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m RESUMO: Neste trabalho, usando ELISA e DOT-BLOT os autores analisaram
os niveis séricos e salivares de IgG e IgA para antigenos soluveis e de superfi-
cie de Streptococcus mutans. Trés grupos de individuos foram analisados: a)
sem lesdo de cérie (n = 10), b) com lesédo de cérie (n = 10) e ¢) com cérie tratada
(n =9). Individuos sem lesdo de carie apresentavam titulos mais altos de IgA
na saliva para antigenos soluveis de S. mutans. Anticorpos para antigenos de
superficie foram detectados pelo DOT-BLOT na fragdo IgG sérica e, seus
niveis eram mais elevados nos individuos com leséo de carie.
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Diferentes espécies de estreptococos estdo implicadas na etiologia
da cérie dentéaria.l% 17 Entre essas espécies destacam-se, pela sua fre-
quéncia de isolamento, o Streptococcus mutans e o Streptococcus
sobrinus, encontrados em individuos com alta atividade de carie 417

A imuniza¢ao de animais de laboratério com cé€lulas e/ou antigenos
purificados de S. mutans induz anticorpos protetores contra a carie den-
taria.8 9 11. 15 Esses anticorpos interferem com o fendmeno de aderéncia
do microrganismo a superficie do dente e reagem principalmente com
antigenos de superficie, como o antigeno I/II (Ag I/II), também denomi-
nado antigeno B ou SpaA.6 7. 9. 13 O achado de anticorpos protetores em
animais imunizados por S. mutans sugeriu a viabilidade de uma vacina
anticarie e estimulou pesquisas nesse sentido.® 10 Entretanto, o inte-
resse pela imunizacdo ativa declinou rapidamente desde que Van de
Rijn et al.’® demonstraram que soros de coelhos hiperimunizados com
essa bactéria apresentavam reatividade cruzada com tecido cardiaco.
Desde entdo muito se tem estudado com 0 objetivo de afastar a suspeita.
Dados reunidos até 0 momento mostram que a resposta antimiocéardio,
observada em coelhos hiperimunizados, ndo esta relacionada com
Agl/II, mas pode ser devida a outro componente de superficie, provavel-
mente da membrana ou parede celular.! 1219

Na clinica de doencas infecciosas, os estreptococos bucais estao
frequentemente associados a quadros de endocardite bacteriana suba-
guda. Nestes casos, pode-se detectar uma forte resposta de IgG e IgA
para o Ag I/l e Ag Il de S. mutans, enquanto 0s anticorpos anticoragao
estdo ausentes.

Com o objetivo de conhecer melhor a resposta imune humoral em
individuos atingidos ou nao pela carie dentaria, e como parte de uma in-
vestigagao mais ampla sobre mimetismo antigénico entre S. mutans e
coragao, analisamos os niveis séricos e salivares de IgG e IgA para anti-
genos soluveis e de superficie desse microrganismo.

Materiais e métodos
Populagao estudada

Foram estudados trés grupos de individuos: a) com experiéncia pré-
via de cérie (cérie tratada — CT, n = 10) e CPOD médio de 7,6. A média de
idade do grupo era de 21,2 anos; b) sem leséo de cérie (SLC, n = 10) com-
posto por sete homens e trés mulheres, cuja média de idade era 17,8
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anos; ¢) com lesdes ativas de cérie (CLC, n=9). O grupo CLC tinha um
CPOD meédio de 8,88 e era constituido por 1 homem e 8 mulheres, com
idade média de 22 anos.

Todos os individuos concordaram em participar do trabalho e
deram seu consentimento por escrito, apos terem sido esclarecidos
sobre 0s objetivos da pesquisa e como seria utilizado suas amostras de
sangue e saliva. Todos 0os documentos foram apresentados e aprovados
pela comissédo de ética da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos.

As amostras de sangue foram colhidas sem anticoagulante e os
soros separados e analisados individualmente.

Amostras de salivas

De cada individuo foi coletado, num célice graduado, 5 ml de saliva,
acrescentando-se imediatamente azida sodica 0,002% e fluoreto de
fenilmetilsulfonil (P7626-SIGMA) 5 mM. Em seguida, as salivas foram
centrifugadas a 7.000 rpm, por 20 minutos (min) a 4°C, para remover res-
tos celulares e substancias solidas presentes. As amostras do grupo CT
foram reunidas num pool, precipitado com sulfato de amoénio 50% e dia-
lisado por 18 horas (h) contra solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS). As imunoglobulinas precipitadas foram entdo analisadas por
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) e DOT BLOT ante S.
mutans.

Preparagao do antigeno de S. mutans

S. mutans, cepa CCT 1910 (ATCC 35668), foi cultivado em 2.000 ml
de caldo triptico de soja (DIFCO), distribuidos em trés frascos e incubados
a 37°C, por 24 h, em microaerofilia. Apos este periodo, o crescimento foi
interrompido com formaldeido 0,075% e a cultura deixada por 18 h a 4°C.
A seguir, as células foram colhidas por centrifugacéo, lavadas trés vezes
em Tris — HC1 126 mM, EDTA 10 mM, pH 7,5, ressuspensas em 50 ml do
mesmo tampao e agitadas vigorosamente com pérolas de vidro, por 18 h
a 4°C. O lisado foi entdo centrifugado a 15.000 rpm, por 30 min a4°C e o
sobrenadante e precipitado conservados. O sobrenadante, apds dialise e
concentragdo, passou a constituir o antigeno solivel (AgSo). O precipi-
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tado, lavado trés vezes com Tris 1256 mM, pH 7.5, foi extraido com
Tris-HCI1 125 mM, pH 6,8, uréia 6 M e Tween 20 0,5%, por 5 min a 100°C
e por 24 h a4°C. O extrato obtido, apds didlise e concentragao, passou a
ser designado antigeno de superficie (AgSu). A concentragao de protei-
na nas preparacoes foi determinada pelo método de Bradford3, utili-
zando como padrao soro albumina bovina.

ELISA

Placas de polistireno, com 96 orificios (COSTAR) foram sensibiliza-
das com AgSo de S. mutans (100 ug/ml), em tampéao carbonato-bicarbo-
nato 0,1 M, pH 9,6. As placas foram incubadas por 1h 30 min a 37°C e a
4°C até o uso.

Antes de usar, as placas foram lavadas com PBS e os sitios livres
bloqueados com 0,5% de gelatina (G) em PBS, por 30 min a 37°C. Em
seguida, as placas foram lavadas com PBS, contendo 0,01% de Tween 20
(PBS-T) e os soros adicionados e diluidos na razdo 2 em PBS-T-G. As
placas foram entdo incubadas a 37°C por 1 h 30 min. A seguir, acrescen-
tou-se o conjugado anti-IgA ou anti-IgG humana (2 ug/ml), marcado
com peroxidase. A concentragao do conjugado foi determinada previa-
mente por titulagdo em bloco, utilizando-se trés soros com diferentes
reatividades para o antigeno em estudo.

A atividade de peroxidase foi evidenciada com o substrato ortofeni-
lenodiamino (OPD) 6 mg em 12 ml de tampéo citrato-acido citrico, 0,1 M,
pH5,5e 10 pl de H,0O, 0,03%. A reagao desenvolveu-se por 30 min a 37°C
e as densidades opticas (DO) foram lidas num leitor ELISA (BIO RAD
35560). Na analise dos soros e salivas, considerou-se como ponto final da
reagao (titulo) a diluigdo com DO igual ou inferior a 0,050 a 490 nm.

DOT-BLOT

Cerca de b mg do AgSu foram solubilizados em 100 pul de tampao de
amostra (Tris-HC1 0,0625 M, pH 6,8, SDS 20%, glicerol 10%, azul de bro-
mofenol 0,0005% e B mercaptoetanol 5%). Apés completa dissolugédo do
antigeno, depositaram-se 2 pl da preparagao por ponto, na nitrocelulose.
Em seguida, os sitios livres da nitrocelulose foram bloqueados com
PBS-T acrescido de leite desnatado a 5% (PBS-T-L) por 1 h. Terminado
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este periodo, os soros foram diluidos em PBS-T-L, colocados sobre as
fitas e incubados por 2 h, a temperatura ambiente com agitagao.

Apos mais uma etapa de lavagem, acrescentou-se o conjugado
anti-IgG humana marcado com peroxidase (2 ug/ml) em PBS-T-L e
incubou-se por 1 h 30 min. Finalmente, o complexo antigeno-anticorpo
foi revelado com 5 mg de diaminobenzidina (DAB) em 20 ml de Tris-HCI,
0,1 M, pH 7,6, 20 pl de H,0O, 0,03%.

Analise estatistica

A analise estatistica foi efetuada para os resultados das dosagens
de anticorpos. Foram utilizados a andlise de variancia ndo paramétrica
de Kruskal-Wallis, o teste de Mann-Whitney e o teste por comparagao
multipla de Dunn.

Resultados

Na Figura 1, pode-se observar que os niveis de IgG sérica para
AgSo de S. mutans néo diferem nos trés grupos estudados (Tabela I). Ja
a resposta de IgA sérica era, aparentemente, mais elevada nos grupos
CT e SLC, quando comparada com o grupo CLC, embora o valor de p
também néo fosse significante (Figura 2, Tabela 2).

Analisando as amostras de saliva, encontramos niveis mais altos
de IgA para AgSo de S. mutans em individuos do grupo SLC. Jovens
com lesdes de cdrie ativa tinham menos anticorpos dessa classe. A
analise estatistica mostrou que o valor de p estava bem proximo da
significancia (p = 0,052) e que valores inferiores a 0,05 poderiam ser
alcancgados testando-se maior numero de amostras (Figura 3, Tabela 3).
O pool de salivas do grupo CT também foi analisado, mas apresentava
baixa reatividade.

Na Figura 4, apresentamos os resultados de IgG sérica para AgsSu
de S. mutans, usando a técnica do DOT-BLOT. As medianas obtidas
para os trés grupos foram SLC = 768, CT = 256 e CLC = 1.024 indicando
uma clara distin¢édo entre esses individuos. Isso se confirma pelo valor
de p =0,0134 (Tabela 4).
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FIGURA 1 - Reatividade de IgG sérica para antigenos soliveis de S. mutans. Conjugado

anti-IgG humana marcado com peroxidase.

Tabela 1 - Estatistica descritiva e inferencial (teste Kruskal-Wallis) dos
titulos de IgG sérica em ELISA, para os antigenos soluveis
de S. mutans, segundo os grupos: SLC (sem lesdo de cérie),
CLC (com leséo de cérie) e CT (cérie tratado)

Grupos Minimo Maximo Mediana Meédia 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 17,65
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FIGURA 2 - Reatividade de IgA sérica para antigenos soluveis de S. mutans. Conjugado
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estatistica Kruskal-Wallis = 2,5639; p = 0,281

Tabela 2 - Estatistica descritiva e inferencial (teste Kruskal-Wallis) dos
titulos de IgA sérica em ELISA, para os antigenos soluveis
de S. mutans, segundo os grupos: SLC (sem lesao de cérie),
CLC (com leséo de cérie) e CT (cérie tratada)

Grupos Minimo Maximo Mediana Meédia dos postos
SLC 40 1.280 320 16,550
CLC 40 640 120 9,250
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FIGURA 3 - Reatividade de IgA salivar para antigenos soluveis de S. mutans. Conjugado
anti-IgA humana marcado com peroxidase.

CT 80 1.280 320 15,389
estatistica Kruskal-Wallis = 4,310; p = 0,11569

Tabela 3 — Estatistica descritiva e inferencial (teste Mann-Whitney)
dos titulos de IgA salivar em ELISA, para os antigenos solu-
veis de S. mutans, segundo os grupos: SLC (sem lesdo de
carie), CLC (com lesao de carie)
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FIGURA 4 - Reatividade de IgG sérica para antigenos de superficie de S. mutans. Conju-
gado anti-IgG humana marcado com peroxidase.

Grupos Minimo Maximo Mediana Meédia
SLC 64 2.048 768 876,8
CLC 32 512 384 316,8

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

Tabela 4 — Estatistica descritiva e inferencial (teste Kruskal-Wallis) dos
titulos de IgG sérica no DOT BLOT, para os antigenos de
superficie de S. mutans, segundo os grupos: SLC (sem
lesdo de carie), CLC (com lesdo de carie) e CT (céarie tratada)

Grupos Minimo Maximo Mediana Meédia dos postos
SLC 128 1.024 768 15,1
CLC* 512 1.024 1.024 20,9
CT* 64 1.024 256 10,5

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

* diferem ao nivel de 5%, segundo teste de comparagdo multipla de Dunn

Discussao
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Neste trabalho, altos titulos de anticorpos da classe IgG (81.920)
para AgSo foram observados em individuos com e sem experiéncia pré-
via de cérie, indicando que estes anticorpos nao estdo envolvidos com
protegao. Esse achado esta de acordo com outros relatos, mostrando
que a imunizag¢ao intranasal de humanos com lipossomos contendo
antigenos de S. mutans eleva os niveis de IgM e IgA séricos antiglicosil-
transferase, mas nao altera os niveis de IgG. Variagao consideravel foi
observada entre individuos nos niveis pré-imunes desses anticorpos e,
subseqiientemente, na resposta imune antiglicosiltransferase °

Nossos resultados demonstram que a experiéncia prévia de carie
nao altera significativamente a resposta de IgG sérica para AgSo de S.
mutans. O nivel elevado de anticorpos, observado neste estudo, nao
parece estar correlacionado ao processo de cérie dentéria. E bem prova-
vel que esses anticorpos sejam induzidos por diferentes antigenos de
bactérias Gram positivas com reatividade cruzada com S. mutans.

Antes de discutirmos os resultados de IgA salivar, lembramos que a
saliva é constituida basicamente por 4gua e que as proteinas constituem
0,1 a 0,2% de seu peso total, sendo apenas uma pequena parte IgA.
Assim, nos testes utilizando amostras de saliva, as diluicées nao podem
ser altas, com o risco de perder em sensibilidade.?

Na populagao estudada, observamos niveis mais altos de IgA sali-
var para AgSo, em individuos resistentes a carie, enquanto aqueles indi-
viduos com lesdes de carie ativa apresentavam niveis mais baixos des-
sas imunoglobulinas. Numa tentativa de equacionar melhor o problema,
purificamos IgA do soro de individuos com e sem carie. IgA de indivi-
duos imunes a carie evidenciou duas a trés bandas no Western-blotting,
enquanto a reatividade de IgA sérica de pacientes com carie era muito
menos intensa, nas mesmas concentragoes (dados nao mostrados).

Achado semelhante foi relatado por Blanchard et al.2 nas periodon-
tites, onde niveis mais baixos de IgA secretora para Porphyromonas gin-
givalis foram encontrados em pacientes com a doenca.

Com o0 objetivo de conhecer melhor a resposta imune mucosal,
Winderstrom et al.!8 utilizaram a técnica de Western-Blotting e ELISA
para analisar a resposta de IgA salivar ante cepas de referéncia ou re-
centemente isoladas de S. mutans e S. sobrinus. Padroes muito similares
de reatividade foram vistos para IgA salivar e S. mutans. Amostras de
saliva coletadas de um mesmo individuo em vérios dias consecutivos
apresentaram niveis de reatividade muito préximos, tanto para isolados
frescos quanto para aqueles de cultura de estoque.
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Bratthall et al. também estudaram a importancia da experiéncia de
carie nos niveis de IgA salivar especifica, em criangas tailandesas.
Foram analisadas amostras de saliva total coletadas apos estimulacdo
com parafina. Os resultados desse trabalho mostraram que salivas de
criangas com baixa prevaléncia de céarie reagiam com mais polipepti-
deos distintos no western-blotting que salivas de criangas com alta pre-
valéncia da doenca, sugerindo uma relagao entre IgA salivar e protecéo.
O western-blotting de criancas tailandesas também evidenciou menos
bandas quando comparado com o de criangas suecas imunes a carie e
da mesma faixa etaria.

Esses dados estdo de acordo com 0s nossos resultados e também
com aqueles de Gregory et al.”, que sugeriram um papel para esses anti-
corpos na neutralizagao de fatores de viruléncia do microrganismo, tais
como glicosiltransferase e glicosefosfotransferase.

Surpreendeu-nos o achado no DOT-BLOT de uma diferenga estatis-
ticamente significativa nos titulos de IgG sérica para AgSu de S. mutans
nos individuos com lesbes ativas de carie. Achado sugestivo de uma
resposta secundaria para esses antigenos e que deve incluir anticorpos
de outras classes, como IgA. Infelizmente, nédo foi possivel avaliar os
niveis séricos ou salivares de IgA para antigenos de superficie no
DOT-BLOT, em razao de suas baixas concentragoes.

Concluséao

Nossos resultados sugerem que os niveis de IgA salivar para AgSo
de S. mutans podem estar relacionados com resisténcia a carie dentaria
em individuos adultos, mas que a resposta de IgG sérica para AgSu € um
indicador mais sensivel quando se pretende avaliar resposta imune
humoral ante S. mutans.

Individuos adultos, sem experiéncia de cérie, apresentavam niveis
mais altos de IgA salivar para AgSo em ELISA. Quanto ao AgSu o
DOT-BLOT foi 0 método mais adequado para analisar a resposta de IgG
sérica.
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m ABSTRACT: In this paper, using ELISA and dot-blotting assay, IgG and IgA
antibody levels present in serum and in saliva samples were compared for sol-
uble and surface antigens from Streptococcus mutans. Three groups of sub-
jects were considered: caries-free individuals, caries active and caries-treated
patients. Caries-free subjects exhibited higher titers of IgA against soluble
proteins than the other groups. Antibodies to surface antigens may only be
determined by dot-blotting in IgG isotype and their titers were more elevated
in sera of patients suffering with caries.

m KEYWORDS: DOT-BLOT; ELISA; Streptococcus mutans; antibodies.
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