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Resumo

A anélise do sistema imune de mucosas através da IgA secretéria (IgAS) na saliva contra Strep-
tococcus mutans (SM), principal agente etiolégico da cérie dentaria em humanos, representa uma
importante ferramenta para a busca de uma vacina anticarie. Streptococcus mutans (SM) pode se
estabelecer e se acumular no biofilme dentario devido a presenga de diversos antigenos (Ags) de
viruléncia associados as suas superficies. As proteinas ligantes de glucano (Gbp), as glucosil-
transferase (Gtf) e as adesinas (Ag /1) representam os Ags mais estudados e a analise funcional
destas proteinas é fundamental para a compreensdo dos mecanismos moleculares de viruléncia
de SM e consequentemente para o desenvolvimento de estratégias de controle de infecgdo por
este microrganismo. A elaboragéo de vacina anticarie baseada nestes Ags de SM vem demons-
trando ser uma forma eficaz de controle de SM, pois s&o capazes de estimular o sistema imune de
mucosas a produzir anticorpos IgA contra estes Ags. Desta maneira, a busca de uma vacina anti-
carie representa um desafio promissor e alternativo para o controle da carie dentaria.
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Abstract

The analyses of the immune response of anti-Streptococcus mutans (SM) antibody represent an
important instrument for searching an anticaries vaccine. Streptococcus mutans (SM) can esta-
blish and accumulate on the dental biofilm due to presence of several virulence antigens associa-
ted with the microorganism surface. The glucan binding proteins (Gbp), glucosyltransferases (Gifs)
and adhesins (Ag I/1l) are the most studied antigens. The functional analyses of those virulence pro-
teins is necessary to understand the molecular virulence mechanisms of SM and, consequently, to
develop strategies to control the infection by this microorganism. The elaboration of anticaries vac-
cines based on this Ags of SM was demonstrated to be an efficient mechanism of SM control be-
cause it is capable to stimulate the mucosal immune system to produce IgA antibodies against SM
Ags. In this way, the exploration of anticaries vaccine represents a promising and an alternative
challenge for the control of the dental caries.

ODONTOLOGIA

Introducao

Streptococcus mutans (SM), principais patégenos da
cérie dentaria, apresentam um conjunto de fatores de vi-
ruléncia que os tornam capazes de se aderir e se acumu-
lar no biofilme dentério na presenca de sacarose, desen-
cadeando a desmineralizagéo dos tecidos dentarios, uma
vez que estes microrganismos toleram e produzem gran-
des quantidades de acidos, a partir do seu metabolismo.
Trés grupos de antigenos (Ags) associados a superficie
celular destes microrganismos tém sido amplamente es-
tudados, pois participam do processo de aderéncia e acu-
mulo de SM no biofilme dentario. Estes incluem a adesina
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antigeno I/Il (Ag I/Il), as glucosiltransferases (Gtfs) e as pro-
tefnas ligantes de glucano (Gbp de Glucan-binding pro-
tein). O conhecimento do potencial imunolégico de mu-
cosas, principalmente da IgA secretdria (IgAS) presente na
saliva em criancas e sua relacdo com a susceptibilidade
de infecc&o podem fornecer dados importantes para o de-
senvolvimento de vacinas para o controle da carie denta-
ria. InUmeras formas de elaboracao de vacinas anticarie
vém sendo desenvolvidas com Ag I/Il, Gtf e Gbps em ra-
tos e macacos, através de imunizag¢des sistémicas, mu-
cosas ou passivas. Em humanos, imunizacées das muco-
sas oral e nasal de adultos e criancas com Gtf
demonstraram aumento dos niveis salivares de IgA e IgA1.
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Assim, os diversos estudos envolvendo a elaboragéo para
uma vacina anticarie parecem promissores.

Revisao da literatura

Streptococcus mutans representam o principal agente
etioldgico da cérie dentéaria em humanos. A fase inicial de
colonizacéo é dependente da interacéo especifica entre
SM e proteinas/glicoproteinas de origem salivar € micro-
biana adsorvidas as superficies dentérias (pelicula adqui-
rida do esmalte dentario). Esta ligacé&o inicial a pelicula ad-
quirida envolve interacfes especificas com adesinas
microbianas. Diversas adesinas bacterianas foram identi-
ficadas em diversas espécies de estreptococos da placa
dentéaria. Entre elas, estd uma familia de proteinas deno-
minadas de antigeno I/l (Ag I/I), primeiramente descrita
por Russell e Lehner® (1978). Outro importante meca-
nismo de patogenicidade do SM € a desmineralizagdo do
esmalte dentario, pelo &cido latico produzido no seu me-
tabolismo fermentativo?”. No entanto, para que haja pro-
ducéo de &cido suficiente para sustentar a desmineraliza-
¢ao progressiva do esmalte, ha necessidade de aumento
da proporcéo de SM no biofilme dentario, a qual é favore-
cida pela alta tolerancia destas espécies a baixo pH2.

Streptococcus mutans é capaz de se acumular no bio-
filme através da sintese e interagdo com uma matriz de ex-
tracelular de glucanos insoluveis?®. Este processo de acu-
mulo € iniciado pela atividade de glucosiltransferases
(Gtf) secretadas por SM?226, As Gtfs sintetizam véarias for-
mas de glucanos extracelulares de alto peso molecular, a
partir da sacarose. Estes polimeros de glucanos, por sua
vez, possibilitam a agregacdo de SM a outros estrepto-
COCOS orais, aparentemente através da interagdo com
proteinas ligantes de glucanos associadas a superficie ce-
lular. Quatro Gbps foram identificadas para a espécie
SM, GbpA, GbpB, GbpC e GbpD1'61725, Estas proteinas
podem ser secretadas ou associadas as superficies ce-
lulares (GbpA, GbpB e GbpD) ou ligadas covalentemente
a parede celular (GbpC) e apresentam diferentes afinida-
des a polissacarideos'.

Discussao

Os primeiros estudos indicando que a indugéo da pro-
ducéo de IgAS contra Ags de SM poderiam conferir pro-
tecao contra a carie dentaria foram realizados na década
de 70. Os avancos no entendimento dos mecanismos
moleculares de patogenicidade de SM tém favorecido o
desenvolvimento de diversas estratégias para o controle
da infecgéo por estes microrganismos'?15:18, Diversos es-
tudos em modelos animais, demonstraram que a indugéo
de anticorpos contra Ags de superficie de SM envolvidos
na viruléncia (Agl/ll, Gtfs e GbpB) foi capaz de conferir
protecao contra a carie dentéria, sob alta exposicéo a sa-
carose (cerca de 55% de sacarose na dieta)*?6, Smith et
al*® (1990) observaram que salivas de criancas america-
nas freqUentemente continham IgA reativo para a GbpB,
indicando que a infecgao inicial por SM poderia levar a
uma resposta imune natural a esta proteina'®19. Posterior-
mente, a andlise da resposta imune natural a SM, em

criancas com até 2 anos de idade, revelou que a maioria
dos anticorpos salivares IgA era especifica a Ags de SM
importantes na sua colonizac&o e acumulo, incluindo-se
o Agl/ll e Gtfs131924 Em algumas criangas, 0s anticorpos
especificos a Ags de SM puderam ser detectados antes
mesmo da deteccdo deste microrganismo na cavidade
bucal'319,

Varios estudos in vitro e in vivo demonstraram que an-
ticorpos especificos para Ag I/ll do SM ou SpaA do S. so-
brinus puderam interferir na adesao/colonizacédo bacte-
riana e no desenvolvimento da céarie dentaria. Lehner et
al® (1981) analisaram os efeitos imunogénicos e proteto-
res contra a carie dentéria da imunizagcao com Ag I/Il, em
40 macacos que recebiam uma dieta cariogénica (15% de
sacarose na dieta). Os resultados mostraram que houve
uma significante reducao nos indices de cérie dentéria
dos macacos imunizados, quando comparados aqueles
ndo imunizados. A imunizagao passiva local, com anti-
corpos monoclonais Ag I/Il-especificos em humanos, de-
monstrou reducgdes nos niveis de infeccéo bucal por SM
em adultos, quando comparados com individuos ndo imu-
nizados®928, Takahashi et al.28 (1991) sintetizaram quatro
peptideos com base na sequéncia de aminoacidos do
PAc (ou Ag I/Il), entre estes peptideos, PAc (residuo 301-
319) que correspondia as regides ricas em alanina. A
imunizagcdo de camundongos, com este peptideo, mos-
trou uma diminui¢cao na coloniza¢do por SM nas superfi-
cies dentérias destes animais. Hajishengallis et al.2 (1992)
investigaram o efeito da IgAS humanos especificos a Ag
I/ll sobre a aderéncia de SM; os autores constataram que
estes anticorpos puderam interferir na adeséo inicial de
SM a pelicula de saliva que recobre os dentes. Posterior-
mente, estudos em ratos, infectados oralmente com SM e
submetidos a imunizacao intranasal com Agl/Il, apresen-
taram niveis de SM significativamente menores na placa
dentéria e menores indices de carie do que ratos infecta-
dos e nao imunizados™. Entretanto, o mecanismo protetor
de imunizacdo com Agl/ll ndo é conhecido e ha evidén-
cias de que a inativagéo do gene pac (que codifica Agl/Il)
ndo produz reducdo na viruléncia de cepa de SM em mo-
delo de animais?.

As glucosiltransferases sdo os antigenos mais bem ca-
racterizados em SM&!", Smith et al.?* (1979) analisaram a
administracdo oral de glucosiltransferases em hamsters,
verificando a produgao de anticorpos salivares e séricos,
especificos a estes antigenos. O efeito da imunizacéo
com Gtf de Streptococcus sobrinus sobre 0s niveis bucais
de SM foram testados em humanos adultos. Apds a pri-
meira imunizacao, as amostras salivares do grupo imuni-
zado apresentaram niveis superiores de IgA do que nos
pacientes do grupo placebo. Entre a primeira e a se-
gunda imunizagao, os niveis de IgA especificos a Gtf fo-
ram maiores no grupo imunizado e os niveis de SM foram
sempre menores nas amostras do grupo vacinado??. As-
sim, a inducé&o de anticorpos contra Gtf apresenta efeito
redutor dos niveis de infecgcdo, mesmo em individuos pre-
viamente colonizados por esta espécie.

Aplicagao topica de Gtf de S. sobrinus foi administrada
sobre a mucosa do labio inferior de adultos (entre 18 e 42
anos de idade), a fim de verificar a eficiéncia desta via de

Nogueira RD, Borges MCL, Talarico MLS, Ferriani VPL, Mattos-Graner RO. Vacinas anticérie — desafios. Rev Inst Ciénc Saude. 2008;

26(4):463-6.



administragcao antigénica e seu efeito no re-acumulo de
SM nos dentes apos profilaxia dentaria. Estes pacientes
foram divididos em dois grupos: imunizado e placebo. Os
individuos selecionados tinham niveis similares de infec-
cao por SM e anticorpos IgA anti-Gtf. Os grupos foram en-
tdo submetidos a profilaxia dentaria imediatamente antes
da aplicagéo topica do Ag de Gtf ou placebo. A aplicacéo
topica da Gtf promoveu um aumento significativo de IgA
anti-Gtf no grupo imunizado em relagéo ao grupo placebo,
e as proporcdes de SM foram sempre significativamente
menores no grupo imunizado, do que no placebo?.

A imunizacéo passiva também demonstrou o efeito pro-
tetor de anticorpos anti-Gtf no desenvolvimento da carie
dentaria. Hamada et al.3 (1991) analisaram in vitro e in vivo
o efeito da administrac&o de anticorpos policlonais, pro-
veniente de ovo de galinha, formados contra células in-
teiras de SM, Gtf secretada (livre de células de SM) ou Gtf
associada a células de SM. A analise in vitro revelou que
os anticorpos IgY anti-células de SM e IgY anti-Gtf asso-
ciada a células inibiam a aderéncia das células de SM a
superficie de vidro em 97 e 92% respectivamente. A ana-
lise in vivo, da imunizacéo passiva (administrac&o oral) em
ratos com anticorpos IgY contra Gtf associada com célu-
las inteiras, apresentou o melhor resultado, pois promoveu
uma reducao significativa do acumulo de placa dentaria
(reducéo de 46,4% em relac&o aos ratos ndo imunizados).

Embora varias proteinas ligantes de glucano (Gbps) te-
nham sido descritas?, somente a GbpB de SM?® pareceu
apresentar propriedades imunogénicas e protetoras con-
tra a carie dentaria. Diversas caracteristicas desta proteina
ressaltam seu potencial como um alvo no desenvolvi-
mento de vacinas. A GbpB é produzida por todas as ce-
pas laboratoriais ou clinicas testadas até o momento'®.
Mais de 80 isolados clinicos de SM testados em imuno-en-
saios com anticorpos GbpB-especificos apresentaram ni-
veis detectaveis de GbpB em fluidos de cultura e em ex-
tratos celulares?®. Smith et al.25 (1994) mostraram que 20
das 24 salivas de adultos testadas, em ensaios ELISA,
continham IgA reativo contra a GbpB. Neste mesmo es-
tudo, em ensaios western blot com salivas humanas,
GbpA mostrou pouca ou nenhuma reagcao com anticorpos
IgA. Estes resultados sugeriram que a GbpB é mais imu-
nogénica em humanos do que a GbpA.

Smith e Taubman?2 (1996) avaliaram a habilidade de in-
duzir a produgéo de anticorpos IgA através da imunizagao
com GbpB ou Gtf de SM em ratos. Para isto, estes ratos
receberam injecbes subcutaneas de GbpB ou Gtf e, de-
pois de detectado a presenca de anticorpos (salivares ou
séricos) IgA anti-GbpB ou anti-Gtf, estes ratos foram in-
fectados oralmente com SM e receberam dieta contendo
56% de sacarose durante 71 dias. Os niveis de SM nos
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molares dos ratos, apos terem sido imunizados com GbpB
ou Gtf, foram menores (reducédo de 72,7 e 47,9% respec-
tivamente para GbpB e Gtf) do que dos ratos ndo imuni-
zados. O numero de lesdes cariosas nas superficies dos
molares foi aproximadamente duas vezes menor nos ani-
mais imunizados, quando comparados com 0s ratos nao
imunizados.

Tyler e Cole® (1999) analisaram o efeito da imunizagao
com Ags de SM em quatro chipanzés fémeas, durante a
gestacédo, nas concentragdes de IgAS no leite materno.
Os dados deste estudo mostraram que trés destes ani-
mais apresentavam IgA1S especifico para a GbpB (pro-
teina de 59 kDa), dois apresentaram SIgA1 contra Gtf e
nenhum apresentou anticorpos para GbpA (74 kDa) e to-
dos tinham anticorpos especificos para Ag I/Il.

Smith et al?® (2001) estudaram a influéncia da admi-
nistracdo passiva de anticorpos IgY (proveniente do ovo
de galinhas imunizadas com GbpB) anti-GbpB em ratos
infectados com SM. Houve uma diminui¢do significativa
nos niveis de SM nos molares e também nos indices de
cérie dentaria nos animais imunizados, os quais foram
50% menores, quando comparados aos animais nao imu-
nizados. Assim, a administracdo oral de IgY anti-GbpB
pdde interferir na colonizag&o por SM, sob condi¢des de
alta exposicdo a sacarose e conseqlentemente, interferir
no desenvolvimento da cérie dentéria.

Conclusao

As inumeras tentativas de controle da carie dentaria
através da elaboracdo de uma vacina anticarie baseada
nos antigenos de viruléncia de SM mostram-se promisso-
ras, pois 0s niveis deste microrganismo e o nimero de ca-
ries parecem diminuir com a imunizacéo. O perfeito en-
tendimento do sistema imune de mucosas, em especial a
producéo de anticorpos IgAS especifico a Ags de viru-
léncia de SM representam os novos desafios ja que estu-
dos em criangas entre 5 a 13 meses de idade’® demons-
tram que IgAS especifico a GbpB pode estar relacionado
a modulacéo da infeccao pelo SM. Outros estudos preci-
sam ser elaborados para se analisar o desenvolvimento
do sistema imunolégico desde o nascimento até a colo-
nizagcao por microrganismos orais para se analisar a in-
fluéncia da colonizacéo e ontogenia do sistema imune de
mucosas.
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