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m RESUMO: Streptococcus mutans tem sido fortemente implicado como um
dos agentes causadores da céarie dentaria, sendo freqiientemente isolado da
placa dentaria humana. Neste estudo, examinamos a reatividade dos anticor-
pos IgG e IgA anti-S. mutans em amostras de fluido gengival de criangas com
e sem gengivite, a fim de medir a participagao deste microrganismo na reagéao
inflamatoria envolvendo os tecidos gengivais. Nossos achados mostraram um
nivel aumentado de IgG anti-S. mutans no fluido gengival de criancas com
gengivite.
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Introducao

A gengivite é definida como uma inflamagao restrita aos tecidos
gengivais e que tem como causa principal a placa bacteriana.? 11.12.21,24
Sendo uma doenca bastante freqiiente em criangas, tanto na dentigao
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decidua como mista, é importante que o odontopediatra conhega bem
sua etiologia e patogénese, para fazer o diagnostico correto, prevengao
e tratamento.” 2% Para isso, € importante conhecer os microrganismos
envolvidos na placa bacteriana, tanto na saude gengival quanto na infla-
macéo e a resposta imunologica que estes provocam, pois qualquer
patologia tem inicio no desequilibrio entre o fator agressor e a resposta
do hospedeiro. Nesse ponto, achamos de grande valia, 0 conhecimento
de como respondem os tecidos do periodonto a placa bacteriana, cau-
sando ou ndo doenca.

Neste trabalho, analisamos os niveis de anticorpos IgG e IgA
anti-Streptococcus mutans em criancas com e sem gengivite. Sabemos
que esse microrganismo tem importante papel na placa bacteriana cario-
génica, mas sua participacédo na inflamagéo gengival nao tem sido dis-
cutida na literatura. Assim, com o objetivo de preencher essa lacuna no
conhecimento relativo a etiologia das gengivites da infancia, decidimos
estudar a resposta imune humoral anti-S. mutans no fluido crevicular
gengival.

Material e método

Populacao estudada

Foram selecionadas quarenta criancas, com idades entre 3 € 11 anos,
sendo vinte com gengivite (média de idade = 6,3 anos) e vinte sem gen-
givite (média de idade = 5,7 anos), da comunidade Emats e do Lar do
Menor da cidade de Ubatuba /SP. Todas as crian¢as com gengivite apre-
sentavam pelo menos trés sitios na arcada superior com inflamagao gen-
gival. Em cada crianga foi realizado exame bucal com luz natural e com
auxilio de afastadores de lingua. Foram avaliados os indices CPOD e
ceo. O indice CPOD representa a média de dentes permanentes cariados
(C), extraidos (P) e obturados (O) por individuo, enquanto o indice ceo
representa a média de dentes deciduos cariados (c), com extragdo indi-
cada (e) e obturados (o) por crianca.

Para cada criancga foi preenchida uma ficha e as amostras coletadas,
enumeradas de acordo com O numero correspondente do paciente,
acrescentando-se a letra “S” para os controles e “G” para os pacientes
com gengivite.
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Coleta de amostras

As amostras de material do sulco gengival foram coletadas com
cones de papel absorvente esterilizados (n20, DENTSPLY), cortados
numa altura de 15 mm, de maneira que cada cone poderia absorver
aproximadamente 10 ul de fluido gengival. Isolado o sulco vestibular
superior com roletes de algodéo, os cones de papel, trés para cada pacien-
te, foram colocados no interior do sulco gengival vestibular com o auxilio
de pinga clinica esterilizada, sendo mantidos em posigdo por trés minu-
tos. Apos a coleta, os cones de papel foram colocados em tubos tipo
ependorf e armazenados a -20°C até 0 uso.

Antigeno de S. mutans

Para o preparo do antigeno, a cepa CCT 1910 (ATCC 35668) de S.
mutans foi cultivada em 2.000 ml de caldo triptico de soja (TSB-DIFCO)
distribuido em trés frascos de Erlenmeyer, a 37°C, por 24 horas, em
atmosfera com 5% de CO,. Apos este periodo, o crescimento foi inter-
rompido com formaldeido 0,075% e a cultura deixada por 18 horas a 4°C.
A seguir, as células foram colhidas por centrifugagao e lavadas trés vezes
em Tris-HCL 125 mM, EDTA 10 mM, pH 7,5. Em seguida, as células
foram suspensas em 50 ml do mesmo tampao e acrescentado fluoreto de
fenilmetil sulfonil (P7626-SIGMA) numa concentracdo final de 5 mM.
Pérolas de vidro foram entdo adicionadas a suspensao, que foi agitada
vigorosamente por toda a noite, a 4°C. A seguir, o lisado foi centrifugado
a 7.000 rpm, por 30 minutos, a 4°C, e o sobrenadante dialisado contra o
mesmo tampao e liofilizado.

Técnica ELISA

Placas de polistireno, com 96 orificios (Costar, USA), foram sensibi-
lizadas com 100 ug/ml (peso seco) de antigeno de Streptococcus mutans
em tampdo carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6 e incubados por 1 h e
30 min a 37°C e depois guardadas a 4°C até o uso. Antes do uso, as pla-
cas foram lavadas duas vezes com solugao salina tamponada com fos-
fato (PBS) e os sitios livres do polistireno, bloqueados com 0,5% de gela-
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tina (G) em PBS, por 30 min, a 37°C. Apds esse periodo, as placas foram
lavadas com PBS, contendo 0,01% de TWEEN 20 (PBS-T). A seguir,
acrescentou-se aos ependorfs 300 pl de PBS-T-G, agitou-se vigorosa-
mente num Vortex e incubou-se por 30 min a 37°C.

Apos, adicionou-se aos orificios das placas, ja lavadas, 50 pl do flui-
do gengival diluido em duplicata e incubaram-se as amostras por 2 h a
37°C. Em seguida, ap6s mais uma etapa de lavagem, foi adicionado o
conjugado anti-IgG e anti-IgA humanas marcadas com peroxidase
(SIGMA) numa concentracédo de (2 ug/ml), e as placas foram novamente
incubadas por 1 h e 30 min, a 37°C.

O complexo antigeno-anticorpo foi revelado com o substrato consis-
tindo de 20 ml de tampé&o citrado — acido citrico 0,1M, pH 5,5 com 10 mg
de ortofenilenodiamino (OPD-SIGMA) e 20 ul de 4gua oxigenada a 0,03 %.

A reagao desenvolveu-se por 10 min, sendo em seguida bloqueada
pela adicéo de 50 pl de acido sulfurico 2,5 N. As densidades 6ticas foram
lidas a 492 nm, num leitor ELISA (BIO RAD-modelo 3550) equipado com
impressora.

Resultado
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FIGURA 1 - Representagao grafica tipo BOX/WHISKER PLOT dos resultados obti-
dos na andlise dos fluidos gengivais. Optamos por este tipo de grafico porque coloca
em evidéncia a metade principal da distribuigdo dos valores. Na parte central, faixa
inter-quartis, encontram-se os dados mais estaveis e importantes.
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FIGURA 2 - Reatividade de IgG anti-Streptococcus mutans nos grupos experimental
(n = 20) e controle (n = 20). Resultados expressos em DO a 492 nm. A linha continua
representa o valor de decisdo igual a 0,47.

Os resultados obtidos foram expressos em valores de densidade
oOtica (DO) a 492 nm e sdo apresentados nas Figuras 1 e 2.

Pode-se observar que o valor mediano (0,3838) do grupo IgG com
gengivite mostra que dez pacientes apresentaram valores superiores a
quinze pacientes do grupo IgG sem gengivite, indicando, assim, uma
maior resposta imunolégica anti-Streptococcus mutans. Ja os grupos
IgA com gengivite e IgA sem gengivite apresentaram o mesmo desempe-
nho, ou seja, sem diferenca significante do ponto de vista imunologico. A
reatividade para IgA, embora muito reduzida, apresentou um valor dis-
crepante, muito acima dos demais (DO = 0,73) no grupo controle.

Analisando os resultados de IgG, verificamos que o grupo IgG com
gengivite apresentava valores medianos superiores ao grupo IgG sem
gengivite, 0,3838 e 0,3044 respectivamente. A faixa interquartil (Q3 -
Q1) apresentou maior variabilidade para o grupo IgG com gengivite. O
teste “t” de Student indicou um valor de prova (p) de 0,051% muito pro-
ximo do valor convencional de significancia de 5%. Se aumentassemos o
tamanho da amostra, o teste estatistico teria maior poder e poderiamos,
assim, evidenciar de modo mais claro uma diferencga estatisticamente
significante entre as médias dos grupos IgG com e sem gengivite.

Usando como regra de decisdo o valor de 0,47 de DO para separa-
¢ao dos dois grupos IgG com e sem gengivite, observamos um valor de
especificidade de 90% e sensibilidade de 45%. Nesta condicéo, no grupo
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controle, 18 criancas apresentaram valores de DO abaixo de 0,47, en-
quanto no grupo experimental nove ficaram abaixo deste limiar.

Os indices CPOD e ceo também foram avaliados, mas os escores
obtidos ndo apresentaram nenhuma correlagao com os niveis de IgG.

Discussao

A placa bacteriana é o fator etiolégico determinante da gengivite,
sendo apenas alguns microrganismos responsaveis pela ocorréncia da
inﬂamagéo gengival. 2,3,7,8,11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, 24

Loe et al.14 observaram que é necessario a colonizagéo seqiencial e
a maturagao da placa bacteriana para que haja um quadro de gengivite.
Em criancas, ha fatores que favorecem esse crescimento bacteriano,
como a presenca de dentes em erupcao com sulco gengival aumentado,
as proprias alteracoes inflamatoérias do tecido gengival durante a fase
eruptiva, a dificuldade de higienizagao, o alto consumo de sacarose, a
presenca de lesbes cariosas, dentes em processo de esfoliagdo e a pre-
senca de raizes residuais dos dentes deciduos.?

Vaérios estudos demonstram que o0s estreptococos do grupo
“mutans” colonizam a cavidade bucal a partir da erupgao dos primeiros

dentes deciduos, fazendo entdo parte da microbiota normal do hospede-
iro.10. 23

Sabemos que na placa bacteriana proxima da gengiva sadia predo-
minam varias espécies de estreptococos, incluindo S. mutans, e ainda
que a gengivite esta associada com uma mudanga de microbiota, ini-
cialmente dominada por cocos Gram-positivos, para uma microbiota
mais complexa incluindo bactérias anaerébias Gram-negativas e formas
espiraladas.0

Como o Streptococcus mutans esta presente, em maior ou menor
quantidade, na placa bacteriana, esse microrganismo deve participar
da etiologia da gengivite. S. mutans sintetiza um polissacarideo ex-
tra-celular, o dextrano, com importante potencial para estimular as
células B, sem o auxilio dos linfécitos T (estimulagéo policlonal). Além
disso, os acidos lipoteicoicos e o muramil dipeptideo ativam os macro-
fagos que liberam o fator de necrose tumoral (FNT) iniciando o processo
inflamatorio.!
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Na literatura cientifica, sdo raros os trabalhos que analisam os fato-
res de viruléncia de S. mutans com relagdo aos tecidos gengivais, difi-
cultando a discussédo de nossos resultados.

Duarte et al.4 ndo consideram esse microrganismo agressivo para o
periodonto, destacando apenas seu potencial cariogénico. Outros auto-
res também discutem seu envolvimento na céarie dentéria, sem mencio-
nar seu papel na gengivite em criancas.8 9 10. 18,20, 25

Entretanto, para Russel et al.,?? o S. mutans é potencialmente
agressivo para varios tecidos, e pessoas sistemicamente expostas a esse
microrganismo podem desenvolver uma forte resposta imunologica de
IgG e IgA, manifestando inclusive anticorpos com reatividade cruzada
com O coragao.

Na gengivite, a sintese local de anticorpos por plasmécitos presen-
tes nos tecidos gengivais inflamados é mais importante na defesa imu-
nologica que a resposta sistémica, pois nesses locais os niveis de anti-
corpos especificos estdo mais elevados que no soro e na saliva.'? IgG e
IgA estdo possivelmente relacionadas com a neutralizacéo dos estrepto-
cocos do grupo mutans e inibigao de seus fatores de viruléncia pelo blo-
queio dos determinantes de aderéncia, reducdo de hidrofobicidade e
aglutinag¢éo bacteriana. 6 23

Segundo Ebersole et al.,® a resposta local de anticorpos especificos
para determinadas bactérias da placa pode identificar sitios com risco
potencial de desenvolvimento de lesdo periodontal ativa antes mesmo
dos primeiros sinais clinicos de doenca periodontal.

Neste estudo, os niveis de IgA anti-S. mutans néo foram significati-
vos. Ja a imunoglobulina IgG estava aumentada na vigéncia de inflama-
¢ao gengival, sugerindo tratar-se de um transudato. A indugao precoce
de anticorpos seéricos, da classe IgG, pelo Streptococcus mutans, pode
ser importante na protegao do esmalte imaturo no periodo de erupgao
dos dentes e na neutralizagao de enzimas e outros metabolitos potencial-
mente toxicos para os tecidos periodontais.

Concluséo

Criangas com gengivite apresentam niveis mais altos de IgG anti-
Streptococcus mutans no fluido gengival que criangas com gengiva
sadia. Nenhuma diferenca foi observada nos niveis de IgA especifica
para esse microrganismo.
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m ABSTRACT: Streptococcus mutans has been strongly implicated as one of
the causative agents of dental caries and it is frequently isolated from human
dental plaque. In this study, we examined the reactivities of IgA and IgG
antibodies against S. mutans in samples of crevicular fluid from children with
or without gingivitis, in order to measure the participation of this microorgan-
ism in the inflammatory reaction affecting the gingival tissue. Our findings
showed an increased level of IgG against Streptococcus mutans in crevicular
fluid from children with gingivitis.
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