ratos ndo imunizados.

Tyler & Cole (1999) analisaram o efeito da imunizacdo com Ags de SM em
quatro chipanzés fémeas, durante a gestacao, nas concentracdes de IgAS no leite materno.
Os dados deste estudo mostraram que trés destes animais apresentavam IgA1S especifico
para a GbpB (proteina de 59 kDa), dois apresentaram SIgA1l contra Gtf e nenhum
apresentou anticorpos para GbpA (74 kDa) e todos tinham anticorpos especificos para Ag
I/11.

Smith et al. (2001a) estudaram a influéncia da administracdo passiva de
anticorpos IgY (proveniente do ovo de galinhas imunizadas com GbpB) anti-GbpB em
ratos infectados com SM. Houve uma diminui¢do significativa nos niveis de SM nos
molares e também nos indices de carie dental nos animais imunizados, os quais foram 50%
menores, quando comparados aos animais ndo imunizados. Assim, a administra¢do oral de
IgY anti-GbpB pdde interferir na coloniza¢do por SM, sob condi¢des de alta exposi¢do a

sacarose e conseqiientemente, interferir no desenvolvimento da cérie dental.

2.5. Identificacao de epitopos imunogénicos e com atividade protetora contra a carie
dental.

A identificacdo de epitopos com atividades protetoras, pode auxiliar na
identificacdo de dominios funcionais € no desenvolvimento de vacinas de subunidades.

Peptideos especificos de um ou mais Ags de viruléncia podem ser associados, para induzir
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uma resposta imune multiepitdpica que interfira em diversos processos de colonizacdo e
infecgdo.

Smith et al. (1996) descreveram que as imunizacdes com GbpB e Gtf
conferiram uma reducdo no desenvolvimento de cdrie experimental e que a protegdo,
decorrente da administracdo destes dois antigenos, resultaram na indu¢do da resposta imune
a diferentes epitopos independentes, visto que ndo houve uma reacdo cruzada entre
anticorpos do soro (IgG) e IgA salivar para GbpB e Gtf de SM. Dessa forma, a combinagao
de epitopos destes dois Ags poderia potencializar o efeito das imunizagdes sobre a infec¢ao
e colonizagao pelo SM.

Através de estudos de mutagénese sitio-dirigida e de diversos estudos genéticos
e bioquimicos, identificou-se que a regido amino-terminal das Gtfs, que compreende cerca
de 800 residuos, parece ser essencial para a atividade catalitica destas enzimas (Tsumori et
al., 1997; Monchois et al., 2000). Notou-se, também, que as seqiiéncias repetidas, ricas em
tirosina, da extremidade carboxi-terminal das Gtfs, estavam associadas com sua capacidade
de ligacdo a glucanos, sendo também necessdrias para sua atividade catalitica (Abo et al.,
1991, Lis et al., 1995). Smith et al. (1993) testaram a antigenicidade de um peptideo
sintético derivado de dominios carboxi-terminal de ligacdo a glucanos das Gtfs de SM em
ratos e humanos. A imunizagdo subcutanea com este peptideo, denominado de GLU (1303-
TGAQTIKGQKLYFKANGQQVKG-1324), induziu altos niveis de producao de IgG sérica
especifica.

Smith et al. (1994b) analisaram a imunogenicidade de outro peptideo sintético
da regido conservada do dominio catalitico de Gtfs de SM e de S. sobrinus, o peptideo CAT

(442-DANFDSIRVDAVDNDVDADALLQI-464), derivado da por¢do amino-terminal das
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Gtfs. Primeiramente, este peptideo foi injetado subcutaneamente em ratos, para obtencao de
anticorpos policlonais, e intraperitoneamente em camundongos para posterior producdo de
anticorpos monoclonais. Ensaios ELISA mostraram que tanto os anticorpos obtidos de ratos
quanto os de camundongos reagiram com CAT, Gtf de SM e Gtf de S. sobrinus. Os
anticorpos monoclonais inibiram a sintese de glucanos insoliveis pelas Gtfs de SM e S.
sobrinus. Desta maneira, o peptideo CAT contém epitopos de células B, assim como as
Gtfs intactas de SM. Smith et al. (1994b) testaram ainda, a imunizac¢do sistémica de ratos
com peptideos CAT e GLU, derivados das Gtfs, e notaram que a imunizagdo promoveu
uma reducdo significativa no numero de lesdes de cdrie nos animais infectados
artificialmente com SM ou S. sobrinus, sob uma dieta rica em sacarose.

Em 1997, Smith et al. analisaram a imunogenicidade e indu¢do de protecio de
dois novos peptideos derivados dos dominios cataliticos das Gtfs, GGY (GGYEF
LLANDVDNSNPVVQ) e AND (ANDVDNSNPVVQAEQLMWL), os quais foram
sintetizados a partir de regides altamente conservadas entre as espécies SM e S. sobrinus.
Imunoglobulinas G anti-GGY ou anti-AND reagiram com Gtf de SM e CAT e também
inibiram a atividade catalitica de Gtfs purificadas de S. sobrinus e SM. Os niveis medianos
de infec¢do por SM em ratos imunizados com estes dois peptideos foram 50% inferiores
aos os niveis de infec¢do dos animais ndo imunizados.

Jespersgaard et al. (1999) clonaram e caracterizaram os dominios cataliticos
(CAT) e ligantes de glucano (GLU) derivados de GtfB de SM; obtiveram anticorpos contra
estes dois peptideos, através da imunizagdo de coelhos, e notaram que anticorpos anti-CAT
inibiram significativamente a sintese de glucanos insoliveis pela Gtfs de SM, e que

anticorpos anti-GLU inibiram significativamente a sintese de glucanos insoluveis e soluveis
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pela GTF de SM, demonstrando que estes anticorpos provenientes de peptideos sintéticos
podem inibir uma variedade de Gtfs. Neste estudo, demonstraram ainda, que a imunizagao
intranasal com estes peptideos em camundongos conferiu um aumento significativo nos
niveis de IgA no soro, saliva e outras secre¢cdes, quando comparado com animais nao
imunizados.

Childers et al. (1999) investigaram os efeitos imunogénicos em humanos da Gtf
purificada ou incorporada a lipossomos. Os resultados mostraram que nio houve diferencas
nas respostas imunes as vacinas de Gtf ou incorporada a lipossomos, mas os niveis de IgA1
anti-Gtf em lavagens nasais de ambos os grupos aumentaram em cinco vezes, quando
comparados com os fluidos coletados dos mesmos individuos antes da imunizagao.

Taubman et al. (2001) analisaram o efeito da imunizagao de ratos com a Gtf e
com dois peptideos derivados da Gtf associados ou nao entre si. Para isto, analisaram os
niveis de IgG e IgA contra a Gtf apds as imunizagdes. Os peptideos utilizados foram o CAT
e o peptideo GLU. Estes peptideos CAT e GLU foram sintetizados como complexos de
multiplos peptideos antigénicos (MAPs de Multiple Antigenic Peptides), sendo ligados a
uma matriz de lisina, como descrito por Tam (1988). Os niveis de IgG e IgA salivares
contra Gtf, no grupo que recebeu os peptideos associados (CAT e GLU) foram superiores
(5 a 10 vezes maiores) do que nos grupos que receberam individualmente os peptideos
CAT ou GLU. Ratos imunizados com Gtf, com os peptideos individuais ou associados
apresentaram redugdes significativas no nimero de lesdes de carie, quando comparados
com ratos nao imunizados.

As imunizacdes intranasal de ratos com os peptideos derivados da Gtf, HDS

(VPSYSFIRAHDSEVQDLIA) ou este em complexo com GLU (HDS-GLU), foram
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testados por Smith et al. (2001). Varios métodos de facilitagdo de resposta imune foram
utilizados neste estudo, a fim de induzir uma resposta imune anti-peptidica mais eficiente
apés a imunizagdo intranasal. Estes métodos incluiram a incorpora¢do dos peptideos
sintéticos a microparticulas bioadesivas (Smith et al., 2000), o uso de monoepitopo de HDS
ou diepitopo (HDS-GLU) ou ainda, o uso de adjuvantes de mucosas, dentre eles: o toxdide
da célera (TC) ou a um enterotoxdide derivado da E. coli (LT R192G) (Dickinson &
Clements, 1995). Nenhuma resposta de IgA foi detectada apés imunizacdo com HDS-GLU
com as microparticulas. No entanto, uma significante resposta de IgA e IgG ao HDS
associado a microparticulas foi induzida em todos os ratos, quando estes receberam este
peptideo juntamente com o enterotoxdide (LT R192G) ou toxdide da célera (TC). Desta
maneira, este peptideo HDS, administrado intranasalmente, pdde induzir uma resposta
imune de IgA e IgG, quando associados a veiculos que facilitaram a resposta imune de
mucosa.

Smith et al. (2003b) analisaram se a imunizac¢ado retal com Gtf de SM poderia
induzir a formacao de anticorpos salivares contra este antigeno e sua relacdo com cérie
dental. Ratos foram imunizados via intranasal e retal com Gtf associadas a microparticulas
a imunizagdo, os ratos foram infectados com S. sobrinus durante 79 dias. Todas as formas
de imunizagdo foram efetivas na produc¢do de anticorpos IgA e IgG anti-Gtf e o nimero
médio de lesdes de carie em ratos imunizados via retal (média:7,9+1,0) ou intranasal
(média:7,1£0,9) foram menores, quando comparados com os indices de cdrie dos ratos nao
imunizados (média:11,9+1,6).

A imunogenicidade da GbpB ¢ baseada, em parte, na apresentacao de peptideos

da GbpB processados sobre a superficie de células apresentadoras de antigenos em
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complexo com moléculas do MHC de classe II para os linfécitos T envolvidos na ativagao
de células B (Smith et al., 2003a). Através da andlise de bioinformatica, foram
identificados diversos peptideos de alta afinidade a diversos alelos MHC de classe II (Smith
et al., 2003a).

Estudos de Smith er al. (2003a) identificaram possiveis regides imunogénicas
dentro da seqiiéncia da GbpB, para o uso de uma vacina de subunidades. Com auxilio de
bioinformatica (EpiMatrix) estimaram-se os ligantes caracteristicos de peptideos derivados
da seqiiéncia da GbpB, com o auxilio de um programa que reconhece alelos ligantes do
MHC 1I. A andlise da seqiiéncia da GbpB revelou varios peptideos com alta probabilidade
de ligacdo a MHC II. Dois peptideos amino-terminais (denominados SYI e QGQ, Figura 3)
foram sintetizados como MAPs, contendo quatro cépias das respectivas seqiiéncias. Ratos
foram imunizados subcutaneamente com estes dois peptideos separadamente e
posteriormente infectados com SM. Os ratos imunizados com SYI ou QGQ tiveram
titulacOes significantes de anticorpos IgA e IgG especificos a eles, que também reagiram
com GbpB. Somente uma minoria de ratos imunizados com GbpB nativa demonstrou
niveis significativos de IgG reativa a estes peptideos. A resposta imune induzida em ratos
imunizados com SYI ou GbpB foi suficiente para diminuir em aproximadamente 50 e 65%
respectivamente, as lesdes de cérie provocadas pela infec¢do pelo SM.

Peacock et al. (2005) mostraram a influéncia da associacdo de microparticulas
bioadesivas na imunogenicidade do peptideo SYI. O peptideo SYI com microparticulas foi
efetivo na producdo de IgA anti-SYI e anti-GbpB das secre¢des nasais e salivares de ratos.
Recentemente, Smith et al. (2005) analisaram os efeitos da imunizagdo de ratos com dois

peptideos construidos, um derivado da GbpB e outro da Gtf. Um deles, SYI (derivado da
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GbpB), incluia uma seqii€ncia com caracteristicas ligantes de MHC II e outros dois, CAT e
GLU, continham seqiiéncias de dominios cataliticos e dominios de ligantes de glucano das
Gtfs. Estes peptideos foram associados (SYI-CAT) ou nao. Somente SYI-CAT induziu
niveis significativos de IgG no soro e IgA na saliva especificos para a GbpB. Todos os
ratos imunizados com peptideos isolados ou associados tiveram menores indices de cérie do

que o grupo controle.
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3. PROPOSICAO

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o potencial do sistema
imunol6gico humoral de mucosas, durante o periodo de colonizacdo inicial por SM em
criancas de 5 a 13 meses de idade, em estudo prospectivo de 18 meses de duracdo. Para
isto, os objetivos especificos do presente estudo foram:

a) determinar os niveis salivares de anticorpos IgA, IgA1 e IgM em 119 criangas

com idade inicial de 5 a 13 meses e apds 6, 12 e 18 meses de acompanhamento;

b) comparar os padroes de antigenos de Streptococcus mutans e de
Streptococcus mitis reconhecidos por anticorpos IgA salivares entre subgrupos
de criangas colonizadas precocemente por SM e ndo colonizadas por estes

microrganismos nas diferentes fases do estudo;

c¢) identificar peptideos derivados da GbpB, reconhecidos por anticorpos IgA

salivares nas criangas estudadas.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi dividido em duas partes. A parte I envolveu as andlises
dos niveis e especificidade de anticorpos IgA na saliva, durante o estudo longitudinal de 18
meses, iniciado em uma amostra de 160 criangas entre 5 e 13 meses de idade. A parte II
envolveu as andlises dos padrdes de peptideos de GbpB reconhecidos por anticorpos IgA

das salivas coletadas de um subgrupo da amostra inicial.

4.1. PARTE 1

Os resultados parciais desta parte foram incluidos no trabalho cientifico
“Characterization of salivary IgA responses in children heavily exposed to the oral

bacteria Streptococcus mutans: influence of specific antigen recognition in infection”

(Anexo 1).

4.1.1. Amostra estudada e delineamento do estudo prospectivo

Foram envolvidas neste estudo, todas as criancas com idade inicial entre 5 a 13
meses, de um total de 28 bercarios das Escolas Municipais de Ensino Infantil (EMEIs) da
cidade de Piracicaba (SP). Assim, uma amostra de 160 criancas (95 meninos e 75 meninas)
foi incluida no estudo. Apds 6, 12 e 18 meses de acompanhamento, 141, 131 e 119 criancas
mantiveram-se no estudo respectivamente. Este estudo prospectivo foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FOP-UNICAMP (protocolo n°.
110/2002) (Anexo 2). Assim, somente foram incluidas no estudo, aquelas criancas cujas

maes assinaram o termo de consentimento, previamente aprovado pelo CEP, FOP-
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UNICAMP, ap6s compreensao dos objetivos e forma de condugao do estudo (Anexo 3). As
agentes de saide e maes das criangas com lesdes de carie diagnosticadas durante o estudo
receberam instrucdo e auxilio-transporte (passes de Onibus urbanos), para recebimento de
tratamento no Centro de Atendimento de Pacientes Especiais (CEPAE) da FOP-
UNICAMP, como previsto pelo CEP e CEPAE, no inicio do estudo.

As criangas desta amostra sdo atendidas nas EMEIs durante cinco dias por
semana, durante periodo de dez horas didrias, quando recebem quatro refeicdes ricas em
sacarose. Esta populacdo consome 4gua fluoretada (aproximadamente 0,7 ppm) e a higiene
bucal, a qual inclui escovacido dentdria, é somente iniciada quando as criangas completam
dois anos de idade. As criancas recebem medicamentos, quando solicitado pelos
responsaveis.

O estudo prospectivo de 18 meses consistiu de exames clinicos e laboratoriais
realizados em intervalos de 6 meses. Entrevistas também foram realizadas com as maes. A
Figura 5 ilustra o delineamento do estudo prospectivo e os procedimentos realizados em
cada fase. Quarenta e uma criancas ndo permaneceram no estudo até a fase T18. Isto
porque, algumas delas, haviam saido ou ndo estavam presentes nos dias das visitas as

EMEIs. A evasdo anual de 18,1% foi inferior a evasao esperada de 30% ao ano.
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Figura 5 -

Tempo das visitas TO (baseline) T6 (6 meses) T12 (12 meses)  T18 (18meses)

Idade das criangas 5-13 meses 11-19 meses 17-25 meses 23-31 meses
Procedimentos:

Exame clinicos SIM SIM SIM SIM

Coleta e estocagem de SIM SIM SIM SIM

amostras salivares

Coleta e estocagem de SIM SIM SIM SIM

amostras microbiolégicas

Questionarios SIM NAO NAO NAO

Selegdo das amostras SIM SIM SIM SIM

salivares para analise
imunolégica

Delineamento do estudo prospectivo iniciado com uma amostra de 160 criangas na faixa
etdria de 5 a 13 meses, as quais freqiientam 28 EMEIs da cidade de Piracicaba, SP. Estas
criancas foram acompanhadas durante 18 meses, até apresentarem uma idade entre 23 e 31
meses. No finicio do estudo (TO) e a cada intervalo de 6 meses, as criancas foram
examinadas. Questiondrios para andlise de fatores comportamentais e sécio-econdomicos
foram respondidos pelas maes das criancas no inicio do estudo. A cada exame, amostras
bucais e salivares foram coletadas, para a andlise da colonizacdo bucal por SM e para
estudo dos niveis/padrdes de producdo de anticorpos IgA, IgAl e IgM. Amostras
bacterianas foram isoladas para andlise genotipica. Um subgrupo de 21 criancas
colonizadas precocemente por SM (fases TO e T6) foi pareado a um grupo semelhante de
criangas ndo colonizadas (com base em varidveis obtidas nos exames e entrevistas), sendo
que, ao final do estudo, 8 pares sustentaram as condi¢des de infec¢do ou nio por SM.
Estes subgrupos foram formados para andlise dos niveis de IgA e padrdes de resposta
especifica a antigenos de SM e S. mitis.

4.1.2. Questionarios.

entrevistadas pelas agentes de saide de cada EMEI com base em um questiondrio padrao
(Anexo 4), o qual compreende questdes sobre habitos dietéticos, de higiene bucal e geral da
crianca que poderiam apresentar influéncia na colonizagdo por SM e/ou na maturagdo da
resposta imune adaptativa de mucosas. Além disto, informagdes sobre o grau de

escolaridade das maes e outras caracteristicas socio-econdmicas foram obtidas nestas

No inicio do estudo, as maes de 120, das 160 criancas envolvidas, foram

entrevistas.
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4.1.3. Coleta das amostras bucais para analises microbiolégicas e imunolégicas.

Amostras bucais foram coletadas das criancas, com auxilio de espatulas de
madeira esterilizadas. Apos umedecidas com saliva, as espatulas foram pressionadas dos
dois lados sobre o dorso da lingua e a seguir pressionadas em placas de contato (Rodac)
contendo meio de cultura dgar Mitis-Salivarius (Difco Lab, EUA) contendo 15% de
sacarose (Sigma, EUA) e 0,2 U/ml de bacitracina (Sigma) por ml (MSB), como descrito
anteriormente (Kohler & Bratthall, 1979). As placas foram transferidas para o laboratério
de microbiologia (FOP-UNICAMP) dentro do periodo maximo de 1h e incubadas a 37°C,
em chama de vela, durante 48 a 72 horas.

Apds a primeira coleta de amostra bucal, uma segunda amostra de saliva foi
obtida com o auxilio de uma pipeta Pasteur de polietileno estéril. As amostras de saliva
foram coletadas da regido do assoalho bucal e volumes de aproximadamente 250 a 500ul
foram transferidos para microtubos esterilizados gelados, contendo 10 puL de solugdo de
EDTA 250mM, os quais eram imediatamente transferidos para gelo. A adicdo de EDTA
para uma concentracao final de aproximadamente 5 a 10mM EDTA visa a inibicao de IgA
proteases e a precipitacdo de mucinas salivares (Fitzsimmons et al., 1994). As amostras de
saliva foram transportadas ao laboratério em gelo e clarificadas através da centrifugacdo a
4°C a 13.000 rpm durante 10 min, sendo os sobrenadantes congelados a —70° C para ensaios

futuros.
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4.1.4. Exames clinicos intra-bucais.

Apoés a coleta das amostras salivares, os rodetes gengivais foram higienizados
com gaze e dgua filtrada e os dentes irrompidos limpos com uma escova dental infantil de
cerdas macias. As regides interproximais dos dentes irrompidos também foram limpas com
fio dental. Apds a higienizacdo, as superficies dentdrias foram secas com gaze para a
realizagdo dos exames clinicos intra-bucais, com o auxilio de espelho bucal plano nimero 3
e luz artificial (lanterna portétil). A partir da inspecdo visual, foram registrados em fichas
clinicas, o nimero de dentes irrompidos e a presenga eventual de lesdes de cdrie. Dentes
foram registrados como irrompidos se qualquer parte das coroas pudesse ser observada. As
lesdes de cérie inicial foram definidas como lesdes de mancha branco-opacas (nao
indicativas de hipoplasias de esmalte) e registradas como MB. As lesdes de cdrie cavitadas
(C) foram consideradas quando qualquer sinal de cavitacdo fosse visualmente detectado.
Em caso de duvidas, a superficie dentdria examinada foi considerada como higida. Todos
os exames bucais foram realizados por um unico examinador (Alessandra Castro Alves

[A.C.A].), previamente treinado e calibrado.

4.1.5. Condicoes de cultivo e isolamento de estreptococos do grupo mutans.

As placas tipo Rodac contendo MSB (Difco) foram incubadas em estufa a 37°C,
em condi¢des de microaerofilia (chama de vela) durante 48h. Apds o periodo de incubagdo,
foi realizada a contagem do nimero de coldonias com morfologia tipica de estreptococos do
grupo mutans, com o auxilio de lupa estereoscopica (Carl-Zeiss). Quando nenhum

crescimento bacteriano era observado, a placa era incubada por mais 24 horas.
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As contagens das coldnias de SM foram realizadas em uma é&rea pré-
determinada a partir das extremidades das impressdes das espatulas de madeira. Oito
colonias, de cada criangca, foram aleatoriamente selecionadas (quando presentes) e
semeadas em placas de Petri contendo dgar Mitis-Salivarius (MSA). As placas foram entdo
incubadas a 37°C em estufa de CO,, durante 24 horas. As culturas foram entdo congeladas
em microtubos estéreis contendo 1ml de Skim milk (Difco) a 1%, a uma temperatura de —
20° C. A pureza das culturas foi verificada através do cultivo das mesmas em meio nao
seletivo THA (de Todd Hewith Agar, Difco). O teste da producdo de catalase também foi
realizado, assim como o exame de esfregacos corados por Gram. Nos casos de identifica¢io
de contaminagdes, as cepas de estreptococos do grupo mutans eram re-isoladas e sua
morfologia re-analisada em culturas em MSA. A identificacdo dos genétipos de SM através
da técnica do AP-PCR, foi realizada através de estudo paralelo pela doutoranda Alessandra

Castro Alves, relacionado ao presente estudo.

4.1.6. Analise dos niveis de imunoglobulinas presentes nas amostras salivares
coletadas.

As concentragdes salivares de anticorpos IgA, IgAl e IgM foram determinadas
em um total de 432 amostras salivares coletadas no inicio do estudo (T0), e nas trés visitas
subseqiientes (T6, T12 e T18), através de ensaios de ELISA de captura, utilizando-se placas

de ELISA de 96 pocos de poliestireno de alta afinidade a proteinas (Costar, EUA).
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4.1.6.1. Analises dos niveis de anticorpos IgA na saliva

As placas de ELISA foram sensibilizadas com uma solucao de anticorpo IgG de
cabra anti-IgA humana purificado (Zymed, EUA) na concentragdo de 2 pg/ml, diluido em
tampdo I (carbonato-bicarbonato pH 9.6), durante incubagdo por 2,5 h a 37°C, seguida de
incubacdo a 4°C durante 14 a 16 h. A seguir, as placas foram lavadas durante 3 min., por 3
vezes, com tampao II (contendo 0,9% NaCl, 0,05% Tween 20 e 0,02% azida sédica). Os
pocos foram entido bloqueados com 100ul de solu¢do de BSA a 0,1% em tampao III (PBS
pH 7.5), durante 1 h, sob agitacdo, em temperatura ambiente. Apds nova série de lavagens
com tampao II, 100ul das amostras salivares diluidas 1:200 em tampao III foram
adicionadas por poco em triplicata e as placas foram entdo incubadas durante 2 h a
temperatura ambiente e sob agitacdo. Diluicdes seriadas de IgA humana purificada (Sigma)
(nas concentragdes de 2,0; 1,0; 0,5; 0,25 e 0,125 pg/ml) e de uma amostra de saliva
controle de adulto foram aplicadas em duplicata as placas, para determina¢do de uma curva
de concentra¢do de IgA humana e controle de reprodutibilidade dos ensaios.

ApOs incubagdo com as salivas e padrdo de IgA purificada, as placas foram
lavadas por 3 vezes durante 3 minutos com tampao II. Adicionaram-se 100 ul por poco de
solucdo 1:14.500 de anticorpos IgG de cabra anti-IgA humana conjugado com biotina
(Sigma) e as placas foram incubadas por 2 h em temperatura ambiente, sob agitacdo e, a
seguir, lavadas como descrito anteriormente e incubadas com solucdo de estreptavidina
conjugada com fosfatase alcalina (Sigma) diluida 1:500 em tampao III durante 18h, em
temperatura ambiente. Apos nova série de lavagens, as reacoes de ELISA foram reveladas
pela incubacdo com substrato p-nitrofenilfosfato (Sigma), na concentracdo de Img/ml

diluido em tampao 1V (0,2 M Na,CO3, 0,2 M NaHCO; e 0,02% MgCl) pH 9,8 (Sigma)
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(Smith et al., 1990). Esta reacdo, com o substrato, ocorreu durante incubacdo por 30
minutos em temperatura ambiente e as absorbancias (A4osnm) medidas em leitor de ELISA
(VersaMax, Molecular Devices, EUA). Como controles negativos, foram utilizados pogos
das mesmas placas ndo sensibilizados e pogos sensibilizados, mas nao incubados com
saliva. Os valores médios de absorbancia dos controles negativos foram descontados dos
valores da absorbancia das amostras testadas, sendo estes ultimos expressos como unidades
de ELISA. Uma curva de concentragao de IgA por unidade de ELISA foi determinada a
partir das reacdes das amostras de IgA purificada (Sigma). Esta curva foi utilizada para

determinacdo das concentragdes de IgA nas amostras de saliva.

4.1.6.2. Analise dos niveis salivares de IgA subclasse 1 (IgA1).

A propor¢ao da subclasse IgAl em relacdo aos niveis de IgA total foi
determinada através de ensaios de ELISA de captura realizados de forma semelhante aos
ensaios descritos no item 4.1.6.1. As placas foram sensibilizadas com IgG de cabra anti-
IgA humana e, apds incubagdo com saliva, a deteccao de IgA1 foi realizada com anticorpos
monoclonais IgG1 anti-IgAl humana (Zymed) na diluicdo de 1:500. O anticorpo de
detecc¢do utilizado foi entdo o anticorpo de cabra anti IgG1 de camundongo conjugado com
biotina (Zymed) diluido 1:10000. Para as curvas padrdes foram utilizadas diluicdes seriadas

de IgA humana purificada (Sigma).

4.1.6.3. Analise dos niveis salivares de IgM.
Os niveis de IgM na saliva foram determinados seguindo-se protocolo

semelhante ao descrito no item 4.1.6.1. Para isto, utilizaram-se anticorpos monoclonais de
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camundongo IgG1 anti IgM humana (Zymed), nas dilui¢des 1:500. A seguir, foram feitas
incubacdes com anticorpos anti-IgG1 de camundongo conjugados com biotina (Zymed) na
concentracdo de 1:10.000, e as reagdes reveladas como anteriormente. Curvas padrao foram
obtidas, utilizando-se amostras de IgM humana purificada (Sigma) nas concentracdes de

(0,5; 0,25, 0,125, 0,062 e 0,031 pg/ml).

4.1.7. Andlise das concentracoes de proteinas das amostras salivares.

Para controle da interferéncia de variagdes do fluxo salivar nos niveis totais de
IgA, as quantidades de IgA salivar determinadas nos ensaios de ELISA foram normalizados
pelas concentragdes de proteina das amostras de saliva testadas. Para isto, as concentragdes
de proteinas salivares foram determinadas através do método de Bradford, utilizando-se os
reagentes do kit de Bradford Sigma (Sigma). Resumidamente, 1ml de saliva clarificada
diluida (1:161) em agua destilada foi misturada a 1 ml de reagente de Bradford em cubetas
plastica descartdvel. Apds incubacdo a temperatura ambiente durante 5 minutos, as
absorbancias das amostras (Asgspm) foram medidas em espectrofotometro digital (Micronal
B 342 10).

Uma curva padrio, de concentracdo de proteinas, foi obtida a partir da medida
das Asosnm de 5 diluigdes seriadas de BSA (Sigma) em concentracdes entre 10 a 1,25 pg/ml.
A linearidade das reacdes foi determinada a partir da equagdo de regressao linear da curva
de BSA (r= 0,9996, y=0,0375x+0,0194), a qual foi utilizada para determinacdo das

concentracdes de proteinas das amostras salivares. Como controle negativo utilizou-se
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volumes de dgua destilada iguais aos das amostras de saliva diluidas. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.1.8. Analise da complexidade de resposta de IgA contra Ags de SM em ensaios de

western blot.

4.1.8.1. Selecao do subgrupo de criancas para anailise do padrao de
resposta de anticorpos contra Ags de SM.

Para analisar, a influéncia do sistema imune de mucosa, na infec¢ao por SM,
um subgrupo de 42 criangas, consistindo 21 pares de criancas, foi selecionada em TO e T6
que foram pareadas para diminuir as diferencas entre as criancas. Cada par incluiu uma
crianca precocemente infectada (determinado pelos exames microbiolégicos realizados em
TO, T6, T12 e T18) e uma crianca nao infectada durante este mesmo periodo, mas de
mesma idade, sexo, padrdo racial, nimero de dentes irrompidos e niveis salivares de IgA da
crianga infectada. Ap6s 18 meses de acompanhamento, 15 pares permaneceram no estudo,
sendo que destes, apenas 8 pares sustentavam a condi¢do de infec¢do. Os padrdes de
especificidade de IgA salivar contra diferentes preparacdes de Ags de SM e S. mitis foram

entdo comparados entre os grupos infectados e ndo infectados, como descrito a seguir.

4.1.8.2. Selecao e preparacao dos Ags de SM e S. mitis.
As criancas de cada um dos 21 pares tiveram os padroes de especificidade
determinados para Ags extraidos de gendtipos distintos de SM: uma cepa padrao -3VF2

(Mattos-Graner et al., 2004), e uma cepa representativa de cada genétipo de SM isolado da
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crianga infectada de cada par (determinados por AP-PCR por A.C.A) em TO ou T6. Assim,
reacoes contra pelos menos 2 cepas distintas foram testadas para cada crianca. O nimero
maximo de quatro cepas SM foi testado naquelas criangas colonizadas por trés genotipos
distintos de SM. Como controle, reacdoes de IgA salivar contra Ags da cepa S. mitis
ATCC903, um colonizador priméario da cavidade bucal, também foram testadas para todos
os pares durante todas as visitas.

Para preparacdo dos extratos protéicos, utilizaram-se culturas das cepas de SM
e S. mitis em caldo THB (de Todd Hewith Broth, Difco) obtidos apds incubagido a 37°C
durante 20h em 10% CO,. Células de 15ml das culturas com absorbancias ajustadas para
Agoonm=1 foram entdo separadas através de centrifuga¢do a 1.000xg a 4°C. A seguir, os
sobrenadantes foram desprezados. Os precipitados celulares foram ressuspendidos em
tampao Laemmelli (BioRad, EUA) e fervidos durante 5 minutos, para extracdo das
proteinas e inativagcao de proteinases. A seguir, os extratos foram imediatamente colocados
em banho de gelo. ApGs nova centrifugagdo a 1.000 xg (a 4°C), os sobrenadantes contendo
proteinas de superficie foram transferidos para novos microtubos. A determinacdo das
concentracdes de proteinas foi realizada através do método de Bradford (Sigma). O total de
16ug de proteina destes extratos foi aplicado por canaleta e as proteinas separadas
eletroforeticamente em géis SDS-PAGE a 6%. Para a andlise do padrao de Ags extraidos,
estes géis foram incubados com solu¢do de 7% dacido acético e 10% metanol, durante 15
minutos e, a seguir, corados por 2 horas com solucdo de Coomassie Blue filtrado (0,1%
Coomassie Blue, 50% metanol e 10% de acido acético). Apds isto, os géis foram

novamente incubados com solu¢do descorante (7% de acido acético e 10% de metanol)

55



durante 18h. Os géis foram entdo lavados com solugdo de glicerol a 10% e secados entre

folhas de celofane.

4.1.8.3. Analise da complexidade da resposta de IgA salivar contra Ags de
SM e de S. mitis em ensaios de western blot.

Para analisar a influéncia dos padrdes de especificidade da resposta de IgA a
Ags de SM nos niveis de infeccdo por estes microrganismos, os experimentos de western
blot foram realizados com aliquotas das salivas estocadas a -70°C (item 4.1.3), coletadas
nas fases TO, T6, T12 e T18, dos pares selecionados. Para isto, 16ug de proteinas de cada
uma das preparacdes de Ags (itens 4.1.8.2), foram separadas durante 3 horas a 24 mA/gel
em géis de poliacrilamida-SDS a 6%, preparados com auxilio de sistema de mini-géis Mini
Protean II (BioRad). Apds separacdo eletroforética, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (BioRad) durante 2h (50V constantes), com auxilio de aparato
Mini Trans Blot (BioRad). Padrdes de pesos moleculares pré-corados (BioRad) foram
incluidos em todos os géis.

As membranas de nitrocelulose contendo os Ags de SM foram coradas com
corante Red Ponceau (Sigma) para andlise da transferéncia. Apds lavagem do corante, as
membranas foram bloqueadas a 4°C, durante aproximadamente 18h, com tampdo de
bloqueio TBST pH 7,5 contendo 5% de leite desnatado. A seguir, as membranas foram
incubadas com as salivas diluidas 1:100 no mesmo tampdo, durante 2 horas, em
temperatura ambiente e sob agitacdo. Como controles negativos, membranas duplicata
foram incubadas apenas com TBST com 5% de leite. Apds 5 lavagens de 10 minutos cada

com TBST pH 7,5, as membranas foram incubadas por 2 horas, sob agitacdo, em
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temperatura ambiente, com anticorpo IgG purificado de cabra anti-IgA humana conjugado
com peroxidase (Zymed), diluido 1:4000 em TBST com 5% de leite. Ap6s nova série de 5
lavagens, as reacdes com anticorpo secundario foram entdo reveladas usando-se o sistema
quimioluminescente ECL (Amersham Pharmacia, EUA). Para isto, as membranas do
mesmo par de criancas foram incubadas durante 1 minuto em temperatura ambiente, com a
solucdo de deteccao do ECL e a seguir expostas ao mesmo filme de raios X, durante 5 min.
Ap6s a revelacdo dos filmes sensibilizados, imagens digitais de alta resolucdo dos mesmos
foram capturadas em scanner de densitometria (BioRad GS-700, Imaging Densitometer), as
quais foram aplicadas nas andlises dos padrdoes de Ags reconhecidos e obtencdo das
medidas de intensidade das bandas reativas.

As posi¢des de migracdo dos trés grupos principais de Ags de viruléncia de SM
(Agl/ll, Gtfs e GbpB) nos extratos foram determinadas em ensaios paralelos de western
blot, realizados com anti-soro policlonal especifico para GbpB (gentilmente fornecido pelo
Dr. Daniel J. Smith, The Forsyth Institute, Boston, MA, EUA), anticorpo monoclonal anti-
GtfC P72 (gentilmente cedido pelo Dr. Kasuo Fukushima, Universidade de Matsudo,
Chiba, Japao) ou com anti-soro de coelho especifico para Agl/Il (gentilmente fornecido
pelo Dr. Michael W. Russell, Universidade Estadual de Nova lorque, Bufalo, NY, EUA).

Para confirmar a intensidade das reacdes de IgA salivar especifica a GbpB,
também foram realizados ensaios de western blot utilizando-se saliva de criancas que
demonstraram forte reatividade com GbpB em extratos de SM, em membranas contendo
apenas GbpB purificada por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) também

fornecida pelo Dr. Daniel J. Smith, The Forsyth Institute.
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4.2. PARTE II.

Os ensaios para determinagdo da reatividade de anticorpos salivares IgA a
diferentes peptideos derivados de GbpB foram realizados com auxilio da tecnologia de
citometria de fluxo de microesferas fluorescentes Luminex'”’ do Departamento de
Imunologia do The Forsyth Institute de Boston, Massachussetts, EUA. A escolha desta
tecnologia surgiu da necessidade de se avaliar a reatividade a vdrios antigenos (seis
peptideos sintéticos da GbpB) a partir de volumes muito pequenos das amostras salivares.

Este sistema consistiu da andlise de citometria de fluxo de microesferas
fluorescentes, capaz de discriminarem mais de 100 antigenos diferentes ligados a estas
microesferas de poliestireno, discriminadas por cores especificas, como suporte s6lido para
um imuno-ensaio convencional (como, por exemplo, ELISA). As microesferas de cada tipo
sensibilizadas com seus respectivos antigenos sdo misturadas em um tnico pogo, contendo
um pequeno volume de amostra bioldgico. Estas microesferas t€ém 5,5 um de diametro e
contém grupos carboxilados na sua superficie que podem ser ligadas covalentemente aos
grupos aminas dos antigenos. Associado a este sistema de esferas que se desenvolve em
uma placa de 96 pocos, ha o equipamento Luminex como mostrado na Figura 6, que possui
um programa de computador dotado de um hardware denominado Flowmetrix e um
software desenvolvido pela Luminex Corporation, Austin, Texas, Estados Unidos. Desta
maneira, o Luminex ¢é programado e controlado por este sistema operacional
computadorizado, baseado em uma citometria de fluxo, fornecendo, em tempo real, a
classificacdo da microesfera pela cor e a andlise da reacdo desta com a amostra,
simultaneamente. Assim foram analisadas as imuno-reacdes com todos os peptideos

testados a partir de uma Unica amostra de saliva.
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Figura 6 — Equipamento Luminex  (Luminex Corp.) utilizado para as
andlises de especificidade de IgA salivar em imuno-reacoes
com seis peptideos sintéticos derivados da seqiiéncia de
GbpB.

4.2.1. Elaboracao dos peptideos derivados da GbpB.

4.2.1.1. Rastreamento das regidoes da seqiiéncia protéica da GbpB com

provaveis afinidades ligantes a MHC classe II.

Virios peptideos identificados pela suas afinidades as fendas das moléculas de
MHC de classe II formadas pelos dominios &1 e 1 foram derivados da GbpB. A ligagdo
entre as seqiiéncias de peptideos e alelos do MHC 11, pode ser determinada pela intera¢ao

das cadeias laterais dos aminoécidos do peptideo com os sitios ligantes nas moléculas do

59



MHCII, utilizando-se de recursos de bioinformatica (Epimatrix). A caracteristica do
peptideo, de provavel ligacdo a um dado alelo do MHC pode ser deduzida a partir de um
pool de seqiiéncias de alelos de MHC, que resultaram em uma probabilidade estimada de
ligacdo (Smith et al., 2003a; Smith et al., 2005). Entdo, a fim de identificar potenciais
epitopos de células B dentro da seqii€éncia da GbpB, que podem ser utilizados em vacinas
de subunidades, este sistema computadorizado, para predi¢ao de epitopos (EpiMatrix) foi
usado para pesquisar as seqiiéncias primdrias dos aminodcidos para conhecidos sitios
ligantes do MHC de classe II pela empresa de informatica em imunologia EpiVax, Inc.
(Providence, RI, EUA). Este procedimento analisou as seqii€ncias de GbpB contra cada
alelo do MHC 1I para indicar regides que contenham ‘“clusters” de peptideos ligantes

(Smith et al., 2003a; Smith et al., 2005).

4.2.1.2. Construcao dos peptideos

Os peptideos construidos foram sintetizados pela AnaSpec (San José, CA,
EUA) como miltiplos peptideos antigénicos (MAP). Os peptideos construidos utilizando-se
o método de fase soélida de Merrifield (1963) foram purificados e ligados a uma matriz
central de residuos de lisina (Tam, 1988), Assim cada MAP continha uma matriz de trés
residuos de lisina ligados a 4 cépias do peptideo. Segundo Tam (1988), os peptideos em
complexos MAP induzem a maior producdo de anticorpos contra o peptideo construido,
podendo portanto ser empregados na constru¢do de vacinas.

Um total de 6 peptideos, derivados da seqiiéncia da GbpB, foram empregados
na sintese de 6 MAPs distintos, como mostrado na Tabela 1. Os MAPs foram purificados

(>90%) por HPLC e submetidos a andlises de espectrometria de massa.
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Tabela 1 - Seqiiéncia de aminodcidos dos peptideos construidos a partir de regides da GbpB que
possuem possiveis epitopos ligantes do MHC classe II.

Nome do Seqiiéncia do peptideo Posicao na seqiiéncia
peptideo primaria da GbpB
(residuos)
QGQ AQAQVNTIQGQVSALQTQQAE 52-71
VAR QTLSSKIVARNESLKQQARSAQ 92-111
SYI NAATSYINAIINSKSVSD 113-132
QAA QAAQAQAAANNNNTQATDA 252-270
ANY YVTGVQGGQIQVQEANYAG 390-409
SIG SIGNYRGWFNPGSVSYIYPN 412-431

Nota: em negrito estdo destacados os residuos referentes as denominacdes de cada peptideo

4.2.2. Analise da resposta de imunoglobulinas A da saliva de criancas aos peptideos

sintéticos em complexos MAP.

4.2.2.1. Preparacao dos peptideos acoplados as microesferas.

Sete tipos (cores) de microesferas diferentes foram selecionados para este
estudo, cada tipo foi respectivamente sensibilizado por um dos seis MAPs (nomeados pelo
peptideo em complexo: QGQ, VAR, SYI, QAA, ANY e SIG), sendo o sétimo tipo, ndo
sensibilizado, como controle negativo. As intensidades das imuno-reacdes foram
determinadas pelas intensidades da fluorescéncia de R-ficoeritrina (PE de R-
PhycoErythrin) nos comprimentos de onda correspondentes a cada tipo de microesfera.
Para isto, aliquotas 200ul das suspensdes das esferas em solugdo contendo mercurio
(contendo aproximadamente 1,25)(107 microesferas/ml de diametro de 5,5 um) foram

centrifugadas por 2 minutos a 1000 rpm em microcentrifuga (Eppendorf, Alemanha). Apds
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remog¢ao do sobrenadante, o “pellet” de microesferas foi ressuspendido em 4gua destilada,
sonicado por 20 segundos (VWR International, EUA), agitado em vortex (VWR
International) e centrifugado novamente. As microesferas foram entdo ressuspendidas com
160 ul de tampao de ativacao (0,1M NaH,PO4 [pH 6,2]) (Sigma), 20ul de solu¢do de 0,05
mg/ml de hidrocloreto de carbamida 1-etil-3-(dimetilaminopropila) (EDC: Pierce Chemical
Corporation, EUA) e 0,05 mg/ml de N-hidroxilsulfossuccinamida (Sigma). As suspensodes
foram incubadas no escuro por 20 minutos, sob agitacdo constante, a temperatura ambiente.
A seguir, as microesferas foram lavadas duas vezes com tampao de cobertura MES (0,05M
de acido etanosulfonico 2-(N-morfolino); pH 5,0 [Sigma]). Cada tipo de microesfera foi
entdo, ressuspendida no mesmo tampao (MES) acrescidos de 1ug/ml dos respectivos
MAPs. Apé6s incubag@o no escuro, a temperatura ambiente, sob agitacdo por 2 horas, as
microesferas acopladas foram lavadas por quatro vezes com tampao de bloqueio PBS-BN
(NaCl 0,138 M; KC1 0.0027 M contendo 1% de BSA, 0,05% de Tween 20 e 0,05% azida
sédica, pH 7,4) [Sigma]). A seguir, as microesferas foram ressuspendidas no mesmo
tampao e estocadas a 4°C, no escuro. As concentracdes das solucdes de cada microesfera

foram determinadas usando-se um hematocitometro (Bright Line; VWR International).

4.2.2.2. Preparacio das amostras salivares e das microesferas acopladas
com o peptideo

Amostras salivares foram diluidas a 1:8 em tampao PBS-BN e filtradas em
filtros Spin X (Corning Incorporated, EUA) de poros de 0,45 um de didmetro. Iguais

concentracdes de cada tipo de microesfera previamente sensibilizadas com seus respectivos
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MAPs, ou ndo sensibilizadas (controle negativo), foram misturadas em um Unico tubo e
acrescidas de tampao PBS-BN. Esta mistura foi posteriormente distribuida nos pocos
contendo cada uma das amostras salivares previamente diluidas, para as imuno-reacoes,

como descrito a seguir.

4.2.2.3. Imuno-reacoes entre as amostras salivares e os peptideos sintéticos
acoplados as esferas.

Os imuno-ensaios foram realizados em placas de 96 pocos de fundo formado
por membranas filtrantes de poros de 1,2 um de diametro (Millipore Corporation, EUA).
As membranas destas placas foram previamente lavadas,, por duas vezes, com PBS-BN,
com auxilio de sistema de filtracdo a vacuo (Millipore). O total de 50 ul da mistura de
microesferas foi aplicado em cada poco. Apds agitacdo em um agitador orbital (VWR
International) por 90 segundos, o liquido foi removido por filtragdo a vacuo e as esferas
foram acrescidas de 50 pl de tampdao PBS-BN e ressuspendidas sob agitagdo por 30
segundos a 1000 rpm. Cingiienta microlitros das amostras salivares diluidas filtradas foram
entdo, aplicadas nestes pocos, e as placas incubadas por 2 horas, sob agitacdo de 300 rpm,
no escuro € em temperatura ambiente. Apds a incubacdo com as salivas, as placas foram
submetidas novamente a viacuo, para remocao da solucdo e as esferas lavadas por 2 vezes
com PBS-BN, utilizando-se o mesmo sistema de filtracdo. Apds as lavagens, adicionaram-
se por poco, 50 ul de solugcdo de anticorpo monoclonal de cabra anti-IgA humana (GAHA
de Goat Anti Human imunoglobulin A [Jackson Immunoreserarch, EUA]) na dilui¢do de

1:500 em PBS-BN. As esferas foram entdo incubadas por 30 minutos a temperatura
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ambiente, em escuro, sob agitacdo. Apo0s isto, as esferas foram novamente lavadas por duas
vezes e incubadas com anticorpo monoclonal de asno anti IgG de cabra conjugado com R-
ficoeritrina (PE-DAGG de R-PhycoErythrin conjugated Donkey Anti Goat imunoglobulin
G; [Jackson Immunoreserarch]) numa diluicdo de 1:250 em PBS-BN. Apds mais 30
minutos de incubacdo, a temperatura ambiente em escuro, as esferas foram lavadas duas
vezes sob filtracdo e ressuspendidas com 100ul de PBS-BN. Apds agitacdo vigorosa (por
90 seg. a 1000 rpm), para dispersdo das microesferas, as placas foram inseridas no
equipamento Luminex 1% (Luminex'® flow analyser), , para determinacdo das medidas de

imuno-fluorescéncia para cada tipo de esfera.

4.2.2.4. Determinacio das intensidades de reacao de IgA salivar com os
peptideos de GbpB

As mensuracdes das intensidades das imuno-reagdes com anticorpos
conjugados com R-ficoeritrina (PE) foram determinadas para cada tipo de esfera, com
auxilio do sistema Luminex. Através deste sistema, foram medidas as intensidades 100
microesferas de cada um dos tipos utilizados, as quais foram separadas segundo seus
diferentes comprimentos de onda de fluorescéncia interna. A partir disto, valores arbitrarios
de fluorescéncia de PE foram fornecidos para cada peptideo, os quais correspondiam ao
valor mediano entre as reagdes obtidas de 100 microesferas de mesmo tipo. Para isto, as
suspensoes de esferas presentes em cada pogo, foram aspiradas das placas e transportadas
para um compartimento interno do equipamento Luminex, o qual emite dois tipos de laser,

como ilustrado na Figura 7. Um, dos dois tipos diferentes de laser, detecta a intensidade de
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luz emitida pelo anticorpo conjugado com R-ficoeritrina (PE), enquanto que o outro tipo de

laser detecta a fluorescéncia interna da esfera (discriminatério do tipo de esfera).

Figura 7 - Imagem representativa dos dois tipos laser emitidos pelo
Luminex para discriminacdo das microesferas e
determinagdo das intensidades de emissdo de luz pela
reacdo entre IgA salivar especifica aos peptideos

acoplados, revelados por anticorpos conjugados com R-
ficoeritrina.

Desta maneira, o primeiro laser excita as moléculas fluorescentes (PE), ligadas
a superficie da microesfera e o segundo laser excita os fluorocromos encaixados
internamente nas microesferas e que as classificam em diferentes tipos, os quais sao
importantes para a separacdo através de filtros seletivos. Os sinais de fluorescéncia de R-

ficoeritrina (PE) sdo entdo discriminados para cada tipo de microesfera utilizada e
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convertidos em Unidades de Fluorescéncia Relativa (UFR) por um processador de sinais

digitais.

4.3. Analises Estatisticas.

Diferencgas na freqiiéncia de criangas com IgA especificos para os antigenos
de SM (Agl/ll, Gtfs e GbpB) S. mitis (Ag de 45kDa) entre os grupos infectados e nao
infectados foram avaliadas através do teste de Qui-quadrado. Diferencas nos valores
médios de densitometria dos Ags reativos entre os grupos de criancas infectadas ou nao
foram avaliadas através de teste de varidncia ndo paramétrico de Mann-Whitney. As
associagdes entre os numeros de Ag de SM e S. mitis reconhecidos por IgA foram
analisadas através do teste de correlacdo de Pearson. A semelhanca de resposta de IgA de
uma mesma crianca a extratos de antigenos obtidos de genétipos distintos foi analisada
através da comparacdo das razdes entre o numero de bandas reativas para todos os
gendtipos € o nimero maximo de bandas identificada no gendtipo mais reativo.

Diferencas nos valores médios de Unidades de Fluorescéncia Relativa (UFR)
resultantes das imuno-reacdes entre IgA e os peptideos sintéticos derivados da GbpB, entre
os grupos de criancas infectadas ou nao foram também avaliadas através do teste de Mann-
Whitney. Adotou-se o valor de alfa de 5% para que as variagdes fossem consideradas

estatisticamente significantes (p<0,05).
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5. RESULTADOS.

5.1. Niveis salivares de IgA, IgA1 e IgM

A Figura 8 mostra as flutuacdes dos niveis das imunoglobulinas A (A),
imunoglobulina A1 (B) e imunoglobulina M (C) nas amostras salivares coletadas das
criangas na primeira visita (TO) e nas visitas subseqiientes (T6, T12 e T18). Houve uma alta
variabilidade nas concentracdes de IgA, IgAl e IgM nas 119 criancas acompanhadas
durante os 18 meses de estudo, mesmo quando estas concentragdes foram normalizadas
pela concentracdo de proteinas salivares.

As médias das concentracdes de IgA e IgA1l aumentaram gradualmente de TO a
T18. Assim, as médias das concentragdes em TO foram 82,4 ug/ml (£54,4); 43,4 ug/ml
(£50,0) para IgA total e IgAl respectivamente, e em T18, estas médias aumentaram
respectivamente para 823,4 pug/ml (+£228,2); 518,7 pg/ml (£198,0). O mesmo aumento
aconteceu para a concentracdo média de proteinas, que aumentou de 695,2 ug/ml (£388,7)
em TO para 1428,1 pg/ml (£794,0) em TI18. As médias das razdes de IgA e IgAl
normalizados pelas concentracdes de proteinas também aumentaram de TO, 0,15 (£0,15) e
0,09 ug/ml (£0,14) respectivamente, para T18, 0,69 (+0,30) e 0,43 ug/ml (0,20)
respectivamente. Os niveis de IgA1 representaram, em média, 50% da concentracdo total
de IgA em TO, o que aumentou para 94,7 (+£46,9), 87,0 (£48,0) e 63,0% (£20,0) em T6,
T12 e T18 respectivamente.

Os niveis de IgM ndo foram detectados na maioria das amostras de saliva

coletadas, a partir da segunda visita (T6). As concentragdes médias de IgM foram de 4,2
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pg/ml (£6,4), 0,0 ug/ml (£2,8), 2,5 ug/ml (£6,0) e 0,9 pg/ml (£2,3) respectivamente para

TO, T6, T12 e T18.
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Figura 8 - Niveis de IgA (A), IgAl (B) e IgM (C)

nas amostras salivares das criangas em
TO, T6, T12 e T18. Os tragos pretos
representam os valores absolutos das
imunoglobulinas  (ug/ml). Os tracos
cinza representam as concentragdes de
imunoglobulinas  normalizadas pelas
concentragdes de proteinas nas amostras.



Entre os 21 pares de criancas infectadas e nao infectadas entre TO e T6, 15
pares permaneceram até o final do estudo. No subgrupo de 15 criangas infectadas
precocemente por SM e ndo infectadas, os niveis medianos de IgA e IgA1l aumentaram de
TO (129,4 pg/ml e 117,2 ug/ml, respectivamente) para T18 (880,0 ug/ml e 536,8 pg/ml
respectivamente), ndo diferindo estatisticamente dos valores medianos das 15 criangas ndo
infectadas, que foram em TO (208,4 pg/ml e 158,1 png/ml, respectivamente) para T18
(832,5 nug/ml e 625,1 ug/ml respectivamente). Nestes 15 pares de criancas (n=30) os niveis
de IgATl representaram 50,0, 81,7, 73,3 e 62,0% do total da concentragdo de IgA em TO,

T6, T12 e T18 respectivamente.

5.2. Infeccao por SM e experiéncia de carie dos pares de criancas infectadas e nao
infectadas por SM no inicio do estudo.

No inicio do estudo (T0), SM foram detectaveis em 5 (3,1%) criancgas. Apds 6
meses de acompanhamento (T6), um total de 21 criancas (14,9%) apresentaram niveis
detectdveis de SM. A idade média de infec¢do foi de 17 meses. Neste subgrupo de 21
criangas, a infeccdo por SM variou de baixos niveis (1 ufc) a altos niveis (>100 ufc)
(mediana=40 ufc por drea determinada). Os niveis médios de infeccdo por SM em TO
foram de 5,7 ufc/area (= 22,0), e em T6 foram de 44,5 ufc/area (+40,6).

Ao final do estudo (T18), 12 criangas (pares nimeros: 5, 9, 11, 14, 16 e 19),
foram removidas dos 21 pares pré-selecionados, por terem saido das EMEIs ou por ndo
estarem presentes no dia da visita as EMEIs. Assim permaneceram ao final do estudo,

subgrupos de 15 criancas precocemente infectadas com seus respectivos pares nao
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infectados (subgrupo nao infectado). Destas, 6 criancas (com 1 a 50 ufc de SM/area) nao
mantiveram niveis detectdveis de infec¢cdo em T12 e T18 (criangas dos pares nimeros: 1, 2,
3, 4, 17 e 21; Tabela 3). No subgrupo de 15 criancas ndo infectadas, quatro delas,
apresentaram niveis detectaveis de SM entre T12 e T18 (pares nimeros: 2, 3, 13 e 21;
Tabela 3). Desta maneira em T18, oito pares de criancas sustentavam suas condi¢des de
infec¢do ou nao por SM (pares nimeros: 6, 7, 8, 10, 12, 15, 18 e 20).

Os niveis de SM variaram de 1 a >100 ufc de SM em T12 e T18, e os niveis
médios de infec¢do para as criancas infectadas (n=8) foram 38,0 ufc/area (£39,3) e 23,9
ufc/area (+42,4) em T12 e T18 respectivamente.

As porcentagens de criancas infectadas (n=8) que apresentaram lesdes de carie
(manchas brancas e lesdes cavitadas) foram 4,8, 26,7, 65,0 € 60,0% em TO, T6, T12 e T18
respectivamente. Em TO, apenas 1 crianca, pertencente ao par 5, apresentou 4 manchas
brancas e 2 lesdes cavitadas. Apos 6 meses (T6), os indices de cdrie (ceos) variaram de 1 a
10 manchas brancas (média: 0,8+2,3) e somente 1 crianga, pertencente ao par 5 apresentou
6 lesdes cavitadas. Os indices de caries em T12 variaram de 1 a 9 cavidades (média: 1,0 &
2,8) e 1 a 16 manchas brancas (média: 2,6 = 4,1) e em T18 variaram de 1 a 5 cavidades
(média: 0,6 £ 1,4) e 1 a 12 manchas brancas (média: 1,8 + 3,5).

Dentre o grupo de 15 criancas ndo infectadas, que permaneceram até o final do
estudo, nenhuma delas apresentou sinais de cdrie em TO. Em T6, duas (9,5%) criancas
(pares nimeros 7 e 13; Tabela 3) apresentaram-se com manchas brancas. Em T12, manchas
brancas foram detectadas somente na crianga nimero 13, pois as lesdes detectadas em T6,

na crianca nimero 7, haviam regredido. Neste mesmo grupo (ndo infectadas), a crianga
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pertencente ao par 13 também apresentou uma lesdo cavitada. Em T18, duas criancas
(pares numeros: 13 e 17; Tabela 3) apresentaram lesdes de manchas brancas e trés
cavidades foram detectadas nas criangas nimeros 13 e 21. A crian¢a nimero 3 apresentou
somente uma cavidade. Destas criangas que apresentam lesdes cariosas (cavidades e
manchas brancas), os pares nimeros: 3, 13 e 21 (Tabela 3), apresentaram niveis detectaveis
de SM a partir de T12, e por este motivo, foram excluidas da andlise.

Nao houve diferencas no nimero de dentes erupcionados entre as criancas
selecionadas nos subgrupos de 8 pares de criangas infectadas e nao infectadas. Os valores
medianos, do nimero de dentes erupcionados, foram de 5, 12, 16 e 19 em TO, T6, T12 e
T18 respectivamente. Ao final do estudo (T18), a denticdo decidua completa (20 dentes
erupcionados) foi verificada em 8 e 6 criangas dos subgrupos de ndo infectados (n=8) e

infectados (n=8) respectivamente.

5.3. Resposta imunoldgica a infeccao inicial por SM (T0 e T6) nos 21 pares de criancas

infectadas e nao infectadas.

5.3.1. Complexidade de resposta de IgA aos antigenos (Ags) de SM e S.

mitis
A Figura 9 mostra uma alta complexidade da especificidade de anticorpos
salivares IgA aos Ags de SM (definida pelo nimero de bandas IgA-reativas), em criangas a
partir dos 6 meses de idade. O nivel de complexidade, no entanto, foi muito varidvel entre
as criangas estudadas. A complexidade da resposta em TO e T6 ndo foi associada com a

idade em cada periodo, nem com os niveis bucais de SM (Correlaciao de Pearson; R=- 0,21
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a—0,10, p>0,4, para Ags da cepa padrao 3VF2 de SM). O niimero de bandas IgA-reactivas
observado para extratos da cepa 3VF2 variaram de 0 a 13 (média: 7,2 £ 3,8)ede O a 14
(média: 6,3 £ 3,8) em TO e T6 respectivamente. Nao houve diferencas significativas no
nimero médio de Ags IgA-reativos entre os subgrupos de 21 criancas infectadas e 21
criangas nao infectadas (Mann-Whitney: p>0,6).
O ndmero de bandas de S. mitis, reconhecidas por anticorpos IgA, variaram de
0 a 17 (média: 7,2 £ 4,7), e de 1 a 19 (média: 8,2 £ 4,2) em TO e T6 respectivamente. O
grau de complexidade de resposta a SM esteve associado com a complexidade de resposta
a S. mitis em ambas as fases do estudo (Correlacio de Pearson; r=0,37 e 0,40
respectivamente para TO e T6; p<0,02). A comparacido dos padrdes de desenvolvimento de
anticorpos salivares IgA contra Ags de SM e S. mitis em TO e T6 indicaram que as
especificidades de resposta, a estas duas espécies bacterianas, nao se relacionaram, exceto
para um Uunico antigeno de S. mitis de aproximadamente 44,9 kDa, o qual foi
freqlientemente reconhecido quando havia anticorpos IgA na mesma amostra salivar,
especificos contra a GbpB de SM. As reacdes ao Ag de 44,9 KDa de S. mitis ndo
pareceram estar relacionadas a reacdes cruzadas, uma vez que, as reacdes de anticorpos
policlonais especificos contra a GbpB ndo reconheceram o antigeno de 44.9 KDa de S.
mitis (Figura 9D).
A Figura 10 mostra que uma intensidade similar de resposta de anticorpos IgA
contra as cepas de SM e S. mitis na saliva de individuos adultos e a saliva de uma crianga

de 15 meses de idade, a qual faz parte do grupo nio infectado.
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Figura 9 A-C: Padrdes de reatividade
de anticorpos IgA salivares com
antigenos extraidos de cepas SM em
trés pares de criangas (infectadas e nao
infectadas). O niimero de cada par é
indicado entre parénteses. SMp: Ags
da cepa SM 3VF2. SMi: Ags de um
gendtipo de SM isolado da crianca
infectada de cada par. Mitis: Ags
extraidos da cepa S. mitis ATCC903.
Membranas dentro dos quadros a
esquerda e a direita correspondem as
imuno-rea¢des com salivas coletadas
no inicio do estudo (T0) e apds 6
meses de acompanhamento (T6),
respectivamente. Padrdes de peso
molecular (KDa) estido indicados entre
as membranas de cada periodo. Setas
pretas a esquerda indicam as posi¢des
dos antigenos Agl/Il, GtfC e GbpB
nos extratos de SM. Setas cinzas a
direita indicam Ag de
aproximadamente 45,0 KDa da cepa
de S. mitis. D: Anidlise da
especificidade de reagdo de IgA
salivar a GbpB. DA: Imuno-reacio
com anticorpos policlonais especificos
para GbpB, canaletas 1, 2 e 3
correspondem ao extrato protéico da
cepa 3VF2, GbpB purificada por
FLPC e extrato da cepa de S. mitis,
respectivamente. B: Imuno-reagdo
com saliva de uma crianga da amostra.
Canaletas le 2 ao extrato protéico de
SM e GbpB purificada por
respectivamente.
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Figura 10 - Padroes de especificidade de anticorpos IgA contra as cepas SMp e Mitis na saliva
de dois individuos adultos (membranas 1 e 2 respectivamente) e com a saliva de
uma crianga de 15 meses de idade, a qual faz parte do grupo ndo infectado (par 14)

(membrana nimero 3). Padrées de peso molecular (KDa) estdo indicados na

esquerda das membranas.

5.3.2. Variacao antigénica entre os genétipos de SM.

Diferencas entre os antigenos reconhecidos por IgA entre cepas indigenas
representativas de genodtipos distintos de SM (identificados por ensaios de AP-PCR)
isolados das criancas infectadas de cada par e a cepa padrdo (3VF2) foram analisadas
através da comparacdo dos padrdes de migracdo das bandas reconhecidas. A porcentagem
média de bandas coincidentes entre as cepas pelo total de bandas reativas detectadas foi de

77,5, 67,0, 68,5 e 65,5% nas fases TO, T6, T12 e T18 respectivamente. Exemplos de

ensaios de western blot, comparando as cepas padrdo e isoladas das criangas infectadas

estdo ilustrados na Figura 11.
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Os ndmeros totais de bandas reativas do genétipo padrao (3VF2) e do gendtipo
infectante estiveram altamente associados em ambas as fases TO e T6 (Correlagdo de
Pearson; r: 0,81, p<0,001 e r: 0,69; p<0,001 respectivamente). Os padrdes de antigenos
especificos reconhecidos pela IgA, foram também comparados entre cepas infectantes
representativas de cada gendtipo de SM, entre as 6 criangas do subgrupo infectado que
albergavam mais de um gendtipo de SM (Figura 11). Dois a quatro genétipos distintos
foram identificados nestas 6 criancas por AP-PCR. As reacdes dos anticorpos IgA reativos
aos Ags Agl/ll, Gtfs e GbpB foram muitos semelhantes em freqiiéncia e intensidade entre
estes genotipos, mesmo quando pequenas diferencas no padrao de migracao destes Ags
ocorreram, como por exemplo, para o Ag GbpB identificado no genétipo SM7 da crianga

do subgrupo infectado do par 17 (Figura 11).
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Figura 11 - Comparacdes dos padrdes de reatividade de anticorpos IgA da saliva a Ags de
gendtipos de SM distintos isolados de trés criangas representativas do subgrupo
de criancas infectadas (dos pares nimero 18, 9 e 17), as quais foram infectadas
por dois a trés genétipos distintos. Reagdes foram realizadas com as salivas
coletadas de cada crianga no inicio do estudo (T0) e apés 6 meses (T6). SMp:
cepa padrao 3VF2; gendtipos clinicos foram numerados de 1 a 8 para cada
crianga. Mitis: cepa padrdo de S. mitis. Padrdes do tamanho molecular (KDa)
estdo indicados entre as imuno-reagdes de TO e T6.

5.3.3. Niveis dos anticorpos especificos ao Agl/II, Gtfs e GbpB.

As identidades do Agl/Il, das Gtfs e da GbpB, nos extratos de Ags de todos
genotipos de SM testados, foram confirmados em ensaios paralelos de western blot,
utilizando-se os respectivos anticorpos especificos. Imuno-reacdes representativas, com
anticorpos especificos para estes Ags estdo ilustradas na Figura 12. As variacdes dos
padrées de migracdo foram superiores para o Agl/Il (Figura 12). O tamanho deste Ag
variou entre 176,6 a 200,5 kDa, quando calculado com base no peso padrao de proteinas.
As migracdes para GtfC foram menos varidveis, com um peso aproximado de 158,9 kDa,

enquanto que a migra¢do da GbpB foi compativel com tamanhos de 62,9 a 58,5 kDa.
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Variacdes nas intensidades de cada Ag entre os extratos também foram detectadas (Figura

12).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

215,

R me. L ..

.
99 _ iy ‘ -
154

i

71

44_

215__

99

7

44 B

1 2 3 4 5 6 8 9 10 11

99

71
I Sp—— R e L

44_ . C

Figura 12 - A-C- Identificacdo dos antigenos Agl/II, GtfC e GbpB em extratos dos genétipos
SM com anticorpos especificos. Os nidmeros, acima de cada canaleta, indicam
diferentes gendtipos testados. A: Imuno-reagdo com anticorpo policlonal anti-
Agl/Il. B: Imuno-reagdo com anticorpo monoclonal anti-GtfB. C: Imuno-reagdo
com anticorpos policlonais especificos para GbpB. Os marcadores padrio de
tamanho molecular (KDa) estdo indicados a esquerda.

O ndmero de criangas que apresentaram anticorpos IgA na saliva especificos
para cada um destes Ags estd representado na Tabela 2. A freqii€ncia de resposta de IgA
salivar a Agl/Il e as Gtfs nao variou entre os subgrupos de 21 criancas infectadas e ndo
infectadas por SM (Tabela 2). No entanto, observou-se uma diferenca significativa na
freqii€ncia de resposta a GbpB, entre as criancas infectadas e nao infectadas na fase TO
(Tabela 2; qui-quadrado: 6,07; p<0,02). Neste periodo, apenas 38,1% (n=8) das criangas

infetadas com cepas SM (n=21) demonstraram possuir anticorpos IgA reativos com a
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GbpB. Diferentemente, 76,2% (n=16) das salivas de criangas nao infectadas (n=21)
apresentaram anticorpos IgA reativos com este antigeno na mesma fase. Apds 6 meses de
acompanhamento (T6), a freqii€éncia de detec¢do de anticorpos IgA reativos contra GbpB
foi semelhante entre os grupos de criancas infectadas e nao infectadas.

Grandes variagdes nas intensidades das bandas de GbpB, reconhecidas por
IgA, foram observadas entre os dois subgrupos de 21 pares de criangas infectadas e nao
infectadas (Tabela 3). Em TO, as intensidades médias das bandas de GbpB IgA-reativas
foram 30,6 (£54,7) e 47,5 (£88,7) para os subgrupos de criancas infectadas e ndo
infectadas, respectivamente. Em T6, estes valores avancaram para 72,1 (£108,5) e 111,2
(£173,8) respectivamente. As intensidades das bandas de IgA reativas a GbpB
representaram de 50 a 100% da resposta total dos anticorpos IgA reativos aos Ags de SM,
em 9,5 e 33,3% dos subgrupos de criangas infectadas e nao infectadas, respectivamente. Os
valores medianos de intensidade de reacdo a GbpB com anticorpos IgA, foram menores no
subgrupo de criangas infectadas, quando comparadas as criangas ndo infectadas, tanto em
TO (0,0 versus 3,5) quanto em T6 (10,3 versus 20,5), embora estas diferencas nido tenham

sido estatisticamente significantes
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Tabela 2-Comparacio da freqiiéncia de resposta de IgA salivar a diferentes antigenos de SM e de S.
mitis no inicio do estudo (TO) e apds 6 meses de acompanhamento (T6) entre 21 criancas

infectadas com SM em TO e em T6 e seus respectivos pares ndo infectados.

Extratos dos antigenos

Numero (%) de criangas; media do nimero de Ags reativos
Salivas em TO de:

Salivas em T6 de:

Infectada Nao Infectada Infectada Nao infectada
n (%) n (%) n (%) n (%)

Streptococcus mutans

Cepa padrao (3VF2)
Ag I 19 (90,4) 17 (81,0) 16 (76,2) 17 (81,0)
Gtfs 17 (81,0) 17 (81,0) 14 (66,7) 14 (66,7)
GbpB 8 (38,1)° 16 (76,2)% 15 (71,4) 18 (85,7)
Média do numero de Ags
reativos, + DP 7,636 6,9£4,0 6,1+4.2 7,7+3,0

Genétipo infectante®
Ag I/ 18 (85,7) 16 (76,2) 16 (76,2) 17(81,0)
Gtfs 18 (85,7) 16 (76,2) 15 (71,4) 14 (66,7)
GbpB 8 (38,1)* 16 (76,2)% 15 (71,4) 19 (90,4)
Média do numero de Ags
reativos, + DP 6,4+28 6,5+3,9 5,8+3,5 57+23
Streptococcus mitis
Ag de 44,9 kDa 12 (57,1) 13 (61,9) 18 (85,7) 17 (81,0)
Média do nimero de Ags 6.7+4,7 7.6+4,7 8,5+3,6 8,0+48

reativos, + DP

“ Diferengas entre grupo infectado e néo infectados: Qui-quadrado=4.76, p<0.02

b . : . . . . e
Somente o gendtipo com maior nimero de bandas IgA-reativas foi selecionado para andlise,
entre os dois ou mais gendtipos testados em criangas infectadas por mdltiplos gendtipos.
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Tabela 3 - Niveis totais de IgA na saliva, intensidade das bandas de GbpB reativas com anticorpos
IgA salivares, porcentagem da intensidade com GbpB em relag@o a soma das intensidades
de todas as bandas de SM reconhecidas por IgA em 21 pares de criangas infectadas e nao
infectadas por SM nos primeiros 6 meses do estudo (de TO a T6).

Criancas Idade de Conc. IgA (ug/ml) na  Intensidades das % de reacao a GbpB em

deteccao saliva em: reacdes a GbpB®  relacgio a todos os Ags de
inicial de SM em: SM reconhecidos® em :
(meses) TO T6 TO Té6 TO T6

Infectadas
1* 12 52,7 781,7 - 43.0 - 3.1
2% 11 91,0 56,2 90,4 302.8 7.6 18.8
3% 6 61,8 2143 - - - -
4% 8 79,7 2834 - - - -
5 13 120,0 616,3 - - -
6 18 20,2 317,1 - 8,5 - 1,5
7 19 1,5 466,1 - 32,0 - 10,3
8 17 131,4 100,2 - 37,0 - 13,8
9 14 19,6 249.4 - 11,7 - 14,5
10 16 512,0 512,0 - 2,3 - 6,5
11 19 108,3 7440 219,9 149,1 20,7 9,0
12 16 459 536,5 79,7 423 15,2 12,2
13 19 18,7 58,9 105,0 3420 18,7 93,6
14 13 77,4 498,8 - 9,1 - 16,0
15 14 94,1 4824 - - - -
16 19 83,9 4438 22,3 25,6 8,4 64,4
17% 19 66,9 561,3 31,7 255,2 20,3 100,0
18 20 73,6 576,6 - - - -
19 17 143,1 8222 - - - -
20 17 246,8 656,0 57,7 33,9 100,0 100,0
21* 21 193,9 601,9 36,1 199,0 69,8 100,0
Nao infectadas
1 - 55,1 732,6 - 54,0 - 8,6
2% 22 92,3 428,6 22,0 15,3 0,9 1,0
3* 19 66,1 575,5 - 730,0 - 19,1
4 - 75,2 503,2 - - - -
5 - 104,8 348,1 86,1 120,1 15,1 100,0
6 - 19,6 426,4 27,0 315,0 64,5 64,4
7 - 3,6 598.,9 312,0 400,0 59,9 91,4
8 - 88,5 727,0 87,0 119,8 50,0 20,5
9 - - 663,6 6,8 50,3 3,5 39,2
10 - 87,1 3474 13,7 53,0 2,1 19,7
11 - 104,4 320,5 13,5 - 1,1 -
12 - 55,3 495.,8 - 48,0 - 11,0
13* 31 4,6 4547 - 90,8 - 17,4
14* 27 85,4 565,4 270,3 82,3 21,8 20,0
15 - 85,2 261,3 - - - -
16 - 89,8 619,2 5,0 37,9 1,4 35,2
17 - 64,5 446,7 4.0 21,2 31,0 95,1
18 - 82,1 418,3 0,8 84,0 100,0 24,5
19 - 116,1 754,4 2.4 16,0 100,0 100,0
20 - 256,7 4842 134,2 10,4 76,3 80,0
21* 32 113,0 142,4 9,3 88,1 80,2 78,6

* criancas com niveis ndo detectdveis de SM apds um ano de acompanhamento (T12).
* criancas com niveis detectdveis de SM ap6s um ano (T12).
* intensidades determinadas através da densitometria das bandas de cada antigeno reativo com anticorpos salivares IgA.

81



5.4. Evolucao da resposta dos anticorpos salivares IgA aos Ags de SM e S. mitis nos

pares de criancas selecionadas em T( e T6, durante os 18 meses de acompanhamento.

5.4.1. Complexidade da resposta de anticorpos salivares IgA a Ags de SM e
S. mitis para os 8 pares de criancas acompanhadas até o final do estudo.

Quinze pares de criangas, dos 21 pares selecionados inicialmente,
permaneceram durante o acompanhamento de 18 meses, e destes, 8 pares sustentaram as
condicdes de infec¢do ou ndo por SM, durante todas as visitas, como descrito no item 5.2.
Desta maneira, os ensaios de western blot, realizados com as salivas destas 16 criangas,
coletadas nas quatro visitas, permitiu-nos analisar e comparar a evolucdo da resposta
imunoldgica aos Ags de SM e S. mitis em criangas infectadas e seus respectivos pares nao
infectados.

Nao houve diferenca estatisticamente significante no nimero de anticorpos IgA
reativos aos Ags totais de SM e de S. mitis entre as 8 criancas infectadas e seus respectivos
pares ndo infectados (Mann-Whitney U-test, p>0.6). A complexidade de resposta de IgA
aos Ags totais de SM diminuiu apés 12 meses de acompanhamento em todas as 16 criancas
(Figura 16). O nimero médio de bandas IgA reativas aos Ags de SM (3VF2) nas 16
criancas analisadas variaram de 7,3 (£4,5) e 7,1 (4,0) em TO e T6 respectivamente, para
1,8 (£1,3) e 1,1 (x1,2) em T12 e T18 respectivamente.

O numero de bandas IgA reativas aos Ags totais de S. mitis também variaram
durante o acompanhamento, sendo que as médias de bandas reativas para as 16 criancas
foram de 6,3 (£4,0), 9,6 (¥4.4), 7,3 (£5,5) e 2,3 (£2,2) respectivamente para TO, T6, T12 e

T18. O grau de complexidade de resposta de IgA a Ags de SM esteve associado a
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complexidade de resposta de IgA a Ags de S.mitis em todas as fases de acompanhamento
(Correlagao de Pearson, r: 0.64, p<0.02; r: 0.56, p<0.02; r: 0.54, p<0.02 e r: 0.8, p<0.02,

para TO; T6; T12 e T18 respectivamente).

5.4.2. Niveis dos anticorpos especificos a Agl/I1, as Gtfs e a GbpB.

As respostas de anticorpos salivares IgA para o Agl/Il e para a Gtf, nas salivas
dos 8 pares de criangas infectadas ou ndo com SM, ndo demonstraram diferencas
estatisticamente significantes com relacio a presenca infeccdo, durante todo o
acompanhamento. As porcentagens médias destas criancas (n=16) que apresentaram
anticorpos salivares IgA reativos ao Agl/Il foram 75,0, 87,5, 25,0 e 6,3% nas fases TO, T6,
T12 e T18 respectivamente. As porcentagens médias de criancas (n=16) que apresentaram
IgA reativo a Gtf foram 75,0, 81,3, 50,0 e 18,7% para TO, T6, T12 e T18 respectivamente.

A freqiiéncia de anticorpos IgA reativos a GbpB foi significantemente maior
entre as 8 criangas do grupo ndo infectado (n=6),, quando comparadas com o grupo de 8
criangas infectadas (n=2) (Qui-quadrado: 6.07, p<0.04) em TO. Assim, somente 25,0%, das
criangas infectadas com SM, apresentaram IgA reativo a GbpB, enquanto que, 75,0% das
criangas ndo infectadas até o final do estudo, apresentavam anticorpos IgA reativos a
GbpB. Seis meses ap6s o inicio do estudo (T6), as freqiiéncias de detec¢do de IgA reativos
a GbpB para os 8 pares infectados e ndo infectados, foram respectivamente 75,0 e 87,5%.
Em T12, estes valores se alteraram para 62,5 e 75,0% respectivamente e em T18, para 62,5
e 50,0% respectivamente. Desta maneira, as freqiiéncias de deteccdo de anticorpos IgA
reativos a GbpB foram similares entre as 16 criancas pertencentes aos 8 pares de infectados

ou ndo-infectados, entre as fases T6, T12 e T18, como conseqiiéncia de um aumento da
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resposta de IgA a GbpB encontrado em TO entre as criancas infectadas precocemente por
SM. A evolucdo da resposta de anticorpos IgA aos Ags de SM e do S. mitis durante as
quatro visitas, nos 8 pares de criangas infectadas e nao infectadas pode ser analisada através

da Figura 13.
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Figura 13 - Padrdes de reatividade de anticorpos IgA salivares contra antigenos extraidos de
cepas SM em trés pares representativos de criangas (infectadas e ndo infectadas). O
nimero de cada par € indicado entre parénteses. SMp: Ags da cepa SM 3VF2. SMi:
Ags de um genétipo de SM isolado da crianca infectada de cada par. Mitis: Ags
extraidos da cepa S. mitis ATCC903. Membranas dentro dos primeiros, segundos,
terceiros e quartos quadros correspondem as imuno-reagdes com salivas coletadas
no inicio do estudo (T0), apés 6 (T6), 12 (T12) e 18 meses de acompanhamento
(T18), respectivamente. Padrdes de peso molecular (KDa) estdo indicados entre as
membranas de cada periodo. Setas pretas a esquerda indicam as posicdes dos

antigenos Agl/II, GtfC e GbpB nos extratos de SM.
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Tanto no grupo de 8 criancas infectadas, quanto no grupo de 8 criangas nao
infectadas, observaram-se variacdes nas intensidades de reacdo de IgA aos antigenos Ag
I/II, GTF e GbpB durante o acompanhamento. Grande variacdo também foi observada com
relacdo da resposta de IgA aos Ags de S. mitis (Figura 14). As intensidades médias de IgA
reativos com Ag I/Il (Figura 14A), Gtf (Figura 14B), e todos os Ags de SM (Figura 14C) e
de S. mitis (Figura 14D) ndo diferiram estatisticamente entre os 8 pares de criancas
infectadas e ndo infectadas durante todo acompanhamento (Mann-Whitney, p>0.1). Desta
maneira, as intensidades médias das bandas de Agl/Il reativas, entre as 16 criancas
acompanhadas, foram 33,4 (+ 33,5) em TO; 45,3 (£55,9) em T6; 11,9 (£25,6) em T12 ¢ 7,9
(£31,8) em TI18. As intensidades médias de reacdo com Gtf foram 34,1 (+38,4), 27,3
(£30,9), 10,6 (x16,2) e 2,8 (£6,2) em TO, T6, T12 e T18 respectivamente. As médias das
somas das intensidades de todas as bandas reativas no extrato de SM (3VF2) foram 190,9
(£27,7), 218,0 (£73,1), 182,0 (£20,5) e 89,6 (+18,8), nos respectivos periodos de TO, T6,
T12 e T18. As médias das somas das intensidades de reacdo de todos os antigenos
(representado pelas bandas reativas) de S. mitis, foram 318,9 (+ 34,1), 597,4 (+ 436,4),

774,9 (£ 565,4) e 559,3 (£ 527,0) em TO, T6, T12 e T18 respectivamente.
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Intensidade média de IgA-reativo ao Agl/Il

Intensidade média de IgA-reativo a Gtf
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Figura 14 — Comparagdes das intensidades médias de resposta de anticorpos IgA reativos contra Ag I/II
(A), Gtf (B), todos Ags de SM (C) e todos Ags de S. mitis (D) entre as 8 criancas
infectadas (em cinza) e seus respectivos pares ndo infectados (em preto) As colunas
representam os valores médios de intensidade. As barras acima de cada coluna indicam os
desvios padrio.

As intensidades médias de resposta contra GbpB foram diferentes entre as 8
criancas ndo infectadas, quando comparada com as 8 criangas infectadas durante T6
(Figura 15). A intensidade média de resposta de IgA a GbpB entre as criancas infectadas e
ndo infectadas foram respectivamente 16,1 (+£30,0) e 58,9 (£88,3) em TO. Em T6 as
intensidades médias foram 17,8 (x15,6) e 1339 (£153,9) (Mann-Whitney, p<0,02)

respectivamente (Figura 15). Em T12, as intensidades médias de reagcdo ainda foram
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superiores entre as 8 criangas nao infectadas (109,0£144,6), quando comparadas com as 8
criancas infectadas (81,9 + 85,7), embora esta diferenca nao foi estatisticamente
significante (Figura 15). Entretanto, em T18 a diferenca nas intensidades de resposta a
GbpB entre os 8 pares de criangas foi invertida (57,8 = 57,7 e 47,1+ 63,3 para criancas

infectadas e ndo infectadas, respectivamente) (Figura 15).
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Figura 15 - Comparacdes das intensidades médias de reagdo de anticorpos IgA contra
GbpB (barras, escala a esquerda) entre criangas infectadas (n=8) e criangas
ndo infectadas (n=8). O nivel médio de infeccdo por SM no grupo infectado
(linha, escala a direita) € representado para cada fase do estudo (TO, T6, T12
e T18). As barras sobre colunas ou pontos da linha indicam os desvios
padrao.
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Os anticorpos IgA reativos a GbpB representaram 50 a 100,0% da resposta
total dos anticorpos IgA aos Ags de SM em 8,5 e 29,3% dos subgrupos infectados (n=8) e
ndo infectados (n=8) respectivamente em TO. Apds 6, 12 e 18 meses, estas porcentagens
aumentaram para 23,8 e 33,3%, 61,3 e 53,8 % e 75,0 e 50,0% respectivamente para as 8
criangas infectadas e 8 nao infectadas.

As intensidades medianas das bandas de GbpB reativas com anticorpos IgA
foram menores no subgrupo de infectados (n=8) do que nos nao infectados (n=8) em ambas
fases TO (0,0 versus 6,8) e T6 (25,6 versus 53,0), mas houve uma inversdo em T12 (71,8
versus 63,3) e T18 (51,6 versus 1,6).

A Figura 16 mostra as razdes entre as intensidades de reagao dos antigenos
de SM (Agl/ll, GbpB, Gtf e Ags totais) e de S. mitis (Ag de 45 kDa e Ags totais)
observadas no subgrupo de criancas nao infectadas (n=8), pelas intensidades do subgrupo
de criangas infectadas (n=8) em todas as fases do estudo. Pelos dados apresentados na
Figura 16, verificou-se que as intensidades de resposta contra aos Ags totais de SM, contra
Gtf e contra Ag I/Il foram similares entre os 8 pares de criancgas infectadas e ndo com SM.
Por outro lado, as razdes de intensidade de reacdo contra GbpB evidenciam que as
diferencas de reconhecimento deste antigeno entre os grupos foram maiores entre as fases
TO e principalmente T6. Com relacdo a intensidade de resposta contra antigenos de S. mitis,
também ndo houve diferenca entre os 8 pares de criangas para o Ag de 45 kDa. Por outro
lado, quando todos os Ag de S. mitis foram considerados, observou-se que as criangas nao
infectadas apresentaram resposta mais intensa a esta espécie quando comparadas com as

criangas infectadas por SM na fase final do estudo (T18).
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Figura 16 — Razdes das intensidades de reacdo de IgA contra antigenos de SM e de S.
mitis entre os grupos de criancas infectadas (n=8) e nado infectadas por SM
(n=8). As linhas representam os valores das intensidades médias das
bandas do respectivo antigeno IgA-reativo observado no grupo de criancas
ndo infectadas, divididos pelos valores de intensidade médios observados
entre as criangas do grupo infectado.
5.5. Andlise da resposta de IgA aos seis peptideos sintéticos derivados de diferentes
regioes da GbpB de SM.
Amostras de salivas de criancas de dois dos 21 pares selecionados em TO e T6
(pares ntimeros: 7 e 13; Tabela 3), ndo foram analisadas por nao apresentarem volume
suficiente para estes ensaios. Assim, 76 amostras salivares foram testadas, coletadas de 19
pares de criancas nos periodos TO e T6. A Tabela 4 mostra as médias das UFRs (Unidades

de Fluorescéncia Relativa) obtidas das analises de amostras salivares coletadas em TO e T6,

para cada complexo peptidico analisado.
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Tabela 4 - Unidades médias de fluorescéncia relativa (UFR) das imuno-reagdes das salivas dos
subgrupos de criangas infectadas (n=19) e ndo infectadas (n=19) sobre os complexos de
peptideos da GbpB nas visitas TO e T6.

Complexos de peptideos de GbpB Unidades de Fluorescéncia Relativa (UFR) no grupo de

analisados em amostras salivares

Coletadas em cada visita: Infectadas Nao Infectadas
média (xDP) média (zDP)

Visita T0

SIG 4,0 (4,1)* 1,5 (£3,5)*
QGQ 13,2 (27,6) 8,2 (+9,8)
VAR 5,2 (£4,2)% 1,8 (£2,3)*
QAA 15,2 (£6,5) 12,2 (+6,2)
SYI 17,2 (£7.1) 13,3 (£7,9)
ANY 1,0 1,3) 0,6 (£0,9)
Visita T6

SIG 4,3 (¢4,0) 3,2 (¢4,6)
QGQ 10,2 (£6,0) 8,1 (x4,7)
VAR 9.8 (£31,7) 1,4 (£1,7)
QAA 11,7 (£7.9) 7.9 (+3,4)
SYI 14,4 (£9,0) 11,8 (£ 4,5)
ANY 0,9 (+1,2) 0,5 (+1,3)

* Diferenca estatisticamente significante entre criancas infectadas e nio infectadas (Mann-Whitney, p<0.02)

Na primeira visita (T0), os peptideos SYI e QAA reagiram com todas as
amostras salivares coletadas (n=38), tanto de criancas infectadas (n=19) como das criangas
nao infectadas (n=19) com SM. O peptideo, QGQ, ndo reagiu com 4 amostras salivares,
sendo que destas, trés eram salivas de criangas nao infectadas com SM. Os demais
peptideos VAR, SIG e ANY, ndo reagiram com 11 amostras (8 do grupo ndo infectado), 19
amostras (13 do grupo ndo infectado) e 23 amostras (13 de do grupo ndo infectado)
respectivamente. Em T6, todas as amostras salivares dos dois subgrupos (n=38) possuiam
anticorpos IgA reativos contra os peptideos SYI, QAA e QGQ. No entanto, SIG, VAR e

ANY, ndo reagiram com 10, 16 e 23 amostras coletadas em T6 respectivamente.
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As intensidades médias de resposta de IgA aos peptideos sintéticos diferiram
estatisticamente para os peptideos SIG e VAR entre as salivas coletadas das 19 criangas
infectadas e 19 ndo infectadas, somente em TO (Mann-Whitney, p<0,02, Tabela 4). A
Figura 17 mostra as médias de intensidade de IgA reativo aos seis peptideos nas duas vistas
(TO e T6) observadas entre as 38 criangas. O padrao de resposta de IgA nas salivas ndo
variou entre as visitas (Figura 17). Em TO, o peptideo mais reativo foi o SYI (média: 15,3
ufr £ 7,7), seguido do peptideo QAA (média: 13,7 ufr + 6,4), QGQ (média: 10,7 ufr + 9,0),
VAR (média: 3,5 £ 3,8), SIG (média: 2,8 ufr #4,0) e ANY (média: 0,8 ufr + 1,1). Apds 6
meses de acompanhamento (T6) um padrao semelhante foi observado. Assim, a intensidade
média de reacdo de IgA maior foi detectada para SYI (média: 13,1 ufr = 7,1), seguida pelos
peptideos QAA (média: 9,8 ufr + 6,3), QGQ (média: 9,2 ufr + 5,4), VAR (média: 5,6 ufr+

22,5), SIG (média: 3,8 ufr £4,3) e ANY (média: 0,7 ufr + 1,2).
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Figura 17 — Comparacdes entre as intensidades médias de IgA reativo aos diferentes peptideos
detectados em TO e ap6s 6 meses de idade (T6).
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6. DISCUSSAO
6.1. Influéncia do sistema imune de mucosas na colonizacao inicial por Streptococcus
mutans.

Streptococcus mutans € transmitido para as criangas através do contato com a
saliva de individuos infectados. Esta bactéria pode ser detectada utilizando-se métodos de
cultura dos 19 a 30 meses de idade com uma idade mediana de aproximadamente 26 meses
(Caufield et al., 1993; Smith et al., 1998). Em populagdes com alto risco de cdrie, SM
podem ser detectados, em alta freqiiéncia, no final do primeiro ano de vida (Mattos-Graner
et al., 2001a; Mattos-Graner et al., 2004) ou mesmo, em criangas edéntulas, com 5 a 6
meses de idade (Milgrom et al., 2000). Em casos severos de desenvolvimento de carie, SM
pode compreender até 60% do total dos organismos cultivdaveis no biofilme dental (Van
Houte et al., 1982).

A populacdo estudada foi definida como altamente exposta ao SM, pois estudos
prévios mostraram uma detec¢do mais precoce de SM em amostras salivares (durante os
primeiros 18 meses de vida) e altos niveis de infeccdo estiveram significativamente
associados com uma alta incidéncia de carie (Mattos-Graner et al., 1998; Mattos-Graner et
al., 2001a). Estudos nesta populacdo indicaram, ainda, que a infec¢do precoce estava
associada a fontes maternas de infeccao (Klein et al., 2004) e possivelmente nao-maternas
(Mattos-Graner et al., 2001c; Klein et al., 2004). Além disto, a dieta rica em sacarose,
oferecida nas EMEIS, que consistia em 10 refeicdes didrias, talvez contribuam para a
infec¢@o mais precoce (Mattos-Graner et al., 2001a).

O presente estudo confirmou a precocidade de infec¢do desta populacdo, pois a

idade mediana de detec¢do inicial de SM no subgrupo de criancgas infectadas, foi de 17
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meses, a qual foi anterior as idades descritas em outras populagdes (Caufield et al., 1993;
Smith et al., 1998). A andlise prospectiva da amostra estudada revelou que niveis
detectdaveis de SM puderam ser observados a partir dos primeiros 6 meses de idade (5,6%
das criangas entre 5 a 13 meses — T0), sendo estes microrganismos detectados até mesmo
na auséncia de dentes irrompidos. A prevaléncia desta espécie bacteriana aumentou durante
o primeiro ano de vida (15,6% das 141 criancas acompanhadas — T6), atingindo uma
prevaléncia de infeccdo de 33,1% e 41,2% em T12 e T18 respectivamente, quando as
criangas apresentam idade entre 17 a 25 meses (T12) e 23 a 31 meses (T18). Excluindo as
primeiras cinco criangas do subgrupo de 21 criangas infectadas (dos pares nudmeros:
nimeros de 1 a 5; Tabela 3), cuja idade mediana de infec¢do foi de 11 meses, todas as
outras criancas apresentaram niveis detectdveis de SM na segunda visita (T6), em uma
idade mediana de 17,5 meses. Portanto, neste estudo, fomos capazes de analisar a resposta
de anticorpos IgA nas fases de inicio do desafio de infec¢do por SM, o qual poderia levar
ao estabelecimento destes microrganismos na cavidade bucal. Entre os fatores de influéncia
na susceptibilidade e intensidade de infec¢do, os comumente estudados sdo a exposicao a
individuos infectados (Kohler et al., 1988; Li & Caufield, 1995, Klein et al., 2004) ¢ o
consumo de sacarose (Van Houte et al., 1982). Embora estudos sugiram que a redu¢do do
risco de colonizagdo bucal por SM, apdés os 2,5 anos de idade, ocorra devido ao
estabelecimento de uma microbiota comensal competitiva nas superficies dentérias recém-
irrompidas (Caufield et al., 1993; Caufield et al., 2000), pouco se sabe sobre o papel da
maturacdo do sistema imune de mucosas no estabelecimento de SM na cavidade bucal.
Redugdes no risco de infeccdo, por outros patdgenos da mucosa respiratdria (por exemplo,

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis), observadas
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ap6s os 2 anos de idade, tém sido associadas a maturagao do sistema imune de mucosas
(Faden et al., 1995; Faden et al., 1994; Yamanaka e Faden, 1993).

Dentro do periodo de acompanhamento dos 6 primeiros meses (TO e T6) das
criangas infectadas por SM, observou-se uma flutuagao nos niveis destes microrganismos.
Das 9 criangas com niveis detectaveis de SM em TO, 7 ndo tiveram estes microrganismos
detectados apds 6 meses. Outras duas criangas mantiveram-se com niveis detectaveis. Uma
delas, com 1 ufc de SM em TO, mantiveram-se com 3 ufc de SM em T6. A outra crianca
apresentou altos niveis de SM aos 13 meses de idade (>100 ufc) em TO, sendo que os niveis
de SM foram reduzidos para 23 ufc na visita subseqiiente (T6). Esta dltima crianga esteve,
no entanto, sob antibioticoterapia no periodo de 2 semanas precedentes ao exame em T6.
Destas criancas que foram selecionadas, as quatro primeiras (pares nimeros: 1, 2, 3 e 4,
Tabela 3), ndo apresentaram niveis detectaveis em T12 e T18. Flutuagdes nos niveis de SM
sdo esperadas, uma vez que microbiota bucal ainda ndo estd totalmente estabelecida nesta
faixa etdria, quando os dentes estdo ainda irrompendo na cavidade bucal. Uma vez que
cerca de 89% das criancgas infectadas em TO apresentavam niveis baixos de SM (1 a 3 ufc),
espera-se que a propria limitacao de sensibilidade do método de coleta contribua para a ndao
deteccio de SM em amostras subseqiientes. Ressalta-se que SM foram detectados em
crianca ainda sem dentes irrompidos na cavidade bucal, portanto os genétipos de SM
detectados nesta fase poderiam ser transitorios.

Um estudo demonstrou niveis detectiveis de SM em 55% das amostras do
dorso de lingua em criancas entre 6 a 18 meses de idade em uma populacdo com altos
indices de cdarie de Saipan, Ilhas Marianas do Norte (Tanner et al., 2002). Neste estudo,

técnicas moleculares mais sensiveis de hibridizacdo com sondas de DNA foram utilizadas e
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os autores sugeriram que o dorso de lingua possa funcionar como um reservatério de SM
para posterior colonizagdo dentdria. No presente estudo, espdtulas de madeira foram
pressionadas sobre o dorso da lingua para remocao dos excessos de saliva, o que pode ter
contribuido para a deteccdo precoce de SM. Independentemente da transitoriedade ou nao
das cepas isoladas em TO, nossos dados indicam que as criangas estudadas estdo altamente
expostas a SM, o que pode influenciar na maturagao da resposta imune de mucosas a estes
microrganismos. Estas caracteristicas, de deteccdo precoce de SM, tornam a populagdo
estudada muito interessante para a compreensdo da influéncia da maturacdo do sistema
imunolégico adaptativo no processo de aquisi¢do inicial de SM. Estudos neste sentido
tornam-se necessdrios paralelamente aos avangos obtidos quanto a aplicagdo de vacinas
anti-cdrie (Russell et al., 1999; Michalek et al., 2001; Smith, 2002; Koga et al., 2002 ).

O acompanhamento dos niveis de SM nas 8 criangas infectadas mostrou que a
fase de maior desafio de infec¢ao foi em T6 (média de microrganismos: 44,5 ufc/ placa),
quando as criancas apresentavam uma idade entre 11 e 19 meses. Provavelmente como
conseqiiéncia da infeccdo precoce, em T12, 65% das criangas deste subgrupo infectado

(n=8) apresentou-se com lesdes cariosas.

6.2. Concentracoes de imunoglobulinas e de proteinas nas amostras salivares.

Em humanos, os plasmdcitos secretores de IgA compreendem 50 a 75% de
todas as células secretoras de anticorpos, sendo esta classe de anticorpo continuamente
secretada nos fluidos gastro-intestinais, saliva, ldgrimas, urina e outras secrecdes
(Brandtzaeg, 1984). A IgA-secretora (IgAS) € o principal componente do sistema imune

adaptativo de mucosas, consistindo da forma dimérica de IgA associada ao componente
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secretor originado das células epiteliais (Smith et al., 2002). As fun¢des principais da IgAS
consistem na neutralizacdo de componentes virais e bacterianos, envolvidos na viruléncia e
bloqueio de receptores importantes para a aderéncia e invasido dos tecidos. Amostras de
saliva total apresentam IgAS, mas também IgG, IgM e IgA séricas, as quais atingem a
cavidade bucal, principalmente através do fluido crevicular. A IgM, na forma secretora,
também pode ser detectada na saliva, principalmente apds 2 anos de idade (Gleenson et al.,
1995). Por volta dos 9 meses de idade, observa-se que mais de 95% da IgA presente na
saliva encontra-se na forma de IgAS, embora em niveis bem inferiores aos detectados em
adultos (Smith et al., 1990).

Os niveis totais de IgA salivar t€ém sido considerados como um indicador do
grau de maturidade do sistema imune de mucosas em criangas (Gleeson et al.,1995).
Reducodes transitérias nos niveis de IgA detectados, na saliva, foram associadas a maior
susceptibilidade a infec¢des do trato respiratério (Gleenson et al., 1995), refor¢cando a
importancia da maturacdo sistema imune de mucosas na susceptibilidade a infec¢des. Sabe-
se que variacdes no fluxo salivar influenciam diretamente nas concentragcdes destes
anticorpos. Estas interferéncias foram controladas pela normalizacdo das concentracdes de
IgA pelas concentracdes de proteina total na saliva. Em nossas amostras salivares, as
grandes variacdoes nos niveis de IgA, mantiveram-se mesmo quando corrigidos pelas
concentracdes de proteina total.

Em adultos, as concentracdoes de IgA na saliva variam entre 72 g/ml e 410

pg/ml (Brandtzaeg, 1989; Wan et al., 2003). Entre criancas da faixa etdria entre 6,5 a 12

anos, observou-se uma concentracdo média de 201 pg/ml. Niveis inferiores, entre 0 a
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50ug/ml de IgA (média: 22,4ug/ml + 7,3) foram detectados nas salivas de criancas de 6 a
18 meses de idade, os quais aumentam com a idade (Wan et al., 2003). As concentracdes
médias de IgA nas salivas testadas em TO foram de aproximadamente 83 pg/ml, pouco
superiores as detectadas nesta faixa etdria em estudos anteriores e também aumentaram
com a idade (Wan et al., 2003).

Deficiéncias nas concentragdes de IgA salivar pareceram ser compensadas pela
producdo e secre¢do de IgM em criancas de maior idade e adultos (Fernandes et al., 1995,
Gleenson et al., 1995). Entretanto, este mecanismo compensatério nao foi observado em
criancas durante os primeiros dois anos de vida (Gleenson et al., 1995). Os nossos dados
revelaram um grupo de 13 criangas (8,1%) que ndo apresentaram niveis detectdveis de IgA
salivar (n=10) ou com baixos niveis destes anticorpos (n=3) em TO. As idades destas 10
criancas variaram entre 6 e 13 meses de idade (média: 9,1 meses; £2.,8), ndo diferindo
significativamente do restante da amostra. Nestas criangas, ndo houve efeito compensatério
de IgM e nem correlagdo com infeccdo pelo SM.

H4 pouca informagdo sobre as propor¢des das classes de IgA (IgAl e IgA2) na
faixa etdria estudada (Childers et al., 2003). As proporcdes destes isotipos podem também
refletir o grau de maturacdo da resposta imune adaptativa de mucosas, visto que os niveis
do isotipo IgA1l diminuem com o aumento da idade, atingindo pequena propor¢cdo nas
secrecoes de adultos, onde a maior parte de IgA € da classe IgA2 (Smith & Taubman,
1992). IgA1 corresponde ainda a classe mais susceptivel a degradacdo em ambientes ricos
em microrganismos produtores de IgAl-proteases, como as espécies colonizadoras

primadrias da cavidade bucal (por exemplo, S. sanguinis). A subclasse de maior propor¢ao
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em todo estudo prospectivo foi a IgAl, o que estd de acordo com o padrao de resposta
imune nos primeiros anos de vida (Smith & Taubman, 1993; Childers et al., 2003). Em
nosso estudo prospectivo, pudemos notar que os niveis de IgA e IgAl salivares sofreram
um aumento crescente de TO a T6 e de T12 a T18. A subclasse de maior propor¢dao em
todas as fases do nosso estudo, foi a [gA1 (média: 75%), como descrito previamente (Smith
& Taubman, 1993; Childers et al., 2003) e o decréscimo desta concentracdo de T12 a T18
(de 87% para 63%) pode ser, em parte, devido ao grau de maturacdo da resposta imune
adaptativa de mucosas (Smith & Taubman, 1992). As andlises das proporcdes de IgM e
IgA1 das salivas coletadas em TO, T6, T12 e T18 foram importantes para confirmar que a
resposta de Acs salivares a Ags de SM consistiu, em sua maioria, a classe IgA e que as
diferencas nos padrdes de especificidade a Ags de SM entre os pares de criangas infectadas
precocemente e ndo infectadas ndo foram decorrentes de deficiéncias no processo de

maturagdo do sistema imune de mucosas.

6.3. Analise do padrao de resposta de anticorpos IgA salivares a Ags de SM e sua
influéncia na colonizacao inicial por genétipos de SM.

A andlise do padrao de resposta de IgA foi realizada, durante as fases iniciais de
exposicdo a SM, em criangas pareadas quanto a diversos fatores de possivel influéncia na
infeccdo por SM e na resposta imunoldgica (idade, sexo, padrdo racial, nimero de dentes
irrompidos, consumo de sacarose e niveis totais de IgA na saliva). Este tipo de
delineamento, associado ao estudo de Ags de viruléncia especificos, simplificou a

identificacao de padrdes de especificidade de IgA a antigenos de SM.
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A intensidade de resposta de anticorpos IgA a vérios colonizadores da cavidade
bucal tem sido mostrada por aumentar do nascimento até os 4 anos de idade (Smith &
Taubman, 1992), o que pode refletir o aumento acumulativo do desafio antigénico (Smith
& Taubman, 1992). Por outro lado, anticorpos IgA reativos contra vdrias outras espécies
bacterianas comensais na infincia sdo descritos na auséncia de niveis detectdveis das
espécies respectivas (Bammann & Gibbons, 1979; Cole et al., 1998; Smith et al., 1998).
Virias hipdteses foram levantadas para explicar esta observagdo, incluindo a reagdo
cruzada de anticorpos, indu¢do anti-idiotipica, exposi¢ao antigénica devido a colonizagao
de outros sitios da mucosa, assim como a ocorréncia de infec¢ao transitéria e variagcdes na
sensibilidade das técnicas de cultura microbiana (Cole et al., 1998; Smith & Taubman,
1992). Estudos da resposta de anticorpos salivares IgA contra Ags conhecidos como
espécie-especificos, envolvidos na viruléncia e colonizacdo, podem simplificar as

associagdes entre a resposta imunoldgica e o desafio de infec¢do por SM.

Até o momento, poucos estudos investigaram o padrao de resposta imune a SM
em criangas de baixa faixa etdria, durante sua aquisi¢ao inicial (Camling e Kohler, 1987,
Smith et al., 1998; Cole et al., 1999), considerada como a fase ideal para programas de
controle de infeccao por SM (Caufield et al., 1993; Russel et al., 1999). Os estudos nesta
area foram realizados em populagdes com baixos indices de cérie e baixa freqiiéncia de
infeccdo por SM e sugerem que as criangas somente desenvolvem um padrio mais
complexo de resposta imune adaptativa a Ags de SM (definido pela diversidade de
antigenos reconhecidos por IgA salivar), a partir dos 2 anos de idade, quando os niveis

destas bactérias sdo detectaveis na cavidade bucal (Smith et al., 1998, Cole et al., 1999).
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Esta baixa complexidade de resposta a SM, no primeiro ano de vida, ndo parece ser
decorrente defici€ncias na maturacdo do sistema imunolégico das criancas estudadas, uma
vez que, os padroes de IgA especifica a antigenos de Streptococcus mitis biovar 1, um
colonizador primdrio da cavidade bucal, revelaram alto grau de complexidade (Smith et al.,
1998). Diferentemente, nossos resultados indicaram que padrdes de alta complexidade e de
alta intensidade a Ags de SM podem ser detectados em criancas de apenas 1 ano de idade,
mesmo que estes microrganismos se encontrem em niveis baixos e/ou transitérios. A
complexidade da resposta a Ags de SM detectada no presente estudo nao foi influenciada
pelas concentracdes de IgA salivar nos pares de criancgas analisadas, uma vez que, os pares
apresentavam niveis semelhantes de IgA total. Além disto, diversas criangas com maiores
concentracdes de IgA apresentaram resposta semelhante ou menos intensa a SM do que
criangas com baixa concentra¢do desta imunoglobulina na saliva. Assim, os dados sobre o
padrao de especificidade de IgA salivar a Ags de SM revelaram que, mais importante que
os niveis totais de IgA, sdo os padrdes de especificidade destes anticorpos. Estudos prévios
indicaram que individuos adultos, ndo infectados por SM, apresentaram maior grau de
complexidade de IgA produzida (maior diversidade de Ags reconhecidos) do que
individuos altamente colonizados por estas bactérias e carie-ativos (Camling & Kohler,
1987; Bratthall et al., 1997). Entretanto, ndo foi determinado, nestes estudos, um padrao de
resposta especifico associado a susceptibilidade a infeccdo por SM e/ou ao
desenvolvimento da cdrie dentdria. A interferéncia de indmeros fatores de influéncia na
colonizagdo por SM e nos niveis de IgA salivar dificultou a comparacgdo entre estudos.

No presente estudo, utilizou-se de um método de imuno-deteccdo

z

quimioluminescente que € reconhecidamente mais sensivel do que outros métodos
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colorimétricos aplicados nos estudos anteriores, o que pode ter facilitado a identifica¢do de
padrdes de maior intensidade e complexidade. Entretanto, os ensaios realizados com salivas
coletadas de adultos com niveis varidveis de SM demonstraram que a resposta a Ags de SM
em adultos apresentou uma complexidade de resposta a Ags de SM compardveis ou até
mesmo menos intensas, do que algumas respostas observadas entre as criangas estudadas
(Figura 10).

Diversos estudos em modelos animais demonstraram que a indug¢do de Acs
contra Ags de superficies de SM envolvidos na viruléncia (Agl/II, Gtfs e GbpBs) foi capaz
de proteger contra a cérie dentdria (Bowen et al., 1991; Jespersgaard et al., 1999; Smith &
Taubman, 1997; Tsuda et al., 2000, Hajisshengallis & Michalek, 1999; Koga et al., 2002).
Entretanto, ndo se sabe ainda, se resposta especifica a estes Ags pode ser eficientemente
induzida em criancas antes e durante a janela de infectividade de SM e se as respostas
especificas podem interferir na infec¢do por SM ou na patogénese destes microrganismos
em humanos. Nossos dados mostraram que uma alta intensidade e complexidade do padrao
de resposta de IgA, a Ags de SM, foi naturalmente alcangada antes do primeiro ano de vida
(Figura 9, Tabela 3), mesmo em criangas ndo colonizadas por SM. Estudos anteriores em
populacdes menos expostas a SM, também demonstraram niveis razodveis de IgA
especificos a Ags de SM antes da deteccdo destes microrganismos na cavidade bucal
(Smith et al., 1998). Estes dados indicam que hd um grande potencial de inducdo de
resposta de IgA em criangas jovens, antes do estabelecimento de SM na cavidade bucal.

Uma importante descoberta deste estudo, através da comparagdo das criangas
infectadas e ndo infectadas, foi que o grau de infeccao inicial por SM nao foi associado a

intensidade e complexidade de resposta, mas sim, com a especificidade dos anticorpos IgA
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presentes na saliva a antigenos relevantes no estabelecimento do SM no biofilme dentdrio
(Tabela 2). Além disto, os padroes de IgA reativos para Ags de SM demonstraram
intensidades comparaveis as reacdes a extratos de antigenos de Streptococcus mitis, um
colonizador primério da cavidade oral. Estes achados diferiram drasticamente de estudos
prévios realizados em criangas, entre as quais, a aquisi¢do inicial de SM ocorreu em idade
média 28 meses (Smith er al., 1998). No estudo de Smith et al. (1998), os niveis de IgA
reativo a SM alcancaram alto grau de complexidade (no minimo 6 bandas reativas
distintas) somente aos 28 a 34 meses de idade, enquanto que a resposta aos Ags de S. mitis
alcancou padrdes de complexidade em idades mais precoces (13 a 23 meses), como no
presente estudo. As variacoes de padrdes de IgA reativos a Ags de SM e de S. mitis entre o
estudo presente e o anterior, sao compativeis com os padrdes de infeccdo inicial por SM em
que uma exposicdo antigénica precoce a SM poderia refletir na intensidade da resposta de
IgA a este microrganismo. Além das diferencas populacionais, ambos os estudos tem
indicado que um considerdvel grau de complexidade de IgA reativo a Ags de SM, incluindo
Ag I/II, GTF e GbpB, sao identificados em criancas sem niveis detectaveis de infeccao.

O presente estudo fornece dados inéditos indicando que a resposta especifica a
GbpB parece apresentar fun¢do muito importante na susceptibilidade a infeccdo por SM.
Dentre os 21 pares de criangas analisadas, verificou-se que apenas 38,1% das criancas
infectadas precocemente por SM respondiam a este Ag, enquanto que a grande maioria das
criancas ndo-infectadas (76,8%) apresentavam uma resposta intensa a GbpB entre as fases
TO e T6 (Tabelas 2 e 3). Em varias criancas, o nivel de anticorpos IgA-reativos a GbpB
representou mais de 50% da resposta total de IgA aos antigenos de SM (Tabela 2), um

perfil que foi mais freqiientemente detectado em criancas ndo infectadas pelo SM.
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A GbpB foi previamente descrita como uma proteina imunodominante em
criancas de 28 a 51 meses de idade (Smith ef al., 1998) e em adultos (Smith et al., 1994)
nos Estados Unidos e em adultos de Taiwan (aonde é referida como “secreted antigen A”)
(Chia et al., 2001). Vérios polimorfismos tém sido descritos em GbpB (Mattos-Graner et
al., 2001b) tao bem como nos genes que codificam as GTFs (Mattos-Graner et al., 2004).
Estes polimorfismos poderiam refletir variagdes antigénicas, influenciando na capacidade
de infec¢do por gendtipos distintos de SM. Entretanto, ndo foi detectado, no presente
estudo, variagdes significativas entre os padroes de reatividade de IgA entre gendtipos
distintos (Figura 11). Até o momento, nenhum homdélogo de GbpB foi identificado em
espécies comensais seqiienciadas da cavidade oral (por exemplo. S . sanguinis, S. gordonii,
S. mitis ou S. sobrinus). Por outro lado, homdélogos de GbpB foram identificados em véarios
patégenos Gram positivos: S. pneumoniae, estreptococos do grupo B e Enterococcus
faecium (Mattos-Graner et al., 2001b). Seria, portanto interessante, analisar como a
resposta a GbpB poderia interferir na infeccdo por estes outros patdgenos. Criancas de
populacdes de baixa exposi¢do a SM apresentaram IgA especifica para Gtfs purificadas de
SM (Gahnberg et al., 1985; Smith et al., 1998). Diferentemente da GbpB, varios
estreptococos comensais da cavidade oral, produzem isotipos de Gtfs com graus varidveis
de homologia as trés Gtfs produzidas por SM (GtfB, GtfC e GtfD) (Banas & Vickerman,
2003). Diferencas nos niveis de anticorpos contra as Gtfs de S. sanguinis ¢ SM indicaram,
no entanto, que nao houve reacdo cruzada entre anticorpos Gtf-especificos entre estas duas
espécies (Gahnberg et al., 1985). Noventa por cento das 42 criancas avaliadas no presente
estudo apresentaram IgA reativo para Gtfs de SM. Nao houve relagdo entre a resposta a

Gtfs e infeccdo por SM. Virios anticorpos Gtf-especificos poderiam ser reativos com
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epitopos irrelevantes para as atividades enzimaticas. Foi demonstrado que epitopos
funcionalmente relevantes das Gtfs sao pobremente reconhecidos por IgA salivar
naturalmente produzida em adultos (Smith et al., 1997). Os Ag /Il foram também
freqiientemente reconhecidos por anticorpos IgA salivares na nossa populacdo em estudo, a
despeito da presenga da infec¢do. Alguns epitopos de Ag I/Il apresentam reagdo cruzada
com dominios de IgG humana (Koga et al., 2002).Além disto, varias espécies comensais
como S. sanguinis, S. mitis e S. oralis apresentam antigenos da familia Agl/Il, com
homologias variando de 57 a 73% de identidade com o Ag I/Il de SM (Koga et al, 2002).
Associacdes entre, a especificidade de anticorpos IgA e a aquisi¢do inicial de
diversos patdgenos, sugerem que o sistema imune de mucosas € capaz de modular a
persisténcia de patégenos nas mucosas nasofaringeas. Por exemplo, um pico na resposta a
um Ag potencialmente aplicado em vacinas contra Haemophilus influenzae, a proteina de
membrana externa (OMP) P6, foi detectado em idade precoce (1 a 24 meses) entre criangas
que apresentavam curta persisténcia de colonizacdo por H. influenzae, enquanto que a fraca
resposta a este Ag foi observada em criangas colonizadas por maior diversidade de cepas
desta bactéria, por periodos mais longos (Yamanaka e Faden, 1993; Faden et al., 1994;
Faden et al., 1995). A persisténcia de colonizagdo recorrente por cepas de H. influenzae em
criangas susceptiveis a otite foi também associada a fraca resposta imune local ao antigeno

OMP P6 (Yamanaka e Faden, 1993).
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6.4. Anadlise da evolucao de resposta de anticorpos IgA salivares a Ags de SM e S.
mitis.

A andlise da evolu¢dao do padrao de resposta imune de mucosas, durante as
fases finais do estudo epidemioldgico prospectivo (T12 e T18) mostrou que houve uma
diminui¢do da intensidade e complexidade de resposta de IgA aos extratos de SM e de S.
mitis independentemente dos graus de infeccdo. Este decréscimo da resposta especifica a
SM foi independente dos niveis de IgA salivares, uma vez que, estes niveis aumentaram
sucessivamente com o avango da idade (Figura 8). A diferenca entre a presenca ou nao de
IgA contra Ags de viruléncia de SM, sofreu reducao com o aumento da idade (Figura 14 A-
B), o que pode ter sido conseqiiéncia da reducgdo total de reatividade a diversos Ags de SM
(Figura 14C).

O periodo de maior desafio de infec¢do ocorreu em T6, em que as criangas do
subgrupo de infectadas albergavam em média de 45 ufc/drea. Interessantemente, neste
mesmo periodo (T6), as 8 criancas do subgrupo ndo infectado por SM apresentaram um
pico de intensidade de resposta de IgA contra Ags totais de SM e também contra Agl/Il e
GbpB (Figura 14 e 15), o que ndo foi observado entre as criangas pertencentes ao subgrupo
de infectados (n=8). A intensidade de resposta de IgA ao Ag I/Il e antigenos totais de SM
ocorreu sofreu aumento até a fase T6, enquanto que a intensidade de resposta contra a
GbpB aumentou até T12. As diferencas significativas de resposta a GbpB entre os grupos,
coincidente com a fase de maior desafio a infeccdo indicam que a especificidade de
anticorpos IgA produzidos durante as fases iniciais de infeccdo por SM pode modular a
colonizacdo por estes microrganismos. As Figuras 14 e 15 evidenciam este aspecto. Na

Figura 15 observa-se diferengas significativas entre as intensidades médias de reacdo entre
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anticorpos salivares IgA e GbpB em T6, entre os 8 pares de criangas infectadas ou ndo com
SM. As criangas ndo infectadas, responderam mais intensamente a este antigeno do que
criancas infectadas pelo SM. Mesmo depois da exclusao de 13 pares (uma vez que
continham criangas que sairam do estudo ou ndo sustentaram a condi¢do de infec¢do), as
criancas ndo colonizadas por SM, durante todo o estudo prospectivo, foram as que
responderam mais freqiientemente a GbpB em TO e T6, quando comparadas as criancas
infectadas. Estas diferencas foram estatisticamente significantes (Figura 15).

Os dados deste estudo prospectivo indicam diversos caminhos para o estudo
dos fatores que influenciariam nos padrdes de resposta a Ags de SM, e possivelmente na
susceptibilidade a infeccdo por SM. As razdes para os diferentes padrdes de resposta inicial
a GbpB nas criancas analisadas precisam ser determinadas. Uma das hipdteses € que
haplétipos distintos de MHC classe II estejam relacionados a variacdes na apresentagcao de
epitopos de relevancia funcional a linfécitos T auxiliares. Através da andlise de
bioinformdtica, foram identificados diversos peptideos de alta afinidade a diversos alelos

MHC de classe II (Smith ef al., 2003a).

6.5. Analise do padrao de resposta de anticorpos IgA salivares aos peptideos sintéticos
da GbpB.

As moléculas MHC 1II sdao expressas por células apresentadoras de antigeno
(CAA) especializadas, incluindo os macréfagos, células dendriticas e linfécitos B. A
apresentacdo de peptideos distintos, em complexo com MHC II, pode ativar diferentes

clones de linfécitos T auxiliares e linfocitos B.
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Estudos em colaboragdao com o Dr. Daniel J. Smith nos permitiram rastrear a
resposta de IgA nas amostras salivares contra seis peptideos sintéticos especificos da
proteina GbpB, os quais haviam demonstrado boa imunogenicidade e func¢do protetora em
modelos de cdrie experimental em ratos (Smith et al., 2003a; Smith er al., 2005). Através
da tecnologia de Luminex, disponivel no The Forsyth Institute, Boston, MA, E.U.A., estes
ensaios puderam ser realizados com as amostras coletadas das criancas pertencentes a 19
pares (infectados e ndo infectados) selecionadas em TO e T6.

As seqii€ncias de peptideos testadas foram selecionadas com base no potencial
destes peptideos de funcionar como um ligante do MHC classe II (Smith et al. 2003a).
Assim, utilizando-se um sistema de bioinformadtica, puderam-se predizer o grau relativo de
ligacdo de um dado alelo de MHC classe II, com a seqiiéncia da GbpB com comprimento
de 10 ou 20 aminodcidos. Foram encontradas varias regides dentro da seqiiéncia protéica da
GbpB. Dentre estas regides, estavam seis seqiiéncias denominadas de SYI, QGQ, VAR,
ANY, QAA e SIG (Tabela 4).

Estudos de Mattos-Graner et al. (2001b) mostraram que das dezoito mutacdes
no gene ghpB, encontradas entre 44 gendtipos de SM, 9 promoveram alteragdes na
seqiiéncia protéica, sendo que 5 destas, resultaram em trocas por residuos de diferentes
classes. A maior parte, dos polimorfismos protéicos, estavam restritos a porcao central, da
seqiiencia primaria da GbpB (Mattos-Graner et al., 2001b) (Figura 3). Interessantemente,
dois dos peptideos testados (QGQ e VAR), faziam parte de um ziper de leucina (residuos
65 a 93) proximo a parte amino-terminal (Figura 3) e esta regido pode estar envolvida na
interacdo da GbpB com outras proteinas (Mattos-Graner et al., 2001b). Os peptideos ANY,

SIG QGQ, VAR e SYI estavam localizados em areas conservadas da seqiiéncia da proteina
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(Figura 3), visto que nenhuma mutacao foi detectada em suas regides (Mattos-Graner et al.,
2001b). No entanto, o peptideo QAA estava localizado em uma drea central da seqii€ncia
protéica (residuos 252 a 270), a qual contém diversos polimorfismos (Mattos-Graner et al.,
2001b) (Figura 3).

Ao contrario do que foi observado nos ensaios de western blot, em que a
resposta contra a GbpB nativa se diferenciou entre criancas infectadas e nao infectadas,
nenhum peptideo mostrou ser mais reativo em salivas de criangas ndo infectadas, em
comparacdo com os respectivos pares. Apesar disto, a grande maioria dos peptideos
reagiram com IgA presentes nas amostras salivares das criancas. Nao houve diferencas
estatisticamente significantes entre as freqiiéncias de resposta de IgA contra os seis
peptideos sintéticos testados entre os 19 pares de criancas. Isto pode ter ocorrido porque os
epitopos altamente imunog€nicos nas criangas ndo infectadas e que resultaram em uma
resposta mais freqiiente contra a GbpB nativa, ndo corresponderam aos peptideos testados.
Uma outra hipdtese pertinente é a de que, criancas ndo infectadas por SM respondem
simultaneamente a um conjunto maior de peptideos, o que também representaria uma
resposta mais intensa a GbpB.

A andlise da hidrofobicidade, de cada um destes peptideos, pdde contribuir para
a o entendimento da possivel posicdo na GbpB nativa, uma vez que peptideos mais
hidrofébicos tendem a ficar mais internamente na conformacio da proteina, enquanto que
os peptideos hidrofilicos, estariam localizados nas regides expostas da proteina , o que
resultaria em peptideos mais acessiveis ao reconhecimento por anticorpos IgA. Os
peptideos VAR e SYI possuem 64 e 55% de residuos hidrofilicos respectivamente,

enquanto que QGQ, QAA, SIG e ANY possuem 48, 47, 35 e 30% de residuos hidrofilicos
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respectivamente. Inje¢des locais de QGQ e SYI em ratos induziram niveis significantes de
IgG especifico a estes Ags (Smith et al., 2003) em 67% e 100% dos animais imunizados
com estes respectivos Ags, mostrando que esta elevada resposta de anticorpos suporta a
habilidade do recurso de bioinformética na identificacdo de peptideos imunogénicos. Além
disto, os anticorpos IgG especificos aos peptideos sintéticos reagiram com epitopos nativos
quando em contato com a proteina GbpB, mostrando que estes peptideos estao expostos ou
proximos da superficie da proteina. Interessantemente, uma minoria, dos ratos imunizados
com a GbpB, demonstrou significante reatividade de IgG a estes peptideos construidos
(Smith et al., 2003), o que é compativel com os resultados do presente estudo.

Entre as criancas estudadas, o peptideo QAA apresentou a segunda maior
intensidade de resposta de IgA (Tabela 4; Figura 17), apesar de ndo ser mais hidrofébico e
de estar localizado em uma area ndo conservada da GbpB (Figura 3). O peptideo SYI foi o
mais imunogénico nas amostras salivares de criangas brasileiras (independentemente do
grau de infec¢do). Este peptideo foi efetivo no controle de cérie experimental em ratos
(Smith et al., 2003a). Assim, este peptideo poderia ser um forte candidato para uma vacina
de subunidades peptidicas da GbpB para aplicacdo em humanos, uma vez que, estd
localizado em uma &rea conservada da GbpB. Os peptideos QGQ, VAR e SIG também
foram comumente reconhecidos por IgA das salivas de criangas (Tabela 4, Figura 17) e
estdo localizados em 4reas conservadas na GbpB (Figura 3). A associagdo destes peptideos,
de maior relevancia, poderia ser uma alternativa efetiva para a constru¢@o de vacinas di ou
multiepitépicas (Taubman et al., 2001, Smith et al., 2005).

Diversos estudos serdo necessdrios para investigar as razdes para as grandes

diferencas na resposta a GbpB entre as criancas estudadas. O rastreamento, de outros
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peptideos, que ainda ndo foram testados, poderia auxiliar neste aspecto. Comparagdes entre
os padroes de peptideos reconhecidos por criancas de diferentes populagdes poderiam
ainda, auxiliar no delineamento de vacinas de subunidades para utilizacdo em seres

humanos.
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7. CONCLUSOES.

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que, na populacdo estudada:

e Uma[RN1][RN2] forte resposta imunoldgica aos antigenos de SM e S. mitis ocorre

em criangas durante o primeiro ano de vida;

e Ha aumento dos niveis de IgA e IgAl e baixos niveis de IgM com o aumento da
idade, o que pode refletir a maturacao fisiolégica do sistema imune de mucosas em

criangas;

® Anticorpos IgA especificos para Agl/Il e Gtf sdo freqiientemente detectados tanto

na saliva de criancas precocemente colonizadas, como nas ndo colonizadas por SM;

e GbpB ¢é uma proteina imunodominante em criangas com pouca idade, sendo que
anticorpos IgA reativos contra GbpB corresponderam a 50% ou mais de todos os

anticorpos IgA reativos com antigenos de SM;

* Anticorpos IgA especificos a GbpB sdo significativamente mais freqiientes nas

criancas ndo colonizadas do que nas colonizadas precocemente por SM;

¢ (riancas precocemente colonizadas com SM raramente apresentaram baixos titulos

de IgA especifico para a GbpB na saliva durante a fase inicial de aquisi¢ao de SM;

e O pico de producdo de anticorpos IgA contra antigenos de SM ocorreu quando as

criangas estdo na faixa etaria de 11 a 19 meses;

e Dentre os peptideos derivados de GbpB testados, o SYI € o mais imunogénico

independentemente da infec¢ao por SM;

e Nao ha diferencas significativas na produgdo de IgA reativos contra todos os seis

peptideos sintéticos da GbpB testados, entre as criangas infectadas ou ndo por SM.
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s by Streptococens o thie main pathogen of dental caries, depends on the
and accomplate on tooth surfaces, These processes mvolve the adbesin antigen
I cagl I, glocosylransferases (GTEF and glucan-hinding protein B (Ghphy, cach o target for anticars
vaceimes, The salivary immuonoglobulin A (lgAy antibody responses to 8. mutans antigens (Ags) were of
terteed i 21 pades of 5« o Emoenth-old children. Pairs were constroeted with one carly 8. mivtans-infected
o nominfected chilld matched by age, racial backeround, mumber of teeth, and salivary Jovels of TeA, ¢
sihivary TgA antibody response and 8, matens nfecton levels were then measured during o Lvear follow-up.
Robust vesponses to S, mutans were detected from 6 monchs of age. Salivary TgA anthody o AgU and GTF
wits commonly detected in salivas of all 42 children. However, GhpBaspectfic Led antibody was seldom detected
in the subset of infected children (%1% at baseline. Tn contrast, most of the suhset of noninfected children
(76200 showed GhpBareactive IgA antibody during the same peried. Freguencies of Ghpl responses increased
with age, bot differences in intensites of GhpBlgA antibody reactons were sostained between the subsets, A
bavseline, GhpBareactive LeA amtibody aceonnted for at Beast half of the ool sildiviay LgA S mietans-reactive
amtibody i 333 and 9.5% of nominfected and infected chaldren, respectively. This study provides evidence tha
a robust matural response o 8 mictans Ags can be achieved by T yvear of age and that 1gh aniibody specificitios

The initial infection of child
ability of 8. mutans b

iy be eritical in modokating mitial 8. motans infection,

Streprococcus mudans is considered to be pathogenic for den-
tal caries, because of its ability to adhere and accumulate in the
dental bicfilm in the presence of sucrose and to produce and
tolerate high concentrations of acids, which promote tooth
demineralization. Three main cell-associated antigens (Ags) of
S mans have been shown to be invalved in the capacity of
these microorganisms to adhere and accumulate in the dental
biofilm. These antigens include an adhesin {AgLIl), glucosyl-
transferases (GTF) which synthesize glucan from sucrose, and
glucan-binding protein B {(GhpB) (21, 38, 39, 42). The biolog-
ical role of these Ags in wirulence has been demonstrated in
animal models (3, 32, 35, 42) or in in vitro studies of biofilm
formation {24). Several studies have also demonstrated that
induction of specific antibodies against each antigen can confer
protection from dental caries development in animal models
{16, 18, 39}, The studies formed the basis for the use of these
antigens in phase one clinical trials of caries vaceines in adults
and older children (10, 36},

Although S, means can be detected in caries-free subjects,
high proportions of these organisms in the dental biofilm are
consistently asscciated with high caries activity (39). The ear-
lier children become infected with S. mieans, the more likely
they are to develop dental caries (19). Initial establishment of

¥ Corresponding author, Mailing address: Faculdade de Odontolo-
gia de P aba-LINICAMP, Diepartamento de Microbiologia ¢ Imu-
nologia, Av. Limeira, 901, CEP 134144503 Piracicaba, Sao Paulo, Bra-
zil. Phone: 55 10 3412 5379, Fax: 55 10 3412 5218, E-mail: rmgraner
@ fopounicamp b,
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8 mitans seems to be associated with the eruption of primary
molars, which normally takes place between 19 to 30 months of
age. It is thought that these teeth provide noncolonized and
retentive surfaces for 8 muaas biofilm formation (6). This
period has been defined as a window of infectivity because
after about 30 months of age there is a decreasing risk for 5.
mutans acquisition (6). It has been argued that this reduced
risk of infection results from the establishment of a competitive
commensal microbiota on tooth surfaces (6, 7). Howewver, the
influence of the maturation of the host immune system on this
process is unclear. Although high sucrose intake can promote
heavy 8 puetans infection associated with severe caries (40),
differences in sucrose consumption do not always result in
different 5. mwvans infection levels and caries development.
For example. within a high-sucrose-exposed population of
nursery children, we have obszrved a small subset of heavily
infected children from 24 to 30 months of age who did not
develop the disease (23). In fact, in this subset, 8 muans levels
were often subsequently reduced during a l-vear follow-up
period (23). High fluctuations in 8. suwerans levels had also been
ohserved in a population at low risk for caries after 30 months
of age (31). Variations in immunological status and the viru-
lence of 8 pueans infecting genotypes may account for these
observations,

Previous studies have indicated a high diversity of patterns
of salivary immunoglobulin A (Ig&) response 1o S, murans Ags
in children and adalts (4, 5, 31), However, there has been no
consistent evidence that differences in patterns of salivary IgA
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specificities or intensity of response influence the susceptibility
to & muians infection and caries development.

We hypothesize that the capacity wo mount salivary lgA
antibody responses to virnlence-associated antigens early in
life may influence the ability of 5 murans to infect or to
accumulate to significant levels in the oral cavity. To address
this hypothesis, we have characterized the intensity and spec-
ificity of salivary IgA levels to 8 muians antigens in a l-vear
prospective study of 5- to 13-month-old children at high risk of
infection. Subjects were drawn from a population with low
socioeconomic status, high sucrose intake, and heavy exposure
to 8 mwans (23, 27) Specific patterns of IgA antibody re-
sponse to 8 mucans and Steprococcus mins antigens were
compared between 21 matched pairs of children who were
either infected or not infected at an early age with 8. nueans.
The results suggest that earlv robust responses to S #udans
GhpB are associated with initial resistance to infection in this
population.

MATERIALS ANIY METHODS

Srdy popolation and design, The stody population incduded all the 3- 1o
1month-0ld children who attended the 28 public nursery schools in the ciry of
Firacicaba, 830 Faulo, Brazil (Esoodas Municipaiz de Ensine Infaotl [EMEIs]w.
Thus, ar the tme of the inital Wisits, a wral of 160 children were enrolled at
baseline. Because these institotions follow the same policy for care provision,
children are provided with a nearly homogeneous suctose-rich diet during the
10-h period that they stay in the EMEIL:. The dietary schedules at the EMEl:
comsists of five meals provided at 2- te 3-h intervals, four of which inchade
beverages andior sclid food with high concentraticns of sucross (for details, ses
reference I3 Exposure o Auctide and habits of oral hygiene are also quite
similar berwesn the EMEL (23 Mothers of all childeen entolled in thi study
hiave previously signed informed ctmseml& (agprossed by the Ethical Commirtes
af the Ulniversity of Campinas-School of Ix v of Firacicaba, Sac Panlo,
Brazil proc. 110). These children are part of a prospeciive study with a 1.5vear
duration that sought o anabyze the soures of 8 seiaes infection and the
diversity of initially infecting 5. satees genotypes. Clindcal exams for the deter-
mination of the number of erupred testh and caries kaions were petformed by
a single usu‘ned examingr (A O Alwes), ollowing criteria previcusty described

INFECT. IMMUN,

modifications (235 Briefy, a sterile tongue blade was intoduced i the mouth
and potared uniil humidified with saliva. Tongue blades wers pressed by both
sides on the dorsnm of the tongue t femove excess saliva and were imued iare by
poessad againat the convex surface of the MSH agar. Plates were teansporied o
the la bumlﬂi\ within a af 1 hand incubated at 27°C in candle jars for
A8 b e T2 b The number of 5 eees-like colonies wis dietermined using a
sterecscopic micosoope in 8 predetemined area (1.5 em®) of the tongue blade
impressica. A total of eight isolaes wee picked from gach plare, unless a lower
mennber of colonies was obtained. Thus, cne o eight colbonies per child were
sedectad, This numbser of jaodates was selected based on previous studies that
showed that testing more than eight solates did not significantly increaze the
likelibood of additicnal genotyps detection (225 Attemprs were made 10 select
the eodonies that were sepresentative of the colonial morphologies observed
Tscdates wore picked from each plate, regrown, and stored at —700C as previoushy
described {200, The gepotypic identity of the 5 murans isclates was determined
by arbiteavity primed pobemerase chain reaction (AF-PCR), also as previously
describad {25

For antigen pre paration, protein extracts were obiained from one 8. mans
isolate representative of sach AP-PCR genotype identified in each infected child
For this pueposs, cobonies feom fresh oulroees in Todd Hewire agar were inocn-
Lated into rabes with 3 ml of Todd Hewitt brath (Difec) and incubated in candle
jars for 18 h Bacterial cells were then harvested from 1 ml of culmires previously
adjusted o an gy of IJ]. Call pellets were then boiled in Lasmmli buffer for 5
i, aind protein 5 Wete sep d by ifigation at 4°C {10000 % g for
4 min Protein concentrations were determined by the method of Bradiond, A
todal of 18 g of prowin extract was separated in sodivm dedecy] sulfate—85%
pobacrylamide gels and stained with Coom assie blue B 230 (Bic-Rad, Hercules,
A for evaluation of the protein prodiles. The same procedores were performad
with two strains of 5 s, the clinical isolate S4ELT and steain ATOC 903 The
latier was selocted as a control S el standard applied in all immoncboring
sxperiments becanse it showed the highest number of protein bands.

Pretermination of saliviry immonoglobulin by ELISA Total levels of [gA were
determined in capture enzymedinked immunosorbent assays (ELISA) using
mmictotiter plates (Costar 35390, Coming, MY coated for 24 hat 2°C with 2 pgdml
of goat TgG o anti-b lg4 in carks bicarbonate buffer, pH 6. Unless
stated elsewhere, all antibody reagents were affinity purified and obtained from
Eymad Laboearory (South San Francisco, CA). After baing coated, plates were
washed and blocked for 1 h b sooan temperatons with boviog seram albumin
{1193 in phosphate-buflered saline (PBS), pH 7.5, Diluied saliva samples (1:3060
in PES) were applied in wiplicare, and plates were incubared for 2 b at eoom
remperature. Al experiments inchded serial dilotions (10, 0.5, 025, and 00125
pg'ml) of @ standasd sample of human IgA antibody purified from servm (Sigma
and a lard sample of pools of saliva collected from one adult subject. The

elwwhers (23, 270 During the follow-up, a tmalc&f 141 children remained in the
stuidy, B ion of these 141 childeen and coll of salivary andior mi-
crobiclngical samples were porformed at baseling (time zero [Tyh, at & months
(Tey and at 12 menths (T2 after bassline measurements. To analyse the
influence of the salivaty immune mesponse on infection, & subset of 42 children
comsisted of 21 paits of chil in which cae child was colonized at Ty or T with
& weaens and the other child was not colonized at either time point. The S
wngtines-infected geoup incleded all the 21 children with detectable lovels of 8
waineg at Ty and Ty Noninfected children were sorted by several vanables of
prtative inflience oo 8 e infection levels 1o asssmble the 21 pairs. Thus,
children were matched by gender, age, number of erapred teeth, iotal beviels of
salivary lga, and sucrose intake at home. If more than one noninfected child
matched the respective 5 weaans-infected subject, only cne was selected ran-
deanby.

Saliva pl L if 1 whole saliva were codlectad from the
flosos o the mouth ::Ium‘g ihe child's daily residence at the EMEL wsing sterile
polyprapylens gradogied transfer pipeties, Colkotions were performed at least
1 b after feeding w avoid ion with nonsalivary components, Appeox-
imately 200 1o 500wl of saliva was transfeered 10 1.5-ml fobes towhich 10 wl of
250 mM EDTA had been added. Samples were placed on ice and processed
within 1 h of collsction. Salivas were clatified by conteifogation ar 13000 = g at
A for 10 min, and the SUpPEEIATALTS Weie collecied and frozen at — 70T unril
Lab Tysis, Tiotal aticn of profein in salivas was determined by
the meihud of Bradford 1o check for vasiations in saliva vy Aow (Sigma, St Louls,
M. Samples from children with muocosal breaks were excloded from the anal-
s,

Phtermination of 5. suvens amd antigen preparation. Oral samples were
eollacred with sterile tongoe blades and inocolated coto Resdac plates conraining
MEH {mitis sali agar } d with 0.2 LV of baciteacin per ml and
0% suercse; Dhifon, Sparks, MIY) using a method provicusly described (200, with
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sacoqid ary antibosdhy was biorin-c d goat 1gG anti-h IgA (Sigma) ar
a diluricn of 104,300, Afier incobaticn with a soluticn of strepravidio, conjo-
gaied with alkaline phosphatase (Sigma) (1:500 in PBS, pH 7.5), antibody seac-
o wa lad by incub with ihe sul penitroprheny phosphate
disedinm (34). To obtain the dge units, plates werse wead in an ELISA plate
reader { W Mazx, Molecular Devices ). N eontls included d, oo
saliva, and no primary antibody wells, For determination of Ig4 concentrations,
absoabance values were plotted against the standand curve obtained for the serial
dilutions of the purified human 1gA within a lnear range.

Western ot amlysis of salivary aniibedy to 5. s and 5. ensans antigens,
To amalyme the influence of patterns of specificiey of IpA vesponse o 5, muians
Ags in the levels of infection, Western blot assays were performed using saliva
samples collected at Ty and T Salivas of both children in each pair were tested
against Ags exracted from one isolate repressntative of sach AP-PCR profile
identified in the infected child of the pair Ag extracts from a standard S s
sieain (3VF2) were also incloded in all assays. Thas, the salivary sesponse o 8
wteinngg Augs was determined forat least rwo distinet genotypes. Salivas colkotad
o six children infiectsd by two o theee isolates with distiner AP-PCE prodiles
wire tested against Ags extracied from all genniypes identified. As a control for
thi ion of i response, W Blot assays were also performed to
check the complexity of salivary [gA antibody response o S mids steain ATOO
003,

Fior Wastorn blottiog, a rotal 16 wg of protein of the Ag extracts was loaded per
T, separated by sodiom dodeoy] sulfate—67% polyacry lamide gel slectrophone-
sis, and trapsferred 1o pitiocellulose membranes (26}, After baing stained with
Red Poncesu (5igma ), membranes wees washed and bocked overnight at 3 (in
Tris-bulfered saline—Tween, pH 7.5, 3% noafar milky Incobations with salivas
dilored 1100 were performed ar room temperatire for 2 o As negative contrals,
membranes were incubated onty with blocking buffer, and as positive controls,

b wite incubated with a dard saliva sample obrained from an adult
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subjoct whose parte o of reaction with 8 sevens and S muids satigen extracts had
been previcusly measured, The secondary antibody was goat [gh anti-humaa
d with b dish perogi {14000 dilution), Antibody reac-

tions were developed using an BCL system { Amersham Blosciences, Little Chal-
font, Buckinghamshire, United Kiogdom). For this parpose, immunoblots were
incubated with BCL detection solution and then exm«ss:d 1o the smua )\«rav filw
for 3 mio. The developed X-ray filos were d ina
{Bio-Rad G8-700 Imaging Densitometer) 1o analyze patteras of antigen reoog-
nition, including the number and intenzity of seactive bands. Migration positions
of AgITL GUC, and Gt»;xB in all Ag extracts were determined in parallel Western
blot assays pek d with rabbit antd specific to Aglil (kindly provided
by Michael W. Russell from the State Uniwersity of New York at Buffalo, NY,
monoclonal antibody agaiast GO (kindly provided by Keavo Fukushima from
the Ulniversioy of Matsudo at Chiba, Fapan ), and specific polwelonal eat antisseam
1o GbpB {38 1 To further strengthen the specifivities of salivary 1gA to GbpB, fast
protain liguid chromatogeaphy-parified GhpR, obtained as previously described
30, was applizd in blots aod probed with ative saliva that have
shown stroag GbpB reactivity patterns in assavs with Ag extracts. Similar expor-
iments with purified GTF or AglTl were not performed, because a0 significant
differsoces in recognition of these Ags wore detected in Ag extracts between the
subsiats of childsen, as later described, and b thers was insufficient saliva
volume for these assays

Statistical analysis, Compariscas of the frequencies of children with distioot
IgA antibody specificities wers tested by & chi-square test, Differences in the
densitometey values of teactive Ags between the subsets of infected and nonin-
fected childeen wars analyzed by a Mann-Whitoey U test. To compars patierns
of Ag recogaition berween distinet 8 nudans genotypes, the number of volaci-
dunt [gA-reactive bands between all the genotypes tested was determived. These
values were divided by the number of the total IgA-reactive bands observed for
the genotype that showed the highest sumber of {gA-reactive bands. The awan
number of IgAeactive bands in Ag extracts from 5wy was also daxmmm
and compared betweea the subsets of the 8 1 and noni
children and with the mean sumber of reactive bands in Ag exteacts from 5.
GRS GENOtYPes,

RESULTS

Salivary levels of lgA. Figure 1 shows the fluctuations in the
levels of salivary immunoglobulins observed at baseline (T},)
and at a 6-month follow-up (7). High variability in the von-
centration of toral salivary IgA was observed among the 141
children from whom the 21 pairs of children were selected,
even when concentration values were normalized by the total
concentration of protein {Fig. 1). The mean value of IgA con-
centration at baseline was 97.5 pg/ml (standard deviation [SD},
91.5). A significant increase in IgA concentration was detected
at T, (mean, 473.6 pg/ml; SD), 195.7). Ratios of values of IgA
normalized by protein concentration also increased from 75,
{mean ratio, 0.15; 8D, 0.15) to Te(mean ratio, 0.50; SD, 0.30).
Among the subset of 21 S muans-infected children, median
levels of IgA were 79.7 and 4988 pg'ml at T and T, respec-
tively. These levels did not significantly differ from median
levels of their noninfected pairs in both phases of the study
{85.3 and 484.2 pg/ml at T and T, respecuvekv)

Mutans streptococeal infection and caries experience i the
2Hepair subsct. At baseline, 8 mutans was recovered from five
(3.198) children. After a 6-month follow-up (T, a total of 21
children {14.99%) presented detectable levels of 8. muvans. The
median age of infection was 17 months. In this subset of 21
children, 8. murans infection ranged from low levels (1 CFLY
to heavy levels {100 CFU) {median, 40 CFU per predeter-
mined area). Mean levels of 8 mutans infection at T was 44.5
CFUfarea (SI, 40.6). After the l-year follow-up (T},), six
children from the infected group who previously carried 1 to 50
CFU of 8. mum:ef showed no detectable levels of S nuwans
{pairs 1,2, 3, 4,17, and 21) (Table 1). Also at T}, five children

141
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FIG. 1. Levels of salswr} IgA observed among 141 children who
were between § to 13 months of age at bascline. (A) Salivary IgA
concentrations after a &month follow-up are also shown. (B) Shaded
squares represent the ratios of total saiwm; IgA amounts {pg'ml) that
were divided by values of total protein concentration {uwmi) mea-
sured in the same samples. Black squares represent absolute amounts
of IgA in salivas (pg/ml).

from the noninfected group showed detectable levels of 5.
mutans (pairs 2, 3, 13, 14, and 21) (Table 1). At this time, S
mutans levels ranged from 23 to =100 CFU mutans strepto-
cocet, and the mean level of infection was 31.5 CFUarea (SD,
3 4} Percentages of 8. muvans-infected children (n = 21) with
caries lesions were 4.8 (n = 1), 238 (n = §), and 61.9% (n =

13) at Ty, Ty and Ty, respectively. Caries scores at T ranged
from 1 to 7 cavities (mean, 0.70 £ 1.62) and 1 to 16 white spot
lesions (mean, 2.14 * 4.10). Within the noninfected group, no
children presented signs of caries at T At Ty, two (9.5%)
children (numbers 7 and 13) presented with white spot lesions,
At T, white spot lesions were detected only in children num-
bers 13 and 14, because lesions detected at 7, in child 7 had
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TABLE 1. Total levels of salivary IgA, intensities of GhpB-specific IgA reactions, and percentage of intensitics of IgA reactive to GhpB to
the sum of intenzities of total 8§ mutans-reactive IgA bands in pairs of 5. mufans-infected and noninfected children at baseline and after a 6-

month follow-up

IgA titer {pg'ml) at:

Intensities of reacticns

% of reaction o G

Subject Age at 5. saons o GhpB© at: to total SM-antigens® at:
detection (months)
Ty T Ty Ts Ty T
8. mutans-infected
i 12 52.7 TALT 430 31
o 11 91.0 6.2 004 028 .6 188
> [ 618 2143
4 2 ™7 2834
5 13 120.0 6163
] 18 202 171 85 1.5
7 19 15 466.1 320 0.3
8 17 131.4 100.2 3o 138
9 14 196 240.4 11.7 145
10 16 512.0 512.0 23 6.5
11 19 1083 T44.0 219.9 149.1 20.7 9.0
12 16 450 5305 ™7 423 15.2 122
13 19 187 589 105.0 M0 18.7 3.6
14 13 Tr4 4088 Q91 16.0
15 14 094.1 4324
16 19 210 4438 223 256 24 6.4
il 19 669 3613 3.7 2552 20,3 100.0
18 20 736 3766
19 17 1431 8222
20 17 468 656.0 517 30 100.0 100.0
2% 21 193.9 601.9 361 199.0 69.8 100,10
Mominfected pair

1 551 732.6 4.0 2.6
2 22 923 428.6 220 15.3 0.9 1.0
ey 6.1 3755 730.0 19.1
4 T2 5032
5 4.8 3481 aa.1 120.1 15.1 100.0
6 19.6 426.4 27.0 315.0 64.5 64.4
7 16 5089 3120 400.0 59.0 01.4
8 285 727.0 aro 119.8 0.0 205
9 6636 6.8 03 35 w2
10 a7l 3474 13.7 530 2.1 19.7
11 104.4 3205 125 1.1
12 553 4058 480 110
13° 31 4.6 454.7 0.8 17.
14 27 854 565.4 270.3 823 218 20.0
15 852 261.3
16 28 619.2 3.0 e 1.4 B2
17 645 446.7 4.0 21.2 3o 95.1
13 221 418.3 0.8 340 100.0 245
19 116.1 754.4 24 16.0 100.0 100.0
20 2567 484.2 134.2 10.4 T6.3 0.0
21* 32 1130 142.4 93 B8 80.2 TR

* Children with non detectable levels of SM after 1 year.
E Children with detectable levels of 5. muwans after 1 year.

© Intansities were determined by the densitometry of reactive bands.
4 Dergitometric vales of lgA-reactive GbpB bands were divided by the sum of the densitometric values measured in all IgA reactive bands and expressed as

percentage valuas,

* Second exam (Tg) was performed 8 months after bageling examination.

regressed. From this same group, child number 13 also pre-
sented with one cavity. At T5, children had a median of 16
erupted teeth; all 20 teeth were erupted in only six children
(three from each subgroup).

Complexity of lgA response to 8. mutans and 5. mitis anti-
gens. Significant complexity in IgA antibody responses to §.
mutans Ags, as defined by the number of IgA-reactive bands,
was identified in salivas of children as young as 6 months of
age. The level of complexity was quite variable among the

children studied. The complexities of response at Ty, or Ty were
not associated with age nor with levels of mutans streptococct
(Pearsor’s v, —0.21 to —0.10; P == 0,40, for the 3VF2 strain Ag
extract). The number of IgA-reactive 5. muans 3VF2 bands
ranged from 0 to 13 (mean, 7.2 = 3.8) and 0 to 14 (mean, 6.3
+ 3.8) at T and T, respectively. There were no significant
differences in the mean number of reactive Ags between the
subsets of infected and noninfected children at T, and T,
(Mann-Whitney U test, P = 0.6).
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The number of IgA-reactive 5. midis bands ranged from 0 to
17 (mean, 7.2 + 4.7), and from 1 to 19 (mean, 8.2 = 42y at T},
and Ty, respectively. The degree of complexity of response ta
S, murans was associated with the complexity of response to S,
mivis both at T, (Pearson’s v, 0.37; P <2 0.02) and at T, (Pear-
son’sr, 0.40; P < 0.02). Comparison of patterns developed with
salivary IgA antibody to S muans Ags and S, mitis Ags at Ty
and T revealed that specificities to these two oral species were
not related, except for a single S. mins Ag of approximately
44.9 kDa that was frequently recognized when GbpB-reactive
IgA was detected in the same saliva (Fig. 2). This reactivity
with the 44.9-kDa S, mids component was not due to cross-
reactive antibodies to S muvans GbpB, because polyclonal
antibodies to GbpB did not recognize the smaller 5. mins Ag
(Fig. 2D).

Antigenic variations among S, mutans genotypes. Potential
differences in salivary IgA antibody reactivity with Ags from
indigenous versus stock strains of S, muwans were analyzed
comparing the numbers of IgA antibody-reactive bands of the
same size between each infecting genotype (isolated from the
infected child) and the standard 3VF2 strain. Median percent-
age values of coincident bands to total number of bands iden-
tified were 77.5 and 67.0% for T, and T, respectively. Exam-
ples of immunoblots comparing the standard and one infecting
S, mueans strain per infected subject are shown in Fig. 2. In
addition, patterns of response were compared between strains
representative of each infecting S. muany genotype in the six
children who were infected by two to four distinet genotypes,
as identified by AP-PCR {Fig. 3). Although some differences in
patterns were observed between genotypes, reactions to Ags
AglTl, GTF, and GbpB were very similar in frequency and
intensity, even when slight differences in migration occurred,
as, for example, the GbpB from genotype S. muans 7 recov-
ered from child number 17 (Fig. 3). Also the total numbers of
reactive bands of the standard and infecting genotypes were
highly associated both at T, and at T (Pearson’s r, 0.81 [P <
0.001] and 0.69 [P < 0.001], respectively).

Spectfic antibody levels to AgVHL GTE, and GhpB. Identities
of AglIL GTF, and GbpB in Ag extracts from all the S, mueans
genotypes tested were confirmed in parallel Western blot as-
says using the respective specific antibodies. Representative

FIG. 2. {Ato ) Patterns of IgA specificities against antigens from
8. mutans genotypes and S, mitis (strain ATCC 903} in three pairs of
children, Identities of antigen extracts are above cach lane. SMsd, Ag
extracts from the S mutans strain 3VE2; SMi, Ags obtained from one
infecting 8. matans genotype isolated from the infected child of each
pair; Mitis, Ag extracts of S meins, Immuneblots from left and right
panels are reactions obtained with salivas collected at baseline (T ) and
after a b-month follow-up (Ty), respectively. The identity number of
cach S mutans infected and noninfected child of cach pair is shown
within parentheses below each immunoblot. Standard molecular sizes
{kDa) are indicated between the immunoblots of each pair. Black
arrows at left indicate positions of AglfIl, GUC, and GbpB in the 8
mutans extracts, in decreasing order of size. Shaded arrows at right
indicate the $4.9-kDa Ag of 8 mitis. (D) Spevificities of IgA response
to GhpB. Lanes 1, Ag extract from strain IVED; lanes 2, fast protein
liquid chromatography-purified GbpB; lane 3, Ag extract from 8. mitis
strain, Immunoblot at left was probed with polyelonal rat antiserum to
GbpB. Immunoblot at right was probed with a 1100 dilution of a saliva
sample from noninfected child number 7, callected at Ty
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FIG. 3. Comparisons of patterns of salivary IgA reactivity with an-
tigens from distinet 8. muctans genotypes in three representative chil-
dren infected by two to three genotypes. 8 mutans-infected children
were from pairs number @ (A), 16 (B), and 17 {C). Reactions are with
salivas collected at ifsasc[mc (’Fg; and after & months (T30 Identities of
5. Ags are indicated above cach lane. SMsd, standard strain
3VFL SMI to SMS infecting S mstans genotypes; Mitis, S mivis,
Molecular size standards (kDaj ase indicated between Ty and Ty im-
munoblots, Positions of AgUTL GHiC, and GhpB are indicated at left,
AglIl migrated to positions respective to approximately 194 kDa.
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FIG. 4. Representative gels for localization of AglTl, GUC, and
GhbpB in protein extracts from distinet S mutans genotypes. A total of
16 pg of protein was loaded per lane, and membranes were probed
with rabbit antiserum x;)euﬁu to AgVIL (A), monoclonal antibody PA2
anti-GHiC (B), or rat antiserum specific to GhpB (C). Each lane rep-
resents a distinet genotype of . mutans. Molecular sizes (kDa) are
indicated at left. Aglll was the mest variable in migration pattern,
with approximate sizes ranging from 180.3 to 2005 kDa; the most
commen size was 194 kDa, GUHC proteins show sizes of
1589 kD, GhpB was about 60 kD4, although in the protein extract at
lane 9 it has migrated to a position of approximately 385 kDa.

immunoblots where these Ags were probed with specific ant-
baodies are shown in Fig. 4. Variation in the migration patterns
was higher for AglTI (Fig. 4A). Sizes of this Ag were between
176.6 to 200.5 kDa, as caleulated with base on standard pro-
teins, GHfC migrations were less variable, with approximate
sizes of 1589 kDa, while GbpB sizes varied from 62.9 to 58.5
kDa. Besides differences in migration, variations in the inten-

GUC proteins were approximately 138.9 kDa, GhpB proteins were of
approximately 80 kDa. Note that GbpB from genotype 8. mutans 7
migrated to a position caleulated as 385 kDa.
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TABLE 2. Compansons of the frequencies of children

SALIVARY IgA RESPONSE IN CHILDREN EXPOSED TO 5 MUTANS 5681

with positive salivary IgA responses to Ags from distinet 5 mecans genotypes and to 8

mitiy at baseling (To) and after a 6-month follow-up (Ts) between 5. mesans-infected and their respective noninfected matches and mean
number of Ags recognized by sach group at phases T, and Ty

Mo (% of children with positive
salivary [gA resporse ar Ty 0 = 215

Steain and antigen exract

Mo (%) of children with poeitive
salivary [g& response ar Tg in = 215

Infected

Moninfected Infected Moninfected

S. mtans
Standard strain
Ag L1
Gitfs
Gibpl
Mean number of reactive Ags = 8D
Infesting genotype”
Ag LTI
Gifts
GhpB
Mean number of reactive Ags = 5D
S, wutis
440 kD Ag

Mean number of reactive Ags = 8D

* Differences berwsen infected and noninfected groups: chisquare = 4768, p

= 002

B Cinly the genctype with highest number of lad-reactive bands was selected for the anabysis among the twe cr more infecting genctypes tested in childven infacted

b multiple genotypes.

sities of each Ag between the extracts were detected (Fig. 4).
The number of children that demonstrated detectable Iga
antibody reactions that were specific to these Ags is shown in
Table 2. IgA antibody responses to Agl/Il and GTF in salivas
from infected and noninfected children showed no discernible
differences with respect to infection. However, a significant
difference in the frequency of GbpB recognition was identified
between infected and noninfected children at baseline (Table
21 (chi-square test, 6.07, F = 002} At this time, only 38.1% of
children infected with 8 mueans showed GbpB-reactive Iga
antibody. In contrast, 76.2% of the salivas from noninfected
children contained detectable antibody to this Ag at T, Six
months after baseline measurements, the detection of antibody
to GbpB was similar in both groups as a consequence of an
increase in response within the infected group. Six children of
the & muwrs-infected subset did not show detectable levels of
5. muans after one vear (72}, while after this same period, five
subjects from the noninfected group showed detectable levels
of S suwans. These 11 children were belonged to eight of the
pairs studied (14, 13, 14, 17, 21}. Excluding these eight pairs
from the analvses, differences in frequencies of GbpB recog-
nition at Tj; turned out to be mone evident, being significantby
lower among the infected group (chi-square test, 742, P <
(.02},

Large variations in intensities of GbpB-recognized bands
were observed in both groups, At Ty, mean intensities of GbpB
IgA-reactive bands were 3006 (5D, 54.9) and 47.5 (5D, 88.7) for
infected and noninfected groups, respectively. At T these val-
ues changed, respectively, to 721 (SD, 108.5) and 111.2 (SD,
173.8). The large variations occurred because GbpB-reactive
IgA accounted for 50 to 100.0% of the total 8. mutans-reactive
salivary [gA antibody in 9.5 and 33.3% of infected and nonin-
fected subsets, respectively, at T, After & months, these per-
centages changed to 23.8 and 33.3%, respectively. The median
relative intensity of GbpB reaction with specific Igd was
smaller in the subset of infected children than in the nonin-
fected children in both phases Ty, (0.0 versus 3.5) and T (10.3

versus 20.5 ), although these differences did not achieve statis-
tical significance. However, if the eight pairs of children who
did not sustain their infected or noninfected condition after the
L-vear follow-up (T, ) were excluded from the analysis, differ-
ences in the median intensities of GhpB lgA-reactive bands
achieved statistical significance when infected and noninfected
children were compared (Mann-Whitney U test, P < 0,03} in
both T (0.0 wersus 15.1) and Ty (9.0 versus 25.3). Ratios of
densitometry measures of GhpB-reactive bands to total levels
of A in salivas have shown that noninfected children have
developed proportionally more antibodies to this particular Ag
compared to S muwdans-infected matches. At T, these ratios
were (L0 and (.06 for the subsets of infected and noninfected
children, respectively. At Ty, these ratios were 0,05 to 0.09 for
the respective groups.

IMSCUSSION

& mrans is transmitted to children through contact with
saliva from infected individuals. These bacteria can be de-
tected using culture methods by 19 to 30 months of age. with a
median age of approximately 26 months (6, 31). In populations
at high risk for caries, 8. muerans can be detected in high
frequency by the end of the first vear of life (23, 27) or even in
predentate 5- to é-month-old children (28). In severe cases of
caries development, mutans streptococed may comprise up to
609 of the total cultivable organisms in the dental biofilm (40},
In this study, we analyzed a population defined as heavily
exposed to S0 muwans, because of previous studies showing a
high prevalence of early and heavy infection associated with
caries incidence (23, 27) and earlier data indicating early §.
midans transmission from maternal {17} and nonmaternal {25)
sources. Additionally, a sucrose-rich diet was provided in the
nurseries during the 10-h period of day care (23). Caries le-
sions were detected at a verv voung age in the early 8 muwans-
infected group; (2% of children presented 1 to 17 caries le-
sions by Ty, within an age range where teeth had not
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completed or had nearly completed eruption. The median age
of the initial 8 wwdans detection in the infected group was 17
maonths, which is lower than that reported in other populations.
Except for the first five children of the infected group (from
pairs 1 to 5} (Table 1) whose median age of infection was 11
months, all other 8. muans detections occurred at the second
exam (1) at a median age of 17.5 months. This enabled us to
analyze specific [gA antibody responses in the earliest phases
of S mueans challenge that potentially would lead to infection.
The establishment of competitive commensal bacteria on teeth
has been associated with decreased risk for S mdens coloni-
zation {7} and may be part of the reason for the low rate of
initial acquisition of 8. medans after 2 to 2.5 vears of age (6, 19,
23, 31y Reduced risk for acquisition of gram-positive and
gram-negative pathogens in other mucosal areas, e.g., Smepro-
coccis prewmonioe, Haemophils influenzae, and Moraxella ca-
fartfadis, has been reported also to ocour by the age of 2 vears
(12, 13, 15). Maturation in mucosal immune responses during
this period was suggested to influence the colonization of these
pathogens (12, 15). Significant increases in IgA levels observed
from T, to T, (Fig. 1) were likely due to physiological matu-
ration of the mucosal immune system.

Studies in older children and adults revealed a tendency for
higher intensity and more complex patterns of IgA reaction to
& mutans Ags among low-infected andfor low-caries-active
subjects in comparison to caries-active ones (4, 5). However,
no specific pattern of IgA response was associated with sus-
ceptibility to infection. Because the degree of Ag challenge can
influence the development of adaptive immune responses,
variations in the intensity and duration of exposure to 8. mu-
rans in adults might interfere, in part, in the analysis of the
independent influence of the immune response on infection in
adult subjects. The intensity of the IgA antibody response to
several common colonizers of the oral cavity has been shown to
increase from birth to 4 years of age (37), which may reflect the
increasing extent of cumulative antigenic challenge (37} On
the other hand, IgA antibody reactivity with several oral bac-
teria species in childhood is reported in the absence of detect-
able levels of the respective species (1, 11, 31). Several hypoth-
eses were raised to address this observation. including cross-
reactive antibodies, anti-idiotvpe induction, and antigenic
exposure due to colonization of other mucosal sites, as well as
the occurrence of transitory infection and variations in culture
technigues (11, 37). Studies of salivary IgA antibody responses
to known species-specific Ags involved in virulence and colo-
nization may help to simplify associations between antibody
response and 8 mvans challenge and infection.

Three main groups of 8 muans surface Ags (Aglll, GTF,
and GhpB) have been shown to induce protective immunity
against dental caries in animal models (16, 18, 393, but whether
such responses can interfere with 8. murans infection or patho-
genesis in humans is unresolved. In the present study, we show
that an intense and complex pattern of salivary [gA responses
o 8. mrans Ags can be naturally achieved before 1 year of age
(Fig. 2 and Table 1) in children who are under heavy challenge
with 8. muans. We also observed that occurrence of salivary
[gA antibody specific to 8 mugans Ags, including AglLTl, GTF,
and GbpB, is independent of detectable infectious levels (Ta-
ble 2y The patterns of IgA antibody reactivity with 8. snaans
Ags were robust and comparable to the intensity of reactions

INFECT. TMMUN,

to Ag extracts from 8. mddis, a pioneer colonizer of the oral
cavity (33). These findings differ from a previous study per-
formed in children in whom median 8. pueans initial acqui-
sition occurred at 27.5 months of age (31} In that study,
8. mutans-specific [gA responses achieved a significant degree
of complexity (at least six distinct reactive bands) generally by
28 to 34 months of age, although salivary IgA responses to 8.
mivy Ags were well developed within the 13 to 23 months of
life. The absolute levels of IgA in the salivas tested were some-
what higher than observed in other reports (9). This may be a
consequence of the use of a monomeric serum IgA (this study)
rather than a dimeric secretory IzA standard. The much earlier
and more intense challenge with S murans szen in the present
study may partially explain the significantly earlier develop-
ment of salivary IgA responses. Apart from these population
differences, both studies suggest that persistently low levels of
infections challenge beneath the sensitivity of the bacterial culture
techniques are sufficient to induce an 8. muans-specific secre-
tory IgA antibody response, since both studies described com-
plex & muans-specific IgA patterns in subjects whose infec-
tions were nondetectable. The sensitivity thresholds of sampling
and culturing methods may limit detection of transitory or
low-level S murans genotvpes. It should also be noted that the
application of a highly sensitive chemiluminescent method for
antibody detection may have improved our ability to identify
more intense and complex patterns of S, mautans-specific IgA.

An important insight provided by this study of matched
infected and noninfected children is that the degree of &
mudgns initial infection is not associated with intensity and
complexity patterns of response but, rather, with the specific-
ities of [gA to antigens relevant to 8 mutans establishment in
the dental biofilm. In this regard, GbpB-specific IoA appears to
have a unique role in modulating the level of infection both in
frequency and in intensity of response (Tables 1 and 2. In
several children GhpB-specific IgA antibody accounted for
more than 507 of the total & sneans reactive IgA (Table 2),
a trait that was more frequently detected in the noninfected
group. GbpB was previously described as an immunodominant
protein in children from 28 to 51 months of age (31) in adults
{307 from the United States and in adults from Taiwan (where
this protein is referred to as secreted antigen A) (8). Expres-
sion levels of GbpB are associated with the capacities of dis-
tinct 8 murans genotvpes to grow as biofilms (24). Sewveral
polvmorphisms have been described in GhpB (24 as well as in
GTF genes (26), which might reflect antigenic variations that
would facilitate infecting 8 muwrans genotypes to evade specific
immune responses. However, significant differences in the pat-
terns of specificity and intensity of IgA response when Ag
extracts from distinct 8. madans genotypes were compared
were not frequent {(Table 2 and Fig. 31 No homologues of
GbpB were identified in the commensal species of the oral
cavity sequenced so far (e.g. Sweprococcus sanguinis, Swepio-
coceus gordond, and 8. miris), or in the Swreprococcus sobrinius
species. On the other hand. GhpB homologues were identified
in several pathogenic gram-positive species, eg. S preu-
manige, group B streptococcus, and Enerococcus faecium (24),
and it would be interesting to analvze how the response to
GhpB may interfere with infection by these other pathogens.

Children from populations that are modestly challenged
with & puerans display salivary IgA antibody specific for GTF
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purified from 8. murans (14, 31). However, several commensal
streptococei of the oral cavity produce variable numbers of
GTF isotypes with distinct degrees of sequence similarity to
the three GTF produced by 8 nuwans (GtfB, GtfC, and GtfD))
(2). Differences in levels of 5. sanguinis and S. murans GTF-
reactive antibodies within children indicate, however, that
modest cross-reaction occurs at least between the counterparts
produced by these two species (14). In the present study, close
to 90% of the 42 studied children displayed salivary [gA anti-
body reactive to GTF. The lack of association between infec-
tion and the GTF-specific antibody response might be because
the naturally induced GTF antibodies might have specificity
for epitopes irrelevant for enzymatic activities. It has been
shown that functionally relevant GTF peptides used in subunit
anticaries vaccines are only modestly recognized by naturally
induced human salivary IgA (35). We cannot exclude the pos-
sibility that IgA-reactive bands may include antibody reactions
to separate proteins with equal migration patterns, especially
with GtfC and Agl/IL for which we did not test representative
salivas against the purified forms of these Ags. Agl/Il was
frequently recognized by the salivary IgA antibody of our study
population despite the presence of infection. Some epitopes of
AglIl have been shown to be cross-reactive to human IgG
domains, and several commensal species of the oral cavity, e.g.,
8. sanguinis and Sweprococcus omlis, produce homologues that
share 57 to 73% of identity to Agl/TL.

Associations between the specificity of secreted IgA to initial
acquisition of bacterial pathogens of the mucosas suggest the
role of mucosal immunity in regulating the persistence of
pathogens of the nasopharynx (12, 13, 41). For example, a peak
of immune response to a potential vaccine target of H. influ-
enzae, the outer membrane protein P6 (29), was detected early
in life (1 to 24 months) among children with short persistence
of colonization, while low response to P6 occurred in children
colonized for several distinct strains during extended periods
(12). Persistent and recurrent colonization by nontypeable H.
influenzae strains in otitis-prone children was also associated to
a poor local immune response to Pa (41). The reasons for the
differences in patterns of early response to GbpB remain to be
determined, and one hypothesis is that distinct haplotypes of
major histocompatibility complex class 11 may be related to
variations in the presentation of functionally important and
immunogenic GbpB epitopes to Th cells. Bioinformatic anal-
ysis of GbpB sequence has revealed several peptides of puta-
tive high binding affinity to distinct human major histocompat-
ibility complex class IT alleles, and at least one of these
peptides has shown remarkable protective effects in caries vac-
cine experiments in animal models (32).
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Imunidade de criancas altamente expostas a Strepfococcus mutans

Immunity of children heavily exposed to S. mutans
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Termo de informacao e consentimento para a_participacio
em pesquisa clinica

Titulo:
Andlise da resposta imunoldgica de criancas durante coloniza¢do por Streptococcus mutans e dos

fatores genético-moleculares envolvidos na formacgdo do biofilme dental por estes microrganismos.

Pesquisadores:

Daniel J. Smith

Renata de Oliveira Mattos-Graner
Alessandra Castro Alves

Maria do Rosario de O. Latorre
Ruchelle Dias Nogueira

Este termo contém as informacdes sobre a pesquisa na qual vocé e seu (ua) filho (a)
poderdo participar. Por favor, leia-o atentamente. Qualquer divida que tiver, esclareca-a com a
pesquisadora responsavel, a qual estard a sua inteira disposi¢do. Vocé deve decidir se deseja ou ndo
participar desta pesquisa apds entender todos os aspectos descritos a seguir, de modo que possa
tomar uma decisdo consciente.

1) Objetivo:

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar o potencial de resposta imunolégica de criangas entre 6 e
24 meses de idade contra uma bactéria que causa a cérie dental, denominada Streptococcus mutans.
Pretende-se também identificar possiveis fatores bacterianos relacionados com a capacidade destes
microrganismos de se estabelecer na boca.

2) Justificativas:

A cérie dental é uma doenca infecciosa, cujo tratamento sintomatico restaurador € extremamente
caro. A maior parte dos recursos publicos e privados ainda € aplicada em procedimentos curativo-
restauradores e pouca énfase é dada ao avango de estratégias preventivas de controle desta doenca.
Streptococcus mutans sdo os principais microrganismos envolvidos no desenvolvimento da cérie
dental porque reinem um grupo de fatores de viruléncia. Busca-se com este estudo compreender a
participacdo de alguns destes fatores na capacidade destas bactérias de se acumularem nas
superficies dos dentes. Procura-se também avaliar a capacidade de defesa das criancas contra estas
bactérias durante os processos de infeccdo. Assim, teremos maiores dados para o desenvolvimento
de estratégias de controle de infec¢do que possam ser aplicados em programas de saide publica.

3)Descri¢do da pesquisa:

Participardo deste trabalho 100 criangas com idade inicial de 6 meses, as quais serdo acompanhadas
até atingirem 24 meses de idade. As criancas serdo submetidas ao exame bucal por um
odontopediatra quando serd feita a coleta de saliva com uma pipeta pldstica descartdvel e
esterilizada. Amostras bucais para cultura bacteriana serdo coletadas com uma espatula de madeira
esterilizada, a qual serd introduzida na boca e girada até que umedecida com saliva. Este material
serd utilizado nesta pesquisa ou em pesquisas futuras relacionadas. As maes das criangas
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participantes também serdo entrevistadas para a obten¢do de informacgdes adicionais sobre seus(uas)
filhos(as).

5) Desconfortos, riscos e beneficios esperados:

As criangas que participarem da pesquisa serdo examinadas apds escovacdo dental apenas com
espelho intrabucal apds a secagem com gaze dos dentes eventualmente presentes. A saliva para
estudo microbioldgico serd coletada com uma espétula de madeira esterilizada e descartdvel, a qual
serd introduzida na boca até que umedecida com saliva, procedimento este que causa minimo
desconforto. Niao existem riscos adicionais. As maes serdo entrevistadas nos dias que
comparecerem para as reunides de rotina das creches-escolas publicas em entrevistas com as
proprias agentes de satide destas institui¢des. Os beneficios serdo os conhecimentos gerados por
esta pesquisa e o diagndstico precoce de possiveis problemas bucais, o qual serd transmitido as
maes e agentes de sadde.

6) Alternativas:
Nao existem métodos alternativos para a obtengdo das informacdes necessdrias.

7) Exclusoes:
Serdo excluidas das pesquisas, as criangas com problemas de satide geral ou sob antibioticoterapia
até duas semanas antes do dia do exame.

8) Compensagao:
Nao ha previsdo de indenizag@o ou ressarcimento, pois ndo existirdo gastos ou riscos relacionados
exclusivamente com a pesquisa.

9) Confidencialidade dos registros:

Vocé e seu filho terdo direito a privacidade, visto que todas as informac¢des obtidas dos prontudrios
clinicos e laboratoriais permanecerdo confidenciais nos ambitos possiveis da lei, assegurando a
protecdo da sua imagem. Serdo respeitados seus valores culturais, sociais, morais, religiosos e
éticos. A menos que a revelagdo seja exigida por agdo legal ou regulatdria, todos os esforcos serdo
feitos para protegé-los, a vocé e a seu(ua) filho(a), de serem identificados pessoalmente. Como
participante desta pesquisa, vocé terd acesso aos resultados obtidos e permitird o acesso dos
mesmos aos pesquisadores envolvidos e aos membros da comissdo de ética responsdvel. Os
resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em congressos ou publicados em revistas
cientificas, porém sua identidade ndo serd divulgada.

10) Direito de participar, recusar ou sair:

Sua participacdo é voluntdria e vocé€ poderd recusar-se a participar ou mesmo interrromper sua
participacdo a qualquer momento, sem penalidades ou perdas de seus beneficios aos quais de outra
forma tenha direito. Os pesquisadores terdo o direito de desligd-lo do estudo a qualquer momento,
se julgarem necessario. Ao participar, vocé concorda em cooperar com a pesquisa, ndo abrindo mao
de seus direitos legais ao assinar o termo de consentimento informado.

11) Contatos:

Quaisquer duvidas poderdo ser esclarecidas com o pesquisador responsavel, Dra. Renata de O.
Mattos-Graner (019) 3412 5287 e Profa. Sueli Aparecida de Aratjo Pereira, responsavel pelo
projeto junto ao Setor de Saidde Escolar da Secretaria da Educacdo do municipio de Piracicaba pelo
telefone (19) 3435 5555.
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CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Tendo compreendido o termo de informagdo e consentimento para a participagdo da pesquisa
clinica entitulada "Analise da resposta imunoldgica de criancas durante colonizacio por
Streptococcus mutans e dos fatores genético-moleculares envolvidos na formacao do biofilme
dental por estes microrganismos’, autorizo a participagio de meu (minha)

filho(a), , bem como concordo

em participar deste estudo. Sei que nossa participagdo € voluntdria e que posso interrompé-la a
qualquer momento sem penalidades e sem perder os beneficios oferecidos pelas creches escolas
publicas do municipio de Piracicaba. Autorizo a utilizagdo dos dados obtidos pelos pesquisadores
envolvidos para a publicacdo em revistas cientificas e apresentacao em congressos.

Recebi uma cépia do termo de consentimento.

(Nao assine este termo caso nao tenha tido oportunidade de esclarecer suas dividas ou nao
tenha recebido respostas satisfatorias a todas elas).

Piracicaba, de de

Assinatura da mae

RG:
Dra. Renata de O. Mattos-Graner Profa. Sueli Aparecida de Aratjo Pereira
Pesquisadora responsavel Coordenadora do Programa de Educagdo e Sadde
RG. 19626648-8 Prefeitura de Piracicaba, SP

RG.6.612.768
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QUESTIONARIO Anexo 4

Creche: Data: N°. ficha:

Nome da Crianca de 6 a 12 meses:

Datanasc.:._ /[ Sexo: ( )F( )M

Nome de irmaos (as): idade(s):

Nome mée ou responsdvel: Datanasc.:_ / [/

1) Grau de instrucdo da mae:
0. ( ) sem instrucdo
1. ( ) primeiro grau completo
2. () primeiro grau incompleto
3. () segundo grau completo
4. () segundo grau incompleto
5. () superior

2) Renda familiar: reais
3) Perfil racial: Vocé se considera

1. ( ) branco

2.( ) negro

3.( ) mulato

4. ( ) amarelo

5.( ) indio

6. ( ) outros

4)Qual o peso do seu (ua) filho (a) quando nasceu?
5)Amamenta ou amamentou seu filho(a)? () Sim ( )Nao
6)Até que idade (meses) seu(ua) filho(a) mamou no peito ?
7)Quantas vezes por dia seu filho(a) € (foi) amamentado?
8)Durante a noite, vocé amamenta ou amamentava seu(ua) filho(a)

1.( ) nunca

2. ( ) antes da hora de dormir

3. ( ) varias vezes durante a noite. Quantas vezes por noite?
9) Seu(ua) filho(a) toma mamadeira durante o dia? ( ) Sim ( ) Nao
10)Se nao toma, até que idade (meses) tomou mamadeira durante o dia?
11)Se ainda toma mamadeira, quantas vezes por dia?
12)Qual a receita da mamadeira que seu(ua) filho(a) toma durante o dia ?

13)Seu(ua) filho(a) toma mamadeira a noite ? () Sim ( ) Nao

14)Qual a receita da mamadeira que vocé oferece ao seu(ua) filho (a) a noite?

15)Durante a noite, seu(ua) filho(a) toma mamadeira:
a. ( ) no colo, antes de dormir
b. ( ) ele/ela dorme com a mamadeira na cama
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c. () ele/ela acorda varias vezes a noite para receber mamadeira que vocé oferece.
Quantas vezes por noite?

Qual a durag¢do das mamadas?

16)Quando seu filho (a) comegou a comer comida salgada?
17)0O que o seu(ua) filho(a) comeu ontem, desde o0 momento que deixou a creche até esta manha
quando voltou?

18) Seu(ua) filho(a) tem algum problema de saide? () Sim ( ) Nao

Se sim, qual?

19) Seu(ua) filho(a) estd tomando algum medicamento? ( ) Sim ( ) Nao

Se sim,qual?

20) Seu(ua) filho(a) estd com alguns dos seguintes problemas saide?
1. ( )asma

) pneumonia

) outros problemas respiratérios. Quais?

) inflamacdo / dor de garganta (faringite)

) inflamacao no ouvido (otite)

) febre reumatica

) desnutri¢ao

) doencas de infancia (sarampo, catapora, rubéola). Qual?
9.( ) outros. Quais?

XA AP
AN AN AN A A AN

21) Seu filho(a) estd tomando algum antibidtico? Qual? H4 quanto tempo? Quantas vezes por
dia?

22) Quais os medicamentos que seu(ua) filho(a) ja tomou? Por

que?

23) Qual a frequéncia de alguns desses sintomas para o seu(ua) filho(a)?

- Nariz escorrendo: () nunca () algumas vezes () muito frequente () todo tempo
- Tosse: () nunca () algumas vezes ( ) muito frequente ( ) todo tempo
- Nariz entupido/ respira pela boca () nunca () algumas vezes () muito frequente () todo tempo
- Garganta inflamada: () nunca () algumas vezes () muito frequente () todo tempo
24)Seu(ua) filho(a) usa chupeta?

1.( )ndo

2.( ) atodahora

3. ( ) as vezes. Mais ou menos, quantas vezes ao dia?
4. ( ) s6 para dormir
25) Seu(ua) filho(a) costuma morder ou chupar algum objeto além da chupeta?
1. ( )nao

2. ( ) sim. Qual objeto e com que freqiiéncia?
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