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RESUMO 

Streptococcus mutans (SM) são os principais patógenos da cárie dental. Neste estudo 

exploramos a influência do sistema imune de mucosa na infecção inicial pelo SM em 

crianças altamente expostas a este microrganismo. Cento e dezenove crianças, com idade 

inicial entre 5 a 13 meses de idade foram analisadas no início do estudo (T0) e após 6 (T6), 

12 (T12) e 18 (T18) meses, amostras bucais foram coletadas para determinação dos níveis 

de infecção por SM, através do cultivo em mitis salivarius ágar com bacitracina. Os níveis 

de IgA, IgA1 e IgM foram também determinados em amostras de saliva, através de ensaios 

de ELISA. Um subgrupo de 21 crianças infectadas por SM (entre T0 e T6) foram pareadas 

a outras 21 crianças da amostra sem níveis detectáveis de SM. As reações entre anticorpos 

IgA da saliva com antígenos (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 arbitrárias (ua). A reatividade de IgA salivar com 

peptídeos derivados da seqüência da GbpB, preditos como regiões ligantes à MHC de 

classe II, foram também avaliados através de multiplex com o Luminex. Os níveis salivares 

de IgA aumentaram com a idade (de 82,4 a 823,4µg/ml), enquanto que os níveis de IgM 

mantiveram-se baixos durante todo o estudo (média:4,2-2,8 µg/ml). Os níveis de infecção 

por SM foram maiores em T6 (média:45 ufc/área) e uma forte resposta de IgA aos Ags de 

SM pôde ser detectada logo aos 6 meses de idade. A resposta de IgA anti-GbpB foi 

observada em 38% das 21 crianças infectadas por SM, enquanto que 73% dos pares não 

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 infecção (T6). Não houve 

diferenças significativas nos padrões de reatividade de IgA aos diversos peptídeos de GbpB 

testados, entre os grupos de crianças infectadas e não 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 virulência podem influenciar na 

susceptibilidade à infecção por SM. Nenhum dos peptídeos da GbpB correspondeu às 

intensidades de resposta à GbpB nativa observadas entre os pares de crianças estudados.  

Palavras-chave: infecção 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 (T0), 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, IgA1 and IgM in ELISA 

assays. A subset of 21 MS-infected early between T0 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 II 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 µg/ml), while levels of IgM remained at low levels (mean:4.2-2.78 

µg/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 INTRODUÇÃO 

Streptococcus mutans (SM), principal patógeno da cárie dentária, apresentam 

um conjunto de fatores de virulência que os tornam capazes de se aderir e se acumular no 

biofilme dentário na presença de sacarose, desencadeando a desmineralização dos tecidos 

dentários, uma vez que estes microrganismos toleram e produzem grandes quantidades de 

ácidos, a partir do seu metabolismo.   

Três grupos de antígenos (Ags) associados à superfície celular destes 

microrganismos têm sido amplamente estudados, pois participam do processo de aderência 

e acúmulo de SM no biofilme dentário. Estes incluem a adesina antígeno I/II (Ag I/II), as 

glucosiltransferases (Gtfs) e as proteínas ligantes de glucano (Gbp de Glucan-binding 

protein). As Gtfs catalisam a síntese extracelular de glucanos solúveis e insolúveis em água 

a partir da sacarose, sendo essenciais para o estabelecimento de SM no biofilme dentário 

(Hajishengallis & Michalek, 1999). Três enzimas Gtf, GtfB, GtfC e GtfD, foram 

identificadas nesta espécie bacteriana, sendo estas, os fatores de virulência mais estudados 

de SM. Pelo menos quatro Gbps são expressas por SM, GbpA, GbpB, GbpC e GbpD 

(revisado por Banas e Vickerman, 2003). Diversos estudos demonstraram que a imunização 

com Gtfs e GbpB confere proteção contra o desenvolvimento de cárie dentária, sob 

condições de alta exposição à sacarose em modelos animais (Smith & Taubman, 1996; 

Smith et al., 1997; Jespersgaard et al., 1999; Smith et al., 2003a). Estes estudos permitiram 

a realização dos primeiros estudos clínicos, para viabilizar a aplicação destes Ags em 

vacinas anti-cárie em adultos e crianças (Smith & Taubman, 1990; Childers et al., 1999).  

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

das Gbps no estabelecimento de SM no biofilme dentário. Estudos são necessários para se 
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estabelecer uma relação entre a produção de anticorpos específicos a estes Ags e o processo 

de colonização bucal e virulência de SM em crianças, principalmente durante as fases de 

aquisição inicial destes microrganismos. 

Embora o alto consumo de sacarose, freqüentemente promova intensa infecção 

por SM  e quadros severos de cárie (Van Houte et al., 1982), um grupo pequeno de 

indivíduos, altamente expostos à sacarose, não desenvolve esta doença. Em estudo anterior 

de crianças que freqüentavam creches públicas em Piracicaba (Escolas Municipais de 

Ensino Infantil – EMEIs), onde uma dieta rica em sacarose é oferecida, observou-se 

colonização precoce por SM (Mattos-Graner et al., 2001a; Klein et al., 2004). Altos níveis 

de infecção estiveram associados à alta incidência de cárie em um ano, mas um pequeno 

subgrupo de crianças altamente infectadas em idade precoce, não desenvolveu a doença 

(Mattos-Graner et al., 2001a). Este subgrupo apresentou uma redução dos níveis iniciais de 

SM durante um ano de acompanhamento. Grandes oscilações nos níveis bucais de SM após 

os 30 meses de idade foram observados em outras populações de baixo risco de cárie 

(Smith et al., 1998). Variações nas condições imunológicas e na virulência de genótipos de 

SM podem contribuir para estas observações.  

Uma alta diversidade de padrões de anticorpos IgA salivares a Ags de SM entre 

crianças e adultos foi previamente descrita (Camling & Kohler, 1987; Bratthall et al., 

1997), mas até hoje não foram identificados padrões específicos de resposta associados à 

susceptibilidade a infecção. Uma das hipóteses exploradas no presente estudo foi a de que a 

intensidade e especificidade de resposta imune adaptativa a Ags de SM, envolvidos na sua 

virulência, poderiam inibir o estabelecimento destes microrganismos na cavidade bucal, 

durante a fase inicial de colonização. 
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O conhecimento do potencial imunológico em crianças e sua relação com a 

susceptibilidade de infecção podem fornecer dados importantes para o desenvolvimento de 

vacinas para o controle da cárie dental. Inúmeras formas de elaboração de vacinas anti-cárie 

vêm sendo desenvolvidas. Estudos com Ag I/II, Gtf e Gbps em ratos e macacos, através de 

imunizações sistêmicas, mucosas ou passivas parecem promissores. Em humanos, 

imunizações das mucosas oral e nasal de adultos e crianças com Gtf demonstraram 

aumento dos níveis salivares de IgA (Smith & Taubman, 1987) e IgA1 (Childers et al., 

1994; Childers et al., 2002; Li et al., 2003; Childers et al., 2003). Procura-se ainda, 

desenvolver Ags imunogênicos contendo domínios funcionais conservados de Gtfs e Gbps. 

Assim, a incorporação de domínios catalíticos das Gtfs, associados a peptídeos de GbpB 

com características de interação a moléculas MHC (de Major Histocompatibility Complex) 

de classe II parece potencializar o efeito da vacinação em modelos animais (Smith et al, 

2005). A identificação de domínios antigênicos naturalmente imunodominantes e com 

função protetora em humanos, pode ainda fornecer dados importantes na busca de uma 

vacina anti-cárie.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Infecção inicial por microrganismos bucais. 

Ao nascer, o recém nascido entra em contato com diversos microrganismos do 

ambiente. A cavidade oral é uma via primária de entrada de bactérias e outros 

microrganismos (Berkowitz et al.,1980), e alguns destes, embora passem pelas mucosas, 

não são capazes de colonizá-las (Smith & Taubman, 1992). No entanto, outros 

microrganismos tornam-se residentes das superfícies 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 à maioria das bactérias que colonizam primeiramente a cavidade 

bucal, constituindo uma microbiota comensal. Algumas espécies de estreptococos são 

pioneiras por produzirem IgA1 proteases, glisosidases e adesinas (Frandsen et al., 1991; 

Kilian & Holmgren, 1981; Reinholdt & Kilian,1987). Logo após o nascimento, com um 

mês de vida, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis biovar 1 e Streptococcus oralis 

(Pearce et al., 1995) já puderam ser identificados em crianças saudáveis. Em crianças 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 

detectáveis em crianças de 1 a 5 meses de idade (Smith et al., 1990).  

Assim que os dentes começam a erupcionar na cavidade bucal, surgem novos 

sítios de colonização e a microbiota oral torna-se progressivamente mais complexa. A 

presença de superfícies dentais não descamativas é suficiente para a colonização por vários 

estreptococos orais, tais como Streptococcus gordonii (Tappuni & Challacombe, 1993) e 
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Streptococcus sanguinis (Carlsson et al, 1975).  Carlsson et al. (1975) foram os primeiros a 

descrever a história natural de colonização por Streptococcus sanguinis na cavidade oral, 

observando que esta espécie não foi detectada antes da emergência dos dentes e que a 

colonização destes, precedia a de Streptococcus mutans. Estes dados foram confirmados em 

um estudo longitudinal realizado com crianças americanas, em que a colonização inicial 

por S. sanguinis ocorreu durante uma discreta “janela de infectividade”, por volta dos 9 

meses de idade, estando relacionada significativamente com a erupção do primeiro dente, 

que ocorreu em uma idade mediana de 7,1 meses (Caufield et al., 2000). Este estudo 

mostrou ainda, que os níveis de S. sanguinis diminuíram com a idade e que crianças que 

não albergavam níveis detectáveis de SM tinham níveis de S. sanguinis significativamente 

maiores na saliva, quando comparadas a crianças infectadas por SM. Esta “janela de 

infectividade” observada para S. sanguinis é análoga a uma janela de infectividade 

posterior, observada por Caufield et al. (1993), para aquisição de SM. 

Um estudo pioneiro analisando a colonização inicial por SM e sua associação 

com o desenvolvimento de cárie dentária (Alaluusua & Renkonen, 1983) mostrou que 

crianças com níveis detectáveis de SM, aos 2 anos de idade, apresentavam uma incidência 

de cárie, onze vezes superior do que crianças, com mesma idade, não colonizadas por este 

microrganismo. Posteriormente, Kohler et al. (1988) observaram crianças altamente 

colonizadas por SM, também aos 2 anos de idade, durante a erupção dos primeiros dentes, 

quando sua microbiota comensal estava se estabelecendo. Os autores mostraram um índice 

médio de cárie, dez vezes superior em crianças infectadas por SM do que crianças 

colonizadas mais tardiamente por estes microrganismos.  
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Estudos longitudinais demonstraram que SM se implantaram mais tardiamente 

na cavidade bucal de crianças, 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 crianças com apenas os incisivos irrompidos (idade média 

de 9,2 meses) apresentaram níveis detectáveis de SM, enquanto que todas se encontraram 

colonizadas por Streptococcus mitis (biovar 1), 79% por Streptococcus salivarius e 50% 

por Streptococcus sanguinis.  

A história natural da colonização bucal por SM foi analisada em um estudo 

prospectivo com 48 crianças, do nascimento aos cinco anos de idade, cujas mães eram 

altamente colonizadas pelo SM (Caufield et al., 1993). Neste estudo, todas as crianças que 

adquiriram SM foram colonizadas entre as idades de 19 a 31 meses, sendo que as crianças 

que não apresentaram níveis detectáveis desta bactéria durante este período definido, não 

foram colonizadas até o final do estudo, quando estavam com cinco anos de idade. Este 

período de 19 a 31 de idade foi referido como a “janela da infectividade de SM”, já que 

após este período, houve uma redução do risco de infecção por este microrganismo. As 

razões para a delimitação desta “janela de infectividade” ainda não são completamente 

entendidas, mas podem estar associadas com a erupção dos molares, os quais oferecem uma 

superfície oclusal retentiva e um habitat livre de microrganismos quando recém irrompidos, 

fato este que permitiria sua colonização por SM, sem exigir uma prévia competição com 

outras bactérias indígenas. Estudos posteriores, realizados em crianças americanas, 

confirmaram esta “janela de infectividade”, em que a aquisição inicial de SM ocorreu entre 

13 e 36 meses de idade (com idade média de 28 meses), bem após a erupção inicial dos 

dentes (Smith et al., 1998).  
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Por outro lado, a aquisição inicial por SM pode ocorrer antes deste período de 

janela de infecção (19-31 meses), quando crianças são expostas a um elevado consumo de 

sacarose e ao contato com a saliva de indivíduos altamente infectados (Berkowitz et al, 

1980; Kohler & Adreen, 1994; Mattos-Graner et al., 2001a; Tanner et al., 2002; Klein et al, 

2004). As mães parecem ser a principal fonte de infecção por SM das crianças, o que foi 

determinado por análise de fenotipagem e genotipagem de cepas isoladas de pares mãe-

filho(a) (Li & Caufield, 1995). Entretanto, outras fontes não maternas, podem estar 

envolvidas na infecção inicial por SM, como sugerido por alguns estudos realizados em 

crianças que freqüentam creches (Li & Caufield, 1995, Mattos-Graner et al., 2001a; Klein 

et al., 2004). Diversos outros fatores comportamentais, intrínsecos ao hospedeiro e 

ambiental podem influenciar na infecção inicial por SM (Tanzer et al., 2001), como por 

exemplo, variações nos hábitos dietéticos, de higiene bucal e deficiências imunológicas. 

Dentre estes, os fatores que influenciam na maturação do sistema imunológico de mucosas 

precisam ser mais bem investigados (Hajishengallis & Michalek, 1999; Michalek et al., 

2002).  

A alta exposição à sacarose, embora favoreça a colonização intensa por SM e 

esteja relacionada ao desenvolvimento de quadros severos de cárie (Van Houte et al., 

1982), não parece explicar totalmente a infecção precoce por estes microrganismos. Na 

população brasileira de crianças atendidas em creches publicas e que possuem uma dieta 

altamente cariogênica, observou-se uma prevalência de SM em 70,8% entre crianças entre 

12 a 19 meses de idade, sendo que 10% das crianças, deste grupo eram altamente 

colonizadas por estes microrganismos (Mattos-Graner et al, 1998). Os níveis de infecção 

aumentaram até os 24 meses de idade e após isto, tenderam a se estabilizar (Mattos-Graner 
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et al, 2001a), o que é compatível com o conceito de fechamento da “janela de 

infectividade” por volta dos 31 meses de idade proposto por Caufield et al. (1993). 

Portanto, estes dados sugerem que as estratégias para controle de infecção por SM devem 

ser realizadas antes da maior fase de desafio de infecção 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 antígenos de virulência. 

Streptococcus mutans representam o principal agente etiológico da cárie dental 

em humanos (Loesche, 1986). A associação do SM com cárie dental foi primeiramente 

descrita, por Clarke em 1924, em crianças inglesas. Clarke isolou este microrganismo de 

lesões de cárie e descreveu-os como estreptococos “mutantes”, pois estes apresentavam 

uma morfologia de cocos mais achatados, semelhantes a bacilos. Durante vários anos, 

nenhum novo relato foi acrescido à literatura, mas a partir de 1956, estes microrganismos 

foram redescobertos como o agente etiológico principal da cárie 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 populações), 

Streptococcus cricetus (isoladas de hamsters), Streptococcus ferus (de ratos selvagens), 

Streptococcus downei e Streptococcus macacae (em macacos) (Whiley & Beighton, 1998).  

Inúmeros estudos epidemiológicos têm investigado o grau de infecção por SM 

em populações de diversas partes do mundo e sua relação com a prevalência de cárie dental 
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(Bratthal, 1991). A espécie Streptococcus mutans tem sido a mais estudada pela sua mais 

freqüente relação com o desenvolvimento de cárie, como demonstrado em estudos de 

detecção 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 seqüenciado (Ajdic et al., 2002). O seqüenciamento do 

genoma de cepas de outras espécies de estreptococos bucais está em andamento, e incluem 

outra espécie do grupo mutans (S. sobrinus), S. sanguinis e S. gordonii (Duncan, 2003).   

Streptococcus mutans possui uma grande variedade de mecanismos para 

colonizar a superfície dentária e se tornar uma espécie numericamente significante no 

biofilme dental (Bratthall & Kohler, 1976; Burne et al., 1998; Kuramitsu, 2001). Este 

microrganismo reúne vários fatores de virulência para o desenvolvimento da cárie dental, 

como a acidugenicidade e aciduricidade; a capacidade de adesão e acúmulo nas superfícies 

dentárias; a síntese de polissacarídeos intracelulares como forma de armazenamento de 

substrato e de polissacarídeos extracelulares solúveis e insolúveis em água (Loesche, 1986; 

Tanzer, 1992; Hajishengallis & Michalek, 1999). Para colonizar a cavidade oral, SM 

precisa de superfícies duras, não descamativas, sobre as quais coloniza e se acumula como 

parte da complexa microbiota do biofilme dentário, denominado de placa dental.  

A fase inicial de colonização é dependente da interação específica entre SM e 

proteínas/glicoproteínas de origem salivar e microbiana adsorvidas às superfícies dentárias 

(película adquirida do esmalte dental). Esta ligação inicial à película adquirida envolve 

interações específicas com adesinas microbianas. Diversas adesinas bacterianas foram 

identificadas em diversas espécies de estreptococos da placa dental (Hasty et al., 1992). 

Entre elas, está uma família de proteínas denominadas de antígeno I/II (Ag I/II), 
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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 não é, entretanto, considerado como bom colonizador 

primário, pois outros estreptococos não patogênicos, 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 et al, 1993 Caufield et al., 2000). Além disto, estas espécies comensais 

produzem IgA1 proteases que promovem a degradação de IgA1 presente na saliva 

(Hajishengallis et al., 1992).  

Outro importante mecanismo de patogenicidade do SM é a desmineralização do 

esmalte dental, pelo ácido lático produzido no seu metabolismo fermentativo (Stephan, 

1944, Aires et al., 2006). No entanto, para que haja produção de ácido suficiente para 

sustentar a desmineralização progressiva do esmalte, há necessidade de aumento da 

proporção de SM no biofilme dentário (Tenuta et al., 2003), a qual é favorecida pela alta 

tolerância destas espécies a baixo pH (Burne, 1998). Streptococcus mutans é capaz de se 

acumular no biofilme através da síntese e interação com uma matriz de extracelular de 

glucanos insolúveis (Smith & Taubman, 1990). Este processo de acúmulo é iniciado pela 

atividade de glucosiltransferases (Gtf) secretadas por SM (Russell et al., 1999; 

Hajishengallis & Michalek, 1999; Michalek et al., 2001). As Gtfs sintetizam várias formas 

de glucanos extracelulares de alto peso molecular, a partir da sacarose. Estes polímeros de 

glucanos, por sua vez, possibilitam a agregação de SM a outros estreptococos orais, 

aparentemente através da interação com proteínas ligantes de glucanos associadas à 

superfície 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 proteínas podem ser secretadas ou associadas às superfícies 

celulares (GbpA, GbpB e GbpD) ou ligadas covalentemente à parede celular (GbpC) e 

apresentam diferentes  afinidades  a polissacarídeos, (revisado por Banas & Vickerman, 

2003). 

A análise funcional das proteínas de virulência é fundamental para 

compreensão dos mecanismos moleculares de virulência de SM e conseqüentemente para o 

desenvolvimento de estratégias para controle de infecção por estes microrganismos.  

 

2.2.1. Antígenos I/II (Ag I/II). 

Os antígenos I/II correspondem ao grupo de adesinas de superfície expressas 

pelo Streptococcus mutans, e que são também conhecidas como SpaP, Pac ou P1 e, nos 

Streptococcus sobrinus, SpaA. Estudos prévios (Demuth et al, 1988), sugeriram que a 

ligação inicial do SM à película adquirida seria mediada por esta proteína de superfície 

celular, de peso molecular aproximado de 185 kDa. Esta adesão ocorreria pela ligação desta 

adesina às aglutininas ligadas a hidroxiapatita do esmalte (Demuth et al. 1988, 1990; Brady 

et al., 1992). Segundo Brady et al. (1992), se estas proteínas salivares estivessem na fase 

fluída, ocorreria a agregação de bactérias, o que facilitaria a remoção destas bactérias 

agregadas da cavidade bucal através do fluxo salivar. O Ag I/II é uma proteína de 

superfície, a qual foi isolada como dois polipeptídeos (antígeno I e antígeno II) de extratos 

tratados com duas proteases (pronase e tripsina) (Russell et al., 1980). Análises 

subseqüentes mostraram que o antígeno II (proteína de 69 kDa) era parte integrante do 

antígeno I, sendo que este último contém o sítio de clivagem pelas proteases.  



 13 

 Esta família de proteínas de superfície liga-se a glicoproteínas salivares e 

outros microrganismos (Navarre & Schneewind, 1999) e parece participar na virulência e 

no sucesso de SM em colonizar as superfícies dentárias (Jenkinson & Demuth, 1997). O 

gene que codificada esta adesina Ag I/II de 185 kDa foi clonado e seqüenciado por dois 

grupos de pesquisa independentes (Kelly et al., 1989; Okahashi et al., 1989), sendo 

denominados de spaP e pac, respectivamente. Estudos moleculares têm mostrado que os 

genes que codificam Ag I/II são altamente conservados entre os sorotipos de SM. Outras 

espécies de estreptococos bucais também apresentam proteínas altamente homólogas ao 

AgI/II 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 película 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 primários dos dentes.   

O gene pac contém 4695 pares de bases (pb) nucleotídicas, codificando uma 

proteína, a qual contém um peptídeo sinal de 38 aminoácidos e possui duas seqüências 

internas repetidas, uma rica em alanina e outra em prolina (revisado por Hajishengallis & 

Michalek, 1999). A representação esquemática das principais regiões da seqüência protéica 

do Ag I/II encontra-se na Figura 1. O domínio amino-terminal contém a região rica em 

alanina e provavelmente consiste em um domínio de ligação às glicoproteínas salivares 

(Crowley et al., 1993; Moisset et al., 1994, Sciotti et al., 1997). Há evidências de que as 

áreas ricas em prolina fornecem uma aderência adicional às superfícies (Munro et al., 

1993). Além disto, regiões mais centrais da seqüência do Ag I/II revelaram ter associação 

com epítopos de adesão imunodominantes de células B e T (Kelly et al., 1995). A região 
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carboxi-terminal contém uma parte que reage cruzadamente com IgG humana (Moisset et 

al., 1994). O Ag I/II de SM apresenta homologia com o SpaA de S. sobrinus (Moisset et 

al., 1994) e outras adesinas desta família em S. sanguinis, S. gordonii, S. intermedius, S. 

oralis, S. anginosus (Ma et al., 1991). O Ag I/II tem ainda, uma outra região que é uma 

seqüência de ancoragem à parede celular bacteriana (Bleiweis et al., 1992). 

 

 

Figura 1 - Representação esquemática das regiões funcionais do Ag I/II. Adaptado de Hajishengallis 
& Michalek (1999). 

 

Estudos de Love et al. (1997) mostraram que Ag I/II de SM liga-se ao 

colágeno, o que pode favorecer a capacidade deste microrganismo de invadir os túbulos 

dentinários quando há exposição da dentina. Outro estudo mostrou que o Ag I/II também 

pode se ligar a outras moléculas da matriz extracelular, como fibronectina, laminina e 

queratina (Sciotti et al., 1997). Desta maneira, Ag I/II parece possuir uma versatilidade de 

tipos de interações sob condições em que a desmineralização dentária leva a exposição de 

moléculas da matriz protéica dentinária, o que contribui para a progressão das lesões de 

cárie dentinária e disseminação da bactéria pelo canal radicular (Hajishengallis & 

Michalek, 1999). A participação do Ag I/II na adesão aos componentes da película 
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adquirida do esmalte fundamentou o interesse nesta proteína como um potencial candidato 

à vacina anti-cárie. 

 

2.2.2. Glucosiltransferases (Gtf). 

Após aderência inicial de SM à superfície dentária, este microrganismo começa 

a se acumular sobre os dentes, através de um mecanismo independente, relacionado à 

síntese de polímeros de glicose extracelulares a partir da sacarose, mediado pelas 

glucosiltransferases (Gtfs), que são produzidas pelos SM (Kuramitsu, 1993; Michalek et 

al., 2001). As Gtfs são proteínas de alto peso molecular (140-160 kDa) e SM expressam 

três Gtfs, GtfB, GtfC e GtfD (Shiroza et al, 1987; Hanada & Kuramitsu, 1988; Hanada e 

Kuramitsu, 1989), as quais, apresentam 50% de homologia nas suas seqüências de 

aminoácidos, sendo que GtfB e GtfC apresentam 75% de homologia. As Gtfs possuem 

cerca de 1500 aminoácidos (1477 e 1456 aminoácidos para GtfB e GtfC, respectivamente), 

e apresenta dois domínios de maior importância (Figura 2): um domínio catalítico, 

localizado após a sua extremidade amino-terminal, o qual se liga à sacarose e a hidrolisa 

(Mooser et al., 1991) e um domínio carboxi-terminal caracterizado por diversas repetições 

de aminoácidos, que se liga ao glucano recém sintetizado, sendo também necessário para a 

atividade enzimática de extensão e crescimento das cadeias de glucano (Mooser & Wong, 

1988; Kato & Kuramitsu, 1990).  
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Figura 2 - Representação esquemática das regiões funcionais da Gtf. Adaptado de Hajishengallis & 
Michalek (1999). 

 

Os isotipos de Gtf, GtfB, GtfC e GtfD, produzem glucanos com graus distintos  

de solubilidade em água, dependentes do tipo de ligações glicosídicas catalisadas (revisado 

por Banas & Vickerman, 2005). Tsumori & Kuramitsu (1997) demonstraram, através da 

construção de mutantes knockout de cada gene gtf, a importância das glucosiltransferases 

na aderência in vitro de SM, na presença da sacarose. Os resultados deste estudo 

demonstraram que o mutante gtfC
-, na presença de 1% de sacarose, apresentou somente 

1,1% de células aderidas a superfícies lisas in vitro, enquanto que a cepa selvagem 

apresentou 77,9% de células aderidas. A inativação do gene gtfB, nos mesmos ensaios, 

ocasionou uma redução de 4 vezes da aderência, uma vez que  sua porcentagem de 

aderência foi de 18,1%. Em contraste, o mutante gtfD
- praticamente não demonstrou 

alterações (61,4% de células aderidas) na aderência dependente de sacarose in vitro 

(Tsumori & Kuramitsu, 1997). Desta maneira, os dados deste estudo sugeriram um papel 

mais significativo do gene gtfC no mecanismo de colonização de SM. Por outro lado, 

estudos em modelos animais com a cepa de SM UA130 indicaram a participação do isotipo 

GtfD na virulência de SM, sob dieta contendo 56% de sacarose (Yamashita et al., 1993). 

Estes estudos demonstraram que a síntese extracelular de glucanos insolúveis em água 
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(ricos em ligações do tipo -1-3) pelas GtfB e GtfC é mais importante para a 

cariogenicidade do que os glucanos solúveis (ricos em ligações do tipo -1-6) produzidos 

pela GtfD, e que a síntese extracelular de glucanos insolúveis em água, é essencial para a 

habilidade destas bactérias, de se acumular no biofilme dental e induzir cárie dental (Munro 

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

 

2.2.3. Proteínas Ligantes de Glucanos (Gbps).  

A interação molecular, das células de SM com a matriz extracelular de 

glucanos, não é completamente entendida, mas, um grupo heterogêneo formado por 

proteínas, que se liga a glucano, é denominado de proteínas ligantes de glucanos (Gbp, de 

Glucan-binding protein). Streptococcus mutans expressam, pelo menos, 4 Gbps distintas, 

que são 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 et al., 1994a), GbpC (Sato et al,1997) e GbpD (Shah & Russell, 2004) 

e seus respectivos genes, gbpA, gbpB, gbpC e gbpD, foram clonados e seqüenciados (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 bioquímicos indicaram que as Gbps formam um conjunto heterogêneo de 

proteínas com funções biológicas distintas (revisado por Banas & Vickerman, 2003).  

Uma vez que o acúmulo de SM no biofilme dentário, a partir da matriz 

extracelular de glucanos, parece ser essencial para a patogenicidade de SM, há grande 

interesse no estudo destas Gbps, as quais poderiam participar da interação das células 

bacterianas à matriz extracelular de glucanos. Assim, mutantes knockout dos genes gbps 
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foram construídos em SM e testados quanto à formação de biofilme e a virulência em 

modelos experimentais (Hazlett et al., 1998, Banas & Vickerman, 2003; Mattos-Graner et 

al., 2006). 

A GbpA é uma proteína secretada, de peso molecular de 74 kDa (Russell, 

1979). Banas et al. (1990) seqüenciaram o gene gbpA de 1689 pb e verificaram que a 

seqüência protéica apresentava de 38 a 58% de homologia com o domínio carboxi-terminal 

das Gtfs. Hazlett et al. (1999) mostraram que GbpA contribui para o desenvolvimento da 

placa formada por SM e que a inativação de gbpA modificou a arquitetura do biofilme in 

vitro, embora tenha promovido aumento da virulência da cepa mutante, quando comparada 

com a cepa selvagem. 

A GbpB  foi identificada e purificada de fluídos de culturas de SM por 

cromatografia de troca iônica; apresenta peso molecular aparente de 59 kDa em géis SDS-

PAGE e é bioquimicamente e imunologicamente distinta, das outras Gbps, expressa pelo 

SM e Streptococcus sobrinus (Smith et al., 1994a). O gene que codifica esta proteína 

(gbpB) foi clonado e seqüenciado a partir da cepa SJ32 (Mattos-Graner et al., 2001b) de 

SM, de onde a GbpB foi originalmente purificada. A quantificação de GbpB em 

sobrenadantes de culturas de mais de 80 isolados de SM, através de  imuno-ensaios com 

anticorpos específicos, revelaram que a GbpB é  produzida por todos os genótipos de SM 

testados (Mattos-Graner et al., 2001b). A análise dos genes gbpB dos isolados clínicos de 

SM revelaram polimorfismos, principalmente na área central da proteína, sugerindo uma 

conservação funcional dentro da região amino e carboxi-terminal (Figura 3). Através de 

engenharia genética, vários estudos têm procurado produzir Ags imunogênicos contendo 

domínios funcionais conservados da GbpB. Assim, a incorporação de peptídeos de GbpB 
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com características de interação a moléculas MHC de classe II parece potencializar o efeito 

da vacinação em modelos animais (Smith et al, 2005). A Figura 3 mostra as regiões 

conservadas da GbpB e também a posição em que estes peptídeos se encontram. A Figura 4 

mostra a localização de diversos peptídeos testados quanto a imunogenicidade e capacidade 

protetora em modelos de cárie experimental (Smith et a., 2003a) na seqüência protéica da 

GbpB. 

 

 

Figura 3 -  Representação esquemática das principais regiões da seqüência protéica da GbpB e a 
posição aproximada dos peptídeos sintéticos com possíveis ligações com moléculas 
MHC classe II. Os peptídeos QGQ, VAR, SYI, ANY e SIG localizam-se em áreas 
conservadas enquanto que o peptídeo QAA em uma região não conservada da proteína 
GbpB.   
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1   MKKRILSAVL VSGVTLSSAT TLSAVKADDF DAQIASQDSK INNLTAQQQA 
1
AQAQVNTIQG 

 

61  QVSALQTQQA ELQAENQRLE AQSATLGQQI 2QTLSSKIVAR NESLKQQARS AQ3KSNAATSY 
 

121 INAIINSKSV SDAINRVSAI REVVSANEKM LHQQEQDKAA VEQKHQENQA AINTVAANQE 
 

181 TIAQNTNALN TQQAQLEAAQ LNLQAELTTA QDQKATLVAQ KAAAEEAARQ AAAAQAAAEA 

       

241 KAAAEAKALQ E
4QAAQAQAAA NNNNTQATDA SDQQAAAADN TQAAQTGDST DQSAAQAVNN 

 

301 SDQESTTATA AQPSASSAST AAVAANTSSA NTYPAGQCTW GVKSLAPWVG NYWGNGGQWA 

 

361 ASAAAAGYRV GSTPSAGAVA VWNDGGYGHV 
5
AYVTGVQGGQ IQVQEANYAG NQ6SIGNYRGW 

421 FNPGSVSYIY PN 
 

Figura 4 - Seqüência de aminoácidos da GbpB contendo seis peptídeos  com provável afinidade 
a moléculas MHC de classe II (marcadas em cinza). As letras maiores e em negrito 
representam os nomes de cada peptídeo sintetizados laboratorialmente e utilizados 
no presente estudo. 
 

A GbpB é homóloga a antígenos secretados por diversos patógenos, como 

Streptococcus pneumoniae e Streptococcus agalactiae (Mattos-Graner et al., 2001b). No 

entanto, não há homólogos de GbpB identificados em espécies comensais da placa dental 

como S. sanguinis, S. gordonii e S. oralis. Há uma alta homologia entre a GbpB e 

hidrolases de mureína (autolisinas) de outras espécies de microrganismos Gram-positivos. 

A GbpB apresenta 75% de identidade à proteína designada de PcsB (de Protein of cell 

surface from group B streptococci) (Mattos-Graner et al., 2001b), a qual foi seqüenciada de 

Streptococcus agalactiae por Reinscheid et al. (2001). O gene gbpB está associado a outros 

dois genes que codificam proteínas determinantes de forma celular (mreB e mreC), sendo 

esta organização gênica conservada em diversas espécies de Gram-positivos (Mattos-

Graner et al., 2001b). Estudos subseqüentes indicaram que a GbpB faz parte de uma 

superfamília de amino-hidrolase/peptidase cisteína, histidina-dependente (superfamília 
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CHAP), cujos membros hidrolisam substratos contendo resíduos gama-glutamina (Rigden 

et al., 2003). 

O mecanismo de participação de GbpB na virulência de SM ainda precisa ser 

esclarecido, mas variações na produção desta proteína entre diversos genótipos de SM 

foram associadas às capacidades de crescimento na forma de biofilmes (Mattos-Graner et 

al., 2001b). Outros estudos revelaram ainda, que a GbpB é mais expressa sob estresse ácido 

e osmótico (Chia et al, 2001), embora esta indução pareça ser cepa-específica (Mattos-

Graner et al., 2006). Há diversas evidências de que a GbpB é uma proteína essencial de 

SM, com uma participação no processo de divisão celular. A inativação do gene homólogo 

a gbpB em S. agalactiae (pcsB) indicou a participação desta proteína na separação do septo 

de peptideoglicano durante o processo de divisão celular, através da análise morfológica do 

mutante pcsB
-. Recentemente, a fim de elucidar a função celular da GbpB, Mattos-Graner 

et al. (2006) tentaram inativar o gene gbpB, analisar sua expressão e identificar a interação 

da GbpB com outras proteínas. Apesar das diversas estratégias aplicadas para inativação de 

gbpB, as mutações demonstraram-se instáveis e uma cópia do gene nativo era sempre 

retida, o que sugere função essencial de GbpB na viabilidade de SM (Mattos-Graner et al., 

2006). Cepas mutantes que expressavam proteínas de tamanho atípico, reconhecidas por 

anticorpos GbpB-específicos, apresentaram interferências severas no crescimento, tamanho 

aumentado e formação atípica de septos de mureína (Mattos-Graner et al., 2006). Ensaios 

de co-imunoprecipitação e com proteínas de fusão indicaram que a GbpB interagiu com a 

proteína ribossômica L7/L12, sugerindo uma função como parte de um complexo protéico 

envolvido na síntese de peptideoglicanos e na divisão celular (divisoma).  
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A GbpC é uma proteína de peso molecular de 64 kDa em SDS-PAGE (Hazlett 

et al, 1998), é covalentemente ligada à parede celular de SM, cuja expressão parece ser 

mais intensa em condições de estresse osmótico (Sato et al., 1997). A GbpC não apresenta 

homologia com a GbpA, GbpB ou aos domínios de ligação de glucanos das Gtfs, mas exibe 

similaridade à família das proteínas de superfície (AgI/II) dos estreptococos. 

Funcionalmente, este ligante de glucano, está envolvido na agregação dependente de 

dextranos (Ma et al., 1996; Sato et al., 1997). 

A GbpD, foi seqüenciada por Shah e Russell (2004), pode funcionar como uma 

enzima, pois apresenta homologia a enzimas da família das hidrolases alpha/beta (incluindo 

lipases e carboxilesterases) e demonstra homologia com domínios ligantes de glucanos da 

GbpA e Gtfs (Shah & Russell, 2004). Mutantes defectivos de gbpD
- demonstram a 

formação de um biofilme extremamente frágil, em meios de cultura ricos em sacarose, o 

qual se desprendia facilmente das superfícies de vidro, indicando que a GbpD pode 

contribuir para a aderência e acúmulo de SM na presença de sacarose (Shah & Russell, 

2004).    

 

2.3. Desenvolvimento do sistema imunológico de mucosas durante o estabelecimento 

da microbiota bucal. 

O sistema imune de mucosas é composto por tecidos linfóides associados às 

superfícies mucosas dos tratos gastrointestinal, respiratório e urogenital. A principal função 

deste sistema é o de defesa das superfícies mucosas contra antígenos alimentares, toxinas e 

invasão de microrganismos (bactérias, fungos, vírus e parasitas) (Strober & James, 1994). 

A primeira linha defesa adaptativa das superfícies mucosas é representada pelas 



 23 

imunoglobulinas IgA secretora (IgAS), que estão presentes nas secreções, em cooperação 

com mecanismos inatos protetores, tais como mucinas, aglutininas, outras proteínas de 

defesa (por exemplo, lactoferrina, lisozima, defensinas) e células (neutrófilos e 

macrófagos).  

Em humanos, os plasmócitos secretores de IgA compreendem 50 a 75% de 

todas as células secretoras de anticorpos, sendo esta classe de anticorpo, continuamente 

secretada nos fluídos gastro-intestinais, saliva, lágrimas, urina e outras secreções 

(Brandtzaeg, 1984). A IgAS da saliva e de outras secreções difere da IgA sérica pela sua 

estrutura molecular. A IgA presente no soro, se apresenta na forma monomérica clássica, 

enquanto a IgAS ocorre como um complexo formado por dois monômeros (IgA dimérica) 

associados por pontes de dissulfeto a uma cadeia polipeptídica J e adicionada de um 

componente secretor (CS), o qual se origina das células epiteliais glandulares (Killian & 

Bratthall, 1995; Brandtzaeg, 1995). A secreção desta IgA dimérica é feita por plasmócitos 

produtores de IgA, localizados na lâmina própria, associada às mucosas e glândulas 

exócrinas (Brandtzaeg, 1995). Células epiteliais de mucosa sintetizam e expressam uma 

glicoproteína de superfície que atua como um receptor para imunoglobulinas poliméricas. 

Dímeros de IgA, no fluído extracelular, ligam-se a estes receptores, sendo endocitados. Os 

complexos formados são transportados para a região apical das células epiteliais 

glandulares por transcitose onde, por ação proteolítica, o receptor é clivado, liberando a IgA 

dimérica para o lúmen da glândula ou mucosa. A parte do receptor que permanece ligada à 

IgA dimérica secretada consiste no componente secretor (CS) (Crago et al., 1978; 

Brandtzaeg et al., 1981; Smith et al., 2002). O CS desempenha uma função importante para 

a IgAS pois a torna resistente às IgA-proteases produzidas por inúmeros microrganismos. 
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As funções principais da IgAS consistem na neutralização de componentes virais e 

bacterianos envolvidos na virulência e bloqueio de receptores importantes para a aderência 

e invasão dos tecidos. Amostras de saliva total apresentam IgAS, derivadas das glândulas 

salivares (Marcotte & Lavoie, 1998), mas também IgG, IgM e IgA séricas, as quais atingem 

a cavidade bucal, principalmente através do fluído crevicular (exsudato plasmático do sulco 

gengival) (Brandtzaeg, 1989). 

Os plasmócitos produtores de IgA descendem de células B estimuladas nos 

tecidos linfóides associados às mucosas (MALT, de Mucosal Associated Lymphoid Tissue), 

os quais compreendem os tecidos linfóides da lâmina própria do trato gastro-intestinal 

(GALT, de Gut Associated Lymphoid Tissue), trato respiratório, trato genito-urinário, e 

tonsilas linguais, palatinas e faríngeas (compondo o anel de Waldeyer) (Roitt & Lehner, 

1983). O GALT contém, além dos tecidos linfóides difusos da lâmina própria, agregados 

nodulares junto à parede intestinal que compõem as Placas de Peyer (Brandtzaeg, 1995). As 

placas de Peyer são morfologicamente diferentes dos agregados linfóides sistêmicos, pois 

enquanto os primeiros recebem os antígenos via epitélio, os últimos entram em contato com 

antígenos através das circulações linfática e sanguínea (Strober & James, 1984). O epitélio 

da mucosa contém células cúbicas especializadas, denominadas de células M (membranous 

cells). Estas são células epiteliais que capturam o antígeno e o transportam para a região 

subepitelial das placas de Peyer e de outros agregados linfóides da mucosa. Nestas áreas, o 

antígeno é processado por macrófagos e células dendríticas, que por sua vez o apresentam a 

células T e B. Estas células imunocompetentes, quando ativadas, migram para os 

linfonodos mesentéricos, ducto toráxico, circulação sanguínea, e finalmente atingem as 

lâminas próprias dos vários epitélios da mucosa nos sítios efetores da resposta imune, 
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principalmente naqueles onde houve indução. Nos sítios efetores, as células B terminam 

sua diferenciação em plasmócitos (Brandtzaeg, 1995). Todas as etapas de proliferação e 

diferenciação de células B-IgA+ são altamente dependentes de células T auxiliares e suas 

linfocinas.  

O sistema imune de mucosa do recém nascido saudável é imaturo, mas é 

rapidamente estimulado pela colonização bacteriana das superfícies mucosas. Haworth & 

Dilling (1966) estudaram 51 bebês recém nascidos, e verificaram que destes, apenas um 

apresentou níveis detectáveis de IgA nas secreções logo ao nascimento. Gleeson et al. 

(1982) analisaram amostras salivares de 63 crianças saudáveis, durante o primeiro ano de 

vida, e confirmaram que IgA era raramente encontrada na saliva ao nascimento. 

Observaram ainda que menos de 5% das crianças estudadas possuíam níveis detectáveis de 

IgA nas primeiras semanas de vida, sendo que, no primeiro mês de vida, uma situação 

reversa foi encontrada, em que somente 3% da população apresentavam níveis não 

detectáveis de IgA. Os níveis de IgA total nas salivas aumentaram rapidamente nesta 

população, apresentando um pico de concentração entre 4 a 6 semanas de vida, seguido por 

um declínio  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 

rápido processo de maturação 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 níveis bem inferiores aos detectados em 

adultos (Smith et al., 1990). Outro pico de concentração de IgA em amostras salivares 

parece ocorrer novamente aos 5 anos, em que níveis de IgA foram significativamente 

superiores aos níveis de adultos (Gleeson et al, 1991). Aos 7 anos de idade, os níveis 



 26 

salivares de IgA declinaram novamente e se mantiveram constantes em crianças saudáveis 

(Burgio et al., 1980; Gleeson et al., 1987), a níveis semelhantes aos encontrados  em 

adultos (Gleeson et al., 1991). Seidel et al. (2000) analisaram amostras salivares de 63 

recém nascidos saudáveis, para detecção de SIgA, através de ensaios de imunodifusão. Os 

resultados mostraram que 75 e 77% das crianças com 1 dia e com 2 a 10 dias de vida 

respectivamente, possuíam níveis detectáveis de IgA, mostrando que altos níveis desta 

imunoglobulina podem ser encontrados nas salivas de recém nascidos. Estes dados indicam 

a existência de um sistema imune de mucosa competente logo ao nascimento. Em um outro 

estudo longitudinal de Wan et al. (2003), foram analisados os níveis de imunoglobulinas 

salivares de 298 crianças, do nascimento até os 18 meses de idade. Dentre estas, 84 crianças 

eram prematuras. Os resultados mostraram que a maioria das crianças apresentou níveis 

detectáveis de IgA, IgG e IgM ao nascimento, sendo que a não detecção de IgA nas salivas 

foi mais freqüente entre crianças prematuras (69%) do que em crianças não prematuras 

(56%), sugerindo que a prematuridade ao nascimento pode atrasar a detecção de IgA, o que 

não aconteceu com os níveis de IgG e IgM. Durante o período de acompanhamento deste 

estudo, houve um aumento progressivo nos níveis de IgA e IgG, o que não aconteceu com 

os níveis de IgM.  

Os níveis totais de IgA em amostras salivares têm sido considerados como um 

indicador do grau de maturidade do sistema imune de mucosas em crianças (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 crianças, 

com idade entre 6 meses e 5 anos, e notaram que elevações dos níveis de IgA foram 

observadas em 90% das crianças com infecções agudas do trato respiratório. Este aumento 
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aconteceu cerca de 2 dias após a presença dos sintomas e um pico de resposta, próximo ao 

quinto dia (variando de 2 a 6 dias). Os níveis de IgA retornavam aos níveis encontrados 

antes da infecção, após 10 dias do início dos sintomas. Reduções transitórias, dos níveis de 

IgA detectados na saliva, foram associadas à maior susceptibilidade a infecções do trato 

respiratório em crianças (Gleeson et al., 1994), reforçando a importância do sistema imune 

de mucosas na susceptibilidade a infecções.   

Em humanos, a IgA está presente em duas subclasses: IgA1 e IgA2. No soro, a 

IgA1 representa 80 a 90% do total de IgA; nas secreções esta porcentagem é menor, cerca 

de 60% é IgA1 e o restante  IgA2 (Delacroix et al., 1982). A IgA1 e a IgA2 diferem em 

suas cadeias pesadas em somente 22 aminoácidos. Há a deleção de 13 aminoácidos na 

cadeia de dobradiça da IgA2 e estes aminoácidos estão presentes na IgA1 (Kerr, 1990). 

Esta diferença estrutural está relacionada à resistência da IgA2 à ação de inúmeras 

proteases bacterianas, as quais clivam a região de dobradiça da IgA1 (Kilian et al., 1982; 

Kerr, 1990; Smith & Taubman, 1992). Anticorpos IgA salivares contra carboidratos e 

proteínas das bactérias ocorrem predominantemente na subclasse IgA1 e os anticorpos 

contra ácidos lipoteicóicos e lipopolissacarídeos são mais prevalentes na subclasse IgA2 

(Brown & Mestecky, 1985).  

Em adultos, as concentrações de IgA na saliva encontradas em diferentes 

estudos variam bastante (entre 30 g/ml e 410 µg/ml) (Brandtzaeg, 1989; Smith & Taubman, 

1992; Wan et al., 2003). Em 1985, Gahnberg et al. verificaram que as amostras salivares de 

crianças com menos de 12 meses de idade, tinham uma média de 30 µg/ml de IgA. 

Posteriormente, estudos de Camling & Kohler (1987) demonstraram que, em crianças mais 
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velhas (37 a 72 meses de idade), a concentração salivar de IgA foi de 390 µg/ml e que a 

concentração desta imunoglobulina em adultos era o dobro da encontrada nas crianças. 

Smith et al. (1987) verificaram que a concentração média de IgA nas amostras salivares de 

crianças de 2 a 5 meses era de 26 µg/ml. Entre crianças tailandesas da faixa etária, entre 12 

e 13 anos de idade, as concentrações de IgA encontradas variaram de 107 a 856 µg/ml 

(Bratthall et al., 1997). Estudos de Cole et al. (1999) mostraram que a concentração de 

IgA1 em salivas de crianças com 2 anos de idade foi em média 64,7µg/ml. Mais 

recentemente, níveis inferiores, entre 0 a 50µg/ml de IgA (média: 22,4µg/ml ± 7,3) foram 

detectados nas salivas de crianças 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 é raramente encontrada nas salivas de crianças 

(Gleeson et al., 1986, Thrane et al., 1987) e de adultos (Gleeson et al., 1990; Smith & 

Taubman, 1992). A IgM está ausente na saliva ao nascimento e  encontra-se em níveis 

detectáveis em 15 a 23% dos bebês de 1 a 6 meses de idade (Gleeson et al., 1986). Smith et 

al. (1989), demonstraram que os níveis de IgM em amostras salivares de crianças 

diminuíram durante os primeiros 3 a 4 meses de vida, enquanto que os níveis de IgA 

aumentaram. Deficiências, na produção de IgA, pareceram ser compensadas, pela produção 

e secreção de IgM em crianças de maior idade e adultos (Fernandes et al., 1995; Gleeson et 

al., 1995). Entretanto, este mecanismo compensatório não foi observado em crianças 

durante os primeiros dois anos de vida (Gleeson et al., 1995). Isotipos IgM são detectados 
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na saliva de crianças jovens associados ou não a componentes secretores (Smith & 

Taubman, 1992). 

Pouco se sabe sobre a relação entre IgM e IgA na faixa etária 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 informação, há ainda, sobre as proporções das classes 

de IgA (IgA1 e IgA2) nesta idade estudada (Childers et al., 2003). As proporções destes 

isotipos podem também refletir o grau de maturação da resposta imune adaptativa de 

mucosas, visto que o isotipo IgA1 diminui com o aumento da idade, atingindo pequena 

proporção nas secreções de adultos, onde a maior parte de IgA é da classe IgA2 (Smith & 

Taubman, 1992).  

A exposição antigênica 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 

indígena, pode ser um importante componente de defesa do hospedeiro. A IgAS 

desempenha uma função importante na proteção contra infecções causadas por 

enteropatógenos e vírus em homens e modelos animais (Frandsen et al., 1987; Michetti et 

al., 1992). Mellander et al. (1986) detectaram anticorpos IgA contra antígeno O de 

Escherichia coli e poliovírus em amostras salivares de crianças recém nascidas, mesmo 

antes da detecção da colonização por estes microrganismos. 

Maiores riscos de infecção por patógenos da mucosa respiratória (por exemplo, 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis), observados 

antes dos 2 anos de idade, têm sido associados à baixa resposta de IgAS a antígenos 

específicos destes patógenos (Yamanaka & Faden, 1993; Faden et al., 1994; Faden et al., 
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1995). Associação entre a especificidade de anticorpos IgA e a aquisição inicial de 

patógenos bacterianos sugere que o sistema imune de mucosas é capaz de modular o 

estabelecimento de patógenos nas mucosas nasofaríngeas. Por exemplo, um pico na 

resposta a um Ag potencialmente aplicado em vacinas contra Haemophilus influenzae, a 

proteína de membrana externa (OMP) P6, foi detectada em idade precoce (1 a 24 meses) 

entre crianças que apresentavam curta persistência de colonização por H. influenzae. Por 

outro lado, a fraca resposta a este Ag foi observada em crianças colonizadas por maior 

diversidade de cepas desta bactéria durante períodos mais longos (Yamanaka & Faden, 

1993; Faden et al., 1994; Faden et al., 1995). A persistência de colonização recorrente por 

cepas de H. influenzae em crianças susceptíveis à otite foi também associada à fraca 

resposta imune local ao antígeno OMP P6 na faixa etária de 10 a 25 meses (Yamanaka e 

Faden, 1993). 

A indução da resposta de IgAS na saliva contra Streptococcus mutans poderia 

ser uma estratégia auxiliar no controle da cárie dentária. Poucos estudos investigaram o 

padrão de resposta imune a SM em crianças de baixa faixa etária, durante a aquisição 

inicial destes microrganismos (Camling & Köhler, 1987, Smith et al., 1998; Cole et al., 

1999), considerada como a fase ideal para programas de controle de infecção por SM 

(Russell et al., 1999). Os estudos nesta área foram realizados em populações com baixos 

índices de cárie e baixa freqüência de infecção por SM e sugeriram que as crianças somente 

desenvolvem um padrão mais complexo de resposta imune adaptativa a antígenos de SM 

(definido pela diversidade de antígenos reconhecidos por IgA salivar), a partir dos 2 anos 

de idade, quando os níveis destas bactérias foram detectáveis 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, não foi decorrente de deficiências na maturação do sistema imunológico das 

crianças estudadas, uma vez que os padrões de IgA específica a Ags de Streptococcus mitis 

biovar 1, um colonizador primário da cavidade bucal, revelaram um grande número de Ags 

de S. mitis reconhecidos por IgA nas amostras salivares (Smith et al., 1998). Embora 

estudos sugiram que a redução do risco de colonização bucal por SM após os 2,5 anos de 

idade ocorra devido ao estabelecimento de uma microbiota comensal competitiva nas 

superfícies dentárias recém-irrompidas (Caufield et al., 1993; Caufield et al., 2000), pouco 

se sabe sobre o papel da maturação do sistema imune de mucosas no estabelecimento de 

SM na cavidade bucal.  

 

2.4. Antígenos de virulência de SM: imunogenicidade e efeito protetor contra a cárie 

dentária.   

Os primeiros estudos indicando que a indução da produção de IgAS contra Ags 

de SM poderiam conferir proteção contra a cárie dental foram realizados na década de 70 

(Michalek et al., 1976, Taubman & Smith, 1977; Lehner et al., 1978). Os avanços no 

entendimento dos mecanismos moleculares de patogenicidade de SM têm favorecido o 

desenvolvimento de diversas de estratégias para o controle da infecção por estes 

microrganismos (revisado por Hajishengalis & Michalek, 1999; Smith et al., 2002, 

Michalek,et al., 2002; Russell et al., 2004). Diversos estudos em modelos animais, 

demonstraram que a indução de anticorpos contra Ags de superfície de SM envolvidos na 

virulência (AgI/II, Gtfs e GbpB) foi capaz de conferir proteção contra a cárie dentária, sob 

alta exposição à sacarose (cerca de 55% de sacarose na dieta) (Bowen et al., 1991; Smith et 

al., 1997; Jespersgaard et al., 1999). Smith et al. (1990) observaram que salivas de crianças 
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americanas freqüentemente continham IgA reativo para a GbpB, indicando que a infecção 

inicial por SM poderia levar a uma resposta imune natural a esta proteína (Smith et al., 

1990). Posteriormente, a análise da resposta imune natural a SM, em 33 crianças com idade 

entre 13 e 36 meses, revelou que a maioria dos anticorpos salivares IgA era específica a 

Ags de SM importantes na sua colonização e acúmulo, incluindo-se o AgI/II e Gtfs (Smith 

et al, 1998). Em algumas crianças, os anticorpos específicos a Ags de SM puderam ser 

detectados antes mesmo da detecção deste microrganismo na cavidade bucal (Smith et al., 

1998).  

Vários estudos in vitro e in vivo demonstraram que anticorpos específicos para 

Ag I/II do SM ou SpaA do S. sobrinus puderam interferir na adesão/colonização bacteriana 

e no desenvolvimento da cárie dental. Lehner et al. (1981) analisaram os efeitos 

imunogênicos e protetores contra a cárie dental da imunização com AgI/II, em 40 macacos 

que recebiam uma dieta cariogênica (15% de sacarose na dieta). Os resultados mostraram 

que houve uma significante redução nos índices de cárie dental dos macacos imunizados, 

quando comparados àqueles não imunizados. A imunização passiva local, com anticorpos 

monoclonais Ag I/II-específicos em humanos, demonstrou reduções nos níveis de infecção 

bucal por SM em adultos, quando comparados com indivíduos não imunizados (Ma et al. 

1987; Ma et al., 1998). Takahashi et al. (1991) sintetizaram quatro peptídeos com base na 

seqüência de aminoácidos do PAc (ou Ag I/II), entre estes peptídeos, PAc (resíduo 301-

319) que correspondia às regiões ricas em alanina. A imunização de camundongos, com 

este peptídeo, mostrou uma diminuição na colonização por SM nas superfícies dentárias 

destes animais. Hajishengallis et al. (1992) investigaram o efeito da IgAS humanos 

específicos a Ag I/II sobre a aderência de SM; os autores constataram que estes anticorpos 
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puderam interferir na adesão inicial de SM à película de saliva que recobre os dentes. 

Posteriormente, estudos em ratos, infectados oralmente com SM e submetidos à imunização 

intranasal com AgI/II, apresentaram níveis de SM significativamente menores na placa 

dental e menores índices de cárie do que ratos infectados e não imunizados (Katz et al., 

1993). Entretanto, o mecanismo protetor de imunização com AgI/II não é conhecido e há 

evidências de que a inativação do gene pac (que codifica AgI/II) não produz redução na 

virulência de cepa de SM em modelo de animais (Koga et al., 1990). 

As glucosiltransferases são os antígenos 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 administração 

oral de glucosiltransferases em hamsters, verificando a produção de anticorpos salivares e 

séricos, específicos a estes antígenos. Os hamsters imunizados apresentaram um acúmulo 

significantemente menor de SM e uma média 4 vezes menor de lesões de cárie, do que os 

animais do grupo controle. A imunização via oral de hamsters, durante 21 dias, com um 

complexo de Ags de Gtf foi capaz de induzir a produção de anticorpos salivares (IgA e 

IgC) e séricos (IgG e IgM) e os níveis destes anticorpos foram dependentes da dose de 

antígeno utilizado (Smith et al, 1980). A presença de anticorpos salivares (IgA) e séricos 

(IgG) Gtf-específicos inibiram a implantação de SM na boca (Smith et al. 1982) em 

hamsters, após a  inoculação de SM (1x107 ufc) durante 4 semanas, sob administração de 

dieta contendo 56% de sacarose. O efeito da imunização com Gtf de Streptococcus 

sobrinus sobre os níveis bucais de SM foram testados em humanos adultos. Cápsulas de Gtf 

combinadas com fosfato de alumínio 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 indivíduos possuíam níveis de SM similares e foram 

submetidos à profilaxia dental imediatamente antes de cada imunização e os níveis de 

anticorpos e de bactérias analisados. Após a primeira imunização, as amostras salivares do 

grupo imunizado apresentaram níveis superiores de IgA do que nos pacientes do grupo 

placebo. Entre a primeira e a segunda imunização, os níveis de IgA específicos a Gtf foram 

maiores no grupo imunizado e os níveis de SM foram sempre menores nas amostras do 

grupo vacinado (Smith et al., 1987). Assim, a indução de anticorpos contra Gtf apresenta 

efeito redutor dos níveis de infecção, mesmo em indivíduos previamente colonizados por 

esta espécie.  

Aplicação tópica de Gtf de S. sobrinus foi administrada sobre a mucosa do lábio 

inferior de adultos (entre 18 e 42 anos de idade), a fim de verificar a eficiência desta via de 

administração antigênica e seu efeito no re-acúmulo de SM nos dentes após profilaxia 

dental. Estes pacientes foram divididos em dois grupos: imunizado e placebo. Os 

indivíduos selecionados tinham níveis similares de infecção por SM e anticorpos IgA anti-

Gtf. Os grupos foram então submetidos à profilaxia dental imediatamente antes da 

aplicação tópica do Ag de Gtf ou placebo. A aplicação tópica da Gtf promoveu um aumento 

significativo de IgA anti-Gtf no grupo imunizado em relação ao grupo placebo, e as 

proporções de SM foram sempre significativamente menores no grupo imunizado, do que 

no placebo (Smith & Taubman, 1990).  

A imunização passiva também demonstrou o efeito protetor de anticorpos anti-

Gtf no desenvolvimento da cárie dentária. Hamada et al. (1991) analisaram in vitro e in 

vivo o efeito da administração 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 análise in vitro revelou que os anticorpos IgY anti-células de 

SM e IgY anti-Gtf associada a células inibiam a aderência das células de SM à superfície de 

vidro em 97 e 92% respectivamente. A análise in vivo, da imunização passiva 

(administração oral) em ratos com anticorpos IgY contra Gtf associada com células inteiras, 

apresentou o melhor resultado, pois promoveu uma redução significativa do acúmulo de  

placa dental (redução de 46,4% em relação aos ratos não imunizados).  

Embora várias proteínas 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 imunogênicas e protetoras contra a cárie dental. Diversas 

características desta proteína ressaltam seu potencial como um alvo no desenvolvimento de 

vacinas. A GbpB é produzida por todas as cepas laboratoriais ou clínicas testadas até o 

momento (Mattos-Graner et al., 2001b). Mais de 80 isolados clínicos de SM testados em 

imuno-ensaios com anticorpos GbpB-específicos apresentaram níveis detectáveis de GbpB 

em fluídos de cultura e em extratos celulares (Mattos-Graner et al., 2001b). Smith et 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 reação com anticorpos IgA. Estes 

resultados sugeriram que a GbpB é mais imunogênica em humanos do que a GbpA.  

Smith et al. (1996) avaliaram a habilidade de induzir a produção de anticorpos 

IgA através da imunização com GbpB ou Gtf de SM em ratos. Para isto, estes ratos 

receberam injeções subcutâneas de GbpB ou Gtf e, depois de detectado a presença 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 níveis 
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de SM nos molares dos ratos, após terem sido imunizados com GbpB ou Gtf, foram 

menores (redução de 72,7 e 47,9% respectivamente para GbpB e Gtf) do que dos ratos não 

imunizados. O número de lesões cariosas nas superfícies dos molares foi aproximadamente 

2 vezes menor nos animais imunizados, quando comparados com os ratos não imunizados.  

Tyler & Cole (1999) analisaram o efeito da imunização com Ags de SM em 

quatro chipanzés fêmeas, durante a gestação, nas concentrações de IgAS no leite materno. 

Os dados deste estudo mostraram que três destes animais apresentavam IgA1S especifico 

para a GbpB (proteína de 59 kDa), dois apresentaram SIgA1 contra Gtf e nenhum 

apresentou anticorpos para GbpA (74 kDa) e todos tinham anticorpos específicos para Ag 

I/II. 

Smith et al. (2001a) estudaram a influência da administração passiva de 

anticorpos IgY (proveniente do ovo de galinhas imunizadas com GbpB) anti-GbpB em 

ratos infectados com SM. Houve uma diminuição significativa nos níveis de SM nos 

molares e também nos índices de cárie dental nos animais imunizados, os quais foram 50% 

menores, quando comparados aos animais não imunizados. Assim, a administração oral de 

IgY anti-GbpB pôde interferir na colonização por SM, sob condições de alta exposição à 

sacarose e conseqüentemente, interferir no desenvolvimento da cárie dental.   

 

2.5. Identificação de epítopos imunogênicos e com atividade protetora contra a cárie 

dental. 

A identificação de epítopos com atividades protetoras, pode auxiliar na 

identificação de domínios funcionais e no desenvolvimento de vacinas de subunidades. 

Peptídeos específicos de um ou mais Ags de virulência podem ser associados, para induzir 
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uma resposta imune multiepitópica que interfira em diversos processos de colonização e 

infecção.  

Smith et al. (1996) descreveram que as imunizações com GbpB e Gtf 

conferiram uma redução no desenvolvimento de cárie experimental e que a proteção, 

decorrente da administração destes dois antígenos, resultaram na indução da resposta imune 

a diferentes epítopos independentes, visto que não houve uma reação cruzada entre 

anticorpos do soro (IgG) e IgA salivar para GbpB e Gtf de SM. Dessa forma, a combinação 

de epítopos destes dois Ags poderia potencializar o efeito das imunizações sobre a infecção 

e colonização pelo SM.  

Através de estudos de mutagênese sítio-dirigida e de diversos estudos genéticos 

e bioquímicos, identificou-se que a região amino-terminal das Gtfs, que compreende cerca 

de 800 resíduos, parece ser essencial para a atividade catalítica destas enzimas (Tsumori et 

al., 1997; Monchois et al., 2000). Notou-se, também, que as seqüências repetidas, ricas em 

tirosina, da extremidade carboxi-terminal das Gtfs, estavam associadas com sua capacidade 

de ligação a glucanos, sendo também necessárias para sua atividade catalítica (Abo et al., 

1991, Lis et al., 1995). Smith et al. (1993) testaram a antigenicidade de um peptídeo 

sintético derivado de domínios carboxi-terminal de ligação a glucanos das Gtfs de SM em 

ratos e humanos. A imunização subcutânea com este peptídeo, denominado de GLU (1303-

TGAQTIKGQKLYFKANGQQVKG-1324), induziu altos níveis de produção de IgG sérica 

específica.  

Smith et al. (1994b) analisaram a imunogenicidade de outro peptídeo sintético 

da região conservada do domínio catalítico de Gtfs de SM e de S. sobrinus, o peptídeo CAT 

(442-DANFDSIRVDAVDNDVDADALLQI-464), derivado da porção amino-terminal das 
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Gtfs. Primeiramente, este peptídeo foi injetado subcutaneamente em ratos, para obtenção de 

anticorpos policlonais, e intraperitoneamente em camundongos para posterior produção 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 síntese de glucanos insolúveis pelas Gtfs de SM e S. 

sobrinus. Desta maneira, o peptídeo CAT contém epítopos de células B, assim como as 

Gtfs intactas de SM.  Smith et al. (1994b) testaram ainda, a imunização sistêmica de ratos 

com peptídeos CAT e GLU, derivados das Gtfs, e notaram que a imunização promoveu 

uma redução significativa no número de lesões de cárie nos animais infectados 

artificialmente com SM ou S. sobrinus, sob uma dieta rica em sacarose. 

Em 1997, Smith et al. analisaram a imunogenicidade e indução de proteção de 

dois novos peptídeos derivados dos domínios catalíticos das Gtfs, GGY (GGYEF 

LLANDVDNSNPVVQ) e AND (ANDVDNSNPVVQAEQLMWL), os quais foram 

sintetizados a partir de regiões 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 catalítica de Gtfs purificadas de S. sobrinus e SM. Os níveis medianos 

de infecção por SM em ratos imunizados com estes dois peptídeos foram 50% inferiores 

aos os níveis de infecção dos animais não imunizados. 

Jespersgaard et al. (1999) clonaram e caracterizaram os domínios catalíticos 

(CAT) e ligantes de glucano (GLU) derivados de GtfB de SM; obtiveram anticorpos contra 

estes dois peptídeos, através da imunização de coelhos, e notaram que anticorpos anti-CAT 

inibiram significativamente a síntese de glucanos insolúveis pela Gtfs de SM, e que 

anticorpos anti-GLU inibiram significativamente a síntese de glucanos insolúveis e solúveis 
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pela GTF de SM, demonstrando que estes anticorpos provenientes de peptídeos sintéticos 

podem inibir uma variedade de Gtfs. Neste estudo, demonstraram ainda, que a imunização 

intranasal com estes peptídeos em camundongos conferiu um aumento significativo nos 

níveis de IgA no soro, saliva e outras secreções, quando comparado com animais não 

imunizados. 

Childers et al. (1999) investigaram os efeitos imunogênicos em humanos da Gtf 

purificada ou incorporada a lipossomos. Os resultados mostraram que não houve diferenças 

nas respostas imunes às vacinas de Gtf ou incorporada a lipossomos, mas os níveis de IgA1 

anti-Gtf em lavagens nasais de ambos os grupos aumentaram em cinco vezes, quando 

comparados com os fluídos coletados dos mesmos indivíduos antes da imunização. 

Taubman et al. (2001) analisaram o efeito da imunização de ratos com a Gtf e 

com dois peptídeos derivados da Gtf associados ou não entre si. Para isto, analisaram os 

níveis de IgG e IgA contra a Gtf após as imunizações. Os peptídeos utilizados foram o CAT 

e o peptídeo GLU. Estes peptídeos CAT e GLU foram sintetizados como complexos de 

múltiplos peptídeos antigênicos (MAPs de Multiple Antigenic Peptides), sendo ligados a 

uma matriz de lisina, como descrito por Tam (1988). Os níveis de IgG e IgA salivares 

contra Gtf, no grupo que recebeu os peptídeos associados (CAT e GLU) foram superiores 

(5 a 10 vezes maiores) do que nos grupos que receberam individualmente os peptídeos 

CAT ou GLU. Ratos imunizados com Gtf, com os peptídeos individuais ou associados 

apresentaram reduções significativas no número de lesões de cárie, quando comparados 

com ratos não imunizados.  

As imunizações intranasal de ratos com os peptídeos derivados da Gtf, HDS 

(VPSYSFIRAHDSEVQDLIA) ou este em complexo com GLU (HDS-GLU), foram 
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testados por Smith et al. (2001). Vários métodos de facilitação de resposta imune foram 

utilizados neste estudo, a fim de induzir uma resposta imune anti-peptídica mais eficiente 

após a imunização intranasal. Estes métodos incluíram a incorporação dos peptídeos 

sintéticos a micropartículas bioadesivas (Smith et al., 2000), o uso de monoepítopo de HDS 

ou diepítopo (HDS-GLU) ou ainda, o uso de adjuvantes de mucosas, dentre eles: o toxóide 

da cólera (TC) ou a um enterotoxóide derivado da E. coli (LT R192G) (Dickinson & 

Clements, 1995). Nenhuma resposta de IgA foi detectada após imunização com HDS-GLU 

com as micropartículas. No entanto, uma significante resposta de IgA e IgG ao HDS 

associado a micropartículas foi induzida em todos os ratos, quando estes receberam este 

peptídeo juntamente com  o enterotoxóide (LT R192G) ou toxóide da cólera (TC). Desta 

maneira, este peptídeo HDS, administrado intranasalmente, pôde induzir uma resposta 

imune de IgA e IgG, quando associados a veículos que facilitaram a resposta imune de 

mucosa.  

Smith et al. (2003b) analisaram se a imunização retal com Gtf de SM poderia 

induzir a formação de anticorpos salivares contra este antígeno e sua relação com cárie 

dental. Ratos foram imunizados via intranasal e retal com Gtf associadas à micropartículas 

à imunização, os ratos foram infectados com S. sobrinus durante 79 dias. Todas as formas 

de imunização foram efetivas na produção  de anticorpos IgA e IgG anti-Gtf e o número 

médio de lesões de cárie em ratos imunizados via retal (média:7,9±1,0) ou intranasal 

(média:7,1±0,9) foram menores, quando comparados com os índices de cárie  dos ratos não 

imunizados (média:11,9±1,6).  

A imunogenicidade da GbpB é baseada, em parte, na apresentação de peptídeos 

da GbpB processados sobre a superfície de células apresentadoras de antígenos em 
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complexo com moléculas do MHC de classe II para os linfócitos T envolvidos na ativação 

de células B (Smith et al., 2003a). Através da análise de bioinformática, foram 

identificados diversos peptídeos de alta afinidade a diversos alelos MHC de classe II (Smith 

et al., 2003a).  

Estudos de Smith et al. (2003a) identificaram possíveis regiões imunogênicas 

dentro da seqüência da GbpB, para o uso de uma vacina de subunidades. Com auxílio de 

bioinformática (EpiMatrix) estimaram-se os ligantes característicos de peptídeos derivados 

da seqüência da GbpB, com o auxílio de um programa que reconhece alelos ligantes do 

MHC II. A análise da seqüência da GbpB revelou vários peptídeos com alta probabilidade 

de ligação a MHC II. Dois peptídeos amino-terminais (denominados SYI e QGQ, Figura 3) 

foram sintetizados como MAPs, contendo quatro cópias das respectivas seqüências. Ratos 

foram imunizados subcutaneamente com estes dois peptídeos separadamente e 

posteriormente infectados com SM. Os ratos imunizados com SYI ou QGQ tiveram 

titulações significantes de anticorpos IgA e IgG específicos a eles, que também reagiram 

com GbpB. Somente uma minoria de ratos imunizados com GbpB nativa demonstrou 

níveis significativos de IgG reativa a estes peptídeos. A resposta imune induzida em ratos 

imunizados com SYI ou GbpB foi suficiente para diminuir em aproximadamente 50 e 65% 

respectivamente, as lesões de cárie provocadas pela infecção pelo SM. 

Peacock et al. (2005) mostraram a influência da associação de micropartículas 

bioadesivas na imunogenicidade do peptídeo SYI. O peptídeo SYI com micropartículas foi 

efetivo na produção de IgA anti-SYI e anti-GbpB das secreções nasais e salivares de ratos. 

Recentemente, Smith et al. (2005) analisaram os efeitos da imunização de ratos com dois 

peptídeos construídos, um derivado  da GbpB e outro da Gtf. Um deles, SYI (derivado da 



 42 

GbpB), incluía uma seqüência com características ligantes de MHC II e outros dois, CAT e 

GLU, continham seqüências de domínios catalíticos e domínios de ligantes de glucano das 

Gtfs. Estes peptídeos foram associados (SYI-CAT) ou não. Somente SYI-CAT induziu 

níveis significativos de IgG no soro e IgA na saliva específicos para a GbpB. Todos os 

ratos imunizados com peptídeos isolados ou associados tiveram menores índices de cárie do 

que o grupo controle.  
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3. PROPOSIÇÃO 

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o potencial do sistema 

imunológico humoral de mucosas, durante o período de colonização inicial por SM em 

crianças de 5 a 13 meses de idade, em estudo prospectivo de 18 meses de duração. Para 

isto, os objetivos específicos do presente estudo foram: 

a) determinar os níveis salivares de anticorpos IgA, IgA1 e IgM em 119 crianças 

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

b) comparar os padrões de antígenos de Streptococcus mutans e de 

Streptococcus mitis reconhecidos por anticorpos IgA salivares entre subgrupos 

de crianças colonizadas precocemente por SM e não colonizadas por estes 

microrganismos nas diferentes fases do estudo;  

c) identificar peptídeos derivados da GbpB, reconhecidos por anticorpos IgA 

salivares nas crianças estudadas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

O presente estudo foi dividido em duas partes. A parte I envolveu as análises 

dos níveis e especificidade de anticorpos IgA na saliva, durante o estudo longitudinal de 18 

meses, iniciado em uma amostra de 160 crianças entre 5 e 13 meses de idade. A parte II 

envolveu as análises dos padrões de peptídeos de GbpB reconhecidos por anticorpos IgA 

das salivas coletadas de um subgrupo da amostra inicial.  

 

4.1. PARTE I 

Os resultados parciais desta parte foram incluídos no trabalho científico 

“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 crianças com idade inicial entre 5 a 13 

meses, de um total de 28 berçários das Escolas Municipais de Ensino Infantil (EMEIs) da 

cidade de Piracicaba (SP). Assim, uma amostra de 160 crianças (95 meninos e 75 meninas) 

foi incluída no estudo. Após 6, 12 e 18 meses de acompanhamento, 141, 131 e 119 crianças 

mantiveram-se no estudo respectivamente. Este estudo prospectivo foi previamente 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da FOP-UNICAMP (protocolo no. 

110/2002) (Anexo 2). Assim, somente foram incluídas no estudo, aquelas crianças cujas 

mães assinaram o termo de consentimento, previamente aprovado pelo CEP, FOP-
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UNICAMP, após compreensão dos objetivos e forma de condução do estudo (Anexo 3). As 

agentes de saúde e mães das crianças com lesões de cárie diagnosticadas durante o estudo 

receberam instrução e auxílio-transporte (passes de ônibus urbanos), para recebimento de 

tratamento no Centro de Atendimento de Pacientes Especiais (CEPAE) da FOP-

UNICAMP, como previsto pelo CEP e CEPAE, no início do estudo. 

As crianças desta amostra são atendidas nas EMEIs durante cinco dias por 

semana, durante período de dez horas diárias, quando recebem quatro refeições ricas em 

sacarose. Esta população consome água fluoretada (aproximadamente 0,7 ppm) e a higiene 

bucal, a qual inclui escovação dentária, é somente iniciada quando as crianças completam 

dois anos de idade. As crianças recebem medicamentos, quando solicitado pelos 

responsáveis.  

O estudo prospectivo de 18 meses consistiu de exames clínicos e laboratoriais 

realizados em intervalos de 6 meses. Entrevistas também foram realizadas com as mães. A 

Figura 5 ilustra o delineamento do estudo prospectivo e os procedimentos realizados em 

cada fase. Quarenta e uma crianças não permaneceram no estudo até a fase T18. Isto 

porque, algumas delas, haviam saído ou não estavam presentes nos dias das visitas às 

EMEIs. A evasão anual de 18,1% foi inferior à evasão esperada de 30% ao ano. 
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Tempo das visitas T0 (baseline)      T6 (6 meses)   T12 (12 meses)   T18 (18meses)  
Idade das crianças 5-13 meses 11-19  meses 17-25 meses 23-31 meses

Procedimentos:

SIMSIMSIMSIMSeleção das amostras
salivares para análise
imunológica

NÃONÃO NÃO                    SIM                        Questionários

SIMSIMSIM                    SIM                        Coleta e estocagem de 
amostras microbiológicas

SIMSIMSIM                    SIM                        Coleta e estocagem de 
amostras salivares

SIMSIMSIM                    SIM                        Exame clínicos

 

 

 

 

 

 

4.1.2. Questionários. 

No início do estudo, as mães de 120, das 160 crianças envolvidas, foram 

entrevistadas pelas agentes de saúde de cada EMEI, com base em um questionário padrão 

(Anexo 4), o qual compreende questões sobre hábitos dietéticos, de higiene bucal e geral da 

criança que poderiam apresentar influência na colonização por SM e/ou na maturação da 

resposta imune adaptativa de mucosas. Além disto, informações sobre o grau de 

escolaridade das mães e outras características sócio-econômicas foram obtidas nestas 

entrevistas. 

 

Figura 5 -   Delineamento do estudo prospectivo iniciado com uma amostra de 160 crianças na faixa
etária de 5 a 13 meses, as quais freqüentam 28 EMEIs da cidade de Piracicaba, SP. Estas
crianças foram acompanhadas durante 18 meses, até apresentarem uma idade entre 23 e 31
meses. No ínicio do estudo (T0) e a cada intervalo de 6 meses, as crianças foram
examinadas. Questionários para análise de fatores comportamentais e sócio-econômicos
foram respondidos pelas mães das crianças no início do estudo. A cada exame, amostras
bucais e salivares foram coletadas, para a análise da colonização bucal por SM e para
estudo dos níveis/padrões de produção de anticorpos IgA, IgA1 e IgM. Amostras
bacterianas foram isoladas para análise genotípica. Um subgrupo de 21 crianças
colonizadas precocemente por SM (fases T0 e T6) foi pareado a um grupo semelhante de
crianças não colonizadas (com base em variáveis obtidas nos exames e entrevistas), sendo
que, ao final do estudo, 8 pares sustentaram as condições de infecção ou não por SM.
Estes subgrupos foram formados para análise dos níveis de IgA e padrões de resposta
específica a antígenos de SM e S. mitis.  



 48 

4.1.3. Coleta das amostras bucais para análises microbiológicas e imunológicas.  

Amostras bucais foram coletadas das crianças, com auxílio de espátulas de 

madeira esterilizadas. Após umedecidas  com saliva, as espátulas foram pressionadas dos 

dois lados sobre o dorso da língua e a seguir pressionadas em placas de contato (Rodac) 

contendo meio de cultura ágar 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 laboratório 

de microbiologia (FOP-UNICAMP) dentro do período máximo de 1h e incubadas a 37oC, 

em chama de vela, durante 48 a 72 horas. 

Após a primeira coleta de amostra bucal, uma segunda amostra de saliva foi 

obtida com o auxílio de uma pipeta Pasteur de polietileno estéril. As amostras de saliva 

foram coletadas da região do assoalho bucal e volumes de aproximadamente 250 a 500ul 

foram transferidos para microtubos esterilizados gelados, contendo 10 µL de solução de 

EDTA 250mM, os quais eram imediatamente transferidos para gelo. A adição de EDTA 

para uma concentração final de aproximadamente 5 a 10mM EDTA visa à inibição de IgA 

proteases e a precipitação de mucinas salivares (Fitzsimmons et al., 1994). As amostras de 

saliva foram transportadas ao laboratório em gelo e clarificadas através da centrifugação a 

4oC a 13.000 rpm durante 10 min, sendo os sobrenadantes congelados a –70o C para ensaios 

futuros. 
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4.1.4. Exames clínicos intra-bucais. 

Após a coleta das amostras salivares, os rodetes gengivais foram higienizados 

com gaze e água filtrada e os dentes irrompidos limpos com uma escova dental infantil de 

cerdas macias. As regiões interproximais dos dentes irrompidos também foram limpas com 

fio dental. Após a higienização, as superfícies dentárias foram secas com gaze para a 

realização dos exames clínicos intra-bucais, com o auxílio de espelho bucal plano número 3 

e luz artificial (lanterna portátil). A partir da inspeção visual, foram registrados em fichas 

clínicas, o número de dentes irrompidos e a presença eventual de lesões de cárie. Dentes 

foram registrados como irrompidos se qualquer parte das coroas pudesse ser observada. As 

lesões de cárie inicial foram definidas como lesões de mancha branco-opacas (não 

indicativas de hipoplasias de esmalte) e registradas como MB. As lesões de cárie cavitadas 

(C) foram consideradas quando qualquer sinal de cavitação fosse visualmente detectado. 

Em caso de dúvidas, a superfície dentária examinada foi considerada como hígida. Todos 

os exames bucais foram realizados por um único examinador (Alessandra Castro Alves 

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

 

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

As placas tipo Rodac contendo MSB (Difco) foram incubadas em estufa a 37ºC, 

em condições de microaerofilia (chama de vela) durante 48h. Após o período de incubação, 

foi realizada a contagem do número de colônias com morfologia típica de estreptococos do 

grupo mutans, com o auxílio de lupa estereoscópica (Carl-Zeiss). Quando nenhum 

crescimento bacteriano era observado, a placa era incubada por mais 24 horas.  
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As contagens das colônias de SM foram realizadas em uma área pré-

determinada a partir das extremidades das impressões das espátulas de madeira. Oito 

colônias, de cada criança, foram aleatoriamente selecionadas (quando presentes) e 

semeadas em placas de Petri contendo ágar Mitis-Salivarius (MSA). As placas foram então 

incubadas a 37oC em estufa de CO2, durante 24 horas. As culturas foram então congeladas 

em microtubos estéreis contendo 1ml de Skim milk (Difco) a 1%, a uma temperatura de –

20º C. A pureza das culturas foi verificada através do cultivo das mesmas em meio não 

seletivo THA (de Todd Hewith Agar, Difco). O teste da produção de catalase também foi 

realizado, assim como o exame de esfregaços corados por Gram. Nos casos de identificação 

de contaminações, as cepas de estreptococos do grupo mutans eram re-isoladas e sua 

morfologia re-analisada em culturas em MSA. A identificação dos genótipos 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. Análise dos níveis de imunoglobulinas presentes nas amostras salivares 

coletadas. 

As concentrações salivares de anticorpos IgA, IgA1 e IgM foram determinadas 

em um total de 432 amostras salivares coletadas no início do estudo (T0), e nas três visitas 

subseqüentes (T6, T12 e T18), através de ensaios de ELISA de captura, utilizando-se placas 

de ELISA de 96 poços de poliestireno de alta afinidade a proteínas (Costar, EUA).  
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4.1.6.1. Análises dos níveis de anticorpos IgA  na saliva 

As placas de ELISA foram sensibilizadas com uma solução de anticorpo IgG de 

cabra anti-IgA humana purificado (Zymed, EUA) na concentração de 2 µg/ml, diluído em 

tampão I (carbonato-bicarbonato pH 9.6), durante incubação por 2,5 h a 37oC, seguida de 

incubação a 4oC durante 14 a 16 h. A seguir, as placas foram lavadas durante 3 min., por 3 

vezes, com tampão II (contendo 0,9% NaCl, 0,05% Tween 20 e 0,02% azida sódica). Os 

poços foram então bloqueados com 100µl de solução de BSA a 0,1% em tampão III (PBS 

pH 7.5), durante 1 h, sob agitação, em temperatura ambiente. Após nova série de lavagens 

com tampão II, 100µl das amostras salivares diluídas 1:200 em tampão III foram 

adicionadas por poço em triplicata e as placas foram então incubadas durante 2 h a 

temperatura ambiente e sob agitação. Diluições seriadas de IgA humana purificada (Sigma) 

(nas concentrações de 2,0;  1,0;  0,5; 0,25 e 0,125 µg/ml) e de uma amostra de saliva 

controle de adulto foram aplicadas em duplicata às placas, para determinação de uma curva 

de concentração de IgA humana e controle de reprodutibilidade dos ensaios.  

Após incubação com as salivas e padrão de IgA purificada, as placas foram 

lavadas por 3 vezes durante 3 minutos com tampão II.  Adicionaram-se 100 µl por poço de 

solução 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 agitação e, a 

seguir, lavadas como descrito anteriormente e incubadas com solução de estreptavidina 

conjugada com fosfatase alcalina (Sigma) diluída 1:500 em tampão III durante 18h, em  

temperatura ambiente. Após nova série de lavagens, as reações de ELISA foram reveladas 

pela incubação com substrato p-nitrofenilfosfato (Sigma), na concentração de 1mg/ml 

diluído em tampão IV (0,2 M Na2CO3, 0,2 M NaHCO3 e 0,02% MgCl) pH 9,8 (Sigma) 
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(Smith et al., 1990). Esta reação, com o substrato, ocorreu durante incubação  por 30 

minutos em temperatura ambiente e as absorbâncias (A405nm) medidas em leitor de ELISA 

(VersaMax, Molecular Devices, EUA). Como controles negativos, foram utilizados poços 

das mesmas placas não sensibilizados e poços sensibilizados, mas não incubados com 

saliva. Os valores médios de absorbância dos controles negativos foram descontados dos 

valores da absorbância das amostras testadas, sendo estes últimos expressos como unidades 

de ELISA. Uma curva de concentração de IgA por unidade de ELISA foi determinada a 

partir das reações das amostras de IgA purificada (Sigma). Esta curva foi utilizada para 

determinação das concentrações de IgA nas amostras de saliva.  

 

4.1.6.2. Análise dos níveis salivares de IgA subclasse 1 (IgA1). 

  A proporção da subclasse IgA1 em relação aos níveis 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, após incubação com saliva, a detecção de IgA1 foi realizada com anticorpos 

monoclonais IgG1 anti-IgA1 humana (Zymed) na diluição de 1:500. O anticorpo de 

detecção utilizado foi então o anticorpo de cabra anti IgG1 de camundongo conjugado com 

biotina (Zymed) diluído 1:10000. Para as curvas padrões foram utilizadas diluições seriadas 

de IgA humana purificada (Sigma).  

 

4.1.6.3. Análise dos níveis salivares de IgM. 

Os níveis 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 



 53 

camundongo IgG1 anti IgM humana (Zymed), nas diluições 1:500. A seguir, foram feitas 

incubações com anticorpos anti-IgG1 de camundongo conjugados com biotina (Zymed) na 

concentração de 1:10.000, e as reações reveladas como anteriormente. Curvas padrão foram 

obtidas, utilizando-se amostras de IgM humana purificada (Sigma) nas concentrações de 

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

 

4.1.7. Análise das concentrações de proteínas das amostras salivares.  

Para controle da interferência de variações do fluxo salivar nos níveis totais de 

IgA, as quantidades de IgA salivar determinadas nos ensaios de ELISA foram normalizados 

pelas concentrações de proteína das amostras de saliva testadas. Para isto, as concentrações 

de proteínas salivares foram determinadas através do método de Bradford, utilizando-se os 

reagentes do kit de Bradford Sigma (Sigma). Resumidamente, 1ml de saliva clarificada 

diluída (1:161) em água destilada foi misturada a 1 ml de reagente de Bradford  em cubetas 

plástica descartável. Após incubação a temperatura ambiente durante 5 minutos, as 

absorbâncias das amostras (A595nm) foram medidas em espectrofotômetro digital (Micronal 

B 342 II).  

Uma curva padrão, de concentração de proteínas, foi obtida a partir da medida 

das A595nm de 5 diluições seriadas de BSA (Sigma) em concentrações entre 10 a 1,25 µg/ml. 

A linearidade das reações foi determinada a partir da equação de regressão linear da curva 

de BSA (r= 0,9996, y=0,0375x+0,0194), a qual foi utilizada para determinação das 

concentrações de proteínas das amostras salivares. Como controle negativo utilizou-se 
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volumes de água destilada iguais aos das amostras de saliva diluídas. Os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

 

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

western blot. 

 

4.1.8.1. Seleção do subgrupo de crianças para análise do padrão de 

resposta de anticorpos contra Ags de SM. 

Para analisar, a influência do sistema imune de mucosa, na infecção por SM, 

um subgrupo de 42 crianças, consistindo 21 pares de crianças, foi selecionada em T0 e T6 

que foram pareadas para diminuir as diferenças entre as crianças. Cada par incluiu uma 

criança precocemente infectada (determinado pelos exames microbiológicos realizados em 

T0, T6, T12 e T18) e uma criança não infectada durante este mesmo período, mas de 

mesma idade, sexo, padrão racial, número de dentes irrompidos e níveis salivares de IgA da 

criança infectada. Após 18 meses de acompanhamento, 15 pares permaneceram no estudo, 

sendo que destes, apenas 8 pares sustentavam a condição de infecção. Os padrões de 

especificidade de IgA salivar contra diferentes preparações de Ags de SM e S. mitis foram 

então comparados entre os grupos infectados e não infectados, como descrito a seguir. 

 

4.1.8.2. Seleção e preparação dos Ags de SM e S. mitis. 

As crianças de cada um dos 21 pares tiveram os padrões de especificidade 

determinados para Ags extraídos de genótipos distintos de SM: uma cepa padrão -3VF2 

(Mattos-Graner et al., 2004), e uma cepa representativa de cada genótipo de SM isolado da 
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criança infectada de cada par (determinados por AP-PCR por A.C.A) em T0 ou T6. Assim, 

reações contra pelos menos 2 cepas distintas foram testadas para cada criança. O número 

máximo de quatro cepas SM foi testado naquelas crianças colonizadas por três genótipos 

distintos de SM. Como controle, reações de IgA salivar contra Ags da cepa S. mitis 

ATCC903, um colonizador primário da cavidade bucal, também foram testadas para todos 

os pares durante todas as visitas.  

Para preparação dos extratos protéicos, utilizaram-se culturas das cepas de SM 

e S. mitis em caldo THB (de Todd Hewith Broth, Difco) obtidos após incubação a 37oC 

durante 20h em 10% CO2. Células de 15ml das culturas com absorbâncias ajustadas para 

A600nm=1 foram então separadas através de centrifugação a 1.000xg a 4oC. A seguir, os 

sobrenadantes foram desprezados. Os precipitados celulares foram ressuspendidos em 

tampão Laemmelli (BioRad, EUA) e fervidos durante 5 minutos, para extração das 

proteínas e inativação de proteinases. A seguir, os extratos foram imediatamente colocados 

em banho de gelo. Após nova centrifugação a 1.000 xg (a 4oC), os sobrenadantes contendo 

proteínas de superfície foram transferidos para novos microtubos. A determinação das 

concentrações de proteínas foi realizada através do método de Bradford (Sigma). O total de 

16µg de proteína destes extratos foi aplicado por canaleta e as proteínas separadas 

eletroforeticamente em géis SDS-PAGE a 6%. Para a análise do padrão de Ags extraídos, 

estes géis foram incubados com solução de 7% ácido acético e 10% metanol, durante 15 

minutos e, a seguir, corados por 2 horas com solução de Coomassie Blue filtrado (0,1% 

Coomassie Blue, 50% metanol e 10% de ácido acético). Após isto, os géis foram 

novamente incubados com solução descorante (7% de ácido acético e 10% de metanol) 
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durante 18h. Os géis foram então lavados com solução de glicerol a 10% e secados entre 

folhas de celofane. 

 

4.1.8.3. Análise da complexidade da resposta de IgA salivar contra Ags de 

SM e de S. mitis em ensaios de western blot. 

Para analisar a influência dos padrões de especificidade da resposta de IgA a 

Ags de SM nos níveis de infecção por estes microrganismos, os experimentos de western 

blot foram realizados com alíquotas das salivas estocadas a -70oC (item 4.1.3), coletadas 

nas fases T0, T6, T12 e T18, dos pares selecionados. Para isto, 16µg de proteínas de cada 

uma das preparações 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 auxílio de sistema de mini-géis Mini 

Protean II (BioRad). Após separação eletroforética, as proteínas foram transferidas para 

membranas de nitrocelulose (BioRad) durante 2h (50V constantes), com auxílio de aparato 

Mini Trans Blot (BioRad). Padrões de pesos moleculares pré-corados (BioRad) foram 

incluídos em todos os géis. 

As membranas de nitrocelulose contendo os Ags de SM foram coradas com 

corante Red Ponceau (Sigma) para análise da transferência. Após lavagem do corante, as 

membranas foram bloqueadas a 4oC, durante aproximadamente 18h, com tampão de 

bloqueio TBST pH 7,5 contendo 5% de leite desnatado. A seguir, as membranas foram 

incubadas com as salivas diluídas 1:100 no mesmo tampão, durante 2 horas, em 

temperatura ambiente e sob agitação. Como controles negativos, membranas duplicata 

foram incubadas apenas com TBST com 5% de leite. Após 5 lavagens de 10 minutos cada 

com TBST pH 7,5, as membranas foram incubadas por 2 horas, sob agitação, em 
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temperatura ambiente, com anticorpo IgG purificado de cabra anti-IgA humana conjugado 

com peroxidase (Zymed), diluído 1:4000 em TBST com 5% de leite. Após nova série de 5 

lavagens, as reações com anticorpo secundário foram então reveladas usando-se o sistema 

quimioluminescente ECL (Amersham Pharmacia, EUA). Para isto, as membranas do 

mesmo par de crianças foram incubadas durante 1 minuto em temperatura ambiente, com a 

solução de detecção do ECL e a seguir expostas ao mesmo filme de raios X, durante 5 min. 

Após a revelação dos filmes sensibilizados, imagens digitais de alta resolução dos mesmos 

foram capturadas em scanner de densitometria (BioRad GS-700, Imaging Densitometer), as 

quais foram aplicadas nas análises dos padrões de Ags reconhecidos e obtenção das 

medidas de intensidade das bandas reativas. 

As posições de migração dos três grupos principais de Ags de virulência de SM 

(AgI/II, Gtfs e GbpB) nos extratos foram determinadas em ensaios paralelos de western 

blot, realizados com anti-soro policlonal específico 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, Japão) ou com anti-soro de coelho específico para AgI/II (gentilmente fornecido 

pelo Dr. Michael W. Russell, Universidade Estadual de Nova Iorque, Búfalo, NY, EUA).  

Para confirmar a intensidade das reações de IgA salivar específica a GbpB, 

também foram realizados ensaios de western blot utilizando-se saliva de crianças que 

demonstraram forte reatividade com GbpB em extratos de SM, em membranas contendo 

apenas GbpB purificada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) também 

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

Os ensaios para determinação da reatividade de anticorpos salivares IgA a 

diferentes peptídeos derivados de GbpB foram realizados com auxílio da tecnologia de 

citometria de fluxo de microesferas fluorescentes Luminex100 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 vários antígenos (seis 

peptídeos sintéticos da GbpB) a partir de volumes muito pequenos das amostras salivares.  

Este sistema consistiu da análise de citometria de fluxo de microesferas 

fluorescentes, capaz de discriminarem mais de 100 antígenos diferentes ligados a estas 

microesferas de poliestireno, discriminadas por cores específicas, como suporte sólido para 

um imuno-ensaio convencional (como, por exemplo, ELISA). As microesferas de cada tipo 

sensibilizadas com seus respectivos antígenos são misturadas em um único poço, contendo 

um pequeno volume de amostra biológico. Estas microesferas têm 5,5 µm de diâmetro e 

contêm grupos carboxilados na sua superfície que podem ser ligadas covalentemente aos 

grupos aminas dos antígenos. Associado a este sistema de esferas que se desenvolve em 

uma placa de 96 poços, há 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 

classificação da microesfera pela cor e a análise da reação desta com a amostra, 

simultaneamente. Assim foram analisadas as imuno-reações com todos os peptídeos 

testados a partir de uma única amostra de saliva.  
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Figura 6 –  Equipamento Luminex100 (Luminex Corp.) utilizado para as 
análises de especificidade de IgA salivar em imuno-reações 
com seis peptídeos sintéticos derivados da seqüência de 
GbpB. 

 

4.2.1. Elaboração dos peptídeos derivados da GbpB. 

 

4.2.1.1. Rastreamento das regiões da seqüência protéica da GbpB com 

prováveis afinidades  ligantes a MHC classe II. 

Vários peptídeos identificados pela suas afinidades às fendas das moléculas de 

MHC de classe II formadas pelos domínios α1 e β1 foram derivados da GbpB. A ligação 

entre as seqüências de peptídeos e alelos do MHC II, pode ser determinada pela interação 

das cadeias laterais dos aminoácidos do peptídeo com os sítios ligantes nas moléculas do 
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MHCII, utilizando-se de recursos de bioinformática (Epimatrix). A característica do 

peptídeo, de provável ligação a um dado alelo do MHC pôde ser deduzida a partir de um 

pool de seqüências de alelos de MHC, que resultaram em uma probabilidade estimada de 

ligação (Smith et al., 2003a; Smith et al., 2005). Então, a fim de identificar potenciais 

epítopos de células B dentro da seqüência da GbpB, que podem ser utilizados em vacinas 

de subunidades, este sistema computadorizado, para predição de epítopos (EpiMatrix) foi 

usado para pesquisar as seqüências primárias dos aminoácidos para conhecidos sítios 

ligantes do MHC de classe II  pela empresa de informática em imunologia EpiVax, Inc. 

(Providence, RI, EUA).  Este procedimento analisou as seqüências de GbpB contra cada 

alelo do MHC II para indicar regiões que contenham “clusters” de peptídeos ligantes 

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

 

4.2.1.2. Construção dos peptídeos 

Os peptídeos construídos foram sintetizados pela AnaSpec (San José, CA, 

EUA) como múltiplos peptídeos antigênicos (MAP). Os peptídeos construídos utilizando-se 

o método de fase sólida de Merrifield (1963) foram purificados e ligados a uma matriz 

central de resíduos de lisina (Tam, 1988), Assim cada MAP continha uma matriz de três 

resíduos de lisina ligados a 4 cópias do peptídeo. Segundo Tam (1988), os peptídeos em 

complexos MAP induzem a maior produção de anticorpos contra o peptídeo construído, 

podendo portanto ser empregados na construção de vacinas.  

Um total de 6 peptídeos, derivados da seqüência da GbpB, foram empregados 

na síntese de 6 MAPs distintos, como mostrado na Tabela 1. Os MAPs foram purificados 

(>90%) por HPLC e submetidos a análises de espectrometria  de massa.  
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Tabela 1 - Seqüência de aminoácidos dos peptídeos construídos a partir de regiões da GbpB que 
possuem possíveis epítopos ligantes do MHC classe II.  

 
Nome do 
peptídeo 

Seqüência do peptídeo Posição na seqüência 
primária da GbpB 

(resíduos) 
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 estão destacados os resíduos referentes às denominações de cada peptídeo 
 

 4.2.2. Análise da resposta de imunoglobulinas A da saliva de crianças aos  peptídeos 

sintéticos em complexos MAP. 

 

4.2.2.1. Preparação dos peptídeos acoplados às microesferas. 

Sete tipos (cores) de microesferas diferentes foram selecionados para este 

estudo, cada tipo foi respectivamente sensibilizado por um dos seis MAPs (nomeados pelo 

peptídeo em complexo: QGQ, VAR, SYI, QAA, ANY e SIG), sendo o sétimo tipo, não 

sensibilizado, como controle negativo. As intensidades das imuno-reações foram 

determinadas pelas intensidades da fluorescência de R-ficoeritrina (PE de R-

PhycoErythrin) nos comprimentos de onda correspondentes a cada tipo de microesfera. 

Para isto, alíquotas 200µl das suspensões das esferas em solução contendo mercúrio 

(contendo aproximadamente 1,25x107 microesferas/ml de diâmetro de 5,5 µm) foram 

centrifugadas por 2 minutos a 1000 rpm em microcentrífuga (Eppendorf, Alemanha). Após 
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remoção do sobrenadante, o “pellet” de microesferas foi ressuspendido em água destilada, 

sonicado por 20 segundos (VWR International, EUA), agitado em vortex (VWR 

International) e centrifugado novamente. As microesferas foram então ressuspendidas com 

160 µl de tampão de ativação (0,1M NaH2PO4 [pH 6,2]) (Sigma), 20µl de solução  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 suspensões 

foram incubadas no escuro por 20 minutos, sob agitação constante, a temperatura ambiente. 

A seguir, as microesferas foram lavadas duas vezes com tampão de cobertura MES (0,05M 

de ácido etanosulfônico 2-(N-morfolino); pH 5,0 [Sigma]). Cada tipo de microesfera foi 

então, ressuspendida no mesmo tampão (MES) acrescidos de 1µg/ml dos respectivos 

MAPs. Após incubação no escuro, à temperatura ambiente, sob agitação por 2 horas, as 

microesferas acopladas foram lavadas por quatro vezes com tampão de bloqueio PBS-BN 

(NaCl 0,138 M; KCl 0.0027 M contendo 1% de BSA, 0,05% de Tween 20 e 0,05% azida 

sódica, pH 7,4) [Sigma]). A seguir, as microesferas foram ressuspendidas no mesmo 

tampão e estocadas a 4ºC, no escuro. As concentrações das soluções de cada microesfera 

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

 

4.2.2.2. Preparação das amostras salivares e das microesferas acopladas 

com o peptídeo 

Amostras salivares foram diluídas a 1:8 em tampão PBS–BN e filtradas em 

filtros Spin X (Corning Incorporated, EUA) de poros de 0,45 µm de diâmetro. Iguais 

concentrações de cada tipo de microesfera previamente sensibilizadas com seus respectivos 
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MAPs, ou não sensibilizadas (controle negativo), foram misturadas em um único tubo e 

acrescidas de tampão PBS-BN. Esta mistura foi posteriormente distribuída nos poços 

contendo cada uma das amostras salivares previamente diluídas, para as imuno-reações, 

como descrito a seguir. 

 

4.2.2.3. Imuno-reações entre as amostras salivares e os peptídeos sintéticos 

acoplados às esferas. 

Os imuno-ensaios foram realizados em placas de 96 poços de fundo formado 

por membranas filtrantes de poros de 1,2 µm de diâmetro (Millipore Corporation, EUA). 

As membranas destas placas foram previamente lavadas,, por duas vezes, com PBS-BN, 

com auxílio de sistema de filtração a vácuo (Millipore). O total de 50 µl da mistura de 

microesferas foi aplicado em cada poço. Após agitação em um agitador orbital (VWR 

International) por 90 segundos, o líquido foi removido por filtração a vácuo e as esferas 

foram acrescidas de 50 µl de tampão PBS-BN e ressuspendidas sob agitação por 30 

segundos a 1000 rpm. Cinqüenta microlitros das amostras salivares diluídas filtradas foram 

então, aplicadas nestes poços, e as placas incubadas por 2 horas, sob agitação de 300 rpm, 

no escuro e em temperatura ambiente. Após a incubação com as salivas, as placas foram 

submetidas novamente a vácuo, para remoção da solução e as esferas lavadas por 2 vezes 

com PBS-BN, utilizando-se o mesmo sistema de filtração. Após as lavagens, adicionaram-

se por poço, 50 µl de solução de anticorpo monoclonal de cabra anti-IgA humana (GAHA 

de Goat Anti Human imunoglobulin A [Jackson Immunoreserarch, EUA]) na diluição de 

1:500 em PBS-BN. As esferas foram então incubadas por 30 minutos à temperatura 
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ambiente, em escuro, sob agitação. Após 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 diluição de 1:250 em PBS-BN. Após mais 30 

minutos de incubação, a temperatura ambiente em escuro, as esferas foram lavadas duas 

vezes sob filtração e ressuspendidas com 100µl de PBS-BN. Após agitação vigorosa (por 

90 seg. a 1000 rpm), para dispersão das microesferas, as placas foram inseridas no 

equipamento Luminex 100 (Luminex100 flow analyser), , para determinação das medidas de 

imuno-fluorescência para cada tipo de esfera. 

 

4.2.2.4. Determinação das intensidades de reação de IgA salivar com os 

peptídeos de GbpB 

As mensurações das intensidades das imuno-reações com anticorpos 

conjugados com R-ficoeritrina (PE) foram determinadas para cada tipo de esfera, com 

auxílio 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 fluorescência interna. A partir disto, valores arbitrários 

de fluorescência de PE foram fornecidos para cada peptídeo, os quais correspondiam ao 

valor mediano entre as reações obtidas de 100 microesferas de mesmo tipo. Para isto, as 

suspensões de esferas presentes em cada poço, 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 fluorescência interna da esfera (discriminatório do tipo de esfera).  

 

 

 

Figura 7 - Imagem representativa dos dois tipos laser emitidos pelo 
Luminex para discriminação das microesferas e 
determinação das intensidades de emissão de luz pela 
reação entre IgA salivar específica aos peptídeos 
acoplados, revelados por anticorpos conjugados com R-
ficoeritrina. 

 

Desta maneira, o primeiro laser excita as moléculas fluorescentes (PE), ligadas 

à superfície da microesfera e o segundo laser excita os fluorocromos encaixados 

internamente nas microesferas e que as classificam em diferentes tipos, os quais são 

importantes para a separação  através de filtros seletivos. Os sinais de fluorescência de R-

ficoeritrina (PE) são então discriminados para cada tipo de microesfera utilizada e 
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convertidos em Unidades de Fluorescência Relativa (UFR) por um processador de sinais 

digitais. 

 

4.3. Análises Estatísticas. 

 Diferenças na freqüência de crianças com IgA específicos para os antígenos 

de SM (AgI/II, Gtfs e GbpB) S. mitis (Ag de 45kDa) entre os grupos infectados e não 

infectados foram avaliadas através do teste de Qui-quadrado. Diferenças nos valores 

médios de densitometria dos Ags reativos entre os grupos de crianças infectadas ou não 

foram avaliadas através de teste de variância não paramétrico de Mann-Whitney. As 

associações entre os números de Ag de SM e S. mitis reconhecidos por IgA foram 

analisadas através do teste de correlação de Pearson. A semelhança de resposta de IgA de 

uma mesma criança a extratos de antígenos obtidos de genótipos distintos foi analisada 

através da comparação das razões entre o número de bandas reativas para todos os 

genótipos e o número máximo de bandas identificada no genótipo mais reativo.  

Diferenças nos valores médios de Unidades de Fluorescência Relativa (UFR) 

resultantes das imuno-reações entre IgA e os peptídeos sintéticos derivados da GbpB, entre 

os grupos de crianças infectadas ou não foram também avaliadas através do teste de Mann-

Whitney. Adotou-se o valor de alfa de 5% para que as variações fossem consideradas 

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

 

5.1. Níveis salivares de IgA, IgA1 e IgM 

A Figura 8 mostra as flutuações dos níveis das imunoglobulinas A (A), 

imunoglobulina A1 (B) e imunoglobulina M (C) nas amostras salivares coletadas das 

crianças na primeira visita (T0) e nas visitas subseqüentes (T6, T12 e T18). Houve uma alta 

variabilidade nas concentrações de IgA, IgA1 e IgM nas 119 crianças acompanhadas 

durante os 18 meses de estudo, mesmo quando estas concentrações foram normalizadas 

pela concentração de proteínas salivares.  

As médias das concentrações de IgA e IgA1 aumentaram gradualmente de T0 a 

T18. Assim, as médias das concentrações em T0 foram 82,4 µg/ml (±54,4); 43,4 µg/ml 

(±50,0) para IgA total e IgA1 respectivamente, e em T18, estas médias aumentaram 

respectivamente para 823,4 µg/ml (±228,2); 518,7 µg/ml (±198,0). O mesmo aumento 

aconteceu para a concentração média de proteínas, que aumentou de 695,2 µg/ml (±388,7) 

em T0 para 1428,1 µg/ml (±794,0) em T18. As médias das razões de IgA e IgA1 

normalizados pelas concentrações de proteínas  também aumentaram de T0,  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 níveis de IgA1 representaram, em média, 50% da concentração total 

de IgA em T0, o que aumentou para 94,7 (±46,9), 87,0 (±48,0) e 63,0% (±20,0) em T6, 

T12 e T18 respectivamente. 

Os níveis de IgM não foram detectados na maioria das amostras de saliva 

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

T0, T6, T12 e T18. 
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Figura 8 - Níveis de IgA (A), IgA1 (B) e IgM (C)
nas amostras salivares das crianças em
T0, T6, T12 e T18. Os traços pretos
representam os valores absolutos das
imunoglobulinas (ug/ml). Os traços
cinza representam as concentrações de
imunoglobulinas normalizadas pelas
concentrações de proteínas nas amostras. 
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Entre os 21 pares de crianças infectadas e não infectadas entre T0 e T6, 15 

pares permaneceram até o final do estudo. No subgrupo de 15 crianças infectadas 

precocemente por SM e não infectadas, os níveis medianos de IgA e IgA1 aumentaram de 

T0 (129,4 µg/ml e 117,2 µg/ml, respectivamente) para T18 (880,0 µg/ml e 536,8 µg/ml 

respectivamente), não diferindo estatisticamente dos valores medianos das 15 crianças não 

infectadas, que foram em T0 (208,4 µg/ml e 158,1 µg/ml, respectivamente) para T18 

(832,5 µg/ml e 625,1 µg/ml respectivamente). Nestes 15 pares de crianças (n=30) os níveis 

de IgA1 representaram 50,0, 81,7, 73,3 e 62,0% do total da concentração de IgA em T0, 

T6, T12 e T18 respectivamente. 

 

5.2. Infecção por SM e experiência de cárie dos pares de crianças infectadas e não 

infectadas por SM no início do estudo.  

No início do estudo (T0), SM foram detectáveis em 5 (3,1%) crianças. Após 6 

meses de acompanhamento (T6), um total de 21 crianças (14,9%) apresentaram níveis 

detectáveis de SM. A idade média de infecção foi de 17 meses. Neste subgrupo de 21 

crianças, a infecção por SM variou de baixos níveis (1 ufc) a altos níveis (>100 ufc) 

(mediana=40 ufc por área determinada). Os níveis médios de infecção por SM em T0 

foram de 5,7 ufc/área (± 22,0), e em T6 foram de 44,5 ufc/área (±40,6).  

Ao final do estudo (T18), 12 crianças (pares números: 5, 9, 11, 14, 16 e 19), 

foram removidas dos 21 pares pré-selecionados, por terem saído das EMEIs ou por não 

estarem presentes no dia da visita as EMEIs. Assim permaneceram ao final do estudo, 

subgrupos de 15 crianças precocemente infectadas com seus respectivos pares não 
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infectados (subgrupo não infectado). Destas, 6 crianças (com 1 a 50 ufc de SM/área) não 

mantiveram níveis detectáveis de infecção em T12 e T18 (crianças dos pares números: 1, 2, 

3, 4, 17 e 21; Tabela 3). No subgrupo de 15 crianças não infectadas, quatro delas, 

apresentaram níveis detectáveis de SM entre T12 e T18 (pares números: 2, 3, 13 e 21; 

Tabela 3). Desta maneira em T18, oito pares de crianças sustentavam suas condições de 

infecção ou não por SM (pares números: 6, 7, 8, 10, 12, 15, 18 e 20).  

Os níveis de SM variaram de 1 a >100 ufc de SM em T12 e T18, e os níveis 

médios de infecção para as crianças infectadas (n=8) foram 38,0 ufc/área (±39,3) e 23,9 

ufc/área (±42,4) em T12 e T18 respectivamente.  

As porcentagens de crianças infectadas (n=8) que apresentaram lesões de cárie 

(manchas brancas e lesões cavitadas) foram 4,8, 26,7, 65,0 e 60,0% em T0, T6, T12 e T18 

respectivamente. Em T0, apenas 1 criança, pertencente ao par 5, apresentou 4 manchas 

brancas e 2 lesões cavitadas. Após 6 meses (T6), os índices de cárie (ceos) variaram de 1 a 

10 manchas brancas (média: 0,8±2,3) e somente 1 criança, pertencente ao par 5 apresentou 

6 lesões cavitadas. Os índices de cáries 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 crianças não infectadas, que permaneceram até o final do 

estudo, nenhuma delas apresentou sinais de cárie em T0. Em T6, duas (9,5%) crianças 

(pares números 7 e 13; Tabela 3) apresentaram-se com manchas brancas. Em T12, manchas 

brancas foram detectadas somente na criança número 13, pois as lesões detectadas em T6, 

na criança número 7, haviam regredido. Neste mesmo grupo (não infectadas), a criança 
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pertencente ao par 13 também apresentou uma lesão cavitada. Em T18, duas crianças 

(pares números: 13 e 17; Tabela 3) apresentaram lesões de manchas brancas e três 

cavidades foram detectadas nas crianças números 13 e 21. A criança número 3 apresentou 

somente uma cavidade. Destas crianças que apresentam lesões cariosas (cavidades e 

manchas brancas), os pares números: 3, 13 e 21 (Tabela 3), apresentaram níveis detectáveis 

de SM a partir de T12, e por este motivo, foram excluídas da análise.  

Não houve diferenças no número de dentes erupcionados entre as crianças 

selecionadas nos subgrupos de 8 pares de crianças infectadas e não infectadas. Os valores 

medianos, do número de dentes erupcionados, foram de 5, 12, 16 e 19 em T0, T6, T12 e 

T18 respectivamente. Ao final do estudo (T18), a dentição decídua completa (20 dentes 

erupcionados) foi verificada em 8 e 6 crianças dos subgrupos de não infectados (n=8) e 

infectados (n=8) respectivamente. 

 

5.3. Resposta imunológica à infecção inicial por SM (T0 e T6) nos 21 pares de crianças 

infectadas e não infectadas. 

 

5.3.1. Complexidade de resposta de IgA aos antígenos (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 número de bandas IgA-reativas), em crianças a 

partir dos 6 meses de idade. O nível de complexidade, no entanto, foi muito variável entre 

as crianças estudadas. A complexidade da resposta em T0 e T6 não foi associada com a 

idade em cada período, nem com os níveis bucais de SM (Correlação de Pearson; R= - 0,21 
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a – 0,10, p>0,4, para Ags da cepa padrão 3VF2 de SM). O número de bandas IgA-reactivas 

observado para extratos da cepa 3VF2 variaram de 0 a 13 (média:  7,2  ±  3,8) e de 0 a 14 

(média: 6,3 ± 3,8) em T0 e T6 respectivamente. Não houve diferenças significativas no 

número médio de Ags IgA-reativos entre os subgrupos de 21 crianças infectadas e 21 

crianças não infectadas (Mann-Whitney: p>0,6).  

O número 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 T0 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 (Correlação de Pearson; r=0,37 e 0,40 

respectivamente para T0 e T6; p<0,02). A comparação dos padrões de desenvolvimento de 

anticorpos salivares IgA contra Ags de SM e S. mitis em T0 e T6 indicaram que as 

especificidades de resposta, a estas duas espécies bacterianas, não se relacionaram, exceto 

para um único antígeno de S. mitis de aproximadamente 44,9 kDa, o qual foi 

freqüentemente reconhecido quando havia anticorpos IgA na mesma amostra salivar, 

específicos contra a GbpB de SM. As reações ao Ag de 44,9 KDa de S. mitis não 

pareceram estar relacionadas a reações cruzadas, uma vez que, as reações de anticorpos 

policlonais específicos contra a GbpB não reconheceram o antígeno 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 indivíduos adultos e a saliva de uma criança 

de 15 meses de idade, a qual faz parte do grupo não infectado. 
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Figura 9 A-C: Padrões de reatividade 
de anticorpos IgA salivares com 
antígenos extraídos de cepas SM em 
três pares de crianças (infectadas e não 
infectadas). O número de cada par é 
indicado entre parênteses. SMp: Ags 
da cepa SM 3VF2. SMi: Ags de um 
genótipo de SM isolado da criança 
infectada de cada par. Mitis: Ags 
extraídos da cepa S. mitis ATCC903. 
Membranas dentro dos quadros à 
esquerda e à direita correspondem às 
imuno-reações com salivas coletadas 
no início do estudo (T0) e após 6 
meses de acompanhamento (T6), 
respectivamente. Padrões de peso 
molecular (KDa) estão indicados entre 
as membranas de cada período. Setas 
pretas à esquerda indicam as posições 
dos antígenos AgI/II, GtfC e GbpB 
nos extratos de SM. Setas cinzas à 
direita indicam Ag de 
aproximadamente 45,0 KDa da cepa 
de S. mitis. D: Análise da 
especificidade de reação de IgA 
salivar à GbpB. DA: Imuno-reação 
com anticorpos policlonais específicos 
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-reação 
com saliva de uma criança da amostra. 
Canaletas 1e 2 ao extrato protéico de 
SM e GbpB purificada por 
respectivamente.  
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Figura 10 -  Padrões de especificidade de anticorpos IgA contra as cepas SMp e Mitis na saliva 

de dois indivíduos adultos (membranas 1 e 2 respectivamente) e com a saliva de 
uma criança de 15 meses de idade, a qual faz parte do grupo não infectado (par 14) 
(membrana número 3). Padrões de peso molecular (KDa) estão indicados na 
esquerda das membranas.  
 

5.3.2. Variação antigênica entre os genótipos de SM. 

Diferenças entre os antígenos reconhecidos por IgA entre cepas indígenas 

representativas de genótipos distintos de SM (identificados por ensaios de AP-PCR) 

isolados das crianças infectadas de cada par e a cepa padrão (3VF2) foram analisadas 

através da comparação dos padrões de migração 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 T0, T6, T12 e T18 respectivamente. Exemplos de 

ensaios de western blot, comparando as cepas padrão e isoladas das crianças infectadas 

estão ilustrados na Figura 11.  

SMp  Mitis        SMp  Mitis                SMp   Mitis 
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Os números totais de bandas reativas do genótipo padrão (3VF2) e do genótipo 

infectante estiveram altamente associados em ambas as fases T0 e T6 (Correlação de 

Pearson; r: 0,81, p<0,001 e r: 0,69; p<0,001 respectivamente). Os padrões de antígenos 

específicos reconhecidos pela IgA, foram também comparados entre cepas infectantes 

representativas de cada genótipo de SM, entre as 6 crianças do subgrupo infectado que 

albergavam mais de um genótipo de SM (Figura 11). Dois a quatro genótipos distintos 

foram identificados nestas 6 crianças por AP-PCR. As reações dos anticorpos IgA reativos 

aos Ags AgI/II, Gtfs e GbpB foram muitos semelhantes em freqüência e intensidade entre 

estes genótipos, mesmo quando pequenas diferenças no padrão de migração destes Ags 

ocorreram, como por exemplo, para o Ag GbpB identificado no genótipo SM7 da criança 

do subgrupo infectado do par 17 (Figura 11).  
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 5.3.3. Níveis dos anticorpos específicos ao AgI/II, Gtfs e GbpB.  

As identidades do AgI/II, das Gtfs e da GbpB, nos extratos de Ags de todos 

genótipos de SM testados, foram confirmados em ensaios paralelos de western blot, 

utilizando-se os respectivos anticorpos específicos. Imuno-reações representativas, com 

anticorpos específicos para estes Ags estão ilustradas na Figura 12. As variações dos 

padrões de migração foram superiores para o AgI/II (Figura 12). O tamanho deste Ag 

variou entre 176,6 a 200,5 kDa, quando calculado com base no peso padrão de proteínas. 

As migrações para GtfC foram menos variáveis, com um peso aproximado de 158,9 kDa, 

enquanto que a migração da GbpB foi compatível com tamanhos de 62,9 a 58,5 kDa. 

Figura 11 - Comparações dos padrões de reatividade de anticorpos IgA da saliva a Ags de
genótipos de SM distintos isolados de três crianças representativas do subgrupo
de crianças infectadas (dos pares número 18, 9 e 17), as quais foram infectadas
por dois a três genótipos distintos. Reações foram realizadas com as salivas
coletadas de cada criança no início do estudo (T0) e após 6 meses (T6). SMp:
cepa padrão 3VF2; genótipos clínicos foram numerados de 1 a 8 para cada
criança. Mitis: cepa padrão de S. mitis. Padrões do tamanho molecular (KDa)
estão indicados entre as imuno-reações de T0 e T6. 
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Variações nas intensidades de cada Ag entre os extratos também foram detectadas (Figura 

12). 
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Figura 12 - A-C- Identificação dos antígenos AgI/II, GtfC e GbpB em extratos dos genótipos 
SM com anticorpos específicos. Os números, acima de cada canaleta, indicam 
diferentes genótipos testados. A: Imuno-reação com anticorpo policlonal anti-
AgI/II. B: Imuno-reação com anticorpo monoclonal anti-GtfB. C: Imuno-reação 
com anticorpos policlonais específicos para GbpB. Os marcadores padrão de 
tamanho molecular (KDa) estão indicados à esquerda. 
 

O número de crianças que apresentaram anticorpos IgA na saliva específicos 

para cada um destes Ags está representado na Tabela 2. A freqüência de resposta de IgA 

salivar a AgI/II e as Gtfs não variou entre os subgrupos de 21 crianças infectadas e não 

infectadas por SM (Tabela 2). No entanto, observou-se uma diferença significativa na 

freqüência de resposta a GbpB, entre as crianças infectadas e não infectadas na fase T0 

(Tabela 2; qui-quadrado: 6,07; p<0,02). Neste período, apenas 38,1% (n=8) das crianças 

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 crianças não infectadas (n=21) 

apresentaram anticorpos IgA reativos com este antígeno na mesma fase. Após 6 meses de 

acompanhamento (T6), a freqüência de detecção de anticorpos IgA reativos contra GbpB 

foi semelhante entre os grupos de crianças infectadas e não infectadas. 

Grandes variações nas intensidades das bandas de GbpB, reconhecidas  por 

IgA, foram observadas entre os dois subgrupos de 21 pares de crianças infectadas e não 

infectadas (Tabela 3). Em T0, as intensidades médias das bandas de GbpB IgA-reativas 

foram 30,6 (±54,7) e 47,5 (±88,7) para os subgrupos de crianças infectadas e não 

infectadas, respectivamente. Em T6, estes valores avançaram 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 crianças infectadas e não infectadas, respectivamente. Os 

valores medianos de intensidade de reação à GbpB com anticorpos IgA, foram menores no 

subgrupo de crianças infectadas, quando comparadas às crianças não infectadas, tanto em 

T0 (0,0 versus 3,5) quanto em T6 (10,3 versus 20,5), embora estas diferenças não tenham 

sido estatisticamente significantes 
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Tabela 2-Comparação da freqüência de resposta de IgA salivar a diferentes antígenos de SM e de S. 

mitis no início do estudo (T0) e após 6 meses de acompanhamento (T6) entre 21 crianças 
infectadas  com SM em T0 e em T6 e seus respectivos pares não infectados. 

Extratos dos antígenos Número (%) de crianças;  media do número de Ags reativos 
 Salivas em T0 de: Salivas em T6 de: 

 Infectada Não Infectada Infectada Não infectada 
 n (%) n (%) n (%) n (%) 

Streptococcus  mutans     

Cepa padrão (3VF2) 
    

Ag I/II 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)a 16 ( 76,2)a 15 (71,4) 18 (85,7) 
Média do número de Ags 
reativos, ± DP 7,6 ± 3,6 6,9 ± 4,0 6,1 ± 4,2 7,7 ± 3,0 

Genótipo infectante
b 

    

Ag I/II 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)a 16 ( 76,2)a 15 (71,4) 19 (90,4) 

Média do número de Ags 
reativos, ± DP 6,4 ± 2,8 6,5 ± 3,9 5,8 ± 3,5 5,7 ± 2,3 

Streptococcus mitis 
    

Ag de 44,9 kDa 12 (57,1) 13 (61,9) 18 (85,7) 17 (81,0) 
Média do número de Ags 
reativos, ± DP 

6,7 ± 4,7 7,6 ± 4,7 8,5 ± 3,6 8,0 ± 4,8 

 a Diferenças entre grupo infectado e não infectados: Qui-quadrado=4.76, p<0.02 
b Somente o genótipo com maior número de bandas IgA-reativas foi selecionado para análise, 
entre os dois ou mais genótipos testados em crianças infectadas por múltiplos genótipos. 
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Tabela 3 - Níveis totais de IgA na saliva, intensidade das bandas de GbpB reativas com anticorpos  
IgA salivares, porcentagem da intensidade com GbpB em relação à soma das intensidades 
de todas as bandas de SM reconhecidas por IgA em 21 pares de crianças infectadas e não 
infectadas por SM nos primeiros 6 meses do estudo (de T0 a T6). 

 
Crianças 
 

Idade de 
detecção 

inicial de SM  

Conc. IgA  (ug/ml) na 
saliva em: 

Intensidades das  
reações a  GbpBa 

em: 

% de reação a GbpB em 
relação a todos os Ags de 
SM  reconhecidosa em : 

 (meses) T0 T6 T0 T6 T0 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 61,8 214,3 - - - - 
4* 8 79,7 283,4 - - - - 
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 19 108,3 744,0 219,9 149,1 20,7 9,0 
12 16 45,9 536,5 79,7 42,3 15,2 12,2 
13 19 18,7 58,9 105,0 342,0 18,7 93,6 
14 13 77,4 498,8 - 9,1 - 16,0 
15 14 94,1 482,4 - - - - 
16 19 83,9 443,8  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 17 143,1 822,2 - - - - 
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 
Não 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 - 87,1 347,4 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 4,6 454,7 - 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 - 256,7 484,2 134,2 10,4 76,3 80,0 
21+ 32 113,0 142,4 9,3 88,1 80,2 78,6 

* crianças com níveis não detectáveis de SM após um ano de acompanhamento (T12). 
+ crianças com níveis detectáveis de SM após um ano (T12). 
a intensidades determinadas através da densitometria das bandas de cada antígeno reativo com anticorpos salivares IgA. 
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5.4. Evolução da resposta dos anticorpos salivares IgA aos Ags de SM e S. mitis nos 

pares de crianças selecionadas em T0 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 crianças acompanhadas até o final do estudo. 

Quinze pares de crianças, dos 21 pares selecionados inicialmente, 

permaneceram durante o acompanhamento de 18 meses, e destes, 8 pares sustentaram as 

condições de infecção ou não 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 crianças, 

coletadas nas quatro visitas, permitiu-nos analisar e comparar a evolução da resposta 

imunológica aos Ags de SM e S. mitis em crianças infectadas e seus respectivos pares não 

infectados.  

Não houve diferença estatisticamente significante no número de anticorpos IgA 

reativos aos Ags totais de SM e de S. mitis entre as 8 crianças infectadas e seus respectivos 

pares não infectados (Mann-Whitney U-test, p>0.6). A complexidade de resposta de IgA 

aos Ags totais de SM diminuiu após 12 meses de acompanhamento em todas as 16 crianças 

(Figura 16). O número médio de bandas IgA reativas aos Ags de SM (3VF2) nas 16 

crianças analisadas variaram de 7,3 (±4,5) e 7,1 (±4,0) em T0 e T6 respectivamente, para 

1,8 (±1,3) e 1,1 (±1,2) em T12 e T18 respectivamente.  

O número 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 crianças 

foram de 6,3 (±4,0), 9,6 (±4,4), 7,3 (±5,5) e 2,3 (±2,2) respectivamente para T0, T6, T12 e 

T18. O grau de complexidade de resposta de IgA a Ags de SM esteve associado à 
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complexidade de resposta de IgA a Ags de S.mitis em todas as fases de acompanhamento 

(Correlação 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 T0; T6; T12 e T18 respectivamente).  

  

5.4.2. Níveis dos anticorpos específicos a AgI/II, as Gtfs e a GbpB. 

As respostas de anticorpos salivares IgA para o AgI/II e para a Gtf, nas salivas 

dos 8 pares de crianças infectadas ou não com SM, não demonstraram diferenças 

estatisticamente significantes com relação a presença infecção, durante todo o 

acompanhamento. As porcentagens médias destas crianças (n=16) que apresentaram 

anticorpos salivares IgA reativos ao AgI/II foram 75,0, 87,5, 25,0 e 6,3% nas fases T0, T6, 

T12 e T18 respectivamente. As porcentagens médias de crianças (n=16) que apresentaram 

IgA reativo a Gtf foram 75,0, 81,3, 50,0 e 18,7% para T0, T6, T12 e T18 respectivamente.   

A freqüência de anticorpos IgA reativos a GbpB foi significantemente maior 

entre as 8 crianças do grupo não infectado (n=6),, quando comparadas com o grupo de 8 

crianças infectadas (n=2) (Qui-quadrado: 6.07, p<0.04) em T0. Assim, somente 25,0%, das 

crianças infectadas com SM, apresentaram IgA reativo a GbpB, enquanto que, 75,0% das 

crianças não infectadas até o final do estudo, apresentavam anticorpos IgA reativos a 

GbpB. Seis meses após o início do estudo (T6), as freqüências de detecção de IgA reativos 

a GbpB para os 8 pares infectados e não 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 freqüências de detecção de anticorpos IgA 

reativos a GbpB foram similares entre as 16 crianças pertencentes aos 8 pares de infectados 

ou não-infectados, entre as fases T6, T12 e T18, como conseqüência de um aumento da 
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resposta de IgA a GbpB  encontrado em T0 entre as crianças infectadas precocemente por 

SM. A evolução da resposta de anticorpos IgA aos Ags de SM e do S. mitis durante as 

quatro visitas, nos 8 pares de crianças infectadas e não infectadas pode ser analisada através 

da Figura 13.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 85 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Padrões de reatividade de anticorpos IgA salivares contra antígenos extraídos de 
cepas SM em três pares representativos de crianças (infectadas e não infectadas). O 
número de cada par é indicado entre parênteses. SMp: Ags da cepa SM 3VF2. SMi: 
Ags de um genótipo de SM isolado da criança infectada de cada par. Mitis: Ags 
extraídos da cepa S. mitis ATCC903. Membranas dentro dos primeiros, segundos, 
terceiros e quartos quadros correspondem às imuno-reações com salivas coletadas 
no início do estudo (T0), após 6 (T6), 12 (T12) e 18 meses de acompanhamento 
(T18), respectivamente. Padrões de peso molecular (KDa) estão indicados entre as 
membranas de cada período. Setas pretas à esquerda indicam as posições dos 
antígenos AgI/II, GtfC e GbpB nos extratos de SM.  
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Tanto no grupo de 8 crianças infectadas, quanto no grupo de 8 crianças não 

infectadas, observaram-se variações nas intensidades de reação de IgA aos antígenos  Ag 

I/II, GTF e GbpB durante o acompanhamento. Grande variação também foi observada com 

relação da resposta de IgA aos Ags de S. mitis (Figura 14). As intensidades médias de IgA 

reativos com Ag I/II (Figura 14A), Gtf (Figura 14B), e todos os  Ags de SM (Figura 14C) e 

de S. mitis (Figura 14D) não diferiram estatisticamente entre os 8 pares de crianças 

infectadas e não infectadas durante todo acompanhamento (Mann-Whitney, p>0.1). Desta 

maneira, as intensidades médias das bandas de AgI/II reativas, entre as 16 crianças 

acompanhadas, foram 33,4 (± 33,5) em T0; 45,3 (±55,9) em T6; 11,9 (±25,6) em T12 e 7,9 

(±31,8) em T18. As intensidades médias de reação com Gtf foram 34,1 (±38,4), 27,3 

(±30,9), 10,6 (±16,2) e 2,8 (±6,2) em T0, 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 períodos de T0, T6, 

T12 e T18. As médias das somas das intensidades de reação de todos os antígenos 

(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 T0, T6, T12 e T18 respectivamente.  
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Figura 14 –   Comparações 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 crianças 
infectadas  (em cinza) e seus respectivos pares não infectados (em preto)  As colunas 
representam os valores médios de intensidade. As barras acima de cada coluna indicam os 
desvios padrão. 

 

 As intensidades médias de resposta contra GbpB foram diferentes entre as 8 

crianças não infectadas, quando comparada com as 8 crianças infectadas durante T6 

(Figura 15). A intensidade média de resposta de IgA a GbpB entre as crianças infectadas e 

não infectadas foram respectivamente 16,1 (±30,0) e 58,9 (±88,3) em T0.  Em T6 as 

intensidades médias foram 17,8 (±15,6) e 133,9 (±153,9) (Mann-Whitney, p<0,02) 

respectivamente (Figura 15). Em T12, as intensidades médias de reação ainda foram 
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superiores entre as 8 crianças não infectadas (109,0±144,6), quando comparadas com as 8 

crianças infectadas (81,9 ± 85,7), embora esta diferença não foi estatisticamente 

significante (Figura 15). Entretanto, em T18 a diferença nas intensidades de resposta à 

GbpB entre os 8 pares de crianças foi invertida (57,8 ± 57,7 e 47,1± 63,3 para crianças 

infectadas e não infectadas, respectivamente) (Figura 15).   
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* Diferença Estatisticamente significante entre infectados e não infectados (Mann-
Whitney, p<0.02)  

 
Figura 15 -  Comparações das intensidades médias de reação de anticorpos IgA  contra 

GbpB (barras, escala à esquerda) entre crianças infectadas (n=8) e crianças 
não infectadas (n=8). O nível médio de infecção por SM no grupo infectado 
(linha, escala à direita) é representado para cada fase do estudo (T0, T6, T12 
e T18). As barras sobre colunas ou pontos da linha indicam os desvios 
padrão. 
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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 

não infectados (n=8) respectivamente em T0. Após 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 

crianças infectadas e 8 não infectadas. 

As intensidades medianas das bandas de GbpB reativas com anticorpos  IgA 

foram menores no subgrupo de infectados (n=8) do que nos não infectados (n=8) em ambas 

fases T0 (0,0 versus 6,8) e T6 (25,6 versus 53,0), mas houve uma inversão em T12 (71,8 

versus 63,3) e T18 (51,6 versus 1,6). 

A Figura 16 mostra as razões entre as intensidades de reação dos antígenos 

de SM (AgI/II, GbpB, Gtf e Ags totais) e de S. mitis (Ag de 45 kDa e Ags totais) 

observadas no subgrupo de crianças não infectadas (n=8), pelas intensidades  do subgrupo 

de crianças 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/II foram similares entre os 8 pares de crianças infectadas e não com SM. 

Por outro lado, as razões de intensidade de reação contra GbpB evidenciam que as 

diferenças de reconhecimento deste antígeno entre os grupos foram maiores entre as fases 

T0 e principalmente T6. Com relação à intensidade de resposta contra antígenos de S. mitis, 

também não houve diferença entre os 8 pares de crianças para o Ag de 45 kDa. Por outro 

lado, quando todos os Ag de S. mitis foram considerados, observou-se que as crianças não 

infectadas apresentaram resposta mais intensa a esta espécie quando comparadas com as 

crianças infectadas por SM na fase final do estudo (T18).  
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Figura 16 – Razões das intensidades de reação de IgA contra antígenos de SM e de S. 

mitis entre os grupos de crianças infectadas (n=8) e não infectadas por SM 
(n=8). As linhas representam os valores das intensidades médias das 
bandas do respectivo antígeno IgA-reativo observado no grupo de crianças 
não infectadas, divididos pelos valores de intensidade médios observados 
entre as crianças do grupo infectado.  
 

5.5. Análise da resposta de IgA aos seis peptídeos sintéticos derivados de diferentes 

regiões da GbpB de SM. 

 Amostras de salivas de crianças de dois dos 21 pares selecionados em T0 e T6 

(pares números: 7 e 13; Tabela 3), não foram analisadas por não apresentarem volume 

suficiente para estes ensaios. Assim, 76 amostras salivares foram testadas, coletadas de 19 

pares de crianças nos períodos T0 e T6. A Tabela 4 mostra as médias das UFRs (Unidades 

de Fluorescência Relativa) obtidas das análises de amostras salivares coletadas em T0 e T6, 

para cada complexo peptídico analisado.  
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Tabela 4 - Unidades médias de fluorescência relativa (UFR) das imuno-reações das salivas dos 
subgrupos de crianças infectadas (n=19) e não infectadas (n=19) sobre os complexos de 
peptídeos da GbpB nas visitas T0 e T6. 

Complexos de peptídeos de GbpB 
analisados em amostras salivares 

Unidades de Fluorescência Relativa (UFR) no grupo de 
crianças: 

Coletadas em cada visita: Infectadas 
 média (±DP) 

Não Infectadas 
média (±DP) 

Visita T0   

SIG 4,0 (±4,1)* 1,5 (±3,5)* 

QGQ 13,2 (±7,6) 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 (±4,7) 

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) 

* Diferença estatisticamente significante entre crianças infectadas e não infectadas (Mann-Whitney, p<0.02) 
 

Na primeira visita (T0), os peptídeos SYI e QAA reagiram com todas as 

amostras salivares coletadas (n=38), tanto de crianças infectadas (n=19) como das crianças 

não infectadas (n=19) com SM. O peptídeo, QGQ, não reagiu com 4 amostras salivares, 

sendo que destas, três eram salivas de crianças não infectadas com SM. Os demais 

peptídeos VAR, SIG e ANY, não reagiram com 11 amostras (8 do grupo não infectado), 19 

amostras (13 do grupo não infectado) e 23 amostras (13 de do grupo não infectado) 

respectivamente. Em T6, todas as amostras salivares dos dois subgrupos (n=38) possuíam 

anticorpos IgA reativos contra os peptídeos SYI, QAA e QGQ. No entanto, SIG, VAR e 

ANY, não reagiram com 10, 16 e 23 amostras coletadas em T6 respectivamente.   
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As intensidades médias de resposta de IgA aos peptídeos sintéticos diferiram 

estatisticamente para os peptídeos SIG e VAR entre as salivas coletadas das 19 crianças 

infectadas e 19 não infectadas, somente em T0 (Mann-Whitney, p<0,02, Tabela 4). A 

Figura 17 mostra as médias de intensidade de IgA reativo aos seis peptídeos nas duas vistas 

(T0 e T6) observadas entre as 38 crianças. O padrão de resposta de IgA nas salivas não 

variou entre as visitas (Figura 17). Em T0, o peptídeo mais reativo foi  o  SYI (média: 15,3 

ufr ± 7,7), seguido do peptídeo 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). Após 6 

meses de acompanhamento (T6) um padrão semelhante foi observado. Assim, a intensidade 

média de reação de IgA maior foi detectada para SYI  (média: 13,1 ufr ± 7,1), seguida pelos 

peptídeos 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17 – Comparações entre as intensidades médias de IgA reativo aos diferentes peptídeos 

detectados em T0 e após 6 meses de idade (T6). 
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6. DISCUSSÃO 

6.1. Influência do sistema imune de mucosas na colonização inicial por Streptococcus 

mutans.  

Streptococcus mutans é transmitido para as crianças através do contato com a 

saliva de indivíduos 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 populações com alto risco de cárie, SM 

podem ser detectados, em alta freqüência, no final do primeiro ano de vida (Mattos-Graner 

et al., 2001a; Mattos-Graner et al., 2004) ou mesmo, em crianças edêntulas, com 5 a 6 

meses de idade (Milgrom et al., 2000). Em casos severos de desenvolvimento de cárie, SM 

pode compreender até 60% do total dos organismos cultiváveis no biofilme dental (Van 

Houte et al., 1982). 

A população estudada foi definida como altamente exposta ao SM, pois estudos 

prévios mostraram uma detecção mais precoce de SM em amostras salivares (durante os 

primeiros 18 meses de vida) e altos níveis de infecção estiveram significativamente 

associados com uma alta incidência de cárie (Mattos-Graner et al., 1998; Mattos-Graner et 

al., 2001a). Estudos nesta população indicaram, ainda, que a infecção precoce estava 

associada a fontes maternas de infecção (Klein et al., 2004) e possivelmente não-maternas 

(Mattos-Graner et al., 2001c; Klein et al., 2004). Além disto, a dieta rica em sacarose, 

oferecida nas EMEIS, que consistia em 10 refeições diárias, talvez contribuam para a 

infecção mais precoce (Mattos-Graner et al., 2001a).  

O presente estudo confirmou a precocidade de infecção desta população, pois a 

idade mediana de detecção inicial de SM no subgrupo de crianças infectadas, foi de 17 
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meses, a qual foi anterior às idades descritas em outras populações (Caufield et al., 1993; 

Smith et al., 1998). A análise prospectiva da amostra estudada revelou que níveis 

detectáveis de SM puderam ser observados a partir dos primeiros 6 meses de idade (5,6% 

das crianças entre 5 a 13 meses – T0), sendo estes microrganismos detectados até mesmo 

na ausência de dentes irrompidos. A prevalência desta espécie bacteriana aumentou durante 

o primeiro ano de vida (15,6% das 141 crianças acompanhadas – T6), atingindo uma 

prevalência de infecção de 33,1% e 41,2% em T12 e T18 respectivamente, quando as 

crianças apresentam idade entre 17 a 25 meses (T12) e 23 a 31 meses (T18). Excluindo as 

primeiras cinco crianças do subgrupo de 21 crianças infectadas (dos pares números: 

números de 1 a 5; Tabela 3), cuja idade mediana de infecção foi de 11 meses, todas as 

outras crianças apresentaram níveis detectáveis 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 início do desafio de infecção por SM, o qual poderia levar 

ao estabelecimento destes microrganismos na cavidade bucal. Entre os fatores de influência 

na susceptibilidade e intensidade de infecção, os comumente estudados são a exposição a 

indivíduos infectados (Kohler et al., 1988; Li & Caufield, 1995, Klein et al., 2004) e o 

consumo de sacarose (Van Houte et al., 1982). Embora estudos sugiram que a redução do 

risco de colonização bucal por SM, após os 2,5 anos de idade, ocorra devido ao 

estabelecimento de uma microbiota comensal competitiva nas superfícies dentárias recém-

irrompidas (Caufield et al., 1993; Caufield et al., 2000), pouco se sabe sobre o papel da 

maturação do sistema imune de mucosas no estabelecimento de SM na cavidade bucal. 

Reduções no risco de infecção, por outros patógenos da mucosa respiratória (por exemplo, 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis), observadas 
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após os 2 anos de idade, têm sido associadas à maturação do sistema imune de mucosas 

(Faden et al., 1995; Faden et al., 1994; Yamanaka e Faden, 1993).  

Dentro do período de acompanhamento dos 6 primeiros meses (T0 e T6) das 

crianças infectadas por SM, observou-se uma flutuação nos níveis destes microrganismos. 

Das 9 crianças com níveis detectáveis de SM em T0, 7 não tiveram estes microrganismos 

detectados após 6 meses. Outras duas crianças mantiveram-se com níveis detectáveis. Uma 

delas, com 1 ufc de SM em T0, mantiveram-se com 3 ufc de SM em T6. A outra criança 

apresentou altos níveis de SM aos 13 meses de idade (>100 ufc) em T0, sendo que os níveis 

de SM foram reduzidos para 23 ufc na visita subseqüente (T6). Esta última criança esteve, 

no entanto, sob antibioticoterapia no período de 2 semanas precedentes ao exame em T6. 

Destas crianças que foram selecionadas, as quatro primeiras (pares números: 1, 2, 3 e 4, 

Tabela 3), não apresentaram níveis detectáveis em T12 e T18. Flutuações nos níveis de SM 

são esperadas, uma vez que microbiota bucal ainda não está totalmente estabelecida nesta 

faixa etária, quando os dentes estão ainda irrompendo na cavidade bucal. Uma vez que 

cerca de 89% das crianças infectadas em T0 apresentavam níveis baixos de SM (1 a 3 ufc), 

espera-se que a própria limitação de sensibilidade do método de coleta contribua para a não 

detecção de SM em amostras subseqüentes. Ressalta-se que SM foram detectados em 

criança ainda sem dentes irrompidos na cavidade bucal, portanto os genótipos de SM 

detectados nesta fase poderiam ser transitórios.  

Um estudo demonstrou níveis detectáveis de SM em 55% das amostras do 

dorso de língua em crianças entre 6 a 18 meses de idade em uma população com altos 

índices de cárie de Saipan, Ilhas Marianas do Norte (Tanner et al., 2002). Neste estudo, 

técnicas moleculares mais sensíveis de hibridização com sondas de DNA foram utilizadas e 
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os autores sugeriram que o dorso de língua possa funcionar como um reservatório de SM 

para posterior colonização dentária. No presente estudo, espátulas de madeira foram 

pressionadas sobre o dorso da língua para remoção dos excessos de saliva, o que pode ter 

contribuído para a detecção precoce de SM. Independentemente da transitoriedade ou não 

das cepas isoladas em T0, nossos dados indicam que as crianças estudadas estão altamente 

expostas a SM, o que pode influenciar na maturação da resposta imune de mucosas a estes 

microrganismos. Estas características, de detecção precoce de SM, tornam a população 

estudada muito interessante para a compreensão da influência da maturação do sistema 

imunológico adaptativo no processo de aquisição inicial de SM. Estudos neste sentido 

tornam-se necessários paralelamente aos avanços obtidos quanto a aplicação de vacinas 

anti-cárie (Russell et al., 1999; Michalek et al., 2001; Smith, 2002; Koga et al., 2002 ).  

O acompanhamento dos níveis de SM nas 8 crianças infectadas mostrou que a 

fase de maior desafio de infecção foi em T6 (média de microrganismos: 44,5 ufc/ placa), 

quando as crianças apresentavam uma idade entre 11 e 19 meses. Provavelmente como 

conseqüência da infecção precoce, em T12, 65% das crianças deste subgrupo infectado 

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

 

6.2. Concentrações de imunoglobulinas e de proteínas nas amostras salivares. 

Em humanos, os plasmócitos secretores de IgA compreendem 50 a 75% de 

todas as células secretoras de anticorpos, sendo esta classe de anticorpo continuamente 

secretada nos fluídos gastro-intestinais, saliva, lágrimas, urina e outras secreções 

(Brandtzaeg, 1984). A IgA-secretora (IgAS) é 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 funções principais da IgAS 

consistem na neutralização de componentes virais e bacterianos, envolvidos na virulência e 

bloqueio de receptores importantes para a aderência e invasão dos tecidos. Amostras de 

saliva total apresentam IgAS, mas também IgG, IgM e IgA séricas, as quais atingem a 

cavidade bucal, principalmente através do fluído crevicular. A IgM, na forma secretora, 

também pode ser detectada na saliva, principalmente após 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 níveis bem inferiores aos detectados em 

adultos (Smith et al., 1990).  

Os níveis totais de IgA salivar têm sido considerados como um indicador do 

grau de maturidade do sistema imune de mucosas em crianças (Gleeson et al.,1995). 

Reduções transitórias nos níveis de IgA detectados, na saliva, foram associadas à maior 

susceptibilidade a infecções do trato respiratório (Gleenson et al., 1995), reforçando a 

importância da maturação sistema imune de mucosas na susceptibilidade a infecções. Sabe-

se que variações no fluxo salivar influenciam diretamente nas concentrações destes 

anticorpos. Estas interferências foram controladas pela normalização das concentrações de 

IgA pelas concentrações de proteína total na saliva. Em nossas amostras salivares, as 

grandes variações nos níveis de IgA, mantiveram-se mesmo quando corrigidos pelas 

concentrações de proteína total. 

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

µg/ml (Brandtzaeg, 1989; Wan et al., 2003). Entre crianças da faixa etária entre 6,5 a 12 

anos, observou-se uma concentração média de 201 µg/ml. Níveis inferiores, entre 0 a 
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50µg/ml de IgA (média: 22,4µg/ml ± 7,3) foram detectados nas salivas de crianças de 6 a 

18 meses de idade, os quais aumentam com a idade (Wan et al., 2003). As concentrações 

médias de IgA nas salivas testadas em T0 foram de aproximadamente 83 µg/ml, pouco 

superiores às detectadas nesta faixa etária em estudos anteriores e também aumentaram 

com a idade (Wan et al., 2003).  

Deficiências nas concentrações de IgA salivar pareceram ser compensadas pela 

produção e secreção de IgM em crianças de maior idade e adultos (Fernandes et al., 1995, 

Gleenson et al., 1995). Entretanto, este mecanismo compensatório não foi observado em 

crianças durante os primeiros dois anos de vida (Gleenson et al., 1995). Os nossos dados 

revelaram um grupo de 13 crianças (8,1%) que não apresentaram níveis detectáveis de IgA 

salivar (n=10) ou com baixos níveis destes anticorpos (n=3) em T0. As idades destas 10 

crianças variaram entre 6 e 13 meses de idade (média: 9,1 meses; ±2,8), não diferindo 

significativamente do restante da amostra. Nestas crianças, não houve efeito compensatório 

de IgM e nem correlação com infecção pelo SM. 

Há pouca informação sobre as proporções das classes de IgA (IgA1 e IgA2) na 

faixa etária estudada (Childers et al., 2003). As proporções destes isotipos podem também 

refletir o grau de maturação da resposta imune adaptativa de mucosas, visto que os níveis 

do isotipo IgA1 diminuem com o aumento da idade, atingindo pequena proporção nas 

secreções de adultos, onde a maior parte de IgA é da classe IgA2 (Smith & Taubman, 

1992). IgA1 corresponde ainda à classe mais susceptível à degradação em ambientes ricos 

em microrganismos produtores de IgA1-proteases, como as espécies colonizadoras 

primárias da cavidade bucal (por exemplo, S. sanguinis). A subclasse de maior proporção 
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em todo estudo prospectivo foi a IgA1, o que está de acordo com o padrão de resposta 

imune nos primeiros anos de vida (Smith & Taubman, 1993; Childers et al., 2003).  Em 

nosso estudo prospectivo, pudemos notar que os níveis de IgA e IgA1 salivares sofreram 

um aumento crescente de T0 a T6 e de T12 a T18. A subclasse de maior proporção em 

todas as fases do nosso estudo, foi a IgA1 (média: 75%), como descrito previamente (Smith 

& Taubman, 1993; Childers et al., 2003) e o decréscimo desta concentração de T12 a T18 

(de 87% para 63%) pode ser, em parte, devido ao grau de maturação da resposta imune 

adaptativa de mucosas (Smith & Taubman, 1992). As análises das proporções de IgM e 

IgA1 das salivas coletadas em T0, T6, T12 e T18 foram importantes para confirmar que a 

resposta de Acs salivares a Ags de SM consistiu, em sua maioria, à classe IgA e que as 

diferenças nos padrões de especificidade a Ags de SM entre os pares de crianças infectadas 

precocemente e não infectadas não foram decorrentes de deficiências no processo de 

maturação do sistema imune de mucosas. 

 

6.3. Análise do padrão de resposta de anticorpos IgA salivares a Ags de SM e sua 

influência na colonização inicial por genótipos de SM. 

A análise do padrão de resposta de IgA foi realizada, durante as fases iniciais de 

exposição à SM, em crianças pareadas quanto a diversos fatores de possível influência na 

infecção por SM e na resposta imunológica (idade, sexo, padrão racial, número de dentes 

irrompidos, consumo de sacarose e níveis  totais de IgA na saliva). Este tipo de 

delineamento, associado ao estudo de Ags de virulência específicos, simplificou a 

identificação de padrões de especificidade de IgA a antígenos de SM.  
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A intensidade de resposta de anticorpos IgA a vários 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 antigênico (Smith 

& Taubman, 1992). Por outro lado, anticorpos IgA reativos contra várias outras espécies 

bacterianas comensais na infância são descritos na ausência de níveis detectáveis das 

espécies respectivas (Bammann & Gibbons, 1979; Cole et al., 1998; Smith et al., 1998). 

Várias hipóteses foram levantadas para explicar esta observação, incluindo a reação 

cruzada de anticorpos, indução anti-idiotípica, exposição antigênica devido à colonização 

de outros sítios da mucosa, assim como a ocorrência de infecção transitória e variações 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-específicos, envolvidos na virulência e colonização, podem simplificar as 

associações entre a resposta imunológica e o desafio de infecção por SM.   

Até o momento, poucos estudos investigaram o padrão de resposta imune a SM 

em crianças de baixa faixa etária, durante sua aquisição inicial (Camling e Köhler, 1987, 

Smith et al., 1998; Cole et al., 1999), considerada como a fase ideal para programas de 

controle de infecção por SM (Caufield et al., 1993; Russel et al., 1999). Os estudos nesta 

área foram realizados em populações com baixos índices de cárie e baixa freqüência de 

infecção por SM e sugerem que as crianças somente desenvolvem um padrão mais 

complexo de resposta imune adaptativa a Ags de SM (definido pela diversidade de 

antígenos reconhecidos por IgA salivar), a partir dos 2 anos de idade, quando os níveis 

destas bactérias são detectáveis 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, não parece ser 

decorrente deficiências na maturação do sistema imunológico das crianças estudadas, uma 

vez que, os padrões de IgA específica a antígenos de Streptococcus mitis biovar 1, um 

colonizador primário da cavidade bucal, revelaram alto grau de complexidade (Smith et al., 

1998). Diferentemente, nossos resultados indicaram que padrões de alta complexidade e de 

alta intensidade a Ags de SM podem ser detectados em crianças de apenas 1 ano de idade, 

mesmo que estes microrganismos se encontrem em níveis baixos e/ou transitórios. A 

complexidade da resposta a Ags de SM detectada no presente estudo não foi influenciada 

pelas concentrações de IgA salivar nos pares de crianças analisadas, uma vez que, os pares 

apresentavam níveis semelhantes de IgA total. Além disto, diversas crianças com maiores 

concentrações de IgA apresentaram resposta semelhante ou menos intensa a SM  do que  

crianças com baixa concentração desta imunoglobulina na saliva. Assim, os dados sobre o 

padrão de especificidade de IgA salivar a Ags de SM revelaram que, mais importante que 

os níveis totais de IgA, são os padrões de especificidade destes anticorpos. Estudos prévios 

indicaram que indivíduos adultos, não infectados por SM, apresentaram maior grau de 

complexidade de IgA produzida (maior diversidade de Ags reconhecidos) do que 

indivíduos altamente colonizados por estas bactérias e cárie-ativos (Camling & Kohler, 

1987; Bratthall et al., 1997). Entretanto, não foi determinado, nestes estudos, um padrão de 

resposta específico associado à susceptibilidade à infecção por SM e/ou ao 

desenvolvimento da cárie dentária. A interferência de inúmeros fatores de influência na 

colonização por SM e nos níveis de IgA salivar dificultou a comparação entre estudos.  

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

quimioluminescente que é reconhecidamente mais sensível do que outros métodos 
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colorimétricos aplicados nos estudos anteriores, o que pode ter facilitado a identificação de 

padrões de maior intensidade e complexidade. Entretanto, os ensaios realizados com salivas 

coletadas de adultos com níveis variáveis de SM demonstraram que a resposta a Ags de SM 

em adultos apresentou uma complexidade de resposta a Ags de SM comparáveis ou até 

mesmo menos intensas, do que algumas respostas observadas entre as crianças estudadas 

(Figura 10).  

Diversos estudos em modelos animais demonstraram que a indução de Acs 

contra Ags de superfícies de SM envolvidos na virulência (AgI/II, Gtfs e GbpBs) foi capaz 

de proteger contra a cárie dentária (Bowen et al., 1991; Jespersgaard et al., 1999; Smith & 

Taubman, 1997; Tsuda et al., 2000, Hajisshengallis & Michalek, 1999; Koga et al., 2002). 

Entretanto, não se sabe ainda, se resposta específica a estes Ags pode ser eficientemente 

induzida em crianças antes e durante a janela de infectividade de SM e se as respostas 

específicas podem interferir na infecção por SM ou na patogênese destes microrganismos 

em humanos. Nossos dados mostraram que uma alta intensidade e complexidade do padrão 

de resposta de IgA, a Ags de SM, foi naturalmente alcançada antes do primeiro ano de vida 

(Figura 9, Tabela 3), mesmo em crianças não colonizadas por SM. Estudos anteriores em 

populações menos expostas à SM, também demonstraram níveis razoáveis de IgA 

específicos a Ags de SM antes da detecção destes microrganismos na cavidade bucal 

(Smith et al., 1998). Estes dados indicam que há um grande potencial de indução de 

resposta de IgA em crianças jovens, antes do estabelecimento de SM na cavidade bucal.  

Uma importante descoberta deste estudo, através da comparação das crianças 

infectadas e não infectadas, foi que o grau de infecção inicial por SM não foi associado à 

intensidade e complexidade de resposta, mas sim, com a especificidade dos anticorpos IgA 
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presentes na saliva a antígenos relevantes no estabelecimento do SM no biofilme dentário 

(Tabela 2). Além disto, os padrões de IgA reativos para Ags de SM demonstraram 

intensidades comparáveis às reações a extratos de antígenos de Streptococcus mitis, um  

colonizador primário da cavidade oral. Estes achados diferiram drasticamente de estudos 

prévios realizados em crianças, entre as quais, a aquisição inicial de SM ocorreu em idade 

média 28 meses (Smith et al., 1998). No estudo de Smith et al. (1998), os níveis de IgA 

reativo a SM alcançaram  alto grau de complexidade (no mínimo 6 bandas reativas 

distintas) somente aos 28 a 34 meses de idade, enquanto que a resposta aos Ags de S. mitis 

alcançou padrões de complexidade em idades mais precoces (13 a 23 meses), como no 

presente estudo. As variações de padrões de IgA reativos a Ags de SM e de S. mitis entre o 

estudo presente e o anterior, são compatíveis com os padrões de infecção inicial por SM em 

que uma  exposição antigênica precoce a SM poderia refletir na intensidade da resposta de 

IgA a este microrganismo. Além das diferenças populacionais, ambos os estudos tem 

indicado que um considerável grau de complexidade de IgA reativo a Ags de SM, incluindo 

Ag I/II, GTF e GbpB,  são identificados em crianças sem níveis detectáveis de infecção.  

O presente estudo fornece dados inéditos indicando que a resposta especifica à 

GbpB parece apresentar função muito importante na susceptibilidade à infecção por SM. 

Dentre os 21 pares de crianças analisadas, verificou-se que apenas 38,1% das crianças 

infectadas precocemente por SM respondiam a este Ag, enquanto que a grande maioria das 

crianças não-infectadas (76,8%) apresentavam uma resposta intensa à GbpB entre as fases 

T0 e T6 (Tabelas 2 e 3). Em várias crianças, o nível de anticorpos IgA-reativos a GbpB 

representou mais de 50% da resposta total de IgA aos antígenos de SM (Tabela 2), um 

perfil que foi mais freqüentemente detectado em crianças não infectadas pelo SM.   
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A GbpB foi previamente descrita como uma proteína imunodominante em 

crianças de 28 a 51 meses de idade (Smith et 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). Vários polimorfismos têm sido descritos em GbpB (Mattos-Graner et 

al., 2001b) tão bem como nos genes que codificam as GTFs (Mattos-Graner et al., 2004). 

Estes polimorfismos  poderiam refletir variações antigênicas, influenciando na capacidade 

de  infecção por genótipos distintos de SM. Entretanto, não foi detectado, no presente 

estudo, variações significativas entre os padrões de reatividade de IgA entre genótipos 

distintos (Figura 11). Até o momento, nenhum homólogo de GbpB foi identificado em 

espécies comensais seqüenciadas da cavidade oral (por exemplo. S . sanguinis, S. gordonii, 

S. mitis ou S. sobrinus). Por outro lado, homólogos de GbpB foram identificados em vários 

patógenos 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 infecção por estes outros patógenos. Crianças de 

populações de baixa exposição a SM apresentaram IgA específica para Gtfs purificadas de 

SM (Gahnberg et al., 1985; Smith et al., 1998). Diferentemente da GbpB, vários 

estreptococos comensais da cavidade oral, produzem isotipos de Gtfs com graus variáveis 

de homologia às três Gtfs produzidas por SM (GtfB, GtfC e GtfD) (Banas & Vickerman, 

2003). Diferenças nos níveis de anticorpos contra as Gtfs de S. sanguinis e SM indicaram, 

no entanto, que não houve reação cruzada entre anticorpos Gtf-específicos entre estas duas 

espécies (Gahnberg et al., 1985). Noventa por cento das 42 crianças avaliadas no presente 

estudo apresentaram IgA reativo para Gtfs de SM. Não houve relação entre a resposta a 

Gtfs e infecção por SM. Vários anticorpos Gtf-específicos poderiam ser reativos com 
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epítopos irrelevantes para as atividades enzimáticas. Foi demonstrado que epítopos 

funcionalmente relevantes das Gtfs são pobremente reconhecidos por IgA salivar 

naturalmente produzida em adultos (Smith et al., 1997). Os Ag I/II foram também 

freqüentemente reconhecidos por anticorpos IgA salivares na nossa população em estudo, a 

despeito da presença da infecção. Alguns epítopos de Ag I/II  apresentam  reação cruzada 

com domínios de IgG humana (Koga et al., 2002).Além disto, várias espécies comensais 

como S. sanguinis, S. mitis e S. oralis apresentam antígenos da família AgI/II, com 

homologias variando de 57 a 73% de identidade com o Ag I/II de SM (Koga et al, 2002).  

Associações entre, a especificidade de anticorpos IgA e a aquisição inicial de 

diversos patógenos, sugerem que o sistema imune de mucosas é capaz de modular a 

persistência de patógenos nas mucosas nasofaríngeas. Por exemplo, um pico na resposta a 

um Ag potencialmente aplicado em vacinas contra Haemophilus influenzae, a proteína de 

membrana externa (OMP) P6, foi detectado em idade precoce (1 a 24 meses) entre crianças 

que apresentavam curta persistência de colonização por H. influenzae, enquanto que a fraca 

resposta a este Ag foi observada em crianças colonizadas por maior diversidade de cepas 

desta bactéria, por períodos mais longos (Yamanaka e Faden, 1993; Faden et al., 1994; 

Faden et al., 1995). A persistência de colonização recorrente por cepas de H. influenzae em 

crianças susceptíveis à otite foi também associada à fraca resposta imune local ao antígeno 

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

mitis. 

A análise da evolução do padrão de resposta imune de mucosas, durante as 

fases finais do estudo epidemiológico prospectivo (T12 e T18) mostrou que houve uma 

diminuição da intensidade e complexidade de resposta de IgA aos extratos de SM e de S. 

mitis independentemente dos graus de infecção. Este decréscimo da resposta específica a 

SM foi independente dos níveis de IgA salivares, uma vez que, estes níveis aumentaram 

sucessivamente com o avanço da idade (Figura 8). A diferença entre a presença ou não de 

IgA contra Ags de virulência de SM, sofreu redução com o aumento da idade (Figura 14 A-

B), o que pode ter sido conseqüência da redução total de reatividade a diversos Ags de SM 

(Figura 14C). 

O período de maior desafio de infecção ocorreu em T6, em que as crianças do 

subgrupo de infectadas albergavam em média de 45 ufc/área. Interessantemente, neste 

mesmo período (T6), as 8 crianças do subgrupo não infectado por SM apresentaram um 

pico de intensidade de resposta de IgA contra Ags totais de SM e também contra AgI/II e 

GbpB (Figura 14 e 15), o que não foi observado entre as crianças pertencentes ao subgrupo 

de infectados (n=8). A intensidade de resposta de IgA ao Ag I/II e antígenos totais de SM 

ocorreu sofreu aumento até a fase T6, enquanto que a intensidade de resposta contra a 

GbpB aumentou até T12. As diferenças significativas de resposta à GbpB entre os grupos, 

coincidente com a fase de maior desafio a infecção  indicam que a especificidade de 

anticorpos IgA produzidos durante as fases iniciais de infecção por SM  pode modular a 

colonização por estes microrganismos. As Figuras 14 e 15 evidenciam este aspecto. Na 

Figura 15 observa-se diferenças significativas entre as intensidades médias de reação entre 
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anticorpos salivares IgA e GbpB em T6, entre os 8 pares de crianças infectadas ou não com 

SM. As crianças não infectadas, responderam mais intensamente a este antígeno do que 

crianças infectadas pelo SM. Mesmo depois da exclusão de 13 pares (uma vez que 

continham crianças que saíram do estudo ou não sustentaram a condição de infecção), as 

crianças não colonizadas por SM, durante todo o estudo prospectivo, foram as que 

responderam mais freqüentemente à GbpB em T0 e T6, quando comparadas às crianças 

infectadas. Estas diferenças foram estatisticamente significantes (Figura 15). 

Os dados deste estudo prospectivo indicam diversos caminhos para o estudo 

dos fatores que influenciariam nos padrões de resposta a Ags de SM, e possivelmente na 

susceptibilidade à infecção por SM. As razões para os diferentes padrões de resposta inicial 

à GbpB nas crianças analisadas precisam ser determinadas. Uma das hipóteses é que 

haplótipos distintos de MHC classe II estejam relacionados a variações na apresentação de 

epítopos de relevância funcional a linfócitos T auxiliares. Através da análise de 

bioinformática, foram identificados diversos peptídeos de alta afinidade a diversos alelos 

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

 

6.5. Análise do padrão de resposta de anticorpos IgA salivares aos peptídeos sintéticos 

da GbpB. 

As moléculas MHC II são expressas por células apresentadoras de antígeno 

(CAA) especializadas, incluindo os macrófagos, células dendríticas e linfócitos B. A 

apresentação de peptídeos distintos, em complexo com MHC II, pode ativar diferentes 

clones de linfócitos T auxiliares e linfócitos B.  
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Estudos em colaboração com o Dr. Daniel J. Smith nos permitiram rastrear a 

resposta de IgA nas amostras salivares contra seis peptídeos sintéticos específicos da 

proteína GbpB, os quais haviam demonstrado boa imunogenicidade e função protetora em 

modelos de cárie experimental em ratos (Smith et al., 2003a; Smith et al., 2005). Através 

da tecnologia de Luminex, disponível no The Forsyth Institute, Boston, MA, E.U.A., estes 

ensaios puderam ser realizados com as amostras coletadas das crianças pertencentes a 19 

pares (infectados e não infectados) selecionadas em T0 e T6.  

As seqüências de peptídeos testadas foram selecionadas com base no potencial 

destes peptídeos de funcionar como um ligante do MHC classe II (Smith et al. 2003a). 

Assim, utilizando-se um sistema de bioinformática, puderam-se predizer o grau relativo de 

ligação de um dado alelo de MHC classe II, com a seqüência da GbpB com comprimento 

de 10 ou 20 aminoácidos. Foram encontradas várias regiões dentro da seqüência protéica da 

GbpB. Dentre estas regiões, estavam seis seqüências denominadas de SYI, QGQ, VAR, 

ANY, QAA e SIG (Tabela 4).   

Estudos de Mattos-Graner et al. (2001b) mostraram que das dezoito  mutações 

no gene gbpB, encontradas entre 44 genótipos de SM, 9 promoveram alterações na 

seqüência protéica, sendo que 5 destas, resultaram em trocas por resíduos de diferentes 

classes. A maior parte, dos polimorfismos protéicos, estavam restritos à porção central, da 

seqüência primária da GbpB (Mattos-Graner et al., 2001b) (Figura 3). Interessantemente, 

dois dos peptídeos testados (QGQ e VAR), faziam parte de um zíper de leucina (resíduos 

65 a 93) próximo à parte amino-terminal (Figura 3) e esta região pode estar envolvida na 

interação da GbpB com outras proteínas (Mattos-Graner et al., 2001b). Os peptídeos ANY, 

SIG QGQ, VAR e SYI estavam localizados em áreas conservadas da seqüência da proteína 
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(Figura 3), visto que nenhuma mutação foi detectada em suas regiões (Mattos-Graner et al., 

2001b). No entanto, o peptídeo QAA estava localizado em uma área central da seqüência 

protéica (resíduos 252 a 270), a qual contém diversos polimorfismos (Mattos-Graner et al., 

2001b) (Figura 3).  

Ao contrário do que foi observado nos ensaios de western blot, em que a 

resposta contra a GbpB nativa se diferenciou entre crianças infectadas e não infectadas, 

nenhum peptídeo mostrou ser mais reativo em salivas de crianças não infectadas, em 

comparação com os respectivos pares. Apesar disto, a grande maioria dos peptídeos 

reagiram com IgA presentes nas amostras salivares das crianças. Não houve diferenças 

estatisticamente significantes entre as freqüências de resposta de IgA contra os seis 

peptídeos sintéticos testados entre os 19 pares de crianças. Isto pode ter ocorrido porque os 

epítopos altamente imunogênicos nas crianças não infectadas e que resultaram em uma 

resposta mais freqüente contra a GbpB nativa, não corresponderam aos peptídeos testados. 

Uma outra hipótese pertinente é a de que, crianças não infectadas por SM respondem 

simultaneamente a um conjunto maior de peptídeos, o que também representaria uma 

resposta mais intensa à GbpB.  

A análise da hidrofobicidade, de cada um destes peptídeos, pôde contribuir para 

a o entendimento da possível posição na GbpB nativa, uma vez que  peptídeos mais 

hidrofóbicos tendem a ficar mais internamente na conformação da proteína, enquanto que 

os peptídeos hidrofílicos, estariam localizados nas regiões expostas da proteína , o que 

resultaria em peptídeos mais acessíveis ao reconhecimento por anticorpos IgA. Os 

peptídeos VAR e SYI possuem 64 e 55% de resíduos hidrofílicos respectivamente, 

enquanto que QGQ, QAA, SIG e ANY possuem 48, 47, 35 e 30% de resíduos hidrofílicos 
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respectivamente. Injeções locais de QGQ e SYI em ratos induziram níveis significantes de 

IgG específico 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 bioinformática na identificação de peptídeos imunogênicos. Além 

disto, os anticorpos IgG específicos aos peptídeos sintéticos reagiram com epítopos nativos 

quando em contato com a proteína GbpB, mostrando que estes peptídeos estão expostos ou 

próximos da superfície da proteína. Interessantemente, uma minoria, dos ratos imunizados 

com a GbpB, demonstrou significante reatividade de IgG a estes peptídeos construídos 

(Smith et al., 2003), o que é compatível com os resultados do presente estudo. 

Entre as crianças estudadas, o peptídeo QAA apresentou a segunda maior 

intensidade de resposta de IgA (Tabela 4; Figura 17), apesar de não ser mais hidrofóbico e 

de estar localizado em uma área não conservada da GbpB (Figura 3). O peptídeo SYI foi o 

mais imunogênico nas amostras salivares de crianças brasileiras (independentemente do 

grau de infecção). Este peptídeo foi efetivo no controle de cárie experimental  em ratos 

(Smith et al., 2003a). Assim, este peptídeo poderia ser um forte candidato para uma vacina 

de subunidades peptídicas da GbpB para aplicação em humanos, uma vez que, está 

localizado em uma área conservada da GbpB. Os peptídeos QGQ, VAR e SIG também 

foram comumente reconhecidos por IgA das salivas de crianças (Tabela 4, Figura 17) e 

estão localizados em áreas conservadas na GbpB (Figura 3). A associação destes peptídeos, 

de maior relevância, poderia ser uma alternativa efetiva para a construção de vacinas di ou 

multiepitópicas (Taubman et al., 2001, Smith et al., 2005).  

Diversos estudos serão necessários para investigar as razões para as grandes 

diferenças na resposta a GbpB entre as crianças estudadas. O rastreamento, de outros 
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peptídeos, que ainda não foram testados, poderia auxiliar neste aspecto. Comparações entre 

os padrões de peptídeos reconhecidos por crianças de diferentes populações poderiam 

ainda, auxiliar no delineamento de vacinas de subunidades para utilização em seres 

humanos. 
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7. CONCLUSÕES. 
 
 
Com base nos resultados obtidos, conclui-se que, na população estudada:  
 

• Uma[RN1][RN2] forte resposta imunológica aos antígenos de SM e S. mitis ocorre 

em crianças durante o primeiro ano de vida; 

• Há aumento dos níveis de IgA e IgA1 e baixos níveis de IgM com o aumento da 

idade, o que pode refletir  a maturação fisiológica do sistema imune de mucosas em 

crianças; 

• Anticorpos IgA  específicos para AgI/II e Gtf  são freqüentemente detectados tanto 

na saliva de crianças precocemente colonizadas, como nas não colonizadas por SM; 

• GbpB é uma proteína imunodominante em crianças com pouca idade, sendo que 

anticorpos IgA reativos contra GbpB corresponderam a  50% ou mais de todos os 

anticorpos IgA reativos com antígenos de SM; 

• Anticorpos IgA específicos a GbpB são significativamente mais freqüentes nas 

crianças não colonizadas do que nas colonizadas precocemente por SM; 

• Crianças precocemente colonizadas com SM raramente apresentaram baixos títulos 

de IgA específico para a GbpB na saliva durante a fase inicial de aquisição de SM;  

• O pico de produção de anticorpos IgA contra antígenos de SM ocorreu quando as 

crianças estão na faixa etária de 11 a 19 meses; 

• Dentre os peptídeos derivados de GbpB testados, o SYI é o mais imunogênico 

independentemente da infecção por SM; 

• Não há diferenças significativas na produção de IgA reativos contra todos os seis 

peptídeos sintéticos da GbpB testados, entre as crianças infectadas ou não por SM. 
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Anexo 3 

Imunidade de crianças altamente expostas a Streptococcus mutans 

Immunity of children heavily exposed to S. mutans 
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                140 The Fenway 
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Termo de informação e consentimento para a  participação 
 em pesquisa clínica 

 
 
 
Título: 
Análise da resposta imunológica de crianças durante colonização por  Streptococcus mutans e dos 

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

 
Pesquisadores:  
Daniel J. Smith  
Renata de Oliveira Mattos-Graner  
Alessandra Castro Alves  
Maria do Rosário de O. Latorre  
Ruchelle Dias Nogueira 
 
  Este termo contém as informações sobre a pesquisa na qual você e seu (ua) filho (a) 
poderão participar. Por favor, leia-o atentamente. Qualquer dúvida que tiver, esclareça-a com a 
pesquisadora responsável, a qual estará a sua inteira disposição. Você deve decidir se deseja ou não 
participar desta pesquisa após entender todos os aspectos descritos a seguir, de modo que possa 
tomar uma decisão consciente. 
 
 
1) Objetivo:  
 Esta pesquisa tem como objetivo avaliar o potencial de resposta imunológica de crianças entre 6 e 
24 meses de idade contra uma bactéria que causa a cárie dental, denominada Streptococcus mutans. 
Pretende-se também identificar possíveis fatores bacterianos relacionados com a capacidade destes 
microrganismos de se estabelecer na boca. 
 
2) Justificativas: 
A cárie dental é uma doença infecciosa, cujo tratamento sintomático restaurador é extremamente 
caro. A maior parte dos recursos públicos e privados ainda é aplicada em procedimentos curativo-
restauradores e pouca ênfase é dada ao avanço de estratégias preventivas de controle desta doença. 
Streptococcus mutans são os principais microrganismos envolvidos no desenvolvimento da cárie 
dental porque reúnem um grupo de fatores de virulência. Busca-se com este estudo compreender a 
participação de alguns destes fatores na capacidade destas bactérias de se acumularem nas 
superfícies dos dentes. Procura-se também avaliar a capacidade de defesa das crianças contra estas 
bactérias durante os processos de infecção. Assim, teremos maiores dados para o desenvolvimento 
de estratégias de controle de infecção que possam ser aplicados em programas de saúde pública. 
 
3)Descrição da pesquisa: 
Participarão deste trabalho 100 crianças com idade inicial de 6 meses, as quais serão acompanhadas 
até atingirem 24 meses de idade. As crianças serão submetidas ao exame bucal por um 
odontopediatra quando será feita a coleta de saliva com uma pipeta plástica descartável e 
esterilizada.  Amostras bucais para cultura bacteriana serão coletadas com uma espátula de madeira 
esterilizada, a qual será introduzida na boca e girada até que umedecida com saliva. Este material 
será utilizado nesta pesquisa ou em pesquisas futuras relacionadas. As mães das crianças 



 153 

participantes também serão entrevistadas para a obtenção de informações adicionais sobre seus(uas) 
filhos(as). 
 
5) Desconfortos, riscos e benefícios esperados: 
As crianças que participarem da pesquisa serão examinadas após escovação dental apenas com 
espelho intrabucal após a secagem com gaze dos dentes eventualmente presentes. A saliva para 
estudo microbiológico será coletada com uma espátula de madeira esterilizada e descartável, a qual 
será introduzida na boca até que umedecida com saliva, procedimento este que causa mínimo 
desconforto. Não existem riscos adicionais. As mães serão entrevistadas nos dias que 
comparecerem para as reuniões de rotina das creches-escolas públicas em entrevistas com as 
próprias agentes de saúde destas instituições. Os benefícios serão os conhecimentos gerados por 
esta pesquisa e o diagnóstico precoce de possíveis problemas bucais, o qual será transmitido às 
mães e agentes de saúde. 
 
6) Alternativas:  
Não existem métodos alternativos para a obtenção das informações necessárias. 
 
7) Exclusões: 
 Serão excluídas das pesquisas, as crianças com problemas de saúde geral ou sob antibioticoterapia 
até duas semanas antes do dia do exame.  
 
8) Compensação: 
 Não há previsão de indenização ou ressarcimento, pois não existirão gastos ou riscos relacionados 
exclusivamente com a pesquisa. 
 
9) Confidencialidade dos registros: 
Você e seu filho terão direito à privacidade, visto que todas as informações obtidas dos prontuários 
clínicos e laboratoriais permanecerão confidenciais  nos âmbitos possíveis da lei, assegurando a 
proteção da sua imagem. Serão respeitados seus valores culturais, sociais, morais, religiosos e 
éticos. A menos que a revelação seja exigida por ação legal ou regulatória, todos os esforços serão 
feitos para protegê-los, a você e a seu(ua) filho(a), de serem identificados pessoalmente.  Como 
participante desta pesquisa, você terá acesso aos resultados obtidos e permitirá o acesso dos 
mesmos aos pesquisadores envolvidos e aos membros da comissão de ética responsável. Os 
resultados deste trabalho poderão ser apresentados em congressos ou publicados em revistas 
científicas, porém sua identidade não será divulgada. 
 
10) Direito de participar, recusar ou sair: 
Sua participação é voluntária e você poderá recusar-se a participar ou mesmo interrromper sua 
participação a qualquer momento, sem penalidades ou perdas de seus benefícios aos quais de outra 
forma tenha direito. Os pesquisadores terão o direito de desligá-lo do estudo a qualquer momento, 
se julgarem necessário. Ao participar, você concorda em cooperar com a pesquisa, não abrindo mão 
de seus direitos legais ao assinar o termo de consentimento informado. 
 
11) Contatos:  
Quaisquer dúvidas poderão ser esclarecidas com o pesquisador responsável, Dra. Renata de O. 
Mattos-Graner (019) 3412 5287 e Profa. Sueli Aparecida de Araújo Pereira, responsável pelo 
projeto junto ao Setor de Saúde Escolar da Secretaria da Educação do município de Piracicaba pelo 
telefone (19) 3435 5555. 
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CONSENTIMENTO DO PACIENTE 

 

 

Tendo compreendido o termo de informação e consentimento para a participação da pesquisa 

clínica entitulada "Análise da resposta imunológica de crianças durante colonização por  

Streptococcus mutans e dos fatores genético-moleculares envolvidos na formação do biofilme 

dental por estes microrganismos", autorizo a participação de meu (minha) 

filho(a),________________________________________________________, bem como concordo 

em participar deste estudo. Sei que nossa participação é voluntária e que posso interrompê-la a 

qualquer momento sem penalidades e sem perder os benefícios oferecidos pelas creches escolas 

públicas do município de Piracicaba. Autorizo a utilização dos dados obtidos pelos pesquisadores 

envolvidos  para a publicação em revistas científicas e apresentação em congressos.  

Recebi uma cópia do termo de consentimento. 
 
 
(Não assine este termo  caso não tenha tido oportunidade de esclarecer suas dúvidas ou não 
tenha recebido respostas satisfatórias a todas elas). 
 
 
 
    Piracicaba, ______ de ______________de ______. 
 
 
 
    ______________________________________. 
      Assinatura da mãe 
     RG:_____________________________. 
 
 
 
 
___________________________                        ____________________________      
Dra. Renata de O. Mattos-Graner                        Profa. Sueli Aparecida de Araújo Pereira 
       Pesquisadora responsável                     Coordenadora do Programa de Educação e Saúde  
             RG. 19626648-8                                               Prefeitura de Piracicaba, SP 
                                                                                              RG.6.612.768 
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Q U E S T I O N Á R I O                                                                Anexo 4 

 

Creche:________________________________Data:_____________N
o

. ficha:__________ 

Nome da Criança de 6 a 12 meses:_____________________________________________ 

Data nasc.:___/___/___                        Sexo: (  ) F (  ) M  

Nome de irmãos (as):_________________________________ idade(s):________________ 

Nome mãe ou responsável:_______________________________Data nasc.:___/___ /___ 
 
1) Grau de instrução da mãe: 
 0. (  ) sem instrução 
 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: Você se considera 
 1. (    ) branco 
 2. (    ) negro 
 3. (    ) mulato 
 4. (    ) amarelo  
 5. (    ) índio  
 6. (    ) outros______________ 
 
4)Qual o peso do seu (ua) filho (a) quando nasceu? _______________________________. 
5)Amamenta ou amamentou seu filho(a)?                (  ) Sim                  (  )Não 
6)Até que idade (meses) seu(ua) filho(a) mamou no peito ?__________________________. 
7)Quantas vezes por dia seu filho(a) é (foi) amamentado?___________________________. 
8)Durante a noite, você amamenta ou amamentava seu(ua) filho(a) 
 1. (    ) nunca  
 2. (    ) antes da hora de dormir 
 3. (    ) várias vezes durante a noite. Quantas vezes por noite?_________________. 
9) Seu(ua) filho(a) toma mamadeira durante o dia?   (  ) Sim                    (   ) Não  
10)Se não 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 à noite ?           (  ) Sim                    (  ) Não 

14)Qual a receita da mamadeira que você oferece ao seu(ua)  filho (a) à 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 várias vezes à noite para receber mamadeira que você oferece. 
  Quantas vezes por noite?_____________________________________________________ 

Qual a duração das mamadas? ________________________________________________ 
 
16)Quando seu filho (a) começou a comer comida salgada?_____________________________  
17)O que o seu(ua) filho(a) comeu ontem, desde o momento que deixou a creche até esta manhã 
quando voltou?__________________________________________________________________ 
18) Seu(ua) filho(a) tem algum problema de saúde?           (  ) Sim          (  ) Não 

Se sim, qual?__________________________________________________________________ 

19) Seu(ua) filho(a) está tomando algum medicamento?    (   ) Sim         (   ) Não 

 Se sim,qual? 

20) Seu(ua) filho(a) está com alguns dos seguintes problemas saúde? 
   1.  (   ) asma 
  2.  (   ) pneumonia  
  3.  (   ) outros problemas respiratórios. Quais? __________________________________ 
  4.  (   ) inflamação / dor de garganta (faringite) 
   5.  (   ) inflamaçào no ouvido (otite) 
   6.  (   ) febre reumática 
   7.  (   ) desnutrição 
     8.  (   ) doenças de infância (sarampo, catapora, rubéola). Qual?____________________ 
     9.(   ) outros. Quais?_______________________________________________________ 
21) Seu filho(a) está tomando algum antibiótico? Qual? Há quanto tempo? Quantas vezes por 
dia?_________________________________________________________________________ 
22) Quais os medicamentos que seu(ua) filho(a) já tomou? Por 
que?_____________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________ 
23) Qual a frequência 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. (    ) não  
 2. (    ) a toda hora 
 3. (    ) às vezes. Mais ou menos, quantas vezes ao dia? ______________________________ 
 4. (    ) só para dormir  
25) Seu(ua) filho(a) costuma morder ou chupar algum objeto além da chupeta? 
 1. (   ) não  

 2. (   ) sim.   Qual objeto e com que freqüência?______________________________________ 

 
 


