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n RESUMO: Neste tra ba lho, usando ELISA e DOT-BLOT os auto res ana li sa ram

os níveis séri cos e sali va res de IgG e IgA para antí ge nos solú veis e de super fí -

cie de Strep to coc cus mutans. Três gru pos de indi ví duos foram ana li sa dos: a)

sem lesão de cárie (n = 10), b) com lesão de cárie (n = 10) e c) com cárie tra tada 

(n = 9). Indi ví duos sem lesão de cárie apre sen ta vam títu los mais altos de IgA

na saliva para antí ge nos solú veis de S. mutans. Anti cor pos para antí ge nos de

super fí cie foram detec ta dos pelo DOT-BLOT na fra ção IgG sérica e, seus

níveis eram mais ele va dos nos indi ví duos com lesão de cárie.

n PALAVRAS-CHAVE: DOT-BLOT; ELISA; Strep to coc cus mutans; anti cor pos.
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Dife ren tes espé cies de estrep to co cos estão impli ca das na eti o lo gia
da cárie den tá ria.10, 17 Entre essas espé cies des ta cam-se, pela sua fre -
qüên cia de iso la mento, o Strep to coc cus mutans e o Strep to coc cus
sobri nus, encon tra dos em indi ví duos com alta ati vi dade de cárie.4,17

A imu ni za ção de ani mais de labo ra tó rio com célu las e/ou antí ge nos
puri fi ca dos de S. mutans induz anti cor pos pro te to res con tra a cárie den -
tá ria.8, 9, 11, 15 Esses anti cor pos inter fe rem com o fenô meno de ade rên cia
do micror ga nismo à super fí cie do dente e rea gem prin ci pal mente com
antí ge nos de super fí cie, como o antí geno I/II (Ag I/II), tam bém deno mi -
nado antí geno B ou SpaA.6, 7, 9, 13 O achado de anti cor pos pro te to res em
ani mais imu ni za dos por S. mutans suge riu a via bi li dade de uma vacina
anti cá rie e esti mu lou pes qui sas nesse sen tido.8, 10 Entre tanto, o inte -
resse pela imu ni za ção ativa decli nou rapi da mente desde que Van de
Rijn et al.16 demons tra ram que soros de coe lhos hipe ri mu ni za dos com
essa bac té ria apre sen ta vam rea ti vi dade cru zada com tecido car díaco.
Desde então muito se tem estu dado com o obje tivo de afas tar a sus pe i ta.
Dados reu ni dos até o momento mos tram que a res posta anti mi o cár dio,
obser vada em coe lhos hipe ri mu ni za dos, não está rela ci o nada com
AgI/II, mas pode ser devida a outro com po nente de super fí cie, pro va vel -
mente da mem brana ou parede celu lar.1, 12, 19

Na clí nica de doen ças infec ci o sas, os estrep to co cos bucais estão
fre qüen te mente asso ci a dos a qua dros de endo car dite bac te ri ana suba -
guda. Nes tes casos, pode-se detec tar uma forte res posta de IgG e IgA
para o Ag I/II e Ag III de S. mutans, enquanto os anti cor pos anti co ra ção
estão ausen tes.14

Com o obje tivo de conhe cer melhor a res posta imune humo ral em
indi ví duos atin gi dos ou não pela cárie den tá ria, e como parte de uma in -
ves ti ga ção mais ampla sobre mime tismo anti gê nico entre S. mutans e
cora ção, ana li sa mos os níveis séri cos e sali va res de IgG e IgA para antí -
ge nos solú veis e de super fí cie desse micror ga nismo.

Mate ri ais e méto dos

Popu la ção estu dada

Foram estu da dos três gru pos de indi ví duos: a) com expe riên cia pré -
via de cárie (cárie tra tada – CT, n = 10) e CPOD médio de 7,6. A média de 
idade do grupo era de 21,2 anos; b) sem lesão de cárie (SLC, n = 10) com -
posto por sete homens e três mulhe res, cuja média de idade era 17,8
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anos; c) com lesões ati vas de cárie (CLC, n = 9). O grupo CLC tinha um
CPOD médio de 8,88 e era cons ti tu ído por 1 homem e 8 mulhe res, com
idade média de 22 anos.

Todos os indi ví duos con cor da ram em par ti ci par do tra ba lho e
deram seu con sen ti mento por escrito, após terem sido escla re ci dos
sobre os obje ti vos da pes quisa e como seria uti li zado suas amos tras de
san gue e saliva. Todos os docu men tos foram apre sen ta dos e apro va dos
pela comis são de ética da Facul dade de Odon to lo gia de São José dos
Cam pos.

As amos tras de san gue foram colhi das sem anti co a gu lante e os
soros sepa ra dos e ana li sa dos indi vi du al mente.

Amos tras de sali vas

De cada indi ví duo foi cole tado, num cálice gra du ado, 5 ml de saliva, 
acres cen tando-se ime di a ta mente azida sódica 0,002% e flu o reto de
fenil me til sul fo nil (P7626-SIGMA) 5 mM. Em seguida, as sali vas foram
cen tri fu ga das a 7.000 rpm, por 20 minu tos (min) a 4oC, para remo ver res -
tos celu la res e subs tân cias sóli das pre sen tes. As amos tras do grupo CT
foram reu ni das num pool, pre ci pi tado com sul fato de amô nio 50% e dia -
li sado por 18 horas (h) con tra solu ção salina tam po nada com fos fato
(PBS). As imu no glo bu li nas pre ci pi ta das foram então ana li sa das por
ELISA (Enzyme-lin ked immu no sor bent assay) e DOT BLOT ante S.
mutans.

Pre pa ra ção do antí geno de S. mutans

S. mutans, cepa CCT 1910 (ATCC 35668), foi cul ti vado em 2.000 ml
de caldo tríp tico de soja (DIFCO), dis tri bu í dos em três fras cos e incu ba dos
a 37oC, por 24 h, em micro a e ro fi lia. Após este período, o cres ci mento foi
inter rom pido com for mal de ído 0,075% e a cul tura dei xada por 18 h a 4oC.
A seguir, as célu las foram colhi das por cen tri fu ga ção, lava das três vezes
em Tris – HCl 125 mM, EDTA 10 mM, pH 7,5, res sus pen sas em 50 ml do
mesmo tam pão e agi ta das vigo ro sa mente com péro las de vidro, por 18 h 
a 4oC. O lisado foi então cen tri fu gado a 15.000 rpm, por 30 min a 4oC e o
sobre na dante e pre ci pi tado con ser va dos. O sobre na dante, após diá lise e 
con cen tra ção, pas sou a cons ti tuir o antí geno solú vel (AgSo). O pre ci pi -
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tado, lavado três vezes com Tris 125 mM, pH 7,5, foi extra ído com
Tris-HCl 125 mM, pH 6,8, uréia 6 M e Tween 20 0,5%, por 5 min a 100oC
e por 24 h a 4oC. O extrato obtido, após diá lise e con cen tra ção, pas sou a
ser desig nado antí geno de super fí cie (AgSu). A con cen tra ção de pro te í -
na nas pre pa rações foi deter mi nada pelo método de Brad ford3, uti li -
zando como padrão soro albu mina bovina.

ELISA

Pla cas de polis ti reno, com 96 ori fí cios (COSTAR) foram sen si bi li za -
das com AgSo de S. mutans (100 µg/ml), em tam pão car bo nato-bicar bo -
nato 0,1 M, pH 9,6. As pla cas foram incu ba das por 1h 30 min a 37oC e a
4oC até o uso.

Antes de usar, as pla cas foram lava das com PBS e os sítios livres
blo que a dos com 0,5% de gela tina (G) em PBS, por 30 min a 37oC. Em
seguida, as pla cas foram lava das com PBS, con tendo 0,01% de Tween 20 
(PBS-T) e os soros adi ci o na dos e dilu í dos na razão 2 em PBS-T-G. As
pla cas foram então incu ba das a 37oC por 1 h 30 min. A seguir, acres cen -
tou-se o con ju gado anti-IgA ou anti-IgG humana (2 µg/ml), mar cado
com pero xi dase. A con cen tra ção do con ju gado foi deter mi nada pre vi a -
mente por titu la ção em bloco, uti li zando-se três soros com dife ren tes
rea ti vi da des para o antí geno em estudo.

A ati vi dade de pero xi dase foi evi den ci ada com o subs trato orto fe ni -
le no di a mino (OPD) 6 mg em 12 ml de tam pão citrato-ácido cítrico, 0,1 M,
pH 5,5 e 10 µl de H2O2 0,03%. A rea ção desen vol veu-se por 30 min a 37oC
e as den si da des ópti cas (DO) foram lidas num lei tor ELISA (BIO RAD
3550). Na aná lise dos soros e sali vas, con si de rou-se como ponto final da
rea ção (título) a dilu i ção com DO igual ou infe rior a 0,050 a 490 nm.

DOT-BLOT

Cerca de 5 mg do AgSu foram solu bi li za dos em 100 µl de tam pão de
amos tra (Tris-HCl 0,0625 M, pH 6,8, SDS 20%, gli ce rol 10%, azul de bro -
mo fe nol 0,0005% e β mer cap to e ta nol 5%). Após com pleta dis so lu ção do
antí geno, depo sitaram-se 2 µl da pre pa ra ção por ponto, na nitro ce lu lose. 
Em seguida, os sítios livres da nitro ce lu lose foram blo que a dos com
PBS-T acres cido de leite des na tado a 5% (PBS-T-L) por 1 h. Ter mi nado
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este período, os soros foram dilu í dos em PBS-T-L, colo ca dos sobre as
fitas e incu ba dos por 2 h, à tem pe ra tura ambi ente com agi ta ção.

Após mais uma etapa de lava gem, acres cen tou-se o con ju gado
anti-IgG humana mar cado com pero xi dase (2 µg/ml) em PBS-T-L e
incu bou-se por 1 h 30 min. Final mente, o com plexo antí geno-anti corpo
foi reve lado com 5 mg de dia mi no ben zi dina (DAB) em 20 ml de Tris-HCl, 
0,1 M, pH 7,6, 20 µl de H2O2 0,03%.

Aná lise esta tís tica

A aná lise esta tís tica foi efe tu ada para os resul ta dos das dosa gens
de anti cor pos. Foram uti li za dos a aná lise de variân cia não para mé trica
de Krus kal-Wal lis, o teste de Mann-Whit ney e o teste por com pa ra ção
múl ti pla de Dunn.

Resul ta dos 

Na Figura 1, pode-se obser var que os níveis de IgG sérica para
AgSo de S. mutans não dife rem nos três gru pos estu da dos (Tabela I). Já
a res posta de IgA sérica era, apa ren te mente, mais ele vada nos gru pos
CT e SLC, quando com pa rada com o grupo CLC, embora o valor de p
tam bém não fosse sig ni fi cante (Figura 2, Tabela 2).

Ana li sando as amos tras de saliva, encon tra mos níveis mais altos
de IgA para AgSo de S. mutans em indi ví duos do grupo SLC. Jovens
com lesões de cárie ativa tinham menos anti cor pos dessa classe. A
aná lise esta tís tica mos trou que o valor de p estava bem pró ximo da
sig ni fi cân cia (p = 0,052) e que valo res infe ri o res a 0,05 pode riam ser
alcan ça dos tes tando-se maior número de amos tras (Figura 3, Tabela 3).
O pool de sali vas do grupo CT tam bém foi ana li sado, mas apre sen tava
baixa rea ti vi dade.

Na Figura 4, apre sen ta mos os resul ta dos de IgG sérica para AgSu
de S. mutans, usando a téc nica do DOT-BLOT. As medi a nas obti das
para os três gru pos foram SLC = 768, CT = 256 e CLC = 1.024 indi cando
uma clara dis tin ção entre esses indi ví duos. Isso se con firma pelo valor
de p = 0,0134 (Tabela 4).
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Tabe la 1 – Esta tís tica des cri tiva e infe ren cial (teste Krus kal-Wal lis) dos 
títu los de IgG sérica em ELISA, para os antí ge nos solú veis
de S. mutans, segundo os gru pos: SLC (sem lesão de cárie),
CLC (com lesão de cárie) e CT (cárie tra tado)

Grupos Mínimo Máximo Mediana Média dos postos

SLC  2.560 81.920 15.360 11,75

CLC 10.240 81.920 20.480 15,77

CT 10.240 81.920 30.720 17,55
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FIGURA 1 – Rea ti vi dade de IgG sérica para antí ge nos solú veis de S. mutans. Con ju gado
anti-IgG humana mar cado com pero xi dase.

FIGURA 2 – Rea ti vi dade de IgA sérica para antí ge nos solú veis de S. mutans. Con ju gado 



estatística Kruskal-Wallis = 2,539; p = 0,281

Tabe la 2 – Esta tís tica des cri tiva e infe ren cial (teste Krus kal-Wal lis) dos 
títu los de IgA sérica em ELISA, para os antí ge nos solú veis
de S. mutans, segundo os gru pos: SLC (sem lesão de cárie),
CLC (com lesão de cárie) e CT (cárie tra tada)

Grupos Mínimo Máximo Mediana Média dos postos

SLC 40 1.280 320 16,550

CLC 40  640 120  9,250

CT 80 1.280 320 15,389

estatística Kruskal-Wallis = 4,310; p = 0,1159

Tabe la 3 – Esta tís tica des cri tiva e infe ren cial (teste Mann-Whit ney)
dos títu los de IgA sali var em ELISA, para os antí ge nos solú -
veis de S. mutans, segundo os gru pos: SLC (sem lesão de
cárie), CLC (com lesão de cárie)
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FIGURA 3 – Rea ti vi dade de IgA sali var para antí ge nos solú veis de S. mutans. Con ju gado 

anti-IgA humana mar cado com pero xi dase.



Grupos Mínimo Máximo Mediana Média

SLC 64 2.048 768 876,8

CLC 32  512 384 316,8

estatística Mann-Whitney = 24,5; p = 0,0524

Tabe la 4 – Esta tís tica des cri tiva e infe ren cial (teste Krus kal-Wal lis) dos 
títu los de IgG sérica no DOT BLOT, para os antí ge nos de
super fí cie de S. mutans, segundo os gru pos: SLC (sem
lesão de cárie), CLC (com lesão de cárie) e CT (cárie tra tada)

Grupos Mínimo Máximo Mediana Média dos postos

SLC 128 1.024  768 15,1

CLC* 512 1.024 1.024 20,9

CT*  64 1.024  256 10,5

estatística Kruskal-Wallis = 8,632; p = 0,0134

* dife rem ao nível de 5%, segundo teste de com pa ra ção múl ti pla de Dunn

Dis cus são
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FIGURA 4 – Rea ti vi dade de IgG sérica para antí ge nos de super fí cie de S. mutans. Con ju -

gado anti-IgG humana mar cado com pero xi dase.



Neste tra ba lho, altos títu los de anti cor pos da classe IgG (81.920)
para AgSo foram obser va dos em indi ví duos com e sem expe riên cia pré -
via de cárie, indi cando que estes anti cor pos não estão envol vi dos com
pro te ção. Esse achado está de acordo com outros rela tos, mos trando
que a imu ni za ção intra na sal de huma nos com lipos so mos con tendo
antí ge nos de S. mutans eleva os níveis de IgM e IgA séri cos anti gli co sil -
trans fe rase, mas não altera os níveis de IgG. Vari a ção con si de rá vel foi
obser vada entre indi ví duos nos níveis pré-imu nes des ses anti cor pos e,
sub se qüen te mente, na res posta imune anti gli co sil trans fe rase 5

Nos sos resul ta dos demons tram que a expe riên cia pré via de cárie
não altera sig ni fi ca ti va mente a res posta de IgG sérica para AgSo de S.
mutans. O nível ele vado de anti cor pos, obser vado neste estudo, não
parece estar cor re la ci o nado ao pro cesso de cárie den tá ria. É bem pro vá -
vel que esses anti cor pos sejam indu zi dos por dife ren tes antí ge nos de
bac té rias Gram posi ti vas com rea ti vi dade cru zada com S. mutans.

Antes de dis cu tir mos os resul ta dos de IgA sali var, lem bra mos que a 
saliva é cons ti tu ída basi ca mente por água e que as pro te í nas cons ti tuem 
0,1 a 0,2% de seu peso total, sendo ape nas uma pequena parte IgA.
Assim, nos tes tes uti li zando amos tras de saliva, as dilu i ções não podem
ser altas, com o risco de per der em sen si bi li dade.4

Na popu la ção estu dada, obser va mos níveis mais altos de IgA sali -
var para AgSo, em indi ví duos resis ten tes à cárie, enquanto aque les indi -
ví duos com lesões de cárie ativa apre sen ta vam níveis mais bai xos des -
sas imu no glo bu li nas. Numa ten ta tiva de equa ci o nar melhor o pro blema,
puri fi ca mos IgA do soro de indi ví duos com e sem cárie. IgA de indi ví -
duos imu nes à cárie evi den ciou duas a três ban das no Wes tern-blot ting,
enquanto a rea ti vi dade de IgA sérica de paci en tes com cárie era muito
menos intensa, nas mes mas con cen tra ções (dados não mos tra dos).

Achado seme lhante foi rela tado por Blan chard et al.2 nas peri o don -
ti tes, onde níveis mais bai xos de IgA secre tora para Porphyro mo nas gin -
gi va lis foram encon tra dos em paci en tes com a doença.

Com o obje tivo de conhe cer melhor a res posta imune muco sal,
Win ders tröm et al.18 uti li za ram a téc nica de Wes tern-Blot ting e ELISA
para ana li sar a res posta de IgA sali var ante cepas de refe rên cia ou re -
cen te mente iso la das de S. mutans e S. sobri nus. Padrões muito simi la res 
de rea ti vi dade foram vis tos para IgA sali var e S. mutans. Amos tras de
saliva cole ta das de um mesmo indi ví duo em vários dias con se cu ti vos
apre sen ta ram níveis de rea ti vi dade muito pró xi mos, tanto para iso la dos
fres cos quanto para aque les de cul tura de esto que.
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Bratt hall et al.4 tam bém estu da ram a impor tân cia da expe riên cia de
cárie nos níveis de IgA sali var espe cí fica, em cri an ças tai lan de sas.
Foram ana li sa das amos tras de saliva total cole ta das após esti mu la ção
com para fina. Os resul ta dos desse tra ba lho mos tra ram que sali vas de
cri an ças com baixa pre va lên cia de cárie rea giam com mais poli pep tí -
deos dis tin tos no wes tern-blot ting que sali vas de cri an ças com alta pre -
va lên cia da doença, suge rindo uma rela ção entre IgA sali var e pro te ção.
O wes tern-blot ting de cri an ças tai lan de sas tam bém evi den ciou menos
ban das quando com pa rado com o de cri an ças sue cas imu nes à cárie e
da mesma faixa etá ria.

Esses dados estão de acordo com os nos sos resul ta dos e tam bém
com aque les de Gre gory et al.7, que suge ri ram um papel para esses anti -
cor pos na neu tra li za ção de fato res de viru lên cia do micror ga nismo, tais
como gli co sil trans fe rase e gli co se fos fo trans fe rase.

Sur pre en deu-nos o achado no DOT-BLOT de uma dife rença esta tis -
ti ca mente sig ni fi cativa nos títu los de IgG sérica para AgSu de S. mutans
nos indi ví duos com lesões ati vas de cárie. Achado suges tivo de uma
res posta secun dá ria para esses antí ge nos e que deve incluir anti cor pos
de outras clas ses, como IgA. Infe liz mente, não foi pos sí vel ava liar os
níveis séri cos ou sali va res de IgA para antí ge nos de super fí cie no
DOT-BLOT, em razão de suas bai xas con cen tra ções.

Con clu são

Nos sos resul ta dos suge rem que os níveis de IgA sali var para AgSo
de S. mutans podem estar rela ci o na dos com resis tên cia à cárie den tá ria
em indi ví duos adul tos, mas que a res posta de IgG sérica para AgSu é um 
indi ca dor mais sen sí vel quando se pre tende ava liar res posta imune
humo ral ante S. mutans.

Indi ví duos adul tos, sem expe riên cia de cárie, apre sen ta vam níveis
mais altos de IgA sali var para AgSo em ELISA. Quanto ao AgSu o
DOT-BLOT foi o método mais ade quado para ana li sar a res posta de IgG
sérica.
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n ABSTRACT: In this paper, using ELISA and dot-blot ting assay, IgG and IgA
anti body lev els pres ent in serum and in saliva sam ples were com pared for sol -
u ble and sur face anti gens from Strep to coc cus mutans. Three groups of sub -
jects were con sid ered: car ies-free indi vid u als, car ies active and car ies-treated 
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