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RESUMO

O presente estudo concentra-se na comparacdo dos padrdes de resposta IgA contra
estreptococos orais no colostro e em amostras de salivas e aborda, especificamente o papel
da imunidade da mucosa na susceptibilidade a doenga carie e a importancia da protecao
imunolégica passiva fornecida através do aleitamento materno no inicio da vida. Este estudo
envolveu 62 amostras de colostro (C) e salivas maternas (MS) e, ainda, salivas dos seus
respectivos recém-nascidos (BS). A coleta foi realizada logo apds o nascimento, enquanto
que amostras das maes (C e MS) foram coletadas 12 horas apdés a cesariana. A
especificidade de IgA contra extratos de Streptococcus mutans (SM) e S. mitis (SMI) foram
analisados por Western blot. Os numeros médios de bandas reativas foi de 5,6 (DP: 3,1), 3,7
(DP: 2,2) e 2,9 (DP: 1,8) para C, MS e BS respectivamente. Apenas 30% das amostras dos
bebés apresentaram IgA-reativo contra SM, enquanto que 74 ¢ 80% de MS e C,
respectivamente apresentaram tal resposta. As andlises da reatividade de IgA contra
antigenos (Ag) de viruléncia de SM (Ag VI, GTF e GbpB) das amostras com resposta
positiva ndo mostraram diferencas na frequéncia de resposta a Ag I/II (p>0,05), mas houve
algumas diferengas na IgA reativos para GTF e, especialmente, para GbpB. A resposta
positiva de IgA-reativa para GTF foi significativamente diferente entre C e MS salivas
(p<0,05) em que 90 e 58%, respectivamente, apresentaram essa resposta, mas nao diferiu de
SB (p> 0,05). O GbpB foi o menos reconhecido pelas amostras, 48 e 26% das amostras de C
e MS apresentaram IgA reativo (p>0,05) enquanto apenas 5% do BS apresentaram tal
anticorpo. A andlise comparativa da semelhanca dos padrdes de resposta de IgA para SM,
em MS e C, mostrou que apenas 8% das amostras apresentaram bandas idénticas a0 mesmo
tempo. Dessa forma a presenca de IgA contra GbpB, que foi encontrado em pequenas
quantidades em BS pode influenciar o processo de acumula¢do por SM. Além disso, as
diferencas de resposta de IgA encontrados entre C e MS pode ser devido a diferentes formas
de estimulagdo, proliferacao e transporte de IgA nestas secregdes. Dessa forma foi visto que
as amostras maternas C e MS apresentaram anticorpos IgA contra antigenos de SM e SMI, e
que uma minoria de amostras de BS apresentaram anticorpos contra essas bactérias o que
ndo era esperado, pois 0s recém nascidos ndo apresentam essas bactérias logo ao
nascimento, e aleitamento materno exclusivo até os 6 meses ¢ de fundamental importancia
para conferir prote¢do ao lactente especialmente pela transferéncia de anticorpos IgA anti-

GbpB.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, saliva, colostro, carie dentaria, Imunoglobulina A



ABSTRACT

The present study focuses on comparison of patterns of IgA response against oral
streptococci in colostrum and salivas' samples and specifically addresses the role of mucosal
immunity in susceptibility to caries disease and the importance of the passive immune
protection provided by the mother early in life. This study involved 62 samples of colostrum
(C) and salivas of mothers (MS) and also, salivas from theirs respective newborns
(babies'salivas, BS). The collection of babies was performed soon after the birth when the
mothers' samples (C and MS) were collected 12 hours after cesarean. The specificity of IgA
against extracts of Streptococcus mutans (SM) and S. mitis (SMI) were analyzed by the
western blot. The samples were normalized by the amount of IgA and protein. The mean
numbers of reactive bands were 5.6 (SD: 3.1), 3.7 (SD: 2.2) and 2.9 (SD: 1.8) to C, MS and
BS respectively. Only 30% of babies samples, when 74 and 80% of MS and C, respectively
presented IgA-reactive to SM. The analysis of reactivity of IgA to antigens (Ags) of
virulence of SM (Ag III, Gtf and GbpB) of samples with positive response shows no
differences in the frequency of response to Ag I/II (p>0.05), but there were some differences
in the IgA reactive to Gtf and especially to GbpB. The positive response of IgA-reactive to
Gtf was different between C and MS salivas (p<0.05) in which 90 and 58% respectively
presented this response, but did not differ of SB (p>0,05). The GbpB was the least
recognized by the samples, 48 and 26% of samples of C and MS presenting IgA reactive
(p>0.05) when only 5% of BS presented this antibody. The comparative analysis of
similarity of the patterns of IgA response to SM, in MS and C, showed that only 8% of those
samples presented identical bands in the same time. So, the breastfeeding by ingestion of
colostrum can protect the babies against the installation and specially, the accumulation
process of SM, mainly by presence of IgA against GbpB, which was found in low amounts
in BS. Also, the differences of IgA response found between C and MS can be due to the

different ways of stimulation, proliferation and transportation of IgA in those secretions.

Keywords: Streptococcus mutans, saliva, colostrum, IgA
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1. INTRODUCAO

A cavidade oral representa uma porta de entrada importante de varios micro-
organismos. Alguns destes podem se tornar residentes e outros transitdrios permitindo a
adesdo e a acumulagdo de outros novos micro-organismos, aumentando a complexidade das
comunidades microbianas na cavidade oral.

Estreptococos como Streptococcus mitis (SMI) representam a maioria das bactérias
que colonizam o inicialmente a cavidade oral (Pearce et al, 1995; Hohwy et al, 2001; Seow
et al, 2009). Apos a erupgao dentaria novas espécies passam a colonizar esta cavidade, como
Streptococcus mutans (SM) (Smith et al, 1998; Caufield et al, 1993), embora essas espécies
também podem ser detectadas antes da erup¢do dentaria, em criancas fortemente expostas a
SM (Alves et al, 2009). Alguns principais antigenos (Ags) associados as células de SM
foram mostrados como envolvidos na capacidade desses micro-organismos de se aderir e
acumular no biofilme dentario, promovendo o desenvolvimento de carie dentaria, tais como
Antigeno /Il (Ag I/Il), glicosiltransferase (GTF) e proteina ligante de glucano (GbpB) (Lee
et al, 1988; Smith et al, 1996; Yamashita et al, 1993). Varios estudos demonstraram que a
inducdo de anticorpos especificos contra cada um destes antigenos pode conferir protecao
contra o desenvolvimento de céries dentarias em modelos animais (Koga et al, 2002). Estes
estudos deram impulsos para a utilizacio destes antigenos em ensaios clinicos de elaboracao
de vacinas anti-carie em adultos e criangas (Childers et al, 1999).

A fase inicial da colonizagdo do SM inicia-se com sua adesdo ao dente, um evento
que ¢ independente de sacarose e resulta da interacdo especifica de adesinas bacterianas com
glicoproteinas salivares que cobrem os dentes. Esse processo de aderéncia e colonizagao ¢
intermediado por proteinas, enzimas e complexos enzimaticos (Banas & Vickerman, 2003;
Miranda et al., 2001; Islam & Khan, 2007). Dentre as adesinas de SM, destacam-se o
receptor de superficie SpaP (também conhecido como Pac ou Antigeno I/Il) (Jenkinson &

Demuth, 1997). De acordo com Banas e Vickerman (2003), o SM produz pelo menos quatro
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tipos distintos de proteinas ligantes aos glucanos, GbpA, GbpB, GbpC e GbpD. As Gbps
principalmente GbpB sdo importantes para o acimulo de SM na presenga de sacarose, pois
formam uma “ponte” que liga as superficies celulares destes micro-organismos a matriz
celular de glucanos sintetizadas pelas GTFs. S. mutans produz, pelo menos, trés GTFs
geneticamente distintas: GTFB que sintetiza glucanos insoltveis; GTFC produz uma mistura
de glucanos soluveis e insoluveis, enquanto GTFD forma predominantemente glucanos
soluveis (Aoki et al, 1986; Hanada & Kuramitsu, 1989).

Para controlar este desafio microbiano no inicio da vida e se manter saudavel, o
recém nascido necessita de varios componentes do sistema imunoldgico que podem ser
adquiridos através de seu proprio repertoério imunologico. A primeira linha de defesa da
cavidade oral ¢ representado pelo sistema imune da mucosa que tem varios fatores
imunoldgicos, mas especialmente a IgA secretora (IgAS). A funcdo destes anticorpos € agir
localmente, promovendo um revestimento protetor nas superficies mucosas da crianga. Esta
imunoglobulina pode ser associada ao controle de microbiota bucal por reduzir a aderéncia
de bactérias na mucosa e dentes (Clapp, 2006). Os anticorpos secretores da classe IgA
apresentam uma estrutura peculiar, extremamente adaptada para agir nas condigdes das
superficies mucosas: ¢ geralmente polimérica (dimérica ou trimérica), estando associada a
cadeia J (sintetizada pelos plasmocitos) e ao componente secretor (produzido pela célula
epitelial), constituindo um complexo tetra ou pentamolecular, com alta avidez para ligacdo
com antigenos e maior resisténcia a a¢do de enzimas proteoliticas, abundantes nas secregoes
mucosas (Brandtzaeg, 1995; Russel e Kilian, 1999). Estes anticorpos IgAS sdo produzidos
por plasmocitos presentes na lamina propria subjacente ao epitélio e sdo liberados
geralmente como dimeros ligados a cadeia J nas proximidades da por¢do basolateral das
células epiteliais, onde estdo presentes os receptores para imunoglobulina polimérica

(Brandtzaeg, 1995)



13

Os estudos prospectivos anteriores com criancas de 5 a 24 meses de idade,
fortemente expostos & SM mostraram um padrao complexo de IgAS salivar contra os
antigenos de SM, sugerindo que as respostas contra estes antigenos associados a viruléncia
de SM, especialmente contra GbpB, cedo na vida, podem influenciar a capacidade de SM
em colonizar a cavidade oral. (Nogueira et al, 2005; Nogueira et al, 2007). Assim, a resposta
de IgA salivar contra a GbpB pode modular a infeccdo por SM. Salivas de criangas com
niveis indetectaveis de SM, mostrou que os niveis de IgA foram detectados no nascimento
(Nogueira et al, 2012) e 16% das amostras apresentaram IgA reativo a Ag I/Il ¢ GTF, mas
ndo apresentaram um IgA reativo para GbpB (Nogueira et al, 2012). Ap6s 3 meses, ndo
houve diferengas nos niveis de IgA reativos para GTF e Ag I/Il, mas 7% das criangas
apresentaram resposta IgA salivar para GbpB (Borges et a/, 2015).

No entanto, o repertério imunologico proprio do recém nascido estd em
desenvolvimento a medida que este entra em contato com micro-organismos do ambiente.
Sendo assim, a imunizagdo passiva, conferida pelo aleitamento materno, representa uma
importante fonte de componentes do sistema imunoldégico para as membranas mucosas do
recém-nascido, principalmente pela transferéncia de IgAS que representam o principal
mediador da atividade anti-bacteriana no colostro humano (Pribylova et al, 2012; Ovono
Abessolo et al, 2011; Bertoldo et al, 2012). Diversos estudos demonstraram a protecado
passiva conferida pelo leite materno contra infec¢des bacterianas através dos processos de
ligacdo e também por ocupacdo de superficies mucosas, impedindo a aderéncia e invasao de
uma grande variedade de micro-organismos patogénicos (Bertoldo et a/, 2012; Van de Perre,
2003).

O reconhecimento de anticorpos anti-bacterianos fornecidos pelo leite materno ¢ de
grande interesse, uma vez que permite a compreensdo da funcao destes no controle pos-natal

da flora normal ou patogénica do trato gastrointestinal em desenvolvimento. Os anticorpos
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IgA no leite materno sdo dirigidos contra microbios e proteinas dos alimentos aos quais a
mae foi exposta e que as criangas também podem entrar em contato (Tomicic et al, 2010).

Estudos anteriores mostraram que a maioria das amostras de colostro analisados
tinham niveis detectaveis de IgA para Ags de SM, mas contra a GbpB foi significativamente
mais baixa em comparacdo com os outros antigenos detectados (Petrechen et al, 2015).
Assim, o leite materno, a partir primeiras horas ap6s o nascimento apresentaram niveis
significativos de IgA especificos contra importantes antigenos de viruléncia de
estreptococos orais, o que pode atrapalhar o processo instalacdo e acumulacio desses micro-
organismos na cavidade oral (Petrechen et al, 2015).

Ha pouca informacgdo sobre a resposta imune de mucosas contra micro-organismos
orais durante as fases iniciais do desafio bacteriano de SM e a funcdo de IgA do leite
materno contra a instalagdo dessas bactérias. E possivel que alguns dos fatores possam afetar
a resposta imune inicial contra espécies pioneiras comensais da cavidade oral, como SMI, e
influenciar os padrdoes de desenvolvimento da resposta imune e consequentemente a

susceptibilidade a colonizagao.
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2. HIPOTESE
A hipédtese do presente estudo ¢ a de que as amostras maternas de colostro e saliva
apresentem IgA contra as bactérias colonizadoras orais (SM e SMI), o que ndo ocorre para

amostras do neonato.
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3. OBJETIVOS
O objetivo do presente estudo foi analisar e comparar os niveis ¢ a resposta de
anticorpos IgAS presentes no colostro, saliva da mae e saliva do neonato contra antigenos
especificos de espécies bacterianas colonizadores da cavidade oral: SM e SMI a fim de

verificar a prote¢ao imunologica passiva oferecida pela mae no inicio da vida.

3.1 Objetivos especificos
- Analisar a presenga de IgA contra antigenos de SM e SMI
- Comparar a resposta de IgA contra SM e SMI nas amostras
- Comparar a resposta de IgA entre as amostras.

- Avaliar a presenc¢a de IgA contra antigenos especificos de SM.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento do estudo

Um total de 62 pares de maes e recém-nascidos foram incluidos neste estudo, sob o
consentimento para a sua participagdo. O Comité de Etica da UNIUBE (anexo 1), aprovou
este estudo. Para ser incluido na popula¢ao do estudo, foram incluidos somente as maes
saudaveis com menos de 24 horas apés a cesariana. Informagdes de saude materna e
gestacional foram obtidas através de entrevistas com a mae. No primeiro dia de internagdo as
maes foram entrevistas e apds as cesareas, salivas do recém-nascido foram obtidos.
Amostras das maes (C e MS) foram coletadas ap6s 12 horas do parto na MATER (Centro
De Referéncia Em Saude Da Mulher do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/Universidade de Sdo Paulo). Estas amostras foram processadas e analisadas

nos Laboratérios de Biopatologia e de Microbiologia da UNIUBE.

4.2. Coleta de amostras

As amostras de colostro foram coletadas por expressdo manual tubos estéreis tipo
Falcon nas primeiras 12 horas apds o parto. Apds a coleta, as amostras maternas foram
transportadas em gelo para o laboratdrio, centrifugado a 1300 g durante 7 minutos para
remover os componentes lipidicos e armazenadas a -80°C até o uso. Amostras de saliva ndo-
estimulada foram coletadas por meio de pipetas de transferéncia de polipropileno estéril. As
salivas do recém nascido foram realizadas em 5 minutos apos o nascimento. Solugdo de
EDTA 250 mM, pH 5,2 (Sigma, St Louis, MO, EUA) foram adicionados a cada amostra
antes do seu transporte em gelo para o laboratoério onde foram armazenados a -80°C até a

analise.
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4.3. Ensaios para analise da complexidade de resposta de IgA contra antigenos
de SM e SMI

4.3.1. Preparacao de antigenos bacterianos
Os padroes de reatividade de anticorpos IgA contra antigenos de SM (UA159) e SMI
(ATCC506) foram utilizados para os ensaios de Western blot. Os antigenos foram extraidos
de culturas destes micro-organismos em caldo Todd Hewith (Difco, CA, USA) obtidas apds
incubagdo a 37°C durante 48 horas. Células de 15ml das culturas com absorbancias
ajustadas para Agoonm=1 foram entdo separadas através de centrifugagdo a 1.000 x g a 4°C. A
seguir, o sobrenadante foi desprezado e os precipitados de células acrescidos de agua
destilada e de tampao desnaturante 0,25M Tris HCl pH 6.8 (contendo 8% SDS, 20% de
ditiotreitol 1M, 30% de glicerol e 0,2% de azul de bromofenol) na propor¢do de células de
Iml de cultura para 15ul de H,Od e 15ul de tampao desnaturante. As suspensdes celulares
foram entdo fervidas durante 5 minutos para extracdo das proteinas e inativacdo de
proteinases. A seguir os extratos foram imediatamente colocados em banho de gelo e
congelados a —80° C. Para monitoramento do padrdo de antigenos destes extratos, aliquotas
dos mesmos foram analisadas em géis de poliacrilamida-SDS corados com Coomassie Blue

R 250.

4.3.2 Analise da complexidade da resposta de IgA contra antigenos bacterianos em
ensaios de Western blot
Os experimentos de western blot foram realizados com aliquotas das salivas e leite
estocadas a -80°C. Para isto, proteinas das prepara¢des de antigenos descritas acima foram
separadas por 3 horas a 24 mA/gel em géis de poliacrilamida-SDS a 6% e preparados com
auxilio de sistema de mini-géis Mini Protean II (BioRad, CA, USA). Apos separacio
eletroforética das proteinas nos géis em duplicata, um destes foi corado com Coomassie

Blue R250 (Sigma, IL, USA) para analise do padrdo dos antigenos separados e o outro foi
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transferido para uma membrana de nitrocelulose (BioRad, CA, EUA) durante 1,5 horas a
50V constantes, com auxilio de aparato Mini Trans Blot (Bio Rad) e posteriormente corada
com Red Ponceau, para verificagdo da transferéncia. Padrdes de pesos moleculares pré-
corados (BioRad) foram incluidos em todos os géis.

As membranas de nitrocelulose contendo os antigenos bacterianos foram entdo
bloqueadas através de incubagdo a 4°C “overnight” com tampao de bloqueio TBST (100mM
Tris com 10% Tween) pH 7.5 contendo 5% de leite desnatado. A seguir, as mesmas foram
incubadas com as salivas materna diluidas 1:4000, saliva neonato 1:100 e de leite 1:20000
no mesmo tampao durante 2 horas, a temperatura ambiente e sob agitagdo. Como controles
negativos, membranas duplicata foram incubadas apenas com TBST mais 5% de leite e
como controle positivo, as membranas foram incubadas com saliva de um adulto cujo
padrdo de resposta aos antigenos estudados ja havia sido estabelecido anteriormente
(Nogueira et al., 2007). Apoés 6 lavagens de 5 minutos cada com TBST pH 7.5, as
membranas foram incubadas por 2 horas sob agitagdo a temperatura ambiente, com de
anticorpo  purificado de cabra anti-IgA humana conjugado com peroxidase
(Zymed/Invitrogen, NJ, USA), diluido 1:4000 em TBST com 5% de leite. Nova série de 6
lavagens durante 5 minutos cada foi entdo realizada. A seguir, as reagdes com anticorpo
secundario foram reveladas usando-se o sistema quimioluminescente ECL (Amersham, CA,
USA).

As bandas de antigenos reconhecidos por IgA foram detectadas através da exposi¢ao
de filmes de raios X (Kodak, NY, USA) as membranas durante 5 minutos. Apos a revelacao
dos filmes sensibilizados, imagens digitais de alta resolu¢do dos mesmos foram capturadas
em scanner de densitometria (BioRad), para obtencdo das medidas de intensidade das

bandas reativas.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Para célculo de normalidade foi utilizado o teste de D'Agostino-Pearson. As
comparagdes das frequéncias de amostras com diferentes especificidades de anticorpos IgA
contra SM e SMI foram submetidos a um teste do qui-quadrado. O nimero médio de bandas
de IgA reativos contra os Ags foi também determinada e comparada entre os antigenos e
amostras e testadas por ANOVA. As correlagdes entre as concentragdes de IgA especifica e
padrdes de reacdes de anticorpos entre as amostras foram testadas por andlise de correlacao

de Pearson. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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6. RESULTADOS

6.1. Resposta de IgA contra antigenos bacterianos

O numero de amostras (C, MS e BS) com resposta de IgA positivo e negativo para
SM e SMI foi mostrado na Figura 1. A maior parte das amostras de C e também MS
apresentou maior aumento IgA reativo a SM nao diferindo estatisticamente em ambos
grupos (p<0.05) o que nao aconteceu para SMI (p>0.05) pois a quantidade de resposta
positiva foi parecido com a negativa. Em torno de 29 (n=18) e 22,6 (n=14) % de BS
apresentou IgA reativos a SM e SMI respectivamente, sendo estatisticamente maior e
significante a resposta negativa a estas bactérias (p<0.05). Nao houve diferengas no nimero
de amostras com resposta positivas de IgA contra SM e SMI nas amostras maternas (C e
MS) (p>0,05). Por outro lado, a frequéncia de IgA positivo para SM e SMI foi maior em

ambas as amostras maternas quando comparadas com o grupo BS (p<0,001).

Figura 1. Numero de amostras de C (colostro), MS (Saliva materna) e BS (saliva do recém nascido)
com IgA reativo ou ndo a SMI (Streptococcus mitis) e a SM (S. mutans).
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O niimero médio de bandas reativas em cada amostra e a frequéncia de resposta
positiva para cada um dos antigenos viruléncia de SM (Ag I/Il, GTF e GbpB) nas amostras
de C (n=50), MS (n=40), BS (n=16) que apresentaram resposta de IgA positiva a SM foi
indicado na tabela 1. Os nUmeros médios de bandas de IgA-reativas foram
significativamente diferentes entre as amostras (p<0,021), sendo que a complexidade da
resposta IgA a SM maior em C, seguido de MS e BS. Em geral, os antigenos mais
frequentemente reconhecidos pelo IgA foram Ag I/Il e GTF, em que, mais de 60% das
amostras apresentou tal reatividade. Nao houve diferenca na frequéncia de reatividade aos
antigenos GTF e Ag I/Il entre as amostras (p>0,05). Mas, entre os antigenos, a GbpB foi
menos detectada (Tabela 1, p<0,01, g>14,6). A andlise dentro dos grupos (C, MS e BS) da
resposta de IgA contra os antigenos de SM mostrou que a frequéncia de resposta positiva de
IgA contra Ag I/Il e GTF foram estatisticamente maiores do que o negativo (p<0,05), o que
ndo aconteceu com GbpB. Por exemplo, no C, as frequéncias de resposta positiva e negativa
foram parecidas, enquanto que em MS e BS, o nimero de amostras com IgA negativos foi
estatisticamente maior do que positivo (p>0,05).

A Tabela 1, também, permite comparar a frequéncia de resposta de IgA entre as
diferentes amostras. A frequéncia de resposta de IgA a Ag I/II foi parecida e ndo diferente
estatisticamente entre as amostras (p>0,05). Mas, houve varias diferengas significativas
entre a resposta IgA para GTF e GbpB. A positividade das amostras com IgA reativos para
GTF foi diferente entre C e MS (p<0,001, q=18,8) e BS (p<0,001, g=28,9), pois o colostro
mostrou um maior numero de amostras com IgA reativo para GTF do que nas demais. No
entanto, esta diferen¢a nao foi encontrada entre amostras de salivas maternas ¢ do recém
nascido (BS e MS; p=0,29). Para GpbB, a frequéncia de amostras com positividade de IgA
foi menos frequente do que para outros antigenos nas amostras (p<0,05); especialmente em
BS, em que, apenas 5,6% das amostras apresentaram IgA reativos para GbpB, enquanto 36,9

e 50,0% de MS e C, respectivamente, demonstraram tal resposta. Houve diferencas
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estatisticamente significativas entre as frequéncias de nimero de amostras com IgA reativos

para GbpB entre as amostras (p<0,05).

Tabela 1. Numero e porcentagem de amostras positivas a SM de C (colostro), MS (Saliva materna) e
BS (saliva do recém nascido) reativas ou ndo aos antigenos de viruléncia de SM (Ag I/II, GTF ¢
GbpB). Numero médio de bandas reativas ¢ o DP (desvio padrao) de acordo com os grupos testados.

Numero (%) de amostras:

C MS BS
(n=50) (n=46) (n=18)
SM Ags: Sim Ndo Sim Nao Sim Nao
Ag VIl 47 (94.0) 3 (6.0)! 39 (84.8) 7 (15.2)° 16 (88.9) 2 (11.1)°
Gtf 48 (96.0) 2 (4.0)>78 36 (78.3) 10 27.1)*7 12 (66.7) 6 (33.3)%8
GbpB 25 (50.0) 25 (50.0)4%° 17 (36.9) 29 (63.1)>41° 1(5.6) 17 (94.4)>6%10
Numero
médio de 4.48 £3.57'"12 - 2.69 +2.49'13 - 0.87 + 1.64'%13 -
bandas reativas
+DP

! Qui-quadrado, p<0.05, g=24.0
? Qui-quadrado, p<0.05, g=26.8
* Qui-quadrado, p<0.05, q=22.0
* Qui-quadrado, p<0.05, ¢=16.0
> Qui-quadrado, p<0.05, q=25.0
% Qui-quadrado, p<0.05, q=14.5
7 Qui-quadrado, p<0.05, g=18.9
¥ Qui-quadrado, p<0.05, q=28.3
? Qui-quadrado, p<0.05, q=49.1
' Qui-quadrado, p<0.05, g=29.3
" ANOVA, p=0.021

2 ANOVA, p=0.001

3 ANOVA, p=0.001

A Tabela 2 mostra o numero médio de bandas reativas em cada amostra e a
frequéncia de resposta positiva para um antigeno de viruléncia de SMI de aproximadamente
56kDa, nas amostras de C (n=39), MS (n=39), BS (n=14) que apresentaram resposta IgA
positivo para esta bactéria. Os numeros médios de bandas IgA-reativas foram
significativamente diferentes entre as amostras de MS e C, em comparacdo com a BS

(p<0,006), mas nao entre C e MS (p=0,08). A complexidade da resposta IgA para SMI foi
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maior no C e MS do que em BS. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre

as frequéncias de amostras com IgA reativos ao antigeno de 56 kDa-Ag (p>0,05).

Tabela 2. Numero e porcentagem de amostras positivas a SMI de C (colostro), MS (Saliva materna)
e BS (saliva do recém nascido) reativas ou ndo ao antigeno de viruléncia de SMI (56kDa-Ag).
Numero médio de bandas reativas e o DP (desvio padrao) de acordo com os grupos testados.

Numero (%) de amostras:

C MS BS
(n=39) (n=39) (n=14)
SMI antigenos: Sim Ndo Sim Ndo Sim Ndo
56 kDa Ag 35(89.7) 4(10.3) 33 (84.6) 6 (15.4) 12 (85.7) 2(14.3)
Nimero médio de
bandas reativas + 1.68£2.07' - 1.73 + 1.897 - 0.71+1.77"2 -
DP

I ANOVA, p<0.05
2 ANOVA, p<0.05

6.2. Analise comparativa dos padroes de resposta IgA para SM

A Figura 2 mostra um diagrama de resposta IgA a SM e SMI e seus antigenos de
viruléncia em C, MS e BS. A andlise do padrdo e da similaridade de resposta de IgA contra
SM, entre amostras, indica que houve uma correlagdo positiva entre a resposta positiva a SM
e Ag VIl (p <0,05, r> 0,79) e SM e GTF (p<0,05, r>0,69) em todas as amostras. Uma
correlacdo positiva entre a resposta de IgA a SM e GbpB em MS e C (p<0,05, r> 0,36), mas
ndo em BS (p>0,05). Entre os grupos de amostras, apenas houve uma correlacdo positiva
entre C e MS na resposta IgA para SM (p=0,03, r=0,27) e MS e BS na resposta IgA para

GTF (p=0,003, r=0,36).
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Figura 2. Representagdo esquematica da resposta de IgA em amostras de C (colostro), MS (Saliva
materna) ¢ BS (saliva do recém nascido) com IgA reativo ou ndo a SMI (Streptococcus mitis) e a SM
(S. mutans) e seus antigenos de viruléncia (Ag I/Il, GTF, GbpB). Em cinza as amostras positivas e
em branco, as negativas.
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A andlise comparativa da semelhanga dos padrdes de resposta de IgA para SM, em
MS e C, mostrou que apenas 8% das amostras apresentaram bandas idénticas ao mesmo
tempo e 9,6% das amostras ndo apresentaram nenhuma banda de um em todas as amostras.
Amostras de C e MS apresentou algumas semelhangas na resposta ao SM, por exemplos, 48
pares de C e MS (77,4%) apresentaram a mesma resposta a SM, o que ndo ocorreu quando
as comparagodes foram realizadas entre MS e BS (43,5%), C e BS (38,7%), C e BS e MS
(29,0%).

A Tabela 3 mostra o numero de amostras que apresentaram, ao mesmo tempo,
semelhanga ou ndo na resposta de IgA para os antigenos especificos de uma viruléncia SM.
Na Tabela 4 mostra, também, o niumero de pares de amostras que apresentam, a0 mesmo
tempo, semelhanca ou ndo na resposta de IgA, mas contra dois ou todos os antigenos de
viruléncia de SM. A resposta foi considerada como semelhante na presenca (+) ou auséncia
(-) de IgA especifico para os antigenos. O nimero de C e MS que apresentaram resposta
positiva semelhante ao Ag I/Il e GTF foi mais elevado do que para os outros antigenos e
quando comparados com BS (Tabela 3, p<0,05). A resposta positiva de IgA contra GTF e
Ag I/Il, ao mesmo tempo, nas amostras de C e MS, mostrou um perfil, pois 29 pares
apresentaram esta resposta (Tabela 4, p <0,05). Em geral a resposta a GbpB ¢ diferente e
reconhecida por um nimero reduzido de amostras, o que contribuiu para os nimeros
elevados de amostras pares com a mesma resposta negativa a GbpB (p<0,05, Tabela 3) e
uma diminui¢do do numero de pares, com a resposta de IgA semelhante a GbpB e aos outros

antigenos no mesmo tempo (p <0,05, Tabela 4).
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Tabela 3. Numero de amostras com similar resposta de IgA contra antigenos de SM em amostras de
C (colostro), MS (Saliva materna) e BS (saliva do recém nascido).

Numero de amostras com similar resposta de IgA contra
antigenos de SM:

Ag /1l Gtf GbpB
Sim Niao Sim Nao Sim Niao
Amostras + - + - + -
CeMS 30 9 23 31 9 22 11 32 19
MS e BS 12 18 32 11 24 27 0 45 17
BSeC 11 10 41 9 11 42 1 37 24
BSeMSeC 9 7 46 8 9 45 0 31 31

Tabela 4. Numero de amostras com similar resposta de I[gA em amostras de C (colostro), MS (Saliva
materna) e BS (saliva do recém nascido) contra antigenos de SM.

Numero de amostras com resposta de IgA similares
entre os grupos:

CeMS MS e BS CeBS
Sim Nao Sim Nao Sim Nao
Resposta de IgA contra os + - + - + -
Ags de SM:

Ag I/l e Gtf 29 | 7 26 11 16 35 8 10 44
Gtf e GbpB 5 7 50 0 19 43 1 10 51
Ag /Il e GbpB 7 6 49 0 15 47 1 10 51
Ag I/Il e Gtf e GbpB 5 6 51 0 13 49 1 9 52
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7. DISCUSSAO

A cavidade oral é a porta de entrada para inimeros microrganismos que podem
colonizar e determinar o aparecimento de varias doengas, com manifestagdes locais, como
carie dentaria, bem como as sistémicas, como as endocardites. Frente a esta invasdo, a
resposta imune de mucosas, propria do recém nascido, representa a principal fonte de
componentes imunologicos inatos e adaptativos. No entanto, pouco se sabe sobre a resposta
de IgA salivar contra bactérias envolvidas na carie, como SM.

Resultados prévios com as mesmas amostras mostraram que a concentracdo média
de IgA do C, equivalente a 2.850,2 (+ 2567,2) pug/mL foi compativel com os dados da
literatura que variam entre 1340 pg/100ml (Ovono Abessolo et al., 2011) a 3200 pg/100 ml
(Mickleson & Moriarty, 1982). J4 a concentracao de IgA em MS foi de 435,2 (+ 86,7), valor
também parecidos com os dados da literatura, os quais variam entre 7200 a 410 pg/ml
(Brandtzaeg, 1989; Wan ef al, 2003). Por fim, a média de concentragdao de IgA do BS logo
ao nascimento, foi de 2,4 (= 7,6) ug/mL, sendo menor da concentragdo encontrada em
criangas de 10 horas de vida que foi de 3,02 (£9.34) pg/ml (Nogueira et al, 2012). Desta
maneira, as concentragoes de IgA sdo maiores significantemente no colostro, seguidas pelas
salivas materna e do bebé, o que ¢ compativel com o tipo de secrecdo e a maturagdo do
sistema de mucosa. Previamente, dados de um estudo prospectivo mostraram que do
nascimento aos trés primeiros meses, os niveis de IgA salivares aumentaram cerca de 2.4
vezes (Borges et al, 2015).

E de crucial importincia investigar a transferéncia de anticorpos para o recém-
nascido, pois este tem, o seu repertorio imunoldgico em desenvolvimento e o aleitamento
materno representa uma importante arma contra variadas manifestagdes infecciosas. Os
resultados demonstraram que a presenca de anticorpos IgA contra SM foi maior
significantemente do que a sua auséncia, tanto no C quanto em MS (Figura 1). Para SMI, a

positividade de resposta de IgA também foi maior em C e MS, mas nao houve diferencas
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estatisticamente significantes. A andalise do niumero de bandas reativas configura que a
complexidade de resposta de C foi significantemente maior do que em MS. Por outro lado,
em BS, houve um maior nimero de amostras com auséncia de IgA reativo as duas bactérias,
diferenciando das amostras maternas. Nossos resultados sugerem que, embora o sistema
imune de mucosas esteja em desenvolvimento, existe producao propria de IgAS do recém
nascido, especialmente contra bactérias colonizadores iniciais (como SMI). As menores
concentracdes de IgA no recém-nascido advém de varias deficiéncias imunologicas
decorrentes da imaturidade fisioldgica do sistema imune, justifica-se portanto a importancia
do aleitamento materno para que estes recém-nascidos possam receber os anticorpos
necessarios (Lopez & Junior, 2010). Estudos recentes, demonstram que o aleitamento
materno pode suprimir esta falta de anticorpos proprios do neonato, j4 que amostras de
colostro apresentam elevados niveis de IgA contra os principais antigenos de SM (Petrechen
et al,2015).

De modo geral, a presenca de IgA contra SM e SMI foi mais frequente nas amostras
maternas do que no recém nascido. Estes resultados sugerem que as diferencas encontradas
podem estar associadas a presenca destas bactérias na cavidade bucal no momento da coleta
ou por um periodo de tempo, como estimuladoras, j4 que os adultos sd@o, em sua maioria
colonizados, enquanto que ao nascer € na auséncia de dentes, este microrganismo nao
colonizam a cavidade bucal.

Os resultados aqui apresentados corroboram com estudos prévios com a mesma
populacao (Nogueira et al, 2012, Borges et al, 2015), pois muitas criangas do presente
estudo, apresentaram IgA contra SM, mesmo na auséncia de detec¢do deste microrganismo.
E ainda, a forma de coleta, antes do primeiro aleitamento materno, refutam as hipoteses e
duvidas previamente levantadas, nestes estudos anteriores, de que estes anticorpos

detectados nas salivas, ndo eram proprios do recém nascidos, mas sim de origem materna,
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devido a uma concentragdo residual do leite materno, mesmo que coletados apds 3 horas
(Nogueira et al, 2012; Borges et al., 2015).

Sendo assim, uma outra hipdtese que justifica a presenca de IgA na saliva do
neonato, seria a de que hd uma transferéncia de antigenos bacterianos orais da mae para o
recém-nascido através do sangue do corddo umbilical. Alguns estudos na literatura sugerem
que os recém nascidos ndo sdo completamente estéreis e que existe um efluxo de bactérias
comensais de mae para filho (Martin et al, 2003) na vida intra uterina. Jiménez e
colaboradores 2005 identificaram, em amostras de sangue do cordao umbilical, a presenga
de Enterococcus, Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus
sanguinis. Curiosamente, estas espécies estdo presentes em criancgas desde os primeiros dias
de vida e sdo geralmente consideradas como organismos comensais em criangas saudaveis,
embora em algumas delas possam causar infecgdes oportunistas (Martin et al, 2003;
Jiménez et al, 2005). Outros estudos mostraram, em recém-nascidos, a presenca de
citomegalovirus (Endo et al, 2009) e papilomavirus (Rombaldi et a/, 2009) em amostras de
sangue de corddo umbilical. Desta forma, as espécies de bactérias testadas, no presente
estudo, poderiam ter sido apresentadas ao feto na vida intra-uterina e, assim, estimulando o
desenvolvimento do sistema imune de mucosa.

Streptococcus mutans possui uma grande variedade de mecanismos para colonizar a
superficie dentdria e se tornar uma espécie numericamente significante no biofilme dental
(Bratthall & Kohler, 1976; Burne et a/, 1998; Kuramitsu, 2001). Sabe-se ainda, que o SM
possui trés grupos de antigenos associados a superficie celular que participam do seu
processo de aderéncia e acimulo no biofilme dentdrio, sendo alvos de estudos para
elaboracdo de vacinas anticarie, que sdo eles: Agl/II, GTF e GbpB. Os resultados apontaram
que a maioria das amostras apresentaram resposta positiva de IgA contra Ag I/Il e GTF.
Elevados niveis de IgA contra GTF e Ag I/Il também foram encontrados em amostras

salivares de criangas de 5 a 11 meses, (Nogueira et al, 2007), em criancas ao nascimento
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(Nogueira et al, 2012) e aos trés meses de idade (Borges et al, 2015), independente da
colonizagdo por SM. E, também em amostras de colostro (Petrechen et a/, 2015).

Por outro lado, a resposta contra GbpB foi diferente, ou seja, a maioria das amostras
tiveram uma resposta negativa de IgA a este antigeno, especialmente nas amostras salivares.
A viruléncia do SM esta relacionada, dentre outros mecanismos, a sua habilidade de
sintetizar GbpB, um grupo heterogéneo de proteinas que promovem a adesdo celular a
superficie dos dentes (Hoshino et al. 2012). Sendo assim, estudos sobre a resposta imune
natural contra esta proteina pode dar indicios de sua importancia e seu comportamento
imunogénico, especialmente por que, estudos prévios revelaram que a resposta positiva de
IgA contra GbpB, em amostras salivares, foi mais frequentes em criangas ndo colonizadas
pelo SM (Nogueira ef al., 2007).

Dentre as amostras, ndo houve diferengas na quantidade de IgA contra Ag I/Il, mas a
prevaléncia de amostras com IgA-anti GTF e GbpB foram marcantes, ou seja, o colostro
apresentou niveis superiores que as demais amostras, especialmente BS, justificando assim a
importancia do aleitamento materno contra a colonizagao oral no inicio da vida.

Presumidamente, os anticorpos que aparecem nestas secrecdes sdo derivados da
exposicdo antigénica dos tecidos linfoides associados do intestino e do trato respiratorio
superior o que resulta em trafego de linfécitos B sensibilizados de GALT (Gut Associated
Lymphoid Tissue), através de linfonodos mesentéricos para a circulagdo. Estas células
antigeno-sensibilizadas, em seguida, migram para diversos sitios do corpo, incluindo o
tecido mamadrio e glandulas salivares (Brandtzaeg, 2003). Pouco se sabe, sobre a
sensibilizacdo dos antigenos de SM no sistema imune de mucosas e os resultados do
presente estudo sugerem alguns pontos importantes. Primeiramente a maior presenca de
anticorpos contra SM em C e MS pode estar relacionada a presenca do microrganismo
colonizando a cavidade bucal de adultos, o que ndo acontece em BS, justificando, assim uma

menor presenca de IgA contra SM. Interessantemente a Figura 2 e as Tabelas 3 e 4
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revelam informagdes promissoras para a literatura e o entendimento das vias de estimulagdo
das mucosas. Nas amostras MS e C houve uma correlacdo positiva entre a resposta de IgA a
SM total e seus antigenos. Em BS, houve uma correlagdo positiva entre IgA contra SM e
GTF e Ag I/Il mas ndo contra a GbpB. Supondo-se que a estimulagdo, seja por via intra-
uterina, esta proteina ndo ¢ transferida e ndo estimula o sistema imune do feto, o que
justifica uma menor quantidade de anticorpos salivares contra a GbpB. A medida que a
crianga cresce e € exposta, ao SM, os anticorpos IgA anti GbpB tornam-se detectaveis aos 3
meses (como descrito por Borges ef al., 2015) e importantes para a modulacio da infeccao

aos 6 meses de vida, como reportado por Nogueira e colaboradores (2007).
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8. CONCLUSOES
As amostras maternas C e MS apresentaram anticorpos IgA contra antigenos de SM
e SMI, e uma minoria de amostras de BS apresentaram anticorpos contra essas bactérias.

Assim os dados apresentados, permitem-nos concluir que:

- A maioria das amostras estudadas de C e MS apresentaram anticorpos IgA contra
antigenos de SM e SMI comumente encontrados na cavidade bucal.

- A minoria das salivas dos recém nascidos contém anticorpos IgA especificos a SM e SMI

- O estimulo ao aleitamento materno, sobretudo o de carater exclusivo até os 6 meses de
idade, ¢ de fundamental importancia para conferir protecdo imunoldgica ao lactente contra o
desafio infeccioso oral, especialmente pela transferéncia de anticorpos IgA anti-GbpB;

- As vias de estimulacao do sistema imune de mucosas pareceram ser diferentes.
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Numero do Parecer: 640.974
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Apresentacao do Projeto:

O projeto intitulado: Estudo comparativo da variabilidade de anticorpos IgA especificos e colonizagédo
microbiana em amostras de leite e saliva de puérperas de boa saude geral, busca encontrar evidéncias de
que a colonizagao oral possa influenciar a diversidade de anticorpos do leite materno e também da saliva.
Também busca verificar e comparar a diversidade e complexidade de anticorpos especificos contra
colonizadores orais em dois nichos do sistema imune de mucosas. Finalmente, busca encontrar informagdes
a respeito do estimulo antigénico de microrganismos orais na vida pés natal pela presenga destes em
amostras de leite materno.

De acordo com a metodologia do estudo serdo avaliadas amostras de saliva e leite materno de 50
parturientes coletadas previamente na Centro de Referéncia da Saude da Mulher de

Ribeirdo Preto Mater. Para tanto, os niveis de microrganismos comumente encontrados na cavidade bucal
serdo analisados através de ensaios de Checkerboard, os niveis de imunoglobulinas através da Técnica
ELISA e as especificidades de resposta de anticorpos IgA contra bactérias cariogénicas através do Western
Blot.

Critério de Inclus&o:

Gestantes de boa saude geral, sem utilizacdo prévia de corticoides ou antibiéticos
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Critério de Excluséo:

(1) partos néo realizados na Mater, (2) méa satde geral, (3) alguma intercorréncia durante o parto(3) uso de
medicamentos como antibiéticos e corticoides. Quanto as criangas serdo excluidas aquelas que
apresentem: (1) idade superior a 1 dia de vida; (2) malformagdes congénitas; (3)instabilidade
cardiorespiratoria; (4) tratamento prévio com corticéides ou antibiéticos; (5) sinais clinicos de infecgéo.
Andlise dos dados: As variagdes dos niveis de imunoglobulinas serdo analisadas através da andlise de
correlagdo de Pearson e teste de variancia ndo paramétrico.

Para anélise dos microrganismos detectaveis nas amostras através da Hibridizagdo DNA-DNA checkerboard
sera utilizado o teste ANOVA. Os padroes de complexidade de resposta imune verificado nos ensaios de
western blot também serdo quantificados através do numero de antigenos distintos identificados das
diferentes espécies bacterianas testadas e das intensidades das reacdes medidas através da densitometria
das bandas reconhecidas e correlacionados entre eles e entre as visitas e amostras. Os dados obtidos
através do questionario aplicado serdo utilizados para caracterizagdo da amostra estudada e controle de
outros fatores de possivel influéncia na maturacdo do sistema imune de mucosos avaliados pelo
questionario.

Obijetivo da Pesquisa:

1. OBJETIVOS GERAIS

Correlacionar a presenca de microrganismos cariogénicos em amostras de leite materno e saliva e a
diversidade de anticorpos produzidos e suas especificidades por estas duas amostras.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar nas amostras de saliva materna e no leite materno a presenca de espécies de microrganismos
orais: Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586), Prevotella intermédia (ATCC 25611), Streptococcus
sanguinis (ATCC 29667), S. gordonii (ATCC 10558), Streptococcus mutans(ATCC 31341), Streptococcus
mitis(ATCC 49456), Lactobacillus casei (ATCC 334)

- Avaliar os niveis de anticorpos IgA e suas especificidades aos antigenos de Streptococcus mutans em
amostras de saliva materna;

- Comparar os imunoensaios de leite materno encontrados em estudo prévio com os anticorpos IgAS
encontrados em amostras de leite materno.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os beneficios superam os riscos(coletas pouco invasivas e indolores). No que diz respeito aos beneficios,
os participantes serdo instruidos sobre a importancia da prevencdo de doenca oral materna durante a
gestacao e do desenvolvimento de cérie dentaria precocemente na crianca.
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Também sera demonstrado, no préprio bebé, como higienizar a boca da crianga, apés as mamadas com
auxilio de uma gaze estéril. Além de instru¢do quanto a possivel transmissdo de microrganismos de méaes
para filhos.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa € pertinente e atendeu as solicitagdes anteriormente.
Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Os demais termos foram apresentados e estdo adequados

1)Adequar o TCLE quanto a proposta do estudo; foi apresentado o TCLE este apresenta-se conforme a
deliberagédo da RESOLUQAO N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012; Entretanto sugere-se uma
reformulacdo na primeira pagina, segundo paragrafo, onde se Ié: “...no inicio da vida através do inicio da
vida e pode trazer como beneficios para a conscientizagéo e reafirmar a importancia da amamentagao nos
primeiros meses de vida...” e no final do terceiro paragrafo onde se |é: “....N&o hé riscos em participar dessa
pesquisa, pois as coletas ja foram realizadas, ndo causaram dor ou desconforto e ndo foram invasivas...”

Recomendacoes:

As recomendagbes foram atendidas . Todavia sugere-se sugere-se uma reformulagdo na primeira pagina,
segundo paragrafo, onde se |é: “...no inicio da vida através do inicio da vida e pode trazer como beneficios
para a conscientizacao e reafirmar a importancia da amamentagéo nos primeiros meses de vida...” e no final
do terceiro paragrafo onde se 1é: “....Nao ha riscos em participar dessa pesquisa, pois as coletas ja foram
realizadas, ndao causaram dor ou desconforto e ndo foram invasivas...”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Adequar redagéo do TCLE conforme sugerido.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Néo

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Em 08/05/2014 a plenaria votou de acordo com o relator.
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