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Resumo

Streptococcus mutans é a principal espécie cariogénica
que coloniza a superficie dos dentes. Estudos sobre
reatividade cruzada sugerem a existéncia de semelhan-
ca antigénica entre S. mutans, tecido cardiaco e
Streptococcus pyogenes, principal causa de faringite
em criancas. Neste trabalho, analisaram-se os niveis sa-
livares de IgA anti-S. mutans, anti-S. pyogenes e anti-
miosina em 30 criancas com carie ativa e 30 criancas
sem carie, atendidas na Clinica de Odontopediatria da
Universidade de Taubaté e da Escola Judithe Weber do
municipio do Potim. Coletaram-se 2 mL da saliva de
cada crianca e os niveis salivares de IgA foram analisa-
dos pela técnica de ELISA. Observou-se que as médias
das densidades 6pticas das salivas do grupo com carie
eram mais elevadas, significando niveis maiores de I1gA
para todos os antigenos testados, inclusive antigenos
irrelevantes. Esses resultados sugerem uma estimulacao
policlonal na cavidade bucal das criancas com maior
estimulacdo antigénica e confirmam os resultados
conflitantes a respeito do papel dos anticorpos na pro-
tecdo contra carie.
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INTRODUCAO

Streptococcus mutans é a principal espécie
cariogénica que coloniza a superficie dos dentes (JOR-
GE, 1995). A imunizacdao com antigenos purificados
deste microrganismo induz protecdo contra carie
dentaria em diferentes modelos animais (MICHALEK ;
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CHILDERS,1990). Entretanto, o desenvolvimento de uma
vacina anticarie tem sido dificultado desde o encontro
de reatividade cruzada entre S. mutans e tecido cardi-
aco humano (VAN DE RIJN; BLEIWEIS; ZABRISKIE, 1976).

Ayakawa et al. (1988) observaram que os antigenos
de S. mutans de reatividade cruzada com tecido cardi-
aco também compartilhavam epitopos com
Streptococcus pyogenes. Anticorpo monoclonal anti-S.
pyogenes, utilizado pelos autores, reagia com protei-
nas de extratos de células de S. mutans e S. rattus, de
peso molecular similares a de S. pyogenes. Krisher e
Cunningham (1985) verificaram que anticorpos
monoclonais reativos com membranas de S. pyogenes
reagiam com componentes do coracdo, mais especifi-
camente miosina cardiaca, e também com componen-
tes de S. muians.

S. pyogenes é a causa mais comum de faringite
bacteriana, principalmente em criancas. Estas infeccoes
orofaringeas podem levar ao desenvolvimento de fe-
bre reumatica, doenca inflamatoria que pode levar ao
desenvolvimento de cardite, podendo progredir gra-
dualmente para cardiopatias reumaticas crénicas
(MURRAY, 2000). Soros de pacientes com febre reuma-
tica contém anticorpos contra antigenos de S.
pyogenes.

Anticorpos para muitos microrganismos, incluindo
S. mutans, estao naturalmente presentes na cavidade
oral. varios estudos tém associado niveis de anticorpos
reativos com S. mutans em varios fluidos biologicos
(soro, saliva, fluido gengival, por exemplo) com niveis
de microrganismos na cavidade bucal ou atividade de
carie (AALTONEN et al., 1985; AKIYOSHI et al., 1998;
BOLTON; HLAVA, 1982). No entanto, os resultados sdao
bastante conflitantes. Na literatura nao sao encontra-
dos relatos sobre correlacao em humanos de S. mutans
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e S. pyogenes, nem da resposta imunolégica para am-
bos.

Como os trabalhos sobre reatividade cruzada apon-
tam para existéncia de epitopos compartilhados por S.
mutans, S. pyogenes e tecido cardiaco, neste trabalho
procuramos analisar os niveis salivares de IgA anti-
Streptococcus mutans, anti-Sireptococcus pyogenes e
antimiosina em criancas com carie ativa e criancas sem
carie.

MATERIAL E METODOS
Grupo estudado

Foram selecionadas 30 criancas com carie ativa e
30 criancas sem carie, com idades entre 4 e 10 anos,
atendidas na Clinica de Odontopediatria da Universida-
de de Taubaté e na Escola Judite Weber, no municipio
de Potim. O diagnéstico de carie foi confirmado pelos
profissionais responsaveis pelo atendimento.

Os responsaveis pelos pacientes foram informados
dos objetivos e dos procedimentos da pesquisa e as
amostras foram coletadas somente apds o consenti-
mento livre e esclarecido deles. Os responsaveis tam-
bém foram informados que a nao concordancia em
participar da pesquisa ndao afetaria o atendimento
odontologico. O projeto e a metodologia da pesquisa
foram aceitos pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Taubaté.

Coleta das amostras

Foram coletados 2mL de saliva de cada paciente,
sem estimulacdo prévia, em coletores descartaveis. Logo
apos a coleta foram acrescentados a amostra inibidores
de proteases e conservantes. As amostras foram con-
servadas a -20°C até o momento do uso.

Obtencao dos antigenos de Streptococcus mutans,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli (antigenos
irrelevantes) e miosina

Streptococcus mutans e Escherichia coli foram
isolados da cavidade oral de individuos saudaveis e iden-
tificados no laborat6rio de Microbiologia da Universi-
dade de Taubaté. Streptococcus -pyogenes, isolados da
orofaringe de individuos saudaveis, também foram iden-
tificados no laborat6rio de Microbiologia da Universi-
dade de Taubaté. Os microrganismos foram cultivados,
separadamente, em Brain Heart Infusion (BHI- Difco).
O crescimento microbiano foi interrompido com
formaldeido 0,075% e a cultura, deixada por 18 horas
a 4°C. A seguir, as células foram colhidas por
centrifugacdo e lavadas trés vezes em solucdao salina.
Em seguida, as células foram suspensas em 5 mL de
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salina com formaldeido 0,025% e conservadas a -20°C.
A miosina cardiaca purificada foi doada pela Professora
Doutora Carmelinda Schmidt Unterkircher, da Univer-
sidade Estadual Paulista, Campus de Sao José dos Cam-
pos.

ELISA

Placas de poliestireno com 96 orificios foram sensi-
bilizados com antigenos de S. mutans, S. pyogenes, E.
coli e miosina em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M,
pH 9,6. As suspensdes de S. mutans, S. pyogenes e E.
coli utilizadas para sensibilizacao continham aproxima-
damente 10° células/mL. A miosina foi utilizada na con-
centracao 5 ig/ml. As placas foram incubadas 2 horas a
37°C e mantidas em geladeira até o momento do uso.
As placas foram lavadas com tampao fosfato (PBS) e os
sitios livres do poliestireno bloqueados com 0,5% de
gelatina (PBS-G) por 30 minutos a 37°C. Apos esse pe-
riodo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,1%
de Tween-20 (PBS-T). As amostras de saliva foram, en-
tao, diluidas a 1/10 e 1/20 em PBS-T-G e adicionadas
aos orificios da placa. As placas foram incubadas a 37°C
por 2 horas, lavadas com PBS-T e, posteriormente, foi
adicionada aos orificios anti-IgA marcada com
peroxidase. Depois da lavagem com PBS-T, a atividade
da peroxidase foi revelada utilizando-se o substrato
ortofenilenodiamino (OPD-Sigma): 6mg em 12 mL de
tampao citrato-acido citrico 0,1M, pH 5,5 e H,0, a 30%.
A reacao foi desenvolvida por 5 minutos a temperatura
ambiente, e, imediatamente bloqueada com acido sul-
farico 2,5N. As densidades o6pticas (D.O.) foram lidas
em leitor de ELISA (VersaMax) no comprimento de onda
de 490 nm.

Andlise estatistica

Os valores de D.O. obtidos do grupo com carie
foram comparados com os valores de D.O. do grupo
sem carie, utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Fo-
ram considerados estatisticamente significativos os va-
lores de p menores que 0,05.

Resuitapos

Anadlise dos anticorpos da glasse IgA.

Observou-se que as médias dos valores de D.O.
dos dois grupos estudados apresentaram diferencas es-
tatisticamente significantes (p < 0,05), em todas as di-
luicOes testadas. O grupo com cdrie apresentou niveis
maiores de IgA salivar anti-S. mutans (Figural), anti-S.
pyogenes (Figura 2), anti-miosina e anti- Escherechia
coli (Tabela 1), quando comparados com os niveis ob-
servados no grupo sem carie.
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Figura 1. Comparacdo das densidades &pticas (D.O.) referentes aos niveis de IGA antl- S. mutans entre 0s grupos com cdrie € sem carie
nas diluicoes 1:10 e 1:20
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Figura 2. Comparacao das densidades opticas (D.O.) referentes aos niveis de IgA anti- S. pyodenes entre 0s grupos com cérie e sem
carie nas diluicdes 1:10 e 1:20.

Tabela 1. Médias das densidades dpticas dos grupos com cdrie (CC) e sem cérie (SC) para miosina e antigenos de £. coli nas diluicoes
1:10 e 1:20.

Grupos Com Carie 1:10 Sem Carie 1:10 Com Carie 1:20 Sem Carie 1:20
Miosina 0,479 0,315 0,314 0,264
E. coli 0,335 0,244 0,255 0,172

* Anélise estatistica da comparacao entre CC 1:10 e SC1:10, e CC1:20 e SC1:20: valores de p<0,05
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Os niveis de IgA reativos com antigenos de S. mutans
foram maiores que os niveis de IgA para os demais
antigenos estudados (dados ndao mostrados).

DiSCUSSAO E CONCLUSAO

A funcdo protetora das imunoglobulinas ja é bastan-
te conhecida (MICHALEK; CHILDERS, 1990). Os anticorpos
se unem a qualquer substancia invasora neutralizando-
a e impedindo sua adesao aos tecidos. Nas mucosas
esta funcdao é exercida principalmente pelas IgA
secretoras (ROITT; BROSTOFF; MALF, 2003). A IgA
secretora tem varias funcoes, tais como aglutinacdo,
precipitacdo, opsonizacao, supressao da inflamacao, ini-
bicdo da colonizacdo e da penetracdo de antigenos e
neutralizacdo de toxinas, virus e enzimas (MESTECKY et
al.,1986).

A defesa imune especifica contra Streptococcus
mutans é realizada pelos anticorpos IgA salivares pro-
duzidos na mucosa da cavidade bucal (RUSSELL et
al.,1999). A IgA liga-se as bactérias impedindo a sua
colonizacdo na superficie dos dentes e facilitando a sua
eliminacdo (RUSSELL et al. 2004).

varios trabalhos tém procurado relacionar niveis de
ISA anti-S. mutans e resisténcia ou susceptibilidade a
carie. Neste trabalho analisaram-se os niveis de
anticorpos salivares de criancas com cdrie e criancas
sem carie, e observou-se que o grupo com carie apre-
sentou maiores niveis de IgA para antigenos de S.
muians.

Akiyoshi et al. (1998), comparando grupos de crian-
cas com indices de CPODs iguais ou maiores que zero,
nao verificaram diferenca significativa nas concentra-
coes médias de IgA, embora houvesse uma tendéncia
do grupo com cdrie apresentar concentracoes mais ele-
vadas. Também Yazaki et al. (1999) ndao encontraram
diferencas importantes nos niveis de IgA anti-S. mutans
entre criancas com e sem carie.

Bolton e Hlava (1982) observaram no grupo de cri-
ancas sem cdrie uma maior quantidade de IgA anti-S.
mutans. A atividade de carie estava associada com altos
niveis de IgA salivar para glucano e acido teicoico e
baixos niveis de anticorpos para células totais. Os auto-
res sugeriram um papel protetor para os anticorpos
reativos com células inteiras de S. mutans. Aalionen et
al. (1985) e Gregory et al. (1990) também encontraram
niveis maiores de IgA em individuos sem carie.

De acordo com Tenovuo e Aaltonen (1991), ndo ha
uma conclusao definitiva se realmente anticorpos IgA
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e 19G protegem contra a adesdo de S. muians e, conse-
giientemente, contra o desenvolvimento da carie. Em
criancas, anticorpos séricos IgG anti-S. muians parecem
ser mais importantes do que IgA salivares. Em modelos
animais a 1gG sérica forneceu protecao efetiva contra S.
mutans, embora em humanos seu papel nao esteja ain-
da estabelecido.

Krasse, Emilson e Gahnberg (1987) discutiram o efei-
to da imunizacdo com antigenos de S. mutans no de-
senvolvimento de carie. Os autores relataram varios tra-
balhos que demonstram a reducdo de carie em mode-
los animais, mas nao chegaram a conclusao se em hu-
manos os anticorpos seriam realmente eficazes.

Individuos com carie geralmente apresentam mais
estreptococos na cavidade da boca (YAZAKI et al., 1999).
Os antigenos estreptococicos podem estimular o siste-
ma imunoldgico local e induzir a producdo de grandes
quantidades de IgA anti-S. mutans. Isto poderia explicar
o encontro dos niveis elevados destes anticorpos no
grupo com carie estudado neste trabalho. Também, de
acordo com Mosci e Marconi (1989), a restauracao de
lesdes de carie pode contribuir para o aumento dos
niveis de anticorpos salivares. vdrias criancas do grupo
com carie estudado apresentavam lesdes cariosas trata-
das, o que também pode ter contribuido para o aumen-
to de anticorpos neste grupo.

Neste trabalho também analisamos os niveis de IgA
anti-S. pyogenes e antimiosina nos grupos estudados.
Observou-se que os niveis de IgA anti-S. pyogenes e
antimiosina também estavam aumentados no grupo com
carie ativa, acompanhando os niveis de IgA anti-S.
mutans. Estes resultados sugerem uma correlacao en-
tre estes microrganismos, o que ja tem sido investiga-
do por alguns autores. Van De Rijn, Bleiweis e Zabriskie
(1976) imunizaram animais com antigenos de S. mutans
e verificaram um aumento de anticorpos com reatividade
para antigenos de S. pyogdenes. Krisher e Cunningham
(1985), estudando a reatividade de alguns anticorpos
monoclonais reativos com S. pyogenes e miosina, veri-
ficaram que esta reatividade poderia ser reduzida
adsorvendo os anticorpos com S. mutans. Okada et al.
(1996), estudando a reatividade cruzada de antigenos
estreptococicos e tecido cardiaco, sugeriram que uma
sensibilizacao inicial por S. mutans poderia modular res-
postas imunes para infeccoes subseqiientes de S.
pyogenes.

Existe ainda a hipo6tese de os niveis maiores de
anticorpos reativos com S. pyogenes e miosina do gru-
po com cdrie serem conseqiiéncia de uma estimulacao
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policlonal. O encontro de niveis elevados de IgA anti-E.
coli neste grupo fortalecem esta hipétese. Portanto, os
antigenos estreptococicos poderiam estar estimulando
varios clones de linfocitos B e introduzindo a producdo
de grandes quantidades de IgA inespecificas.

Podemos concluir que ndao ha um resultado definiti-
vo sobre a funcao dos anticorpos anti-S. mutans na pro-
tecdo contra carie, ja que ha muitas controvérsias na
literatura. Quanto a semelhanca antigénica entre os
microrganismos investigados, nossos resultados nao
puderam confirmar esta correlacdo, uma vez que os
anticorpos aumentados da classe IgA no grupo com carie
foram reativos para todos os antigenos testados, suge-
rindo uma estimulacao policlonal.

ABSTRACT

Streptococcus mutans is the main cariogenic
microorganism that colonizes teeth surface. Evidences
have suggested that Streptococcus mutans contains
antigens, which are immunologically cross-reactive with
cardiactissue and Streptococcus pyogenes, the etiologic
agent of faryngitis. Levels of IgA anti-S. mutans, anti-S.
pyogenes and anti-myosin were analyzed in saliva from
30 children with active caries and 30 children without
caries, from Odontopediatric Clinic of Taubaté University
and Judithe Weber Municipal School of Potim. Two
milliliters of saliva from each child were collected and
salivary levels of IgA were analyzed by ELISA. The results
showed that means of salivany optic density from group
with caries were increased, meaning elevaied levels of
IgA reactive with all tested antigens, including irrelevant
antigens. These results suggest a policlonal stimulation
in oral cavity of children with more antigenic stimulation,
and confirm the conflict in results about the role of
antibodies in caries protection.

Kev-woRDS
Streptococcus mutans. Streptococcus pyogenes. Myosin.
IgA.
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