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RESUMO 

BORGES, M. C. L. Caracterização da resposta imune de mucosas a colonizadores 

iniciais da cavidade bucal em recém-nascidos a termo e pré-termo: um estudo 

prospectivo. 2015. 86p. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

Imunoglobulinas secretoras presentes nas superfícies mucosas representam a primeira linha 

de defesa do sistema imune adaptativo contra desafios infecciosos. A imunidade humoral 

de recém-nascidos prematuros é diminuída em comparação a recém-nascidos a termo. A 

identificação de antígenos de virulência de bactérias colonizadoras da cavidade oral pode 

ajudar na investigação dos mecanismos de estimulação antigênica e desenvolvimento da 

resposta imune de mucosa. No presente estudo, foram medidos os níveis de 

imunoglobulina A (IgA) e M (IgM) na saliva e caracterizada a especificidade de IgA 

contra antígenos de espécies de estreptococos da cavidade oral no início da vida. Foram 

estudadas as respostas de anticorpos IgA específicos para espécies bacterianas pioneiras 

(Streptococcus mitis , S. sanguinis , S. gordonii) e patogênicas (Streptococcus mutans) da 

cavidade oral em crianças a termo (AT) e pré-termo (PT) em duas visitas: ao nascimento 

(T0) e aos 3 meses de idade (T3). Salivas de 123 crianças (72 AT e 51 PT) foram coletadas 

durante as primeiras 10h após o nascimento (T0) e, novamente, aos 3 meses de idade (T3). 

Os níveis de anticorpos IgA e IgM nas amostras salivares foram analisados por ELISA. 

Um subgrupo de 26 crianças AT e 24 PT  foram comparados com relação a padrões de 

especificidades de anticorpos contra diferentes antígenos de estreptococos, utilizando 

ensaios de Western blot. Não houve diferença significativa (p> 0,05) nos níveis salivares 

de IgA e IgM entre o grupo de crianças AT e PT  ao nascimento. Em T3, os valores médios 

de IgA foram semelhantes entre os grupos e os níveis de IgM foram significativamente 

maiores em PT que AT (p < 0,05). Os ensaios Western blot identificaram resposta positiva 

de IgA para os estreptococos estudados na maioria das crianças, especialmente no grupo 

AT . Houve algumas diferenças entre os grupos com relação à frequência de crianças com 

resposta positiva a antígenos e intensidade da resposta IgA. Em geral, os antígenos de 

estreptococos orais foram mais frequentemente detectados e as bandas foram mais intensas 

no grupo de crianças AT quando comparados aos PT, especialmente em T3. Análise 

prospectiva de padrões de IgA específica para os antígenos de diferentes espécies de 

estreptococos revelou um aumento na complexidade da resposta de anticorpos IgA do 

nascimento (T0) até os 3 meses de vida (T3), tanto em PT quanto nos AT. O padrão de 



 

 

resposta de IgA aos antígenos dos estreptococos parece ser influenciado pela idade 

gestacional, o que pode refletir o grau de maturidade do sistema imune de mucosa. 

Palavras-chave: Streptococcus mutans,, IgA, IgM, saliva, prematuridade 

  



 

 

ABSTRACT 

 

BORGES, M. C. L. Salivary antibody response to streptococci in preterm and fullterm 

children: a prospective study. Thesis (Doctoral). School of Medicine of Ribeirão Preto, 

University of São Paulo, Brazil. 2015 

Secretory immunoglobulins present in mucosa surfaces represent the first line of defense of 

the adaptive immune system against infectious challenges. Preterm neonates humoral 

immunity is diminished compared to fullterm newborns. The identification of important 

antigens of virulence of oral species may help in the investigation of the mechanisms of 

antigenic stimulation and the development of the mucosal immune response. In the present 

study we measured saliva levels of immunoglobulin A (IgA) and M (IgM) and 

characterized the specificity of IgA against antigens of several streptococcal species found 

early in life. Salivary IgA antibody responses to bacterial species that are prototypes of 

pioneer (Streptococcus mitis, S. sanguinis, S. gordonii) and pathogenic (Streptococcus 

mutans) microorganisms of the oral cavity were studied in fullterm (FT) and preterm (PT) 

children in two visits: at birth (T0) and at 3 months of age (T3). Salivas from 123 infants 

(72 FT and 51 PT) were collected during the first 10h after birth (T0) and again at 3 

months of age (T3). Salivary levels of IgA and IgM antibodies were analyzed by ELISA. A 

subgroup of 26 FT and 24 PT children were compared with respect to patterns of antibody 

specificities against different streptococci antigens using Western blot assays. No 

significant differences (P>0.05) in salivary levels of IgA and IgM between FT and PT 

babies were found at birth. At T3, mean sIgA values were similar between groups and 

salivary IgM levels were significantly higher in PT than FT (p<0.05). Western blot assays 

identified positive IgA response to streptococci in the majority of children, especially in 

the FT group. There were some differences between groups in relation to the frequency of 

children with positive response to antigens and intensity of IgA response. In general, oral 

streptococci antigens were more frequently detected and bands were more intense in FT 

than in PT, especially in T3. Prospective analysis of patterns of saliva IgA against Ags of 

different streptococcal species revealed an increase in complexity of the salivary IgA 

antibody response from the first day of birth (T0) to T3 in PT and FT. The patterns of 

salivary IgA response to streptococci antigens appear to be influenced by the gestational 

age, which might reflect the level of immunological maturity of the mucosal immune 

system. KEYWORDS: Streptococcus mutans, IgA, IgM, saliva, prematurity 

 



 

 

LISTA DE SIGLAS 

 

 

Ag  Antígeno 

AT  A termo 

GbpB  Glucan binding protein B 

Gtf  Glicosiltransferase 

IgA  Imunoglobulina A 

IgAs  IgA Secretora 

IgG  Imunoglobulina G 

IgM  Imunoglobulina M 

Kda  kilodalton 

PT  Pré- termo 

SGO  Streptococcus gordonii  

SMI  Streptococcus mitis    

SMi  Streptococcus mitis biovar 1  

SM   Streptococcus mutans      

SSA  Streptococcus salivarius 

  



 

 

SUMÁRIO 

 
1. INTRODUÇÃO ........................................................................................................................ 12 

2. REVISÃO DE LITERATURA ................................................................................................. 14 

2.1. Diversidade de estreptococos colonizadores da cavidade bucal no início da vida ............ 14 

2.1.1. Antígenos de virulência de estreptococos orais .......................................................... 15 

2.2. Resposta imune de mucosas contra a invasão microbiana oral no início da vida .............. 15 

2.2.1. Resposta imune de IgA específica a microrganismos orais ........................................ 19 

2.3. Desenvolvimento do sistema imunológico em neonatos a termo e prematuros ................ 20 

3. OBJETIVOS .............................................................................................................................. 23 

4. MATERIAL E MÉTODOS ...................................................................................................... 24 

4.1. Delineamento de estudo ..................................................................................................... 24 

4.2. Coleta de saliva .................................................................................................................. 25 

4.3. Análise dos níveis salivares de imunoglobulinas: IgA e IgM - ELISA ............................. 25 

4.4. Análise das concentrações de proteínas das amostras salivares ......................................... 27 

4.5. Ensaios para análise da complexidade de resposta de IgA contra antígenos de SM, SMI, 

SSA e SGO. ............................................................................................................................... 27 

4.5.1. Preparação de antígenos bacterianos. .......................................................................... 27 

4.5.2 Análise da complexidade da resposta de IgA salivar contra antígenos bacterianos em 

ensaios de Western blot. ........................................................................................................ 28 

5. ANÁLISE ESTATÍSTICA ....................................................................................................... 30 

6. RESULTADOS ......................................................................................................................... 31 

6.1. População do estudo. .......................................................................................................... 31 

6.2. Níveis de IgA, IgM e proteínas nas amostras salivares ao nascimento e aos 3 meses de 

vida ............................................................................................................................................ 31 

6.3. Detecção de IgA específica aos antígenos bacterianos nas amostras salivares. ................. 36 

6.4. Intensidade da resposta específica de IgA aos antígenos bacterianos nas amostras 

salivares. .................................................................................................................................... 39 

7. DISCUSSÃO ............................................................................................................................. 42 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .......................................................................................... 47 

ANEXOS ....................................................................................................................................... 59 

 



 

  

12 

1. INTRODUÇÃO 

O sistema imune de mucosa representa a primeira linha de defesa da resposta 

imune adaptativa contra desafios infecciosos. A atividade antibacteriana nas secreções é 

mediada, em parte, pela IgA secretora (IgAs) presente na saliva e outros fluidos corporais 

(MCGHEE et al., 1992, RUSSELL et al., 1999, MICHETTI et al., 1992). Esta 

imunoglobulina é capaz de controlar a microbiota oral através da redução da aderência de 

bactérias na mucosa oral e na superfície dentária. 

 A concentração de IgA na saliva é considerada, por alguns autores,  como 

indicador do desenvolvimento do sistema imune de mucosas em crianças (SEIDEL et al.,  

2000, WAN et al., 2003), e  já foi observada associação entre  redução transitória dos 

níveis de IgA detectados na saliva e aumento da susceptibilidade às infecções do trato 

gastrointestinal (SEIDEL et al., 2000, WAN et al., 2003), reforçando a importância da 

maturação do sistema imune de mucosas no combate às infecções. 

A cavidade oral é a principal entrada de inúmeros micro-organismos, entre 

eles, o Streptococcus salivarius (SSA) e Streptococcus mitis (SMI) que são os principais 

colonizadores precoces da cavidade oral. Após a erupção dos dentes, novas espécies são 

encontradas na boca, tais como Streptococcus mutans (SM). No entanto, em algumas 

populações altamente expostas à sacarose, estes micro-organismos já são detectados antes 

da erupção dos dentes decíduos. Streptococcus mutans é considerado o principal patógeno 

associado à cárie dentária, devido à sua capacidade de aderir e se acumular na superfície 

dentária, em presença de sacarose, formando o biofilme dental que gera a produção de altas 

concentrações de ácidos, os quais promovem a desmineralização dos tecidos dentários 

(LOESCHE et al., 1993). Por outro lado, algumas das espécies pioneiras, como 

Streptococcus mitis (SMI), Streptococcus gordonii (SGO) e Streptococcus sanguinis (SSA) 

podem estar associadas a endocardite bacteriana (VACCA-SMITH et al., 1994). 

 Estes micro-organismos, comumente encontrados na cavidade bucal, no início 

da vida, exibem diversos antígenos de virulência que determinam sua capacidade de 

colonização e manutenção na cavidade bucal. A identificação destes antígenos de 

virulência pode contribuir para a investigação dos mecanismos de estímulação antigênica e 

do desenvolvimento da resposta imune de mucosa.  

 Alguns antígenos importantes de virulência destas espécies foram previamente 

descritos, tais como: 153 Kilodalton (kDa) de SGO e 170 kDa de SSA que são 

glicosiltransferases (Gtfs). VACCA – SMITH et al., 2000 e POULSEN et al., 1998 
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sequenciaram uma IgA1-protease de Streptococcus mitis com 200kDa. SM possuem vários 

antígenos de virulência, sendo os principais: uma adesina (Ag I/II) de 185 kDa, a 

glicosiltransferase de 160kDa, e uma proteína de ligação à glucano B (GbpB) com 56 kDa 

(DEMUTH et al., 1988; HANADA & KURAMITSU et al., 1988; MATTOS-GRANER et 

al., 2001) .  

Poucos estudos caracterizaram a ontogenia do sistema imune de mucosas em 

crianças recém-nascidas e durante os primeiros  anos de vida, especialmente a resposta 

imune adaptativa contra estas espécies e seus antígenos de virulência. Estudo prospectivo 

realizado com crianças brasileiras entre 5 e 24 meses de idade, mostrou uma alta 

complexidade de resposta de  anticorpos IgA salivares contra antígenos bacterianas de SM 

e SMI (NOGUEIRA et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2007). Esses resultados sugerem  que 

as respostas positivas a estes antígenos de virulência poderiam modular a capacidade de 

colonização do SM, visto que crianças não colonizadas apresentavam altos níveis de 

anticorpos específicos. Além disso, estudo realizado pelo nosso grupo mostrou altos níveis 

de IgA específicos para antígenos de SM e SMI em amostras de saliva de neonatos. Nesse 

mesmo estudo, crianças prematuras  apresentaram níveis inferiores, quando comparadas a 

crianças nascidas a termo (NOGUEIRA et al., 2012).  

Reconhecidamente, os recém-nascidos têm uma maior incidência de 

colonização por vários micro-organismos quando comparados com adultos ou crianças 

mais velhas, devido à imaturidade do sistema imunológico (CLAPP et al., 2006; KAUR et 

al., 2007). Vários fatores podem influenciar o desenvolvimento eficaz de uma resposta 

imune de mucosa, incluindo o estado nutricional, aleitamento materno, exposição a 

antígenos, fatores genéticos e idade gestacional (MARUYAMA et al., 2009), o que 

justifica que bebês nascidos prematuramente tenham  susceptibilidade maior às infecções.  

Desta maneira, devido à escassa informação sobre a resposta imune durante os 

primeiros estágios de desafio bacteriano, o presente estudo analisou prospectivamente os 

níveis de IgA e Imunoglobulina M (IgM) na saliva e especificidade de IgA contra 

antígenos de espécies de estreptococos colonizadoras iniciais da cavidade bucal, ao 

nascimento e após 3 meses de idade, em recém-nascidos a termo (AT) e prematuros. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Diversidade de estreptococos colonizadores da cavidade bucal no início da vida 

Logo após o nascimento, a criança entra em contato com diversos micro-

organismos presentes no ambiente em que vive, principalmente através da mãe e outras 

pessoas com quem mantém contato. Alguns dos micro-organismos são transitórios, outros 

se tornam residentes, como por exemplo, os estreptococos que representam a maioria das 

bactérias que colonizam primeiramente a cavidade bucal.  

Com um mês de vida, espécies como Streptococcus mitis foram  identificadas, 

por meio de cultura, em crianças saudáveis (PEARCE et al., 1995), sendo essa a  espécie 

de estreptococo oral mais frequentemente detectada em crianças de 1 a 5 meses de idade 

(SMITH, TAUBMAN et al., 1990). Assim que os dentes começam a erupcionar na 

cavidade bucal, surgem novos sítios de colonização e a microbiota oral torna-se 

progressivamente mais complexa. A presença de superfícies dentais não descamativas é 

suficiente para a colonização por outras espécies de estreptococos orais, Streptococcus 

gordonii (TAPPUNI, CHALLACOMBE et al., 1993) e Streptococcus sanguinis 

(CARLSSON et al., 1975).  A colonização inicial de SSA ocorre durante uma “janela de 

infectividade”, por volta dos 9 meses de idade, estando relacionada significativamente com 

a erupção do primeiro dente, que ocorre em uma idade mediana de 7,1 meses (CAUFIELD 

et al., 2000).  

Posteriormente, o período de 19 a 31 meses de idade é definido como a “janela 

da infectividade de SM” (CAUFIELD et al., 1993; SMITH et al., 1998). A aquisição 

inicial de SM pode ocorrer antes deste período de janela de infecção (19-31 meses), 

especialmente em crianças brasileiras que são expostas a um elevado consumo de sacarose 

e ao contato com a saliva de indivíduos altamente infectados (BERKOWITZ et al., 1980; 

KOHLER et al., 1994; MATTOS-GRANER et al., 2001; TANNER et al., 2002; KLEIN et 

al., 2004). As mães parecem ser as principais fontes de infecção por estes microrganismos 

(LI et al., 1995). Diversos outros fatores comportamentais, intrínsecos aos hospedeiros, e 

ambientais podem influenciar na infecção inicial de SM (TANZER et al., 2001), como por 

exemplo, variações nos hábitos dietéticos, de higiene bucal e deficiências imunológicas. 

Estudos dos fatores que influenciam a maturação do sistema imunológico de mucosas 

ainda são escassos (HAJISHENGALLIS et al., 1999; MICHALEK et al., 2002). 
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2.1.1. Antígenos de virulência de estreptococos orais 

 

 A capacidade de causar infecção microbiana depende de inúmeros antígenos de 

virulência presentes nas superfícies desses micro-organismos. O reconhecimento destes 

antígenos e suas propriedades são ferramentas importantes para se entender o processo de 

colonização da cavidade bucal. Alguns antígenos de virulência de estreptococos pioneiros 

da cavidade bucal já foram identificados. O antígeno de 153kDa de Streptococcus 

gordonii, que é uma glicosiltransferase (Gtf), é importante no processo de colonização do 

endocárdio, nos quadros de endocardite bacteriana, por mediar a aderência desta bactéria 

ao endotélio humano (VACCA-SMITH et al., 1994). Além disso, estudos em modelos 

animais mostraram que essa Gtf é responsável pela capacidade do SGO persistir no 

biofilme dentário (TANZER et al., 2008). VACCA-SMITH e colaboradores (2000) 

purificaram uma Gtf de Streptococcus sanguinis com peso molecular de 170 kDa e 

POULSEN e colaboradores (1998) sequenciaram uma IgA1-protease de Streptococcus 

mitis com 200kDa. 

Três importantes antígenos de SM foram associados à capacidade desse 

microrganismo aderir e acumular-se no biofilme dentário. Estes antígenos são a adesina 

(AgI/II) de 185 kDa , a glucosiltransferase de 160kDa que sintetiza glucano a partir de 

sacarose, e a proteína de ligação à glucano B (GbpB) com 56 kDa (DEMUTH et al., 1988; 

. HANADA & KURAMITSU et al., 1988; MATTOS - GRANER et al., 2001). 

 

2.2. Resposta imune de mucosas contra a invasão microbiana oral no início da vida 

Logo após o nascimento, as crianças são expostas a muitos micro-organismos 

presentes no ambiente e a indivíduos com quem mantêm contato, principalmente as mães, 

já que a cavidade oral é a porta de entrada destes micro-organismos. A presença de 

resposta imunológica eficaz na cavidade bucal representa uma importante ferramenta 

contra a invasão, colonização e patogenicidade das diferentes espécies microbianas. 

Portanto, a capacidade do sistema imune responder aos desafios infecciosos durante o 

estabelecimento da microbiota indígena constitui importante componente de defesa do 

hospedeiro, já que os níveis bacterianos podem ser controlados pelos anticorpos presentes 

na saliva. Sendo assim, o entendimento dos componentes imunológicos inatos e 

adaptativos da cavidade bucal pode fornecer importantes informações a respeito de como a 
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indução de uma resposta imune direcionada pode ser efetiva contra um contato microbiano 

inicial.  

Reconhecidamente, deficiências do sistema imunológico inato e adaptativo 

podem aumentar a susceptibilidade a agentes infecciosos (GLEESON et al., 1994, SEIDEL 

et al., 2000, WAN et al., 2003).  

A capacidade de resposta do sistema imune de mucosas a desafios infecciosos 

durante o estabelecimento da microbiota indígena é importante para a defesa do hospedeiro 

(MICHALEK et al., 2002; LAW et al., 2006; MARCOTTE et al, 1998)
 
. Os anticorpos 

produzidos no tecido linfóide mucoso são transportados pelas barreiras epiteliais no lúmen 

dos órgãos da mucosa. No intestino e nas vias aéreas, por exemplo, os anticorpos estão na 

superfície luminal do epitélio e inibem a entrada de micro-organismos inalados ou 

ingeridos (ABBAS, 2008). A IgAS é a principal imunoglobulina nas secreções e tem como 

função primordial a neutralização de micro-organismos e toxinas através do bloqueio da 

ligação dessas substâncias a receptores celulares, atuando como primeira linha de defesa 

adaptativa contra patógenos das mucosas (MCGHEE et al., 1992;  RUSSELL et al., 1999).  

A saliva é um importante biofluido da cavidade bucal e desempenha várias 

funções na manutenção da homeostase da cavidade oral, na proteção dos dentes contra a 

cárie e também na defesa contra a invasão de micro-organismos. Além da presença de 

imunoglobulinas, existem outras proteínas com atividade antimicrobiana tais como a 

lisozima, lactoferrina, lactoperoxidase, aglutininas, mucinas e, as histatinas, que são uma 

família de peptídeos com atividade inibitória sobre produtos bacterianos, e defensinas e 

catelicidinas, peptídeos antimicrobianos expressos por células epiteliais de mucosas (VAN 

NIEUW AMERONGEN et al.; 2004).  

Dentre as imunoglobulinas encontradas na saliva, as mais frequentes e de 

maior importância são IgA e IgM. A IgAS é a principal imunoglobulina nas secreções e 

representa a primeira linha de defesa adaptativa contra patógenos das mucosas (RUSSELL 

et al., 1999), como por exemplo, contra enterobactérias e vírus em homens e modelos 

animais (MICHETTI et al., 1992).  Estudos em crianças revelaram que praticamente toda a 

IgA encontrada na saliva total de crianças está na forma dimérica, associada a um 

componente secretor (SMITH et al., 1989).  

Os níveis totais de IgA têm sido considerados como indicadores do grau de 

maturidade desse sistema imune.  Crianças recém-nascidas apresentam níveis inferiores de 

IgA quando comparadas a crianças mais velhas e adultos (FITZSIMMONS et al., 1994, 
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GLEESON et al., 1995; BRANDTZAEG et al., 1998, SMITH et al., 1998, SEIDEL et al., 

2000, WAN et al., 2003).  

Além disto, reduções transitórias nos níveis de IgA detectados na saliva foram 

associadas à maior susceptibilidade a infecções do trato gastrointestinal (GLEESON et al., 

1994, SEIDEL et al., 2000, WAN et al., 2003), reforçando a importância da maturação do 

sistema imune de mucosas para a proteção contra infecções.  

A exposição antigênica ambiental pode influenciar na ontogenia da resposta 

imune secretora (MELLANDER et al., 1985; NAGAO et al., 1993). Maior frequência de 

infecções respiratórias causadas por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e 

Moraxella catarrhalis, observada antes dos 2 anos de idade, têm sido associada à baixa 

resposta de IgAS a antígenos específicos destes patógenos (FADEN et al., 1994; FADEN 

et al., 1995; YAMANAKA et al., 1993). Associações entre a especificidade de anticorpos 

IgA e a aquisição inicial de  patógenos bacterianos sugerem que o sistema imune de 

mucosas é capaz de modular o estabelecimento de patógenos nas mucosas nasofaríngeas. 

Por exemplo, um pico na resposta a um Antígeno potencialmente utilizável em vacinas 

contra Haemophilus influenzae, a proteína de membrana externa (OMP) P6, foi detectado 

em idade precoce (1 a 24 meses) entre crianças que apresentavam curta persistência de 

colonização por Haemophilus influenzae, enquanto que uma resposta fraca a este Antígeno 

foi observada em crianças colonizadas por maior diversidade de cepas desta bactéria e por 

períodos mais longos (FADEN et al., 1994; FADEN et al., 1995; YAMANAKA et al., 

1993). A persistência de colonização recorrente por cepas de Haemophilus influenzae em 

crianças susceptíveis à otite foi também associada à resposta imune sorológica inadequada 

ao antígeno OMP P6 na faixa etária de 10 a 25 meses (YAMANAKA et al., 1993). 

Vários autores estudaram as concentrações de IgA na saliva de crianças nos 

primeiros anos de vida. Estudo realizado com crianças recém-nascidas nas primeiras 24 

horas de vida demonstrou que a concentração média de IgA salivar foi de 19.2µg/ml, sendo 

que após 2 a 10 dias de vida estes níveis aumentaram para 21.6µg/ml (SEIDEL et al., 

2000). WAN e colaboradores (2003) mostraram que ao nascimento os valores de 

concentração de IgA em amostras salivares de bebês variaram entre 0.5 e 12.7µg/ml sendo 

que estes níveis aumentaram gradativamente do nascimento (média=2.7 ± 4.2µg/ml) aos 

18 meses de idade (média=22.4 ± 7.3µg/ml). Estudo prévio, realizado pelo nosso grupo 

(NOGUEIRA et al., 2012), demonstrou que ao nascimento, os níveis de IgA salivar eram 
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2,5 vezes maiores em crianças a termo (mediana 1,09 µg/ml) quando comparadas a 

crianças prematuras (mediana 0,78 µg/ml). 

Nível médio de 0,15µg/ml de IgA foi detectado na saliva de crianças brasileiras 

de 6 meses de idade e esse nível aumentou para 0,5µg/ml aos 18 meses de idade 

(NOGUEIRA et al., 2005). Entre crianças na faixa etária de 6,5 a 12 anos, a concentração 

média de IgA é bem mais alta 201g/ml (GLEESON et al., 1995). Em adultos, as 

concentrações de IgA na saliva variam entre 72g/ml e 410g/ml, sendo que a criança 

atinge níveis semelhantes aos dos adultos aos 7 anos de idade (BRANDTZAEG et al., 

1989; WAN et al., 2003).  

 A IgM é a segunda imunoglobulina mais encontrada na saliva. Níveis dessa 

imunoglobulina foram detectados em somente 15% dos bebês de 1 a 6 meses de idade 

(GLEESON et al., 1986, THRANE et al., 1987; SMITH et al., 1992). SMITH e 

colaboradores (1989) demonstraram que os níveis de IgM em amostras salivares de 

crianças diminuiram durante os primeiros 3 a 4 meses de vida, enquanto que os níveis de 

IgA aumentaram. Deficiências na produção de IgA  parecem ser compensadas pela 

produção e secreção de IgM em crianças de maior idade e adultos (FERNANDES et al., 

1995, GLEESON et al., 1995). Entretanto, este mecanismo compensatório não foi 

observado em outro estudo, em crianças durante os primeiros 2 anos de vida (GLEESON 

et al., 1995). Em bebês nascidos prematuramente, a concentração média de IgM em 

amostras salivares encontrada em um estudo foi de 5.5µg/ml, ligeiramente menor que de 

bebês nascidos a termo, média= 6.6µg/ml (WAN et al., 2003). No estudo realizado em 

crianças brasileiras,  não houve diferença nas concentrações de IgM na saliva entre grupos 

de crianças a termo e pré-termo (NOGUEIRA et al., 2012). 

A imunoglobulina G (IgG) também está presente na saliva, mas em pequena 

quantidade, como reflexo da imunidade sistêmica, já que esta imunoglobulina vem do 

plasma sanguíneo, alcançando a cavidade bucal através do líquido crevicular encontrado na 

interface entre o dente e a gengiva (RUSSELL et al., 1999). Estudo realizado na Austrália 

por WAN e colaboradores (2003) detectaram IgG na saliva de 61% dos recém-nascidos a 

termo (AT) estudados e 56% dos recém-nascidos pré-termo (PT), sendo que não houve 

diferença significante entre seus níveis. 
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2.2.1. Resposta imune de IgA específica a microrganismos orais 

 

A indução da resposta de IgAS na saliva contra SM poderia ser uma estratégia 

auxiliar no controle da cárie dentária (CHILDERS et al., 2002; RUSSELL et al., 1999; 

CHILDERS et al., 1999). Poucos estudos investigaram o padrão de resposta imune a SM 

em crianças nos primeiros meses de vida, durante a aquisição inicial destes 

microrganismos (SMITH et al., 1998; CAMLING et al., 1987; COLE et al., 1999), 

considerada como a fase ideal para programas de controle de infecção por SM (RUSSELL 

et al., 1999).  

A maioria dos estudos nesta área foi realizada em populações com baixos índices 

de cárie e baixa frequência de infecção por SM e sugerem que as crianças somente 

desenvolvem um padrão mais complexo de resposta imune adaptativa a antígenos de SM 

(definido pela diversidade de antígenos reconhecidos por IgA salivar) a partir dos 2 anos 

de idade, quando os níveis destas bactérias são detectáveis na cavidade bucal (SMITH et 

al., 1998; COLE et al., 1999). Esta baixa complexidade de resposta a SM no primeiro ano 

de vida não foi decorrente de deficiências na maturação do sistema imunológico das 

crianças estudadas, uma vez que os padrões de IgA específica a antígenos de Streptococcus 

mitis biovar 1 (SMi), um colonizador primário da cavidade bucal, revelaram alto grau de 

complexidade (SMITH et al., 1998).  

Embora estudos sugiram que a redução do risco de colonização bucal por SM após 

os 2,5 anos de idade ocorra devido ao estabelecimento de uma microbiota comensal 

competitiva nas superfícies dentárias recém-irrompidas (CAUFIELD et al., 1993; 

CAUFIELD et al., 2000; MATTOS-GRANER et al., 2001), pouco  se sabe sobre o papel 

da maturação do sistema imune de mucosas na colonização pelo  SM na cavidade bucal.  

Vários estudos vêm sendo realizados na tentativa de se encontrar proteínas capazes 

de estimular a produção de anticorpos IgA na saliva contra esses antígenos de superfície e 

consequentemente reduzir e/ou prevenir a atividade cariogênica (CHILDERS et al., 2002; 

CHILDERS et al., 1999; HAJISHENGALLIS et al., 1999; CHILDERS et al., 1994; 

JESPERSGAARD et al., 1999;  NOGUEIRA et al., 2008) . Resposta imune a GbpB tem 

sido encontrada em muitas crianças, mesmo logo após o nascimento (SMITH et al., 1998; 

SMITH et al., 1997; SMITH et al., 2003), sugerindo o potencial imunogênico desta 

proteína. Estudos com modelos animais mostraram que  a imunização oral ou nasal com 

GbpB induziu imunidade protetora contra SM. (SMITH et al., 1997; SMITH et al., 1996).  
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Um estudo realizado em Piracicaba – SP/Brasil, com população de crianças 

frequentadoras de todas a creches desta cidade, com idade entre 5-11 meses, revelou que 

lactentes jovens (por volta dos 5 meses) já apresentavam uma alta complexidade de 

resposta de IgA aos antígenos de SM, e que as crianças infectadas por este patógeno 

apresentavam mais frequentemente IgA reativa a Gbpb, sendo que esta diferença não foi 

observada entre 12 e 24 meses de idade (NOGUEIRA et al., 2005). A análise da 

patogênese molecular da cárie dentária e a identificação de fatores de virulência de SM são 

importantes para o desenvolvimento de vacinas anti-cárie (JESPERSGAARD et al., 1999). 

Além disso, o entendimento da resposta imune de mucosas em uma idade mais precoce 

(antes dos cinco meses) se faz necessário para a identificação da idade ideal para a 

imunização.  

Um estudo prévio do nosso grupo com a mesma população do presente estudo, 

revelou que, apesar de não se detectar, através de análise de checkerboard, a presença de 

SMI  ou SM em amostras de saliva de recém-nascidos no primeiro dia de vida, a maioria 

das amostras apresentava IgA específica contra antígenos de SMI e SM (NOGUEIRA et 

al., 2012).  

 

2.3. Desenvolvimento do sistema imunológico em neonatos a termo e prematuros 

Os linfócitos B são células importantes na resposta imune humoral e quando 

ativados secretam anticorpos para combater os patógenos por opsonização (LIU E 

BANCHEREAU, 1997). As imunoglobulinas IgM e Imunoglobulina D (IgD) são co-

expressas em linfócitos B imaturos. Após a ativação desses linfócitos ocorre uma mudança 

de classe para expressar outro isotipo de anticorpo e eles perdem a expressão de IgD. Em 

recém-nascidos, a capacidade de mudança de classe está reduzida, resultando em linfócitos 

B que secretam principalmente anticorpos IgM. Isto por que esta mudança de classe é 

auxiliada pelos linfócitos T que ativam linfócitos B, através da ligação entre CD40 e CD40 

ligante. Os linfócitos T de recém-nascidos apresentam redução na expressão de CD40 

mesmo quando ativados, resultando numa produção reduzida dos anticorpos IgG e IgA 

quando comparados aos linfócitos B de adultos (NONOYAMA et al., 1995). É ainda maior 

a redução na expressão de CD40 e CD40 ligante em prematuros. O atraso na expressão 

dessas moléculas pode diminuir significativamente a resposta imune adaptativa de recém-

nascidos prematuros, particularmente no que diz respeito às respostas de anticorpos contra 
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vários componentes polissacarídeos de bactérias colonizadoras e invasoras e vacinas 

bacterianas conjugadas (KAUR et al., 2007). 

No Brasil, a frequência de crianças nascidas prematuramente é maior nas 

regiões mais desenvolvidas do sudeste que em regiões mais carentes como o nordeste 

(BETTIOL et al., 2000; MONTEIRO et al., 2000; SILVA et al., 2001; ARAGÃO et al., 

2003). Em Ribeirão Preto (SP), nascimentos de PT aumentaram de 7,6% para 13,6% em 

um intervalo de 15 anos, até meados da década de 90 (BETTIOL et al., 2000). Segundo 

KRAMER e colaboradores (2000), mesmo uma pequena redução na duração da gravidez 

está associada com um aumento na mortalidade infantil. A evolução tecnológica da 

medicina tem propiciado aumento na sobrevivência de crianças baixo peso ao nascer 

(1500-2499 gramas) e de muito baixo peso ao nascer (500-1499 gramas), mas os custos 

sociais têm sido muito elevados (HACK et al., 1994; SAIGAL et al., 2000).  

Está bem estabelecido na literatura que o sistema imune do recém-nascido é 

imaturo e apresenta várias deficiências. Esta imaturidade está presente tanto nas células da 

resposta imune inata, com consequente redução na produção de citocinas e fagocitose, 

quanto na resposta adaptativa, com síntese reduzida de imunoglobulinas. Essas deficiências 

são ainda mais acentuadas nas crianças nascidas prematuramente (SADEGHI et al., 2007; 

KAUR et al., 2007). 
 
Dessa forma, todos os recém nascidos, em especial os prematuros, 

apresentam risco aumentado de infecções quando comparados com crianças mais velhas e 

adultos jovens (CLAPP et al., 2006)
 
.  

A potencial associação entre doença periodontal materna e nascimento 

prematuro é amplamente reconhecida (OFFENBACHER et al., 1996; LOESCHE et al., 

1997; HILL et al., 1998; DASANAYAKE et al., 2001; MCGAW et al., 2002). Estudos 

mostram que infecções neonatais por estreptococos, em especial do grupo B, são 

adquiridas através da transmissão materno-fetal e podem resultar em doenças com altas 

taxas de mortalidade (JOHRI et al., 2006; JORDAN et al., 2008; PULVER et al., 2009). 

Estudos para a caracterização do sistema imune de mucosas em prematuros são 

ainda escassos, especialmente com relação à resposta imune específica aos micro-

organismos orais. No início dessa década, SEIDEL e colaboradores (2000) mostraram que 

a presença e os níveis medianos de IgA salivar foram semelhantes entre crianças PT 

(mediana=2,3 µg/ml) e AT (mediana=1.9µg/ml). No entanto, WAN e colaboradores 

(2003), avaliaram salivas de crianças ao nascimento e aos 18 meses de idade e encontraram 

algumas diferenças entre PT e AT, como a ausência de IgA mais frequente em crianças 
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prematuras (69%) do que  nas nascidas a termo (56%), o que não aconteceu com os níveis 

de IgG e IgM. Portanto, existem algumas controvérsias a respeito da ontogenia da IgA em 

recém nascidos, especialmente em crianças prematuras (HAYES et al., 1999).  

Nosso estudo prévio demonstrou que 62,5% das crianças a termo e 50% das 

pré-termo apresentavam IgA específica aos antígenos de SM e SMI. Embora as respostas 

de IgA específica tenham sido detectadas com maior frequência para os antígenos de SMI, 

quando comparados aos antígenos de SM, essas diferenças não foram significativas (Teste 

de Mann - Whitney , p > 0,05). Com relação à intensidade das reações, em geral, as 

crianças AT apresentaram maior intensidade de IgA específica para todos os antígenos 

testados, mas essas diferenças não foram estatisticamente significativas (teste de Mann-

Whitney, p> 0,2) (NOGUEIRA et al., 2012). 

Ainda há pouca informação sobre a colonização bucal em prematuros. Os 

estudos envolvendo prematuros foram realizados quando essas crianças se encontravam em 

idades mais avançadas, e apresentavam defeitos na formação do esmalte dental, resultantes 

de distúrbios de mineralização (FEARNE et al., 1990; SEOW et al., 1996; LAI et al., 

1997; SEOW et al., 1997; AINE et al., 2000; LAW & SEOW, 2006). Tais defeitos no 

esmalte parecem contribuir para uma predisposição 26 vezes maior de colonização de SM 

(WAN et al., 2003). Aos 24 meses de idade, 94% e 79% de crianças prematuras e não 

prematuras, respectivamente, eram colonizadas por este microrganismo (WAN et al., 

2003).  

Outro fator responsável pelo o aumento das taxas de infecções nos prematuros 

são os procedimentos invasivos comumente realizados, como o uso de cateteres 

intravasculares e a ventilação mecânica.  Apesar do intenso uso dos antibióticos, a taxa de 

morbidade e mortalidade causada por infecções é alta em neonatos (MUSSI-PINHATA et 

al., 2001). Assim, pesquisas buscando novos métodos de diagnóstico rápido, como testes 

em amostras salivares, com alto grau de sensibilidade e precisão, devem ser implementadas 

para ajudar na detecção precoce de infecções microbianas em crianças recém-nascidas e 

possibilitarem uma intervenção mais apropriada e menos invasiva (CLAPP et al., 2006).   

Neste sentido, torna-se necessário um estudo prospectivo de crianças 

prematuras e a termo, a fim de se comparar os níveis de imunoglobulinas salivares e o 

padrão de resposta específica de IgA salivar contra antígenos de SM em crianças antes dos 

5 meses de vida. 
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3. OBJETIVOS 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o desenvolvimento de anticorpos 

salivares, componentes do sistema imune de mucosas, durante o desafio antigênico 

bacteriano inicial, em crianças nascidas a termo (AT) e pré-termo (PT) em um estudo 

prospectivo envolvendo duas visitas: ao nascimento, com aproximadamente 10 horas de 

vida (T0) e aos 3 meses de idade (T3).  

Os objetivos específicos do estudo são: 

a) Determinar as concentrações salivares de anticorpos IgA e IgM ao nascimento e aos 3 

meses de vida, em crianças nascidas AT e PT 

b) Determinar os padrões de especificidade dos níveis totais de IgA salivar para antígenos 

de Streptococcus sanguinis (SSA), Streptococcus mitis (SMI), Streptococcus gordonii 

(SGO) e Streptococcus mutans (SM) ao nascimento e aos 3 meses de vida. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Delineamento de estudo 

Este é um estudo prospectivo observacional realizado no Hospital das Clinicas 

da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, entre outubro de 

2007 e maio de 2009. Cinquenta e um recém-nascidos PT saudáveis (idade gestacional < 

37 semanas) e 72 recém-nascidos AT saudáveis foram incluídos na primeira avaliação 

(T0).  

A análise prospectiva da resposta imune de mucosas foi realizada aos 3 meses 

(T3) em 50 crianças (26 FT e 24 PT) provenientes do grupo inicial de 123 crianças. As 

outras crianças não compareceram para avaliação em T3, mesmo após, pelo menos, 3 

agendamentos consecutivos. A idade gestacional foi calculada com base no exame de 

ultrassom realizado no primeiro trimestre da gestação, ou por meio da avaliação somática 

do recém-nascido utilizando o Método de CAPURRO e colaboradores (1978). O estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade São Paulo (ANEXO 1 - Processo número 2963/2007). 

Todas as mães autorizaram a participação da criança e assinaram o termo de consentimento 

livre e esclarecido (ANEXO 2). Aos participantes da pesquisa foi garantido o direito de 

interrupção da participação no estudo em qualquer momento, acesso aos resultados dos 

exames clínicos e complementares, sigilo absoluto sobre os mesmos.  

Informações sobre saúde geral materna e dos recém-nascidos após o 

nascimento e no período gestacional foram obtidas através de entrevistas com a mãe. As 

crianças elegíveis para o estudo deveriam estar no alojamento conjunto e apresentando boa 

saúde geral. Com base nos dados coletados nas entrevistas, não foram selecionadas 

crianças que apresentavam: 

(1) idade superior a 10 horas de vida em T0 e a 3 meses em T3; 

(2) malformações congênitas;  

(3) instabilidade cardiorrespiratória;  

(4) tratamentos prévios com corticóides ou antibióticos;  

(5) sinais clínicos de infecção identificados;  

Além disso, crianças que haviam sido amamentadas há menos de 3 horas não foram 

incluídas no estudo  

As coletas das amostras salivares, ao nascimento (T0) foram realizadas no 

alojamento conjunto pelas pós-graduandas Mariana Castro Loureiro Borges e Curi e Maria 
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Lúcia Talarico Sesso. Após 3 meses da coleta inicial (T3), todas as mães participantes 

foram convidadas para avaliação e nova coleta de amostra a fim de verificar a evolução do 

desenvolvimento do sistema imune de mucosa e possível colonização microbiana oral. Esta 

coleta e a avaliação da cavidade bucal foram feitas na Sala de Atendimento Clínico da 

Fundação de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assistência (FAEPA) do HC-FMRP-USP pela 

pós-doutoranda Ruchele Dias Nogueira (Cirurgiã-Dentista). Outras informações sobre a 

gestação e saúde geral dos recém-nascidos foram obtidas através da análise dos prontuários 

clínicos. 

Esse estudo é parte de projeto de pesquisa intitulado RESPOSTA IMUNE DE 

MUCOSAS EM NASCIDOS PRÉ-TERMO (PT) E DE BAIXO PESO AO NASCER 

(BPN) desenvolvido pela pós-doutoranda Dra Ruchele Nogueira, sob supervisão da Profa 

Dra Virgínia Paes Leme Ferriani. Resultados iniciais desse projeto foram publicados no 

artigo Salivary IgA antibody responses to Streptococcus mitis and Streptococcus mutans in 

preterm and fullterm newborn children. Arch Oral Biol. 2012 (6):647-53  (ANEXO 3). 

 

4.2. Coleta de saliva 

Amostras de saliva total não estimulada foram coletadas com uma pipeta 

Pasteur graduada de polipropileno estéril. As amostras foram transferidas para tubos de 

1,5ml e colocadas imediatamente em gelo, sendo 10µl de solução 250mM de EDTA 

adicionados, obtendo-se uma concentração aproximada de 5mM, para inibir a ação de 

IgA1 proteases e prevenir a formação de complexos Ig-mucinas (FITZSIMMONS et al., 

1994). A saliva foi clarificada através de centrifugação a 13.000 rpm em microcentrífuga 

(Eppendorf, EUA) refrigerada (4
o
C) por 5 minutos e, a seguir, congelada a –70

o
C. As 

amostras salivares foram coletadas pelo menos 3 horas após a primeira mamada da manhã 

para evitar coleta de componentes não salivares. 

 

4.3. Análise dos níveis salivares de imunoglobulinas: IgA e IgM - ELISA 

Placas de 96 poços (Costar, EUA) foram sensibilizadas com uma solução de 

anticorpo IgG de cabra anti-IgA humana purificado (Zymed, EUA) na concentração de 

2µg/ml, diluído em tampão I (carbonato-bicarbonato pH 9.6), durante incubação por 2,5 

horas a 37
o
C, seguida de incubação a 4

o
C durante 14 a 16 horas. A seguir, as placas foram 

lavadas em Lavador de ELISA (Thermoplate, BR) durante 3 minutos, por 3 vezes, com 

tampão II (contendo 0,9% cloreto de sódio, 0,05% Tween 20 e 0,02% ázida sódica). Os 
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poços foram então bloqueados com 100µl de tampão III (fosfato de sódio, 1% albumina 

bovina, pH 7.5), durante 1 hora, sob agitação, em temperatura ambiente.  

Após nova série de lavagens com tampão II, 100µl das amostras salivares 

diluídas 1:200 em tampão III foram adicionadas por poço em triplicata e as placas foram 

então incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente e sob agitação. Diluições seriadas 

de IgA humana purificada (Calbiochem, EUA) nas concentrações de 2,0; 1,0; 0,5; 0,25, 

0,125, 0,0625, 0,0312µg/ml, e de duas amostras de saliva controle de adultos e uma de 

criança foram aplicadas em duplicata às placas, para determinação de uma curva de 

concentração de IgA humana e controle de reprodutibilidade dos ensaios.  

Após incubação com as salivas e padrão de IgA purificada, as placas foram 

lavadas por 3 vezes durante 3 minutos com tampão II. Adicionaram-se 100µl/poço de 

solução 1:500 de anticorpos IgG de camundongo anti-IgA humana (Sigma, EUA) e as 

placas foram incubadas por 2 horas em temperatura ambiente, sob agitação e, a seguir, 

lavadas e posteriormente incubadas com 100µl/poço de solução 1:10.000 de anticorpos 

IgG de cabra anti-IgG de camundongo conjugado com biotina (Sigma). As placas foram 

então incubadas por 2 horas em temperatura ambiente, sob agitação e, a seguir, lavadas 

como descrito anteriormente. Posteriormente solução de estreptavidina conjugada com 

fosfatase alcalina (Sigma) diluída a 1:500 em tampão III foi aplicados nos poços e 

incubados por 18 horas em  temperatura ambiente.  

Após nova série de lavagens, as reações de ELISA foram reveladas pela 

incubação com substrato p-nitrofenilfosfato (Zymed), foi diluído em tampão IV (contendo 

0.2M carbonato de sódio, 0.2M Bicarbonato de sódio e 0,02% cloreto de magnésio, pH 

9.8). Esta reação, com o substrato, foi desenvolvida por 20, 40 e 60 minutos em 

temperatura ambiente e as absorbâncias (A415nm) medidas em leitor de ELISA (BioRad-

EUA). Os níveis de IgM na saliva foram determinados em todas as amostras coletadas, 

seguindo-se o mesmo protocolo acima para IgA. No entanto, utilizaram-se anticorpos 

monoclonais de camundongo IgG1 anti-IgM humana (Zymed), nas diluições 1:500. Curvas 

padrão foram obtidas, utilizando-se amostras de IgM humana purificada (Calbiochem) nas 

concentrações de 2,0; 1,0; 0,5; 0,25, 0,125, 0,0625, 0,031µg/ml. Como controles negativos, 

foram utilizados poços das mesmas placas não sensibilizados e poços sensibilizados, mas 

não incubados com saliva. Os valores médios de absorbância dos controles negativos 

foram descontados dos valores da absorbância das amostras testadas. Uma curva de 

concentração de IgA e IgM  por unidade de ELISA foi determinada a partir das reações das 
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amostras de IgA e IgM purificada. Estas curvas foram utilizadas para determinação das 

concentrações de IgA e IgM nas amostras de saliva. 

 

4.4. Análise das concentrações de proteínas das amostras salivares 

Para controle da interferência de variações do fluxo salivar nos níveis totais de 

IgA, as quantidades de IgA salivar determinadas nos ensaios de ELISA foram 

normalizados pelas concentrações de proteína das amostras de saliva testadas. Para isto, as 

concentrações de proteínas salivares foram determinadas através do método de Bradford, 

utilizando-se os reagentes do kit de Bradford (Biorad). Resumidamente, 1ml de saliva 

clarificada diluída (1:161) em água destilada foi misturada a 1ml de reagente de Bradford 

em cubetas plástica descartável. Após incubação a temperatura ambiente durante 5 

minutos, as absorbâncias das amostras (A595nm) foram medidas em espectrofotômetro 

digital (Thermo Scientific, EUA). Uma curva padrão, de concentração de proteínas, foi 

obtida a partir da medida das A595nm de 5 diluições seriadas de BSA (Sigma) em 

concentrações entre 10 a 1,25mg/ml. A linearidade das reações foi determinada a partir da 

equação de regressão linear da curva de BSA (r=0,9996, y=0,0375x+0,0194), a qual foi 

utilizada para determinação das concentrações de proteínas das amostras salivares. Como 

controle negativo utilizou-se volumes de água destilada iguais aos das amostras de saliva 

diluídas. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.5. Ensaios para análise da complexidade de resposta de IgA contra antígenos de SM, 

SMI, SSA e SGO.  

 

4.5.1. Preparação de antígenos bacterianos. 

Os padrões de reatividade de anticorpos IgA contra antígenos de SM (UA159), 

SMI (ATCC506), SGO (ATCC10558) e SSA (ATCC29667) foram utilizados para os 

ensaios de Western blot. Os antígenos foram extraídos de culturas destes microrganismos 

em caldo Todd Hewith (Difco) obtidas após incubação a 37
o
C durante 48 h. Células de 

15ml das culturas com absorbâncias ajustadas para A600nm=1 foram então separadas através 

de centrifugação a 1.000 x g a 4
o
C. A seguir, o sobrenadante foi desprezado e os 

precipitados de células acrescidos de água destilada e de tampão desnaturante 0,25M Tris 

HCl pH 6.8 (contendo 8% SDS, 20% de ditiotreitol 1M, 30% de glicerol e 0,2% de azul de 
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bromofenol) na proporção de células de 1ml de cultura para 15ul de H2Od e 15ul de 

tampão desnaturante.  As suspensões celulares foram então fervidas durante 5 minutos para 

extração das proteínas e inativação de proteinases. A seguir os extratos foram 

imediatamente colocados em banho de gelo e congelados a –70
o 

C. A padronização das 

concentrações de antígenos destes extratos foi determinada através de quantificação das 

proteínas pelo método de Bradford, como descrito anteriormente. Para monitoramento do 

padrão de antígenos destes extratos, alíquotas dos mesmos foram analisadas em géis de 

poliacrilamida-SDS corados com Coomassie Blue R 250.  

 

4.5.2 Análise da complexidade da resposta de IgA salivar contra antígenos 

bacterianos em ensaios de Western blot. 

 

Os padrões de antígenos bacterianos que foram selecionados (Tabela 1) foram 

comparados entre crianças nascidas a termo e prematuras. Os experimentos de western blot 

foram realizados com alíquotas das salivas estocadas a -70
o
C. Para isto, 16 microgramas de 

proteínas das preparações de antígenos descritas no item 4.5.1 foram separadas por 3 horas 

a 24 mA/gel em géis de poliacrilamida-SDS a 6% e preparados com auxílio de sistema de 

mini-géis Mini Protean II (BioRad). Após separação eletroforética das proteínas nos géis 

em duplicata, um destes foi corado com Coomassie Blue R250 (Sigma, USA) para análise 

do padrão dos antígenos separados e o outro foi transferido para uma membrana de 

nitrocelulose (BioRad, USA) durante 1,5h a 50V constantes, com auxílio de aparato Mini 

Trans Blot (Bio Rad, USA) e posteriormente corada com Red Ponceau, para verificação da 

transferência. Padrões de pesos moleculares pré-corados (BioRad) foram incluídos em 

todos os géis. 

As membranas de nitrocelulose contendo os antígenos bacterianos foram então 

bloqueadas através de incubação a 4
o
C “overnight” com tampão 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 diluídas 1:100 no mesmo tampão durante 2 horas, 

a temperatura ambiente e sob agitação. 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 padrão de resposta aos 

antígenos estudados já havia sido estabelecido anteriormente (Nogueira et al., 2007) Após 

6 lavagens de 5 minutos cada com TBST pH 7.5, as membranas foram incubadas por 2 
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horas sob agitação a temperatura ambiente, com de anticorpo purificado de cabra anti-IgA 

humana conjugado com peroxidase (Zymed, USA), diluído 1:4000 em TBST com 5% de 

leite. Nova série de 6 lavagens durante 5 minutos cada foi então realizada. A seguir, as 

reações com anticorpo secundário foram reveladas usando-se o sistema 

quimioluminescente ECL (Amersham Pharmacia).  

As bandas de antígenos reconhecidos por IgA salivar foram detectadas através 

da exposição de filmes de raios X (Kodak) às membranas durante 5 minutos. Após a 

revelação dos filmes sensibilizados, imagens digitais de alta resolução dos mesmos foram 

capturadas em scanner de densitometria (BioRad GS-700, Imaging Densitometer), para 

obtenção das medidas de intensidade das bandas reativas. 

 

Tabela 1. Antígenos bacterianos estudados 

Espécies de Bactérias 

 

Antígenos 

 

Peso Molecular (kDa) 

Streptococcus mitis (SMI) 

 
IgA1-protease 

 

202 kDa 

Streptococcus gordonii (SGO) 

 
Gtf 

 

153 kDa 

Streptococcus sanguinis (SSA) 

 
Gtf 

 

170kDa 

Streptococcus mutans (SM)  

 
Ag I/II 

 

185 kDa 

Gtf 

 

160 kDa 

GbpB 

 

56 kDa 

IgA1-protease: Imunoglobulina A1-protease 

Gtf: Glicosiltransferase  

GbpB: Glucan binding protein B 

Ag I/II: Antígeno I/II 
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5. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Associações entre as concentrações de IgA, IgM e proteínas totais e padrões de 

resposta de anticorpos foram analisadas através da Correlação de Spearman. Comparações 

das frequências de crianças com diferentes anticorpos IgA específicos e o número médio 

de bandas de IgA específicas aos antígenos foi também determinado e realizada 

comparação entre os subgrupos de crianças PT e AT através do Teste do qui-quadrado e 

Mann-Whitney. As diferenças entre os valores de densitometria das bandas reativas aos 

diferentes antígenos entre os grupos de crianças PT e AT foram analisadas por teste de 

Mann-Whitney, e entre as visitas através do teste de ANOVA. O valor de p<0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. População do estudo.  

As características demográficas dos 123 neonatos incluídos ao nascimento 

estão listadas na Tabela 2. A idade gestacional média foi de 34 semanas e 4 dias para 

crianças PT (intervalo: 33 - 36 semanas e 6 dias) e 39 semanas e um dia para o grupo AT 

(intervalo: 37 semanas e 2 dias - 40 semanas e 6 dias). A idade gestacional média e 

comprimento ao nascer, como esperado, foram significantemente diferentes entre crianças 

PT e AT  (p<0,05). Cor da pele, sexo e peso ao nascer não foram diferentes entre os grupos 

(p>0,05). 

 

Tabela 2. Características demográficas das crianças incluídas no estudo ao nascimento 

(média ± DP).  

 Crianças pré-

termo 

(PT: n=51) 

Crianças a 

termo 

(AT: n= 72) 

p 

valor 

Idade gestacional (semanas) 34.5 ± 2.2 39.1 ± 1.4 <0.005⃰
 

Peso ao nascimento (Kg) 2.3 ± 0.3 3.2 ± 0.5 0.232 

Comprimento ao 

nascimento (cm)  

44,2 ± 2,1 49,1 ± 2,4 <0,01 ⃰ 

Sexo M/F  22/29 37/35 0.324 

Cor da pele B/N 40/11 51/21 0.356 

⃰ Mann-Whitney, p<0.05   

B = Branca N = Negra; M = Masculino, F = Feminino 

 

6.2. Níveis de IgA, IgM e proteínas nas amostras salivares ao nascimento e aos 3 meses de vida  

 As imunoglobulinas A e M foram detectadas nas salivas de todos 

os 123 recém-nascidos AT e PT incluídos nesse estudo. Em T0, os níveis médios de IgA, 

IgM e  a concentração de proteína nas amostras de saliva (n = 123) foram 2,39 g /ml (± 

7,59), 1,53 g/ml (± 4,54) e 944,5 g/ml (± 870,2), respectivamente. Houve uma 

associação positiva entre os níveis de IgA e IgM em ambos os grupos (correlação de 

Spearman: r> 0,7, p <0,001) e entre as concentrações de IgA e IgM e amostras de proteínas 
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totais (correlação de Spearman: r> 0,81, p <0,001 e r = 0,72, p <0,001, respectivamente, 

para IgA e IgM).  

Os níveis de IgA, IgM e das proteínas totais em amostras de saliva de AT e PT 

analisados prospectivamente estão listados na Tabela 3 e Figura 1. A Figura 1 mostra a 

variação dos níveis de imunoglobulinas e proteínas. A Figura 2 mostra os níveis médios de 

IgA (A) e IgM (B) e os valores normalizados pela quantidade de proteínas em amostras de 

saliva de 50 (24 de PT e 26 FT) crianças que participaram de todo o período de 

acompanhamento de três meses (T0 e T3). Não houve diferença (P>0.05) dos níveis 

salivares de IgA e IgM entre bebês AT e PT ao nascimento. Em T3, os valores médios de 

IgA foram similares entre os grupos, e os níveis de IgM foram significativamente maiores 

no grupo PT do que AT (P<0,05). No entanto, estes valores não diferiram quando 

normalizados pelas proteínas (p>0.05). A análise prospectiva dos níveis salivares de IgA e 

IgM mostrou aumento estatisticamente significativo em ambos os grupos (p<0,01), quando 

comparados os valores ao nascimento (T0) e aos 3 meses de vida T3 (Figura 2). 

 

Tabela 3. Concentrações de IgA, IgM e concentração total de proteínas (em ug/mL) na 

saliva de crianças nascidas a termo e pré-termo, ao nascimento (T0)  e aos 3 meses (T3). 

Valores estão expressos em medianas (valores mínimos e máximos). 

 

 

⃰  Mann-Whitney, p<0.05 

 

	

 TO T3 

 
PT 

n=24 

AT 

n=26 
p 

PT 

n=24 

AT 

n=24 
p 

Níveis de IgAS 

mediana (limites) 

0,78  

(0-12,45) 

0,7 

(0,15-10,38) 
0,28 

2,95  

(0,81-23,42) 

3,10 

 (0,81-21,53) 
0,26 

Níveis de IgM 

mediana (limites) 

0,47  

(0,03-9,94) 

0,37 

 (0,09-5,11) 
0,37 

8,01 

 (0,73-26,56) 

2,13 

 (0,14-24,4) 
0,01 

Níveis de Proteínas  

mediana (limites) 

914,31 

(257,56-

2020,71) 

785,59 

 (38,43-

2161,77) 

0,11 

457,49  

(156,43-

1750,98) 

288,05  

(147,35-

1275,95) 

0,07 

IgAS/prot 

mediana (limites) 

0,10 

 (0-0,78) 

0,14  

(0,01-1,67) 
0,39 

0,84 

 (0,09-9,71) 

0,95 

 (0,22-10,81) 
0,09 

 

IgM/prot 

mediana (limites) 

0,05  

(0-1,02) 

0,06 

 (0,01-0,42) 
0,43 

1,17 

 (0,16-13,36) 

0,82  

(0,07-5,01) 
0,07 
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Figura 1 – Concentrações de  IgA e IgM na saliva, e concentrações normalizados pelas 

proteínas em crianças a termo AT e pré-termo PT, ao nascimento (T0) e aos 3 meses de 

vida (T3) (n=50). As barras horizontais representam as medianas. 
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A 

 

 

B 

 

 

 

*ANOVA p<0,01 

**ANOVA p<0,01 

 

Figura 2. Níveis médios de IgA (A) e IgM (B) e níveis corrigidos pela concentração de 

proteínas nas amostras salivares ao nascimento (T0) e aos 3 meses de idade (T3).  
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A Tabela 4 mostra as características demográficas e os níveis de IgA e IgM 

salivar, medidos ao nascimento, das crianças que participaram da avaliação prospectiva 

(n=50) e daquelas que não comparecerem em T3 (n=73). Não houve diferenças 

estatisticamente significantes entre estas crianças nos dados apresentados na Tabela 4 

(p>0.05). 

 

Tabela 4. Características demográficas e níveis de IgA e IgM salivar ao nascimento das 

crianças incluídas (26 AT e 24 PT) e das que não participaram da avaliação prospectiva, 

aos 3 meses de idade (46 AT e  27 PT) 

             

AT 

  

PT 

 

 I 

n=26 

NI 

n=46 

p I 

n=24 

NI 

n=27 

p 

Idade 

gestacio

nal 

(sema 

nas) 

 

 

39 ± 1,2 

 

39,2 ± 

1,4 

 

 

0.9 

 

34,8 ± 

1,6 

 

34,7 ± 

1,2 

 

0.8 

Peso ao 

nascimento 

(Kg) 

 

3,1± 

0,6 

3,1 ± 

0,5 

0.8 2,3 ± 

0,4 

2,3 ± 

0,3 

0.8 

Comprimen 

to ao 

nascimento 

(cm)  

 

 

48,9 ± 

2,5 

 

48,5 ± 

2,2 

 

0.3 

 

46,3± 

6,3 

 

44,3 ± 

1,3 

 

0.5 

Sexo M (%)  10 

(38,5) 

27 

(58,7) 

0.1 7(29,2) 15(56) 0.2 

 

Cor da pele 

Branca (%) 

 

15 

(57,7) 

 

26 

(56,6) 

 

0.3 

 

20 

(83,3) 

 

20 

(74,1) 

 

0.3 

 

 

IgA em T0 

 

 

2,00 ± 

2,42 

 

 

2,56 ± 

3,25 

 

 

 

0.3 

 

 

1,40 ± 

2,43 

 

 

1,57 ± 

2,23 

 

 

0.1 

 

 

IgM em T0 

 

0,98 ± 

1,2 

 

1,2 ± 

5,7 

 

0.5 

 

1,4 ± 

2,6 

 

1, ± 2,3 

 

0.5 

       

⃰  Mann-Whitney  AT= a termo PT=pré-termo I=incluidas  NI= não incluidas 
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6.3. Detecção de IgA específica aos antígenos bacterianos nas amostras salivares. 

 

  Para análise da complexidade da resposta de IgA salivar aos antígenos 

bacterianos foram realizados ensaios de western blot em amostras de 50 crianças (26 AT e 

24 PT). Exemplos de imuno-ensaios realizados em amostras de saliva, representativos de 

crianças PT e AT contra antígenos de SM, SMI, SGO e SSA em T0 e T3 estão 

demonstrado na Figura 3.  

 

 

Figura 3. Especificidade de IgA salivar contra antígenos de Streptococos mutans (SM), 

Streptococos mitis (SMI), Streptococos sanguinis (SSA) e Streptococos gordoni (SGO) em 

3 crianças a termo (AT) e 3 crianças pré-termo (PT), ao nascimento (T0) e aos 3 meses de 

vida (T3). Padrões de pesos moleculares (em kDa) estão indicados à esquerda.  

 



37 

 A Tabela 5 apresenta as frequências de crianças com IgA detectáveis aos 

antígenos específicos, e o número de bandas de IgA específica aos antígenos com pesos 

moleculares de 153 kDa de SGO , 170 kDa de SSA, 202 kDa de SMI e 185, 160 e 56 kDa 

de SM no grupo de crianças AT e PT, ao nascer e aos 3 meses. Nota-se que a frequência de 

crianças que apresentaram resposta IgA positiva para estes antígenos bacterianos, variou 

bastante. Cabe destacar que pelo menos 50% das crianças AT e PT apresentaram resposta 

positiva para antígenos das espécies SSA e SMI ao nascimento e aos 3 meses. Além disso, 

pelo menos 50% das crianças PT apresentaram resposta IgA específica para antígenos de 

SGO e também para SM em ambas avaliações. 

A análise  dos resultados obtidos ao nascimento mostrou que a frequência de 

IgAS para o antígeno de 170 kDa de SSA foi maior nas crianças PT, e para o antígeno 

185kDa de SM foi maior no grupo AT (p< 0,05). Na avaliação aos 3 meses, de uma forma  

geral, a resposta de IgA para antígenos em crianças AT foi mais frequente e complexa do 

que no grupo de crianças PT. IgA específica para os antígenos 153 kDa de SGO, 202 kDa 

de SMI e 160 kDa de SM foi mais frequentemente encontrada em crianças AT do que entre 

os PT (p<0,05). Além disso, a frequência de crianças e o número médio de bandas de IgA 

contra SSA foram significativamente maiores no grupo de crianças AT quando 

comparadas às PT (Qui-quadrado, p<0,05 , e Mann-Whitney, p < 0,05). 
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Tabela 5. Comparação da frequência de crianças que apresentaram IgA específica na saliva 

para antígenos de S. gordonii (SGO), S. sanguinis (SSA), S. mitis (SMI) e S. mutans (SM), 

nos grupos de crianças pré-termo (PT) e a termo (AT) e o número médio de antígenos 

reconhecidos em cada grupo. 

 

  Antígenos  Número (%) de crianças com IgA específica positiva na saliva 

     PT (n=24)  

   T0               T3  

AT (n=26)  

T0                  T3  

Streptococcus gordonii (SGO)  13 (54,1%)       12 (50%)  15 (41,6%)       17 (65,3%)     

153 KDa Ag    6  (25%)           4 (16,6%)
a
                      8  (30,7%)      11 (42,3%)

 a
  

Número médio de bandas 

 reativas ± DP                 
1.9 ± 3,2             1,8 ± 3,2                 1,7 ± 1,9          1,8 ± 1,7  

   

Streptococcus sanguinis (SSA)  15 (62,5%)        13 (54,1%)
b
  20 (76,9%)     21 (80,7%)

 b
  

170 KDa Ag    6 (25%)
f
            5 (20,8%)  4 (15,4%)

f
          7 (26,9%)  

Número médio de bandas reativas ± 

DP  

  2,2 ± 2,5           2,0 ± 2,9
e
  3,1 ± 3,4            3,5 ± 3,5

e
  

   

Streptococcus mitis (SMI)  14 (58,3%)         12 (50%)  19 (73%)       18 (69,2%)  

202 KDa Ag    3 (12,5%)           5 (20,8%)
c
   6 (23%)       14 (53,8%)

 c
  

Número médio de bandas reativas ± 

DP  

 2,5 ± 3,6              2,8 ± 4,0   3,8 ± 4,3        4,15 ± 3,2  

   

Streptococcus mutans (SM)  13 (54,1%)        12 (50%)  12 (46,1%)    13 (50%)  

185 KDa Ag    1 (4,1%)
g
           2 (8,3%)     3 (11,5%)

g
      5 (19,2%)  

160KDa Ag    5 (20,8%)          2 (8,3%)
d
  4 (15,4%)      8 (30,7%)

 d
  

56KDaAg    1 (4,1%)            1 (4,1%)  0                      3 (11,5%)  

Número médio de bandas reativas ± 

DP  

 1,1 ± 1,3             1,0± 1,2    1,6 ± 2,2          2,0 ± 2,3  
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6.4. Intensidade da resposta específica de IgA aos antígenos bacterianos nas amostras salivares.  

 

 Medidas de densitometria de cada banda específica de IgA foram realizadas 

para determinar a intensidade de reações IgA aos diferentes antígenos. Houve variação nas 

intensidades e no número de bandas reativas de IgA específica aos antígenos bacterianos 

estudados entre as crianças de ambos os grupos, quando comparados os dois períodos do 

estudo, ao nascimento e aos 3 meses de vida (Figura 4).  

 

 

                                                                                  

 

*Mann-Whitney, p<0.05 

Figura 4. Intensidade das reações de IgA (médias) aos antígenos de SGO, SSA, SMI e SM 

em crianças pré-termo (PT) e  a termo (AT) ao nascimento (T0) e aos 3 meses (T3).  

 

0,0

2000,0

4000,0

6000,0

8000,0

10000,0

12000,0

14000,0

16000,0

18000,0

20000,0

M
éd

ia
 d

e 
in

te
n

si
d

a
d

e 
d

e 
Ig

A
 

Grupos de crianças  

        SGO                             SSA                             SMI                           SM 

  PT            AT                        PT           AT                       PT           AT                        PT            AT 

* 

* 

* 

* 

* 
* 



40 

 Após a análise dos dados de intensidade, ficou claro que alguns  antígenos 

como os de SSA , SGO e SMI foram mais fortemente reconhecidos pelas crianças. Em 

geral, as crianças AT apresentaram maior intensidade de resposta IgA específica para todos 

os antígenos testados, quando comparadas às crianças PT, mas essas diferenças não foram 

estatisticamente significativas (Mann-Whitney, p> 0,2), em ambas as visitas. A análise 

prospectiva mostrou que, no grupo PT, a intensidade média de resposta de IgA a SM, SGO 

e SSA foi significantemente maior aos 3 meses, do que ao nascimento (Figura 4, ANOVA , 

P<0,05). Ao analisar o grupo de crianças AT, a intensidade total de IgA específica para os 

antígenos não foi significantemente diferente em T0 quando comparado a T3 (Figura 4 , 

ANOVA , P > 0,005). 

 A intensidade média de resposta de IgA salivar a cada um dos antígenos das 

diferentes espécies de estreptococos testados está demonstrada na Figura 5. Em T0, não 

houve diferença na intensidade da resposta de IgA para os antígenos específicos entre os 

grupos. Aos 3 meses (T3), a média da intensidade da resposta de IgA para o Ag 202 kDa 

de SMI foi significativamente mais elevada em crianças AT, em comparação com as PT 

(ANOVA, p< 0,05). Quando as respostas de T0 e T3 foram comparadas, as crianças PT 

apresentaram resposta significativamente maior de IgA a 185 kDa de SM em T3 (ANOVA, 

p< 0,05). Além disso, a intensidade média de resposta de IgA a 202 kDa de SMI no grupo 

de crianças AT foi significativamente maior em T3 (ANOVA , p< 0,05). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

Figura 5 – Intensidade média de IgA contra os antígenos específicos, comparando o grupo 

de crianças prematuras (PT)  e a termo (AT), ao nascimento (T0) e aos 3 meses de vida 

(T3). 

*Mann-Whitney, p<0.05 

**ANOVA, p<0.05 

  

* ** 

** * 

** 

** 
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7. DISCUSSÃO 

 

O presente estudo avaliou a ontogenia dos anticorpos presentes na saliva nos 

primeiros meses de vida por meio da determinação dos níveis de IgA e IgM em crianças 

nascidas AT e PT, ao nascimento (T0) e aos 3 meses de vida (T3). Um total de 123 

crianças participaram da avaliação ao nascimento e 50 delas foram avaliadas 

prospectivamente aos 3 meses. Além disso, analisou-se a complexidade da resposta IgA, 

medida pelo número de bandas reativas e intensidade de resposta, contra microrganismos 

colonizadores iniciais da cavidade bucal (Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii 

e Streptococcus mitis) e Streptococcus mutans (principal agente etiológico da cárie 

dentária).  

Em ambos os grupos (AT e PT) os níveis de imunoglobulinas salivares 

aumentaram do momento do nascimento aos 3 meses de idade. Em relação aos níveis de 

IgA, houve um aumento de 3,0 e 2,4 vezes em PT e AT, respectivamente. Os níveis de 

IgM também aumentaram de T0 para T3, sendo que esta diferença foi significantemente 

maior nas crianças PT.  

Estudo prévio do nosso grupo, mostrou que níveis salivares de IgA e IgM são 

detectados em recém-nascidos no primeiro dia de vida (NOGUEIRA et al., 2012), a 

exemplo do que havia sido observado em estudos realizados em outros países (SEIDEL et 

al., 2000; WAN et al., 2003; MARUYAMA et al., 2009). Além disso, observou-se que os 

níveis de IgA em prematuros eram  significativamente menores do que os encontrados em 

recém-nascidos a termo (NOGUEIRA et al., 2012), sugerindo diferenças no 

desenvolvimento do sistema imunológico adaptativo de mucosa em crianças nascidas com 

diferentes idades gestacionais.  

Sabe-se que linfócitos T de recém-nascidos tem expressão reduzida de CD40 

ligante mesmo quando ativados (NONOYAMA et al.,1995). Além disso, linfócitos B de 

sangue de cordão de recém-nascidos AT, e principlamente de PT, apresentam menor 

expressão de CD40, quando comparados a linfócitos B de adultos, o que resulta em 

diminuição da produção de anticorpos IgG e IgA  e diminuição significativa da resposta 

imune adaptativa de recém-nascidos prematuros, o que pode resultar em susceptibilidade 

maior a infecções por bactérias e resposta diminuída a vacinas bacterianas (KAUR et al., 

2007). 
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 Estudo prévio, mostrou que a população brasileira é altamente exposta a 

microrganismos orais (ALVES et al., 2009), sendo que algumas espécies, como SMI, SGO 

e SSA colonizam a cavidade bucal, logo após o nascimento, sem causar nenhuma doença 

local específica. No entanto, sabe-se que estes micro-organismos podem causar 

endocardite bacteriana (VACCA-SMITH et al., 1994). Alguns antígenos de virulência já 

descritos para essas espécies são: 153kDa- Gtf de Streptococcus gordonii (VACCA-

SMITH et al., 1994), 170 kDa-Gtf de Streptococcus sanguinis (VACCA-SMITH et al., 

2000) e 202 kDa-IgA1-protease de Streptococcus mitis (POULSEN et al., 1998).  

Por outro lado, a colonização precoce por Streptococcus mutans representa um 

grande problema por ser essa bactéria responsável pelo desenvolvimento de cáries. SM é 

um micro-organismo que tem habilidade para se acumular em biofilmes e produzir ácidos 

que destroem a superfície dentária. Vários antígenos de virulência importantes para essa 

ação já foram descritos: o AgI/II de 185 kDa, Gtf de 160kDa e a GbpB com 56 kDa 

(DEMUTH et al., 1988; . HANADA & KURAMITSU et al., 1988; MATTOS - GRANER 

et al., 2001). Estes antígenos são frequentemente estudados como alvos para elaboração de 

vacinas anti-cárie, e anticorpos IgA específicos contra estes microrganismos presentes na 

saliva podem ser essenciais para o controle da infecção pelo SM. 

Neste sentido, avaliamos também no presente estudo a especificidade da IgA 

contra estas bactérias orais.  

Nossos resultados mostram a presença de anticorpos IgA reativos a vários 

antígenos destas bactérias, já  ao nascimento. Interessante destacar que em estudo anterior 

do nosso grupo, não se conseguiu demonstrar a presença dessas espécies de bactérias orais 

em crianças recém-nascidas, por meio da técnica de checkerboard (NOGUEIRA et al., 

2012). A mesma pesquisa foi realizada aos 3 meses, utilizando-se a mesma técnica, e ainda 

assim, nenhuma das crianças apresentou níveis detectáveis de SMI, SSA, SGO ou SM 

(BORGES et al., 2014). 

A presença destes anticorpos, na ausência de colonização pelas bactérias orais, 

poderia, a princípio, ser consequente  à estimulação antigênica por meio da amamentação, 

já que  DNA bacteriano de estreptococos, estafilococos, bactérias lácticas e bifidobactérias 

já foi detectado em amostras de leite humano (PETRECHEN et al., 2015, MARTÍN et al., 

2007; BEARFIELD et al., 2002). Mas é pouco provável que estes anticorpos encontrados 

nas primeiras 10 horas de vida , tenham sido produzidos pelos recém-nascidos, já que esse 

tempo não é suficiente para que ocorra todo o processo de absorção e processamento 



44 

antigênico,  seleção de células B, diferenciação em plasmócitos, secreção de anticorpos e 

transferência endossomal para o lúmen das glândulas salivares.  

Uma outra explicação seria a de que estes anticorpos seriam resíduos de IgA do 

leite materno, mesmo que as amostras tivessem sido coletadas 3 horas após a 

amamentação. No entanto, análises comparativas entre o perfil de resposta de IgA da saliva 

de algumas crianças com as do colostro das respectivas mães mostrou que a maioria dos 

antígenos que eram mais frequentemente reativos nas amostras das crianças não foram 

reconhecidos pelo leite materno (NOGUEIRA et al., 2012).  

Outra hipótese seria a de que a transferência de antígenos bacterianos da mãe 

para o recém-nascido ocorre através do sangue do cordão umbilical, durante a gestação. 

Alguns estudos na literatura sugerem que os recém nascidos não são completamente 

estéreis e que existe um efluxo de bactérias comensais de mãe para filho (MARTÍN et al., 

2003). JIMENEZ et al. identificaram, em amostras de sangue do cordão umbilical, a 

presença de E. faecium, Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis e 

Streptococcus sanguinis. Curiosamente, estas espécies estão presentes em crianças desde 

os primeiros dias de vida e são geralmente consideradas como organismos comensais em 

crianças saudáveis, embora em algumas delas possam causar infecções oportunistas 

(MARTÍN et al., 2003; JIMÉNEZ et al., 2005). Outros estudos mostraram, em recém-

nascidos, a presença de citomegalovírus (ENDO et al., 2009) e papilomavírus 

(ROMBALDI et al., 2009) em amostras de sangue de cordão umbilical. Desta forma, as 

espécies de bactérias testadas no presente estudo poderiam ter sido apresentadas ao feto na 

vida intra-uterina e, assim, estimulado o desenvolvimento do sistema imune de mucosa. No 

entanto, tanto quanto sabemos, não há relato de resposta humoral específica para as 

espécies de bactérias testadas no presente estudo, em sangue de cordão umbilical. 

A análise prospectiva da especificidade da resposta de IgAS nas crianças do 

presente estudo mostrou que, de maneira geral, respostas a antígenos de estreptococos orais 

foram mais frequentemente detectadas e de maneira mais intensa no grupo de AT, quando 

comparado ao de  PT, especialmente em T3. Dentro de cada grupo (PT e AT), os padrões 

de IgA contra antígenos de diferentes espécies estreptocócicas revelaram um aumento na 

complexidade da resposta destes anticorpos nos primeiros 3 meses de vida.  

Estudo recente, realizado com as mesmas crianças, mostrou que os níveis de 

citocinas IL-6, IL-10, Il-12 e IFN-γ foram maiores e diferentes em PT do que em AT ao 

nascimento (SESSO et al., 2014). 
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Estudos recentes demonstram que o aleitamento materno pode suprimir esta 

falta de anticorpos próprios do neonato, já que amostras de colostro apresentam elevados 

níveis de IgA contra os principais antígenos de SM, especialmente contra GbpB 

(PETRECHEN et al., 2014). 

Estudos anteriores, com crianças de 5 a 24 meses de idade, fortemente expostas 

a S. mutans, mostraram um padrão complexo de IgA específica aos seus antígenos 

(NOGUEIRA et al., 2005, NOGUEIRA et al., 2007), sugerindo que as respostas aos 

antígenos de virulência, especialmente contra GbpB, cedo na vida, podem influenciar a 

capacidade destas bactérias em colonizar a cavidade oral.  Mais especificamente, a resposta 

de IgA salivar para GbpB pode modular a infecção por SM. 

Nossos resultados sugerem que, embora o sistema imune de mucosas esteja em 

desenvolvimento, existe produção própria de IgAS do recém nascido, especialmente contra 

bactérias colonizadores iniciais.  

Em resumo, os nossos resultados mostram aumento nos níveis de anticorpos 

IgA e IgM salivares do nascimento até os 3 meses de vida, em crianças nascidas a termo e 

pré-termo. A resposta de IgA específica aos antígenos de estreptococos foi complexa e 

intensa, especialmente para os antígenos de SSA e SMI. Houve várias diferenças nos 

padrões de resposta de IgA entre os grupos. Embora as crianças AT tenham apresentado 

uma maior freqüência de resposta positiva para antígenos principalmente em T3, a 

intensidade da resposta IgA não aumentou entre as visitas. Por outro lado, nos PT, a 

frequência de crianças com resposta positiva aos antígenos diminuiu, mas a intensidade da 

resposta aumentou significativamente ao se comparar as amostras colhidas no momento do 

nascimento (T0) e aos 3 meses de idade (T3). Dessa forma, os padrões de resposta de IgA 

salivar parecem ser influenciados pela idade gestacional, o que pode refletir o grau de 

maturidade do sistema imune da mucosa. 

Acreditamos ser  importante a continuidade da  investigação do padrão de 

resposta imune a microrganismos orais em crianças de baixa faixa etária, já que essa é uma 

fase ideal para programas de controle de infecção, especialmente contra SM.  

O presente estudo permitiu concluir que: 

- Níveis totais de IgA e IgM na saliva de crianças nascidas a termo e pré-termo aumentam 

do nascimento aos 3 meses de idade. 
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- IgA salivar específica contra diferentes antígenos de estreptococos orais foi mais 

frequentemente encontrada em crianças a termo do que PT, principalmente aos 3 meses de 

vida. 

-A intensidade da resposta IgA salivar específica contra diferentes antígenos de 

estreptococos orais aumentou significativamente do nascimento aos 3 meses de vida  no 

grupo de crianças prematuras e não no grupo de crianças a termo.  

- A idade gestacional pode influenciar o desenvolvimento da resposta imune mediada por 

IgA na saliva nos primeiros 3 meses de vida. 
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ANEXOS 

ANEXO 1 (Autorização do Comitê de Ética em Pesquisa do HC-FMRP/USP) 
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ANEXO 2 (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aplicado as mães antes da 

coleta de saliva) 

 

Termo de informação e consentimento para a  participação  em pesquisa clínica 

 

Título: CARACTERIZAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE DE MUCOSAS A 

COLONIZADORES INICIAIS DA CAVIDADE BUCAL: INFLUÊNCIA DA 

PREMATURIDADE   

 

Pesquisadores:  

Mariana Castro Loureiro Borges e Curi  

Dra. Ruchele Dias Nogueira  

Dra Virgínia Paes Leme Ferriani 

Endereço: Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP 

Departamento de Puericultura e Pediatria  

 

 

  Este termo contém as informações sobre a pesquisa na qual você e seu (ua) 

filho (a) poderão participar. Por favor, leia-o atentamente. Qualquer dúvida que tiver, 

esclareça-a com a pesquisadora responsável, a qual estará a sua inteira disposição. Você 

deve decidir se deseja ou não participar desta pesquisa após entender todos os aspectos 

descritos a seguir, de modo que possa tomar uma decisão consciente. 

 

1) Objetivo:  

Esta pesquisa tem como objetivo analisar a cavidade oral de crianças nascidas a termo e 

prematuras, através da coleta de saliva estimulada, com a qual iremos analisar a 

colonização bacteriana da mucosa oral dessas crianças. Este estudo pretende identificar 

possíveis fatores bacterianos e imunológicos relacionados com a capacidade destes 

microrganismos de se estabelecer na boca, inclusive o Streptococcus mutans que é o 

principal microrganismo envolvido com cárie dentária. E ainda, analisar possíveis 

deficiências de desenvolvimento de anticorpos na boca de bebês prematuros. 

 

2) Justificativas: 

Os anticorpos presentes nas salivas representam uma importante defesa do organismo 

contra bactérias que adentram a boca. Os bebês, logo após o nascimento, apresentam 

poucos anticorpos ou mesmo anticorpos despreparados para eliminar estes microrganismos 

invasores. Crianças nascidas prematuramente parecem apresentar deficiências de 

anticorpos maiores que bebês nascidos em tempo certo, daí a necessidade de maiores 

estudos envolvendo estes bebês (prematuros) para que se consiga um perfeito 

entendimento e possíveis medidas preventivas para controle de infecções.  

A cárie dental é uma doença infecciosa, cujo tratamento dos sintomas através de 

restauração do dente cariado é extremamente caro. A maior parte dos recursos públicos e 

privados ainda é aplicada em procedimentos curativo-restauradores e pouca ênfase é dada 

ao avanço de estratégias preventivas de controle desta doença. Streptococcus mutans é uma 

bactéria que adentra a boca e é a principal responsável pelo desenvolvimento da cárie 
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dental. Procura-se também avaliar a capacidade de defesa das crianças logo ao nascimento 

e aos 3 meses de vida contra estas bactérias durante os processos de infecção. Assim, 

teremos maiores dados para o desenvolvimento de estratégias de controle de infecção que 

possam ser aplicados em programas de saúde pública. 

 

3)Descrição da pesquisa: 

Participarão deste trabalho 200 crianças com idade inicial de 0 dias, as quais serão 

acompanhadas até atingirem 3 meses de idade. A criança será submetida à coleta de saliva 

com uma pipeta plástica descartável e esterilizada.  Este material será utilizado nesta 

pesquisa ou em pesquisas futuras relacionadas. As mães das crianças participantes também 

serão entrevistadas para a obtenção de informações adicionais sobre seus (uas) filhos (as). 

 

4) Desconfortos, riscos e benefícios esperados: 

As crianças que participarem da pesquisa serão examinadas e terão as salivas não 

estimuladas, coletadas com pipetas que serão introduzidas na região da boca, sugando uma 

pequena quantidade de saliva, procedimento este que causa mínimo desconforto. Não 

existem riscos adicionais. As mães serão entrevistadas pela pesquisadora responsável nas 

maternidades em que o parto foi realizado. Os benefícios serão os conhecimentos gerados 

por esta pesquisa e o diagnóstico precoce de possíveis problemas bucais e de saúde geral, o 

qual será transmitido às mães e agentes de saúde. 

 

5) Alternativas:  

Não existem métodos alternativos para a obtenção das informações necessárias. 

 

6) Exclusões: 

 Serão excluídas das pesquisas, as crianças com problemas de saúde geral ou sob 

antibiótico terapia até três semanas antes do dia do exame.  

 

7) Compensação: 

 Não há previsão de indenização ou ressarcimento, pois não existirão gastos ou riscos 

relacionados exclusivamente com a pesquisa. 

 

8) Confidencialidade dos registros: 

Você e seu filho terão direito à privacidade, visto que todas as informações obtidas dos 

prontuários clínicos e laboratoriais permanecerão confidenciais nos âmbitos possíveis da 

lei, assegurando a proteção da sua imagem. Serão respeitados seus valores culturais, 

sociais, morais, religiosos e éticos. A menos que a revelação seja exigida por ação legal ou 

regulatória, todos os esforços serão feitos para protegê-los, a você e a seu (ua) filho (a), de 

serem identificados pessoalmente.  Como participante desta pesquisa, você terá acesso aos 

resultados obtidos e permitirá o acesso dos mesmos aos pesquisadores envolvidos e aos 

membros da comissão de ética responsável. Os resultados deste trabalho poderão ser 

apresentados em congressos ou publicados em revistas científicas, porém sua identidade 

não será divulgada. 

 

9) Direito de participar, recusar ou sair: 

Sua participação é voluntária e você poderá recusar-se a participar ou mesmo interromper 

sua participação a qualquer momento, sem penalidades ou perdas de seus benefícios aos 

quais de outra forma tenha direito. Os pesquisadores terão o direito de desligá-lo do estudo 

a qualquer momento, se julgarem necessário. Ao participar, você concorda em cooperar 
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com a pesquisa, não abrindo mão de seus direitos legais ao assinar o termo de 

consentimento informado. 

10) Contatos:  

Quaisquer dúvidas poderão ser esclarecidas com o pesquisador responsável, Dra. Ruchele 

Dias Nogueira e Doutoranda Mariana Castro Loureiro Borges e Curi, no laboratório do 

Departamento de Puericultura e Pediatria, bloco G, 1° andar, da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto-USP. 
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CONSENTIMENTO DO PACIENTE 

Tendo compreendido o termo de informação e consentimento para a participação da 

pesquisa clínica intitulada “CARACTERIZAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE DE 

MUCOSAS A COLONIZADORES INICIAIS DA CAVIDADE BUCAL: 

INFLUÊNCIA DA PREMATURIDADE”, autorizo a participação de meu (minha) filho 

(a), ______________________________________________________, bem como 

concordo em participar deste estudo. Sei que nossa participação é voluntária e que posso 

interrompê-la a qualquer momento sem penalidades. Autorizo a utilização dos dados 

obtidos pelos pesquisadores envolvidos para a publicação em revistas científicas e 

apresentação em congressos.  

Recebi uma cópia do termo de consentimento. 

 

(Não assine este termo caso não tenha tido oportunidade de esclarecer suas dúvidas 

ou não tenha recebido respostas satisfatórias a todas elas). 
 

     

 

 

 

Ribeirão Preto, ______ de ______________de ______. 

 

 

    

 

Nome da mãe: _________________________________ 

RG:_____________________________ 

Assinatura: ___________________________________ 

 

 

 

 

________________________________               _____________________________ 
Mariana  Castro Loureiro Borges e Curi                    Dra. Virgínia Paes Leme Ferriani 

Doutoranda                                                                       Orientadora 
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ANEXO 3 (Artigo publicado em revista científica no ano de 2012) 
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ANEXO 4 (Artigo publicado em revista científica no ano de 2014) 
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ANEXO 5 (Artigo publicado em revista científica no ano de 2014) 
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