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1 - !NTRODUÇAO 

A cãrie dental é uma doença crônica, multifato 

rial, localizada, progressiva, que envolve fundamentalmente 

três fatores: o dente, a microflora bucal e o substrato, 

dieta. 

perflcie externa do dente, devido a ãcidos orgãnicos produzi

dos localmente por bactérias que fermentam depõsitos de -car -

boidratos da dieta. 

Embora existam ainda algumas divergências sobre 

como e quais microrganismos que produzem lesões cariosas, não 

se pode mais contestar ou discordar da imprescindivel partici 

paçio do microrganismo na formação da cirie. 

Numerosos estudos realizados, em diferentes mo 

delas experimentais, nestas duas Ultimas décadas, claramente 

demonstraram que a cãríe dental é uma doença infecciosa, trans 

missível e de origem bacteriana. No homem, contudo, não se 

conseguiu ainda~ uma demonstração evidente, direta, da cario

genicídade de qualquer microrganismo; o que existe e uma con

siderãvel evidência indireta, de natureza epidemiolÕgica, de 

uma forte e ampla associação do Streptococcus mutans da placa 

com a incidência e prevalência da cãrie. 

Qualquer programa de controle da cãrie que en

volva segmentos significativos da população, deve ser prima -

riamente, orientado para a sua prevençao. E neste aspecto,al 

gumas medidas têm sido estudadas e aplicadas, em primeiro lu-
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gar, no sentido de se aumentar a resistência da estrutura den 

tal, por exemplo, pelo uso de cãlcio e de fluor; em seguroo lu 

gar9 através da restrição de dietas ricas em carboidratos, e 

em terceiro lugar, através de tentativas de controle da micro 

flora bucal pelo uso de agentes antibacterianos. 

Os trabalhos sobre a patogenicidade da cãrie, 

implicando o Streptococcus mutana como seu principal agente 

etiolõgico e o sucesso considerãvel obtido através da Imuniza 

ção do controle de algumas infecções bacterianas, como a dif-

teria, a cõlera, o tétato e a coqueluche, geraram um renovado 

interesse nas possibilidades de se conseguir uma imunização 

contra a cãrie dental. 

Embora os mecanismos imunolõgicos estejam sen-

do muito estudados com relação i cirie, nõs estamos ainda num 

estãgio muito inicial de um campo de grandes promessas e de 

muita confusão. 

Nos Ultimas anos tem-se procurado conhecer me-

lhor a multiplicidade de fatores que operam na cavidade bucal 

e que estejam relacionados com a imunidade contra a cãrie. E 

as pesquisas têm demonstrado que as imunoglobulinas produzi -

das tanto localmente como sistemicamente podem d~sempenhar im 

portantes papéis na prevenção da cãrie. 

Entretanto, a extrapolação de resultados obti-

dos em animais gnotobiõticos, para o ser humano, envolve alg~ 

mas diferenças fundamentais, como a possibilidade de intera-
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çao nos diferentes eventos imuno15gicos, de uma ampla varied! 

de de microrganismos, mais comuns ao homem que a outros ani

mais. 

A utilização de ratos convencíonais, com uma 

microbiota bucal variada, num experimento dessa natureza pod! 

ria oferecer importantes subsldios a uma melhor compreensao 

dos eventos implicados. 
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2 - REVISAO DA LITERATURA 

Vãrios experimentos envolvendo diferentes tipos 

de animais de laboratõrio e de seres humanos, têm sugerido 

que a cãrie dental resulta de uma interação dente-bactéria-die 

ta. aos quais se acrescentou um quarto fator, tempo ( Newbrun, 

1978). 

Uma complexa flora bacteriana bucal, atuando s~ 

bre carboidratos da dieta gera fatores que se contrapõem a ou 

tro conjunto de fatores prõprios de cada hospedeiro, que en

globa fundamentalmente o seu sistema imunolõgico (Veld e cols., 

1978). 

Conseqüentemente, o inicio e desenvolvimento da 

cãrie dental devem ser determinados por esta relação hospedei 

ro-parasita. Uma multiplicidade de fatores, alguns mais, ou

tros menos conhecidos devem operar em ambos os lados desta re 

lação. 

Segundo Brandtzaeg (1976), a resistência do hos 

pedeiro depende de mecanismo efetores complexos que são, em 

parte, inatos e não especificas e, em parte, adquiridos e es

pecificas. E estes Ultimas são resultantes da imunidade celu 

lar e humoral. 

Desde os clãssicos trabalhos de Fitzgerald e 

Keyes, (1960) e de Keyes (1~60) estabelecendo a cãrie como u

ma doença infecciosa e transmissivel, implicando o Streptoeoe 

cus mutans como seu principal agente etiol6gico~ renovaram-se 
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as esperanças de uma imunização contra a cãrie dental. 

De acordo com Bahn e co1s. (1976), a víabi1ida 

de da imunização contra a cârie dental se assenta em dois im-

portantes crit~rios: (1) precisa haver uma redução das cãries 

em um modelo experimental animal ; e (2) imunoglobulinas de

vem ser produzidas apOs a imunização, que irão interferir com 

a atividade cariogênica dos estreptococos orais. Esta inibi

ção da atividade estreptocõcica ê indicada por uma redução da 

agregação microbiana, ou da adesão da placa bacteriana ã su

perficie dental, ou ainda por redução da formação de placa. 

Não e suficiente mostrar a presença fisica do anticorpo con

tra a parede celular do estreptococos ou antigenos superfi

ciais, porque estes antígenos, embora importantes em mostrar 

a presença da bactéria, podem não necessariamente produzir ou 

estimular a formação de anticorpos que irão inibir a ativida

de cariogência dos estreptococos orais. Os anticorpos preci 

sam funcionar para inibir a cariogênese. 

Scu11y e Lehner (1979) apresentaram duas hípõ-

teses pelos quais os mecanismos imunológicos podem conferir 

proteção contra a cãrie dental. Um mecanismo sugere que a 

IgA salivar previne a ader~ncia de Streptocoeeus mutans i su

perfície dental. Outra hipótese alternativa, E que os anti -

corpos sêricos, da classe IgG , podem penetrar no fluído do 
+ 

sulco gengival e proteger, por opsonização dos estreptococos, 

facilitando a sua fagocitose e destruição pelos fagócitos do 
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sulco gengival, ou pela inibição da aderência bacteríana ã s~ 

perflcie dental. Estas duas hipõteses não são necessarlamen-

te exclusivas e um mecanismo esta mais relacionado com a se-

creçao salivar, enquanto o outro com o fluido do sulco gengi-

v a 1 . 

Bratthall e Petterson (1976) acreditam que a 

pesquisa de um antigeno específico do St:r·eptococcus rnutans tem 

uma especial importãncia, pois os anticorpos contra tais anti 

genos podem ser usados para rãpida e sensivel identificação da 

bactéria. Além disso, se uma defesa contra o Streptococcus 

mutans e para se basear na imunização, a detecção de antige -

nos específicos pode ser de muito valor. Teoricamente, estes 

antigenos podem evocar anticorpos protetores que tenham o mais 

alto nivel de seletividade. O acesso de anticorpos ãs bacte-

rias na superficie dental, pode ser mais ou menos difici1 de 

explicar (Bowen e cols., 1975). 

Streptococcus mutans • que em primeira instân-

cia estão associados com a etiologia da cirie de esmalte, co-

lonizam as superficies dos dentes relativamente devagar e cres 

cem de modo estacionãrio. Esses micróbios são mais encontra-

dos nas principais ãreas de risco de cãrie - faces interproxj_ 

mais de molares e pré-molares e nas fissuras oclusais não res 

tauradas de molares. 
+ 

Keene e cols. (1976) demonstraram que jovens 

sob o uso de fio dental, duas vezes ao dia, por quatro dias 
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reduziram o numero de Streptocoecus mutans nas faces inter-

proximais. Se fluoreto estanhoso a 10% ê usado em conjunto 

com o fio dental, o efeito ê maior. Isto seria mais uma ra

zao para se usar pasta de dente com fluor na limpeza interpr~ 

xirna1. 

J. van Houte e cols. (1976), estudando o papel 

da colonização de Streptococcus mutans em ratos convencionais, 

observou que a variação da sacarose da dieta, de 1 a 56% , fa 

cilitava uma maior colonização que os outros carboidratos, em 

bora uma satisfatõria colonização tivesse sido também obtida 

em ausência de sacarose na dieta. Outros dados sugerem que 

as cêlulas de Streptoooccus mutans têm uma certa afinidade p~ 

ra o dente, em ausência de sacarose, que pode ser de signifi

cância ecolõgica, e que a afinidade da bactéria e importante, 

mesmo para a colonização de fissuras. 

A prevenção da cãrie estã baseada em tentati -

vas, procurando; 

1 - Aumentar a resistência do hospedeiro, através de terapias 

ã base de tluor, de selantes oclusais e de imunização; 

2- Baixar o nUmero de microrganismos em contacto com o den

te, atravês do controle de placa; 

3 - Modificar o substrato através de uma seleção de alimen 

tos não cariogênicos; 

4 - Reduzir o tempo que o substrato permanece na boca, limi

tando a frequ~ncia de ingestão (Newbrun, 1978). 
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A imunização usando como vacina células intei

ras de Streptoeoceus mutans tem mostrado exercer um efeito prE._ 

tetor contra a cãrie dental induzida pelos Streptoeoccus mu

tans em ratos e em macacos (Bowen, 1969 ; Mícha1ek e cols., 

1976). 

Mui tos anti genos de Streptoeoceus mutans têm si 

do implicados como importantes na aderência~ e anticorpos a um 

ou mais desses antlgenos podem muito bem reduzir o estabeleci 

menta do St:reptocoeeus mutans na cavidade oral e então, as suE_ 

sequentes cãries dentais podem ser reduzidas (Genco e cols. 

1976). Estes antígenos incluem a Glicosiltransferase, antíg~ 

nos da superfície celular que funcionam como pontos de liga -

çao da Glicosiltransferase e de Glucanos na superfície celu -

1 a r. Em 1976~ Genco e cols., através de imunização com vaci-

nas de cãlulas totais de Streptocoecus mutans , induziram a 

formação de anticorpos que inibiam a implantação de Streptoco~ 

cus mutans nas superftcies dentais e consequentemente o dese~ 

volvimento de cãries. Para melhor entender os mecanismos pe-

los quais a vacinação previne a implantação do Streptococeus 

mutans e a cãrie dental, foi isolado um G1ucano associado 

célula do microrganismo e injetado em coelhos e macacos. 

então modificada a retenção dos determinantes antig~nicos 

través de processos de purificação. 

-a 

Foi 

a-

Dos diversos fatores que podem influenciar o 

crescimento de espécies bacterianas na boca, o açUcar da die-
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ta desempenha um papel fundamental~ no caso do Streptococeus 

mutans. Entretantot a maneira altamente localizada pela qual 

o Streptococcus mutans coloniza a superficie dental no homem 

indica que a nivel local, fatores outros, alêm do aç~car da 

dieta, devem desempenhar um papel importante na regulação da 

distribuição intra-oral de Streptococcus mutans (Ruangsri e 

~rstavik, 1977). 

Fitzgerald e cols., (1977) compararam a cario 

genicidade de cepas de Streptococcus mutans isolados de indi-

viduos adultos-cãrie- ativos {DMF = 10) e individuas cãrie-re 

sistente (DMF = 0). Inocularam estes estreptococos isolados 

em hamsters mantendo-os em dieta cariogênica. As contagens de 

cãries realizadas depois de seis semanas, mostraram que 

havia diferença na virulência desses microrganismos, que 

-na o 

pu-

dessem ser relacionadas com as condições de cãries dos indiví 

duos estudados. 

A imunogenicidade dos componentes de superfí -

cie de bactérias pode ser de importância, em termos de identi 

ficação das bactérias, e pelas possíveis reações imunolÕgicas 

no hospedeiro. r evidente que a caracterização de qualquer s~ 

ro com respeito a sua especificidade e classe de anticorpos , 

mostrando esta especificidade, e essencial para consistentes 

investigações sorolõgicas. Tamb~m precisa ser enfatizado que 

um particular regime de injeção, da mesma preparaçao imunõge

na na mesma espécie deimal não irã sempre produzir a mesma res 

posta imune (Wícken e Knox, 1976). 
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A proteção contra a cãrie dental por mecanismos 

imuno1Õgicos poderia ser obtida através de duas vias princi -

pais: pela saliva e pelo fluído do sulco gengival. Os anti

corpos IgA secretores afetam o domínio salívar, enquanto que 

o fluido do sulco, contendo anticorpor IgG , complemento e leu 

cõcitos po1lmorfonucleares entre outros componentes do sangue, 

afetam o domínio gengival. Não existe contudo evid~ncias a fa 

vor de um ou de outro mecanismo~ como o mais importante na pr~ 

teção contra a c~rie dental, sendo que ambos os mecanismos PQ 

dem atuar simultaneamente (Lehner, 1980). 

As imunoglobulinas humorais encontradas em se

creçoes exõcrinas desempenham um importante papel na proteção 

de superf1cies mucosas contra microrganismos patogênicos. A 

sensibilização oral de animais gnotobiõticos induziram uma res 

posta inicial de IgG aos 1ipopolissacarídeos da Esaheriehia co 

li seguida pelo aparecimento de IgA • ã qual. subsequentemen

te se tornou o anticorpo predominante na saliva (Ebersole e 

co1s., 1975). 

Em uma serie de macacos írnunizados com Strept~ 

coccus mutans (serotipo ~) a taxa de desenvolvimento e inci -

d~ncia de cãries de superflcie livre e de fissuras foi red~zi 

da significanternente. A redução da cãrie, foi outra vez cor

relacionada com anticorpos séricos, sugerindo que a proteção 
+ 

pode ser mediada pelo soro, via fluido sulcular (Lehner e cols. 

1975). 
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A maioria das infecções e imunizações naturais 

causadas por antígenos microbianos e alimentares são encontra 

dos através das membranas mucosas e dos tratos respiratório e 

gastrointestinal. Desde que os anticorpos secretores podem 

estar envolvidos na prevenção de muitas doenças infecciosas,o 

meio mais vantajoso de imunização pode ser encon~rado através 

do estudo dos mecanismos regulatSrios que determinam a distri 

buição das celulas produtoras de imunoglobulina dentro de um 

orgao, a classe de imunoglobulina produzida e a forma 

do anticorpo secretado (Mestecky e cols., 1978). 

final 

O papel dos sistemas humorais, locais e gerais, 

na proteção contra a cãrie dental tem sido cuidadosamente ava 

líado em diferentes modelos animais. A superfície dental tem 

características especiais no sentido em que ela e exposta,ta~ 
to ao sistema imune secretor, representado pela saliva, como 

pelo sistema humoral geral {sistêmico), através dos anticor -

pos do fluido do sulco gengival que se presume seja derivado 

do soro. Teoricamente, um ou ambos os sistemas devem desemp~ 

nhar algum papel na proteção contra a cârie dental (Challaco~ 

be, 1980). 

Em geral, os níveis de imunoglobulinas no soro 

e nas secreçoes, em macacos, são comparãveis aos nivei s encon

trados em seres humanos, e a principal imunoglobulina no soro 
+ 

e no liquido amniõtico de humanos e a IgG , e a relação IgG/ 

IgA e maior que a unidade, enquanto que nas secreçoes a IgA ê 
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a imunoglobulina dominante e a relação IgG 1 IgA é menor que a 

unidade (Cole e Bowen, 1976). Cada vez tem sido mais salien

tada a importância da IgA secretora, particularmente devido a 

sua provãvel participação na imunização contra a cãrie dental. 

Segundo Mestecky {1976}, as c~lulas precurso -

ras daquelas secretoras de IgA se tornam expostas e programa

das a um dado antigeno nos tecidos linfÕides associados ao tra 

to gastrointestinal e trato respiratõrío. 

Experimentos em modelos animais têm demonstra-

do que al~m de Streptoeoceus mutans tamb~m o Laetobaeillus , 

S. faecalis e S. sanguis podem provocar cãries, embora o mu-

tans seja muito mais virulento, produzindo cãries muito mais 

extensas e em tempo muíto menor. Por isto, e racional que se 

proponha que qualquer processo de interferência com o Strept~ 

eoceus mutans através de vacinação poderã reduzir marcadamen 

te o desenvolvimento de cãries no homem. 

Os experimentos realizados por McGhee e cols., 

(1975) e por Michalek e cols., (1976) utilizando ratos gnoto-

bi5ticos e suspensão aquosa de Streptoeoceus mutans como age~ 

te imunizante. conseguiram um aumento de IgA na saliva, e pa-

ralelamente, um·a significante redução no numero de cãries dos 

animais imunizados. Os ratos gnotobiõticos constituem um ex-

celente modelo experimental por permitir um rigoroso controle 
+ 

da dieta e de monoinfecção, com uma ünica espécie de bactéria 

cariogênica, sem envolvimento de antígenos de qualquer outro 

microrganismo. 
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Leg1er e co1s. (1980), estudando as condições o 

rais e sistêmicas de 55 indivíduos imunodeficientes observa 

ram que os índices de placas não diferiam entre os pacientes 

normais e aqueles com a resposta imunolÕgica alterada, mas 

que os índices de gengivite e de cãries eram muito maiores no 

grupo imunodeficiente. A anãlise das cãries pelo índice DMFS, 

entre pacientes imunodeficientes e pacientes controle de~ons-

trou: deficiência de IgA I controle, um índice DMFS = 22,631 

16,75 ; deficiências variadas de imunoglobulina f controle, í~ 

dice DMFS = 29,63/19,53 ; e agamaglobulinemia I controle, índ_i_ 

ce DMFS = 36,67/20,60 demonstrando claramente que pacientes 

com imunodficiência apresentam maior nUmero de cãries ativas 

que indivíduos controle. 

Polissacarídeos da parede celular de bactérias 

Gram-positivas hã muito tempo sao conhecidos como os princi -

pais imunõgenos bacteríanos. O reconhecimento de ácidos te

coices como imunõgenos e mais recente. 

o termo 1 'imunog~niC0 11 e preferido quando esti 

indicando uma substância que tem a capacidade de induzir uma 

resposta imunolõgica, enquanto que, o antigo termo ''antig~ni

co'' estã mais relacionado â sua reatividade e especificidade-

em uma reaçao soro1Õgíca (Wicken e Know, 1976). 

A presença de anticorpos específicos contra de 
~ 

terminados tipos de microrganismos tem sido detectada na sali 

va humana por diferentes autores {Mestecky e cols., 1978 ; E-
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vans e co1s., 1975 ; Everhart e co1s., 1972 e 1973). 

Considerando que a IgA ê a mais importante imu 

noglobulina encontrada na saliva, e que os anticorpos dessa 

classe de imunoglobulina poderiam ser os mais efetivos contra 

os microrganismos cariogênicos, as tentativas de imunizar con 

tra a cãrie dental têm sido dirigidas neste sentido. f sabi-

do que a IgA da saliva ou lgA secretora difere da lgA do soro, 

por conter um glicopeptídeo adicional, denominado componente 

secretor (CS). Fundamentados emrrabalhos desenvolvidos naU-

niversidade de Alabama, Michalek e co1s. (1976) e Mestecky e 

cols. (1978) observaram que a maioria das infecções e imuniza 

ções naturais causadas por antígenos microbianos eram encon -

trados atrav~s das membranas mucosas do trato gastrointestinal 

e respiratOrío. Utilizando ratos gnotobiOticos, estes auto-

res induziram uma resposta imune específica em secreções co

mo a saliva, leite e lâgrima, através da administração oral 

de antígenos bacterianos, sugerindo que o tecido linfoide do 

trato intestinal provê uma fonte de precursores de células for 

madoras de IgA para uma resposta imune comum das mucosas. A 

extrapolação desses resultados para um modelo experimental con 

vencional, seja macaco, rato ou homem, estaria sempre sujeita 

a indagações. 

Pelo exposto, verifica-se que nao sao recentes 

as tentativas para se provocar uma redução do número de cãries 

atraves de imunização, e que diferentes imunõgenos,atravês de 
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diferentes vias, em diferentes animais têm sido tentados nos 

últimos anos. 

Os trabalhos realizados em ratos gnotobiOticos 

têm demonstrado uma correlação entre a presença de anticorpos 

salivares anti -Streptococcus mutans e urna redução das cãries 

causadas por estes microrganismos. Estes trabalhos sugerem 

que o anticorpo IgA é o anticorpo importante na prevenção da 

cãrie e que a imunização que induz primariamente um aumento de 

IgA na saliva deve conferir um grau maior de redução do núme

ro de cãri es. 

Desta revisão fica claro, portanto, que a in

trodução do imunõgeno pela via oral, pode determinar resulta

dos muito mais satisfat5rios na prevenção da cãrie dental ,uma 

vez que aumenta significantemente a produção de IgA- secreto

ra na saliva~ ao contrãrio de outras vias de introdução do an 

tigeno, que resultam em aumento de anticorpos séricos. Dal a 

presente proposição. 
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3 - PROPOS I Çl\0 

Fundamentados nestas observações, o presente 

trabalho tem por objetivo verificar, em ratos convencionais , 

os efeitos da imunização contra a cãrie dental, pela adminis

tração roral.de Streptococcus mutans_. obtidos de cãrie dental 

de seres humanos. 

A avaliação dos resultados serã feita pela co~ 

paraçao do numero de cãries presentes nos grupos experimentais 

e controles. 
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CAPITULO IV - MATERIAIS E METODOS 
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4 - MATERIAIS E METODOS 

4.1 - Amostragem 

Para desenvolver este experimento~ foram uti-

1izados quatro grupos de ratos convencionais (Rattus norver

gieus albinus, Wistar). 

Aos 21 dias de vida, cerca de cem filhotes- fo 

ram desmamados, separados das maes e divididos aleatoriamen

te em quatro grupos de 25 animais, os quais formavam amostras 

relativamente homogêneas constituindo os grupos A , 8 , C e 

D. 

Dois grupos (C e O) serviram de controle, en 

quanto os outros dois (A e B) serviram como grupos experime~ 

tais para imunização e infecção. 

4.2 - Experimento 

Os diferentes grupos, experimentais e contro

les~ receberam os seguintes tratamentos. mostrados na Tabela 

1 e descritos a seguir. 
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TABELA 1 - Identificação e sequência dos procedimentos nos 

diferentes grupos de ratos imunizados e nao imu 
nizados contra a cãrie dental 

Grupo 

nAu 

Do dia 21 
ao dia 120 

Dieta cariogêni
ca (10% de Saca
rose) 

Agua destilada 
contendo 109 B. 

rrrutans I m1 ( va-
cina) 

Dia 45 

Infectado com 
S. mutans 

vivos 

Di a 120 

Sacrificado 

Avaliações 

Tndice de cãríe 
Exame hematolõ
gico 

Peso dos ani
mais 

-------------------------------------------------------------------------

!IBH 

ncu 

uou 

Dieta cariogêni
ca (10% de saca
rase) 

Agua destilada 

Dieta cariogêni-

Infectado com 
S. mutans 

vivos 

ca (10% de saca- Não infectado 
rose) 
Agua destilada 

Reação normal 
{sem sacarose) 

Agua destila da 

Não infectado 

Tndí c e de cãri e 
Exame hematolõ

Sacrificado gico 

Peso dos ani
mais 

Indice de cãríe 
Exame hematolõ

Sacrificado gico 

Peso dos ani
mais 

Indice de cãrie 
Exame hematolõ

Sacrificado gico 
Peso dos ani
mais 
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4.2.1 - Grupo "A" 

Aos 21 dias de vida, os animais foram desma 

mados, separados das mães, pesados, passando a se alimentar 

com Dieta Cariogênica, contendo 10% de sacarose. (Como fonte 

de sacarose, foi usado açücar refinado). Ao mesmo tempo, foi 

iniciada a imunização (vacinação) desses animais, através de 

uma suspensao de Streptococcus mutans , serotipo E , mortos 

pelo Formal a 4% , adicionada ã água de beber, numa concentra 

ção de aproximadamente 10 9 bactêrias por ml. Esta vacina foi 

preparada a partir de placas bacterianas obtidas de dentes hu 

manos cariados, tendo sido administrada aos ratos do dia 21 a 

te o dia 120. 

Aos 45 dias de vida, os animais desse grupo 

foram infectados com uma cepa viva do mesmo Streptococcus mu-

tans, serotípo c transferida com um cotonete, do caldo de 

cultura denso, diretamente sobre os molares superiores e inf~ 

riores dos ratos. Esta operaçao foi feita pela manhã e ã tar 

de. ApOs 72 horas, foi feita uma reinfecção com a mesma cepa 

bacteriana, obedecendo o mesmo processo. 

Aos 120 dias, foi feita colheita de sangue 

periférico para contagem diferencial de leucõcitos. Os ani

mais foram então sacrificados, suas mandíbulas e maxilas reti 

radas e colocadas em formal a 10% , por 24 horas. Em segui -

da, foram descarnadas, lavadas, secadas e submetidas a exames 
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em Microscõpio Estereoscõpico, para contagem de cãries. As u 

nidades de cãries foram anotadas, segundo o método sugerido 

por Keyes (1958). 

4.2.2 - Grupo "B" 

Aos 21 dias de vida os animais foram desma

mados, separados das mães, pesados, passando a se alimentar 

com dieta cariogênica contendo 10% de sacarose. (Como fonte 

de sacarose foi usado açúcar refinado). Os animais deste gr~ 

po beberam agua destilada durante todo o periodo de experiên

cia. 

Aos 45 dias de vida, os animais foram infec 

tados com a mesma cepa viva de Streptococcus mutans, seroti

po ~~~~ ~ utilizada no grupo A , esfregando-se um cotonete em

bebido em caldo de cultura denso, diretamente sobre os mola -

res inferiores e superiores dos ratos. Esta operação foi fel 

ta pela manhã e ã tarde. Apõs 72 horas~ foi feita urna rein -

fecção com a mesma cepa bacteriana obedecendo o mesmo proces

so. 

Aos 120 dias de vida, foi feita colheita de 

sangue periférico para contagem diferencial de leucócitos. Os 

animais foram então sacrificados. suas mandíbuLas e maxilas re 

tiradas e colocadas em Formal a 10% por 24 horas. Em segui -

da, foram descarnadas, lavadas, secadas e submetidas a exames 
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em Microsc5pio EstereoscÕpico. para contagem de cãries. As 

unidades de câries foram anotadas. segundo o método de Keyes 

(1958). 

4.2.3 - Grupo uc" 

Aos 21 dias de vida, os animais foram desma 

wados e separados das mães, pesados, passando a se alimentar 

com uma dieta cariogênica contendo 10% de sacarose. (Como fo~ 

te de sac~~ose, foi usado o açucar refinado). Os animais des 

te grupo controle beberam âgua destilada durante todo o perí~ 

de experiência. 

Aos 120 dias de vida, foi feita co~heita de 

;gue perifêrico para contagem diferencial de leucócitos. Os 

animais foram sacrificados, suas mand~bulas e maxilas retira-

das e colocadas em Formal a 10%, por 24 horas. Em seguida fo 

ram descarnadas, lavadas, secadas e submetidas a exames em Mi 

crsocOpio Estereoscõpíco, para contagem de cãries. As unida

des de cãries foram anotadas. segundo o método sugerido por 

Keyes (1958). 

4.2.4 -~ Grupo "O~ 

Os animais deste grupo controle também foram 

desmamados aos 21 dias de vida, separados das mães e pesados. 
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Estes animais receberam alimentação com raçao 

normal(*) e beberam ãgua destilada durante todo o periodo de 

experiência. 

Aos 120 dias de vida, foi feita a colheita 

de sangue periférico para contagem diferencial de leucõcitos. 

Os animais foram sacrificados, suas mandibulas e maxilas reti 

radas e colocadas em Formal a 10% , por 24 horas. Em seguida 

foram descarnadas, lavadas, secadas e submetidas a exames em 

Microscópio Estereoscõpico para a contagem de cãries. As uni 

dades de cãries foram anotadas. segundo o mêtodo sugerido por 

Keyes (1958). 

4~3 - Contagem de Cãries 

A contagem de cãries foi feita seguindo basica 

mente a metodologia sugerida por Keyes (1958). 

Imediatamente apos o sacrifício, as mandíbulas 

dos ratos foram removidas e fixadas em formal, a 10%, pH 7 ,0, 

por 24 horas. 

As hemi-mandibulas foram então separadas em es 

querda e direita, cuidadosamente descarnadas, lavadas e seca

das. Numa ficha especial (pá"ginas 44 e 45) , foram anotadas 

as superficies dentais caria4fts. 

(*) (Ração CERES- Piracicaba, SP. 
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Primeiramente foram marcadas as cãries das su-

perflcies bucal, morsal e lingual. A seguir, estas hemi-man

dibulas foram seccionadas num plano sagital-mesiodistal, com 

auxilio de um disco de carborundum adaptado a urna peça de mão, 

de alta rotação. 

Procedeu-se então a contagem das cãries de sul 

co e das superficíes proximais. 

As marcações gráficas foram então transforma ~ 

das em unidades, valores ou indices, segundo o método sugeri-

do por Keyes (1958), tabuladas e submetidas a tratamento esta 

tistico. 

4.4 - Dieta Alimentar 

Os animais de cada gaiola recebiam diariamente 

duas medidas de ração para ratos (ração Ceres) com a seguinte 

composição: 

Componentes: 

Milho moldo , farelo de soja tostada, de gira~ 

sol , de trigo • de farinha de peixe , de carne , de ossos,de 

ostras, carbonato de cãlcio, bentonita. Esta ração não conti 

nha qualquer tipo de antibiótico. 

Níveis de garantia: 

Umidade (mãxima) 12% 

Proteina bruta (mínima} ................ 23% 



Extrato et~reo (mTnimo) ............. . 

Mat~ria fribrosa (mãxima) ........... . 
Matêria mineral ..................... . 

Cã1cio (Ca) ........................ .. 

Fõsforo (P) .........•................ 

Energia produtiva (Ca1/kg) .......... . 

Energia metabo1izãve1 (Ca1/kg) ...... . 

Enriquecimento por quilo: 

Vitamina A-6 ........................ 
Vitamina D-3 . . . . . . . . . .............. . 
Vitamina E ......................... . 

Vitamina 8-1 ....................... . 

Ribof1avina ........................ . 

Vitamina B-12 ...................... . 

li.cido Pantot~nico .................. . 
li.cido NicotTnico ................... . 

Colina ............................. . 
Anti-oxidante ...................... . 
Cobalto ............................ . 

Iodo ............................... . 
Cobre .....•.....•........•.......... 

flanganês ........................... . 

Observação: 

4,50% 

6,00% 

7,50% 

1 '70% 
0,80% 

1 '770 

2,400 

700 u. I. 
1 . 3 5o u. I. 

20 mg 

1 mg 

3 mg 

15 mg 
4 mg 

15 mg 
250 mg 
1 2 5 mg 

0,23 mg 
0,32 mg 

12,20 mg 

24,30 mg 

28. 

Esta raçao foi moída em forma de farelo (para 

evitar a auto-limpeza dos dentes) e acrescida de 10% de saca-

rase (açiTcar refinado 1'União"). Os animais dos quatro grupos 

foram criados nas mesmas condições de ambiente e assepsia. 

Suas gaiolas eram raspadas duas vezes por semana, desinfetadas 

e depois forradas com serragem de madeira. 



4.5 - Colheita, Cultura, Isolamento e Identificação 

dos Microrganismos Usados como Imunõgenos 

4.5.1 - Colheita do material da placa dental 

29. 

A colheita do material de placa dental humana 

foi feita usando-se uma colher de dentina, previamente confe~ 

cionada para obter-se aproximadamente 1 mg de placa. A amos

tra foi obtida por raspagem do terço mediano das faces vesti

bulares dos molares superiores de pacientes da Clínica da Fa-

culdade de Odontologia de Piracicaba. 

Tomando-se os cuidados necessários de assepsia 

o material obtido das placas dentãrias era depositado em fra~ 

cos de vidro contendo pérolas de vidro e tendp como diluente 

10 ml de solução fisiolõgica a 0,85% com 0,05% de extrato de 

levedura. A homogeneização se fazia por agitação manual du-

rante cinco minutos aproximadamente. A seguir, processava-se 

a diluição em série decimal, com pipetas de 1 .o ml até a con

centração final de 10- 7 . Aliquotas de 0,1 ml dessa diluição 

foram semeadas em placa de Petri contendo o meio de cultura A

gar Mitis-Salivarius com 20% de sacarose e 0,1% de Telurito 

de Potãssio. Nela~ espalhava-se de maneira homog~nea o mate-

rial com uma alça de Drigalski. 

A incubação foi feita em jarr~ tipo Gas-Pack , 

em microaerofilia, onde se colocava um pedaço de vela acesa p~ 

ra consumir o oxigênio presente. A temperatura de estufa foi 
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ajustada a 379C e a incubação se realizou por 48 -72 horas. 

As placas foram em seguida examinadas em MicroscÕpio Estereos 

cõpico com um aumento de oito vezes. 

As colônias características de Streptococcus 

mutans , apos exame bacterioscÕpico pelo Gram, foram transfe-

ridas para tubos de ensaio contendo o meio de Tiogl icolato 

(Meio de Brewer) com pequena quantidade (0,1%) de Carbonato de 

câlcio, que servia de meio para estocagem das mesmas. 

4.5.2 - Caracterização das colônias de Streptococcus 

mutans isoladas 

Inicialmente, fazia-se a identificação bacte -

rioscõpica~ confirmando a morfologia observada no isolamento; 

a segu1r transferia-se o material para os meios de reações bio 

químicas. 

Na identificação morfolÕgica, as colônias de 

Streptoeoccus mutans no meio de Agar Mitis-Salivarius,se mos 

traram finamente granulares, de aspecto rugoso semelhante a 

pequenas mõrulas, tamanho intermediário entre 0,5 a l ,O mm de 

diâmetro, altamente convexas com os bordos irregulares. A co 

loração na luz refletida era de um cinza clarO azulado e op~ 

cas. Com frequência, as colõnias apresentavam uma gotícula 

cintilante de polissacarideo no seu topo ; entretanto, em al-
~ 

gumas delas, somente os primeiros caracteres foram observados, 

ocorrendo as vezes, na parte central da colônia uma leve de-

pressao. 
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Para identificação bioquímica os microrganismos 

foram repicados para o meio bãsico C.T.A. (Cystina Trypticase 

Agar) tendo o Vermelho Fenol como indicador de pH 1 adiciona -

dos dos seguintes carboidratos na concentração final de 1%: 

Manitol , Sorbitol , Rafinose e Melibiose. O pH era ajustado 

a 7,3. Esses meios eram esterilizados em autoclave a ll89C 

por 20 minutos, processando-se o seu resfriamento em tempera-

tura ambiente, para que se efetuasse a repicagem. 

Com alça de platina, do tubo contendo a cultu

ra em estoque (meio de tioglicolato) retiravam-se duas a três 

alçadas, repicando-as para os tubos com C.T.A. mais os carboi 

dratos acima citados. 

As leituras foram feitas apos incubação em mi

croaerofilia em estufa regulada a 37QC pelo tempo de 48 a 72 

horas. 

-Para a prova de produção de amonea a partir de 

hidrSlise da arginina, foi utilizada a t~cnica preconiza~ por 

Niven e cols. (1942). 

Seguiu-se a mesma sequência de procedimentos u 

sados nos repiques para as provas de fermentação dos carboi 

dratos. Apõs 48-72 horas de incubação em microaerofília, em 

estufa regulada a 379C , foi adicionado diretamente no meio, 

O, 1 ml do reagente de Nessler. O aparecimento de cor amare -

lo-laranja (cor de tijolo) indica a presença de amônea na cul 

tura. 
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A confirmação da esp~cie mutans foi fejta atra 

vés da série de reações bioquímicas segundo o esquema que se-

gue: 

Esquema bioquímica para diferenciação dos 05 serotipos 
de Streptoaoaaus mutans de acordo com Shklair e Keene, 
(1974) 

Testes Serotipos 

bioquímicas a b c d e 

Maníto 1 + + + + + 

Sorbitol + + + + + 
Rafinose + + + + 
Melibiose + + + 
Argínina + 

Manitol com 2 u . + + + + bacitracina 

4.5.3 - Meios utilizados na diluição e cultura de 

Streptoeoccus mu tans 

Foram utilizados para diluição e cultura de S. 

mutans, os seguintes meios: 

a) Solução fisiolõgica a 0,85% com extrato de levedura 

Cloreto de sõdio (Carla Erba) ... . .. . .. . 8,5 g 
• Extrato de levedura (Difco) ..... ....... 0,5 g 

Agua destilada ......................... 1.000,0 ml 
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Ajustar o pH 7,2 a 7,4 

Esterilizar em autoclave, a 121QC por 15 minutos. 

b} Agar Mitis Salivarius com 20% de sacarose 

Trypticase (B.B.L.) .......................... . l o • o g 
Polipeptona (B.B.L.) ......................... . l o • o g 
K2HP0 4 (Merck) ............................... . 4,0 g 
Sacarose (Difco) ............................. . 200,0 g 
Glicose (Merck) .............................. . 1,0 g 
Cristal Violeta (Merck) •...................... 0,0008 g 
Azul de Trypan (Harleco) ..................... . 0,075 g 
Agar-Agar (Di f co n9 3) ....................... . 20,0 g 
Agua Destilada ............................... . l . 000 ml 

Ajustar o pH 7,2 a 7,4 

Esterilizar em autoclave a 1219C , por 15 minutos 

Resfriar a 509C aproximadamente e adicionar assepticamen
te 0,1 ml de uma solução de Telurito de Potássio a 1% (e~ 

teril ). Não reaquecer o meio apõs a adição do Telurito de 

Potãssio. Distribuir em placas de Petri, est~reis. 

c) Meio de Tioglicolato (Meio de Brewer) 

Extrato de levedura (Difco) .................. . 5,0 g 

Dextrose (Merck) ............................. . 5 • 5 g 

Cloreto de sõdio (Carla Erba) 2,5 g 

Tioglicolato de sõdio (Oxoid) ................ . 0,5 g 

Tryptona (Difco) ............................. . l 5 ,o g 

L-Cistina hidrocloreto (Merck) ............... . 0,5 g 

Rezasurina (Difco) ........................... . 0,001 g 

Agua destilada ....................... , ........ . l . 000 ml 

Ajustar o pH 7,0 a 7,2 
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Distribuir em tubos de ensaio (150 x 10 mm} contendo no 

seu interior 0,1 g de Carbonato de Cãlcio (Caco
3

). Fechar 

a boca do tubo com algodão adsorvente e parafinar, apos 
esterilização em autoclave a 12l9C , por 15 minutos. 

d) C.T.A. (Cystina Trypticase Agar) 

(Meio bisico para fermentação de carboidratos) 

Cystina (Merck) ............................ . o '5 g 

Trypticase (B.B.L.) ........................ . 20,0 g 

Cloreto de sÕdio (Carlo Erba) .............. . 5,0 g 

Sulfito de Sõdio (Merck) ................... . o' 017 g 

Vermelho de Fenol .......................... . 0,017 g 

Agar-Agar (Difco nQ 3) ..................... . 2,5 g 

Kgua Destilada ............................. . l.OOOml 

Ajustar o pH 7,2 a 7,4 

Esterilizar em autoc1ave a ll8QC , por 20 minutos 

Foi empregado o mesmo meio bãsico para todas as provas 
fermentação dos seguintes carboidratos: 

Manitol (Carlo Erba) 

Sorbitol (Merck) 

Melibiose (Merck) 

Rafinose (Merck) 

Para todos os açUcares, a concentração final foi de 1%. 

e) Caldo para verificar a hidrElise da arginina jNiven e 
cols., 1942) 

Extrato de levedura (Difco) ................ . 5,0 g 

Glicose (Merck) ............................ . 
+ 

0,5 g 

L-Arginina (Merck) ......................... . 3,0 g 

Tryptona (Difco) ........................... . 5,0 g 

de 
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K2HP0 4 (Merck) 

Agua Destilada 
.............................. 
. . . . . . . . . . . . . . . . ............. . 

2,0 g 

1.000 ml 

Dissolver os componentes, distribuir cerca de 3 ml 
em tubos de ensaio (150 x 10 mm). 
Ajustar o pH 7,2-7 ,4. 
Esterilizar a 1219C , por 15 minutos. 

f) Reativo de Nessler 

Dissolver 50,0 g de Kl (Jodeto de Potassio) em cerca de 

35,0 ml de Agua Destilada. Adicionar gota a gota de uma 

solução de HgC1 2 (Cloreto de Mercúrio), ate que persista 

leve precipitado. 

Juntar 400,0 ml de uma soluçio de 50% de KOH (Hidrõxido de 

Potãssio). (Dissolver a potassa, deixar em repouso ate 

clarear, decantar). 

Completar o volume total a um litro de ãgua destilada,dei 
xar repousar uma semana. Decantar. Conservar em frasco 
escuro com tampa esmerilhada (Bier, 1975). 

g) Agar trypticase soja com 1% de glicose 

Trypticase (B.B.l.) .................... . 1 5 'o g 
Soja Peptona (Oxoid) ................... . 5,0 g 

Cloreto de SÕdio (Carla Erba) .......... . 5,0 g 

Glicose (Merck) ........................ . 10,0 g 

Agar-Agar (Difco n9 3) ................. . 20,0 g 

Agua destilada ......................... . l. 000 mg 

Aquecer para dissolver completamente, os elementos que 

compoem o meio. 

Ajustar o pH 7,2 a 7,4. 

Esterilizar em autoclave a 1219C , por 15 minutos. 
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Resfriar a aproximadamente 509C e adicionar assepticame~ 
te 5% de sangue humano desfibrinado. 

Homogeneizar. Distribuir em placas de Petri ou garrafas 
de Roux, estéreis. 

4~6 - Preparo da Vacina 

Cepas de Streptoaoccus mutans , serotipo c • 

obtidas por raspagem de placas dentais do terço mediano das 

faces vestibulares cariadas de molares superiores do homem , 

isolados em A.M.S. (Agar Mitis-Salivarius}, foram enriqueci

das em Tiog1icolato e cultivadas nos meios A.M.S. com 20% de 

sacarose e em Agar Trypticase Soja em 1% de Glicose (Merck), 

e 5% de sangue humano desfibrinado. 

Apõs a confirmação da espécie mutans, feita a 

través de uma sêrie de reações bioquímicas, cepas deste mi-

crorganismo foram conservadas em tubos contendo o meio de 

Tioglicolato, cujos tubos tinham os opérculos de algodão pa

rafinados. O repique para a conservação da cepa bacteriana 

era realizado de sete em sete dias, obedecendo as condições 

de cultura exigidas. Garrafas de Roux, contendo cerca de 

30,0 ml do meio Agar Trypticase Soja com 1% de Glicose e de 

5% de sangue humano desfibrinado, foram semeadas com amostra 

de Str'eptocoocus mutans , serotipo c e incubadas em estufa 

a 379C por 48-72 horas, em microaerofilia, em jarras tipo 

Gas-Pack, contendo em seu interior uma chama de vela acesa a 

té consumo de 02 existente (disponivel). 
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Apõs confirmação morfolõgica~ através de exa

mes bacterioscõpicos em esfregaços corados pelo m~todo de Gr~m, 

o material (microrganismo) crescido em cada frasco foi morto 

pela adição de 3 ml de uma solução de formal a 4% , e deixa -

dos em contato, em geladeira a 49C , por uma noite. 

Em seguida, os microrganismos foram ressuspen

sos em cerca de 20,0 ml de soro fisiológico estêril, em condi 

çoes assépticas. 

A suspensao resultante foi centrifugada a 3.500 

rpm durante 30 minutos e o sedimento lavado por três vezes com 

solução fisiolõgica estéril, sendo em seguida ressuspenso em 

10 ml desta mesma solução. Estava assim preparado o imunóge

no. Para estabelecer a concentração a ser usada, diversos pa~ 

sos foram seguidos. Partindo da premissa de que a concentra-

çao de uma vacina e geralmente da ordem de 1 bilhão (10 9 : 

1.000.000.000) de germes por ml , procurou-se concentrar o i-

munogeno, num valor prõximo a este. 

Foi retirado 1.0 m1 da suspensao bacteriana ob 

tida, transferida para tubo de ensaio e comparado com o tubo 

padrão (tubo n9 4, da Escala de MacFarland). O princípio des 

te m~todo consiste em comparar a opacidade da suspensão micro 

biana com uma escala de suspensão de sulfato de bãrio de opa-

cidade crescente. 

Com uma pipeta graduada, foi o material di

luido, adicionando progressivamente solução fisiolÕgica, até 
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igualar com a opacidade do tubo padrão escolhido, anotando-se 

a que volume esta suspensão microbiana foi convertida. 

4.6.1 - Cãlculo da Quantidade e Concentração daVa

cina a Preparar 

O nGmero ''N~ de ''ml" da suspensao microbiana 

densa a diluir e dado pela fÕrmula: 

N = 
NUmero de ml de vacina a preparar x Concentração desejada 

Concentração da suspensão a diluir 

Por hipõtese, l ,O ml da suspensao microbiana 

densa foi diluída e transformada a um volume de 8,0 ml para 

que sua opacidade se tornasse igual ao tubo n9 4 (tubo toma

do como padrão) da Escala de Mac-Farland e que corresponde a 

uma concentração de bactérias igual a 1.200 (em milhões por 

m1) (Bier, 1975). indica que a suspensao microbiana densa ti 

nha uma concentração de bactérias igual: 

1.200.000.000 x 8 = 9.600.000.000 por ml 

Se se deseja preparar por exemplo, partindo des 

ta suspensao microbiana densa, 200~0 ml de vacina, temos: 

200 X 1.000.000.000 2.000 
= = 20,83 

9.600.000.000 96 
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Então~ a 20,83 ml da suspensao microbiana den

sa se adicionará, pois, 179,17 ml de solução fisiológica este 

ríl, para obter os 200,0 ml de vacina contendo 1 bilhão de ge~ 

mes por ml. (10 9 microrganismos por ml). 

4.7 - Exames Hematológicos 

Nos animais dos grupos A , B , C e D foram efe 

tuados exames hematolõgicos no 1209 dia do experimento. 

Foi feita a coleta de sangue periférico e rea

lizado uma contagem diferencial de glÕbulos brancos. 

Foram escolhidos ao acaso, quatro animais de 

cada grupo, num total de 16 (dezesseis). 
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CAPITULO V - RESULTADOS 
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5 - RESULTADOS 

Os resultados do experimento, basicamente en

volvem três aspectos de interesse ã proposição inicial: os 

indices de ciries dentais , a variação da contagem difer~cial 

dos leucõcitos e a variação do peso dos animais, nos diferen

tes grupos. 

Em decorrência de problemas naturais durante 

o desenvolvimento da presente pesquisa, os grupos experimen -

tais (A , B , C e D) foram reduzidos de 25 para 16 animais,em 

cada grupo. 

Os resultados observados no dia 120 ! para ca

da um dos aspectos avaliados, em cada grupo estão expressos de 

modo resumido nas Tabelas !I e !!!. 

5.1 - Contagem de Cãries 

Os índices de cãrie, obtidos segundo o mêtodo 

de Keyes, nas hemi-mandíbulas esquerdas e direitas de cada a

nimal, estão apresentados na Tabela II. 
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TABELA II - Tndices de cãrie obtidos nos diferentes grupos 

de ratos, e a média desses índices, em cada 
grupo de 16 animais 

,, Vacinado Infectado Controle c Controle D 
"-.Grupo ,, 

DC + VAC + DC + I NF 
NUmero d~-,"'-- INF DC DN 

animal uAu !1811 ncu uon 

01 12 39 1 7 11 

02 1 5 117 26 14 

03 18 16 11 12 

04 1 7 63 20 04 

05 07 24 1 o 09 

06 27 50 24 23 

07 19 44 38 32 

08 19 24 32 1 o 
09 1 2 12 14 21 

1 o 35 56 18 23 

11 22 41 1 5 12 

12 1 2 53 1 3 26 

13 05 41 27 18 

14 21 55 21 11 

1 5 14 72 1 3 01 

1 6 11 30 17 17 

Tndice total 266 737 316 244 

Indice mêdio 16,62 46,06 19,75 ]5.,25 

DC = dieta cariogênica 

VAC = vacina 

DN = dieta normal 

INF ~ infecção 
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A simples observação da Tabela II , nos permi 

te notar urna variação grande entre os diferentes animais. Por 

exemplo~ o animal 02 do grupo 11 8 11 mostra um índice de cãrie de 

117 unidades, enquanto o animal nGmero 04 do grupo ''D'' apre -

senta um indice de apenas quatro unidades de cãrie. 

Em razão dessas discrepâncias numéricas, opto~ 

se pela uti 1 i zação das raizes quadradas desses in di ces, no tra 

tamento estatístico. 

Na Tabela 11, ao lado do total dos índices de 

cãries encontrados, estão os Índices mêdios de cãrie de cada 

grupo. 

Para facilitar a compreensao do experimento,a~ 

sim como, para mostrar mais claramente como foram obtidos es

tes índices de cãries, segundo o mêtodo de Keyes (1958), os 

sistemas de anotações das caracterlsticas das cãries estã mos 

trado ãs pãginas 44 e 45. 

Este modelo, recomendado pelo 11 National Caries 

Program 11 e utilizados por quase todos 11 lnstitutes of Dental 

Research 11
, dos Estados Unidos, identificado como NHI -789 , 

(Rev. 8- 65) , alêm de prãtico, uniformisa os índices, permi

tindo comparaçoes entre resultados de diferentes experimentos 

em ratos. 

O formulãrio ou sistema foi utilizado na sua 

forma original, preservando-se todos os detalhes e indicações 

feitos, em ingl~s, pelo 11 National Institute of Health 11
• 
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5.2 - Anâlise Estat1stica 

Para verificar se, em m~dia, existe diferença 

nos índices de cãrie de animais submetidos a diferentes trata 

mentos. foi feita uma anâlise de variãncia, com um Gnico cri-

tério de classificação. 

Como os dados se referem a contagem, para esta 

análise, usou-se como variável a raiz quadrada dos dados or1-

ginais. 

Os resultados da anãlise de var1ancia estão a-

presentados na Tabela li! 

TABELA III - Anãlise de variância para a raiz quadrada dos 
dados apresentados na Tabela II 

Causas de Variaçao G. L. s. Q. Q. M. F 

Grupos 03 80 26,666 17,028 

Residuo 60 94 1 '56 6 

Total 63 174 

Em resumo, o valor F, apresentado na Tabela III 

~significante ao nível de 5%. Utilizou-se então o teste Nt'' ~ 

de Tukey para a comparação de médias. duas a duas. Ao nível 
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de 5% ' valor da diferença • significante ( D MS ) , dada o m1nima 

por esse teste, e 1 • 17 ' 

Com base nesse valor pode-se afirmar que os 

animais submetidos ao tratamento B • apresentam índice de c a 

rie, em média, superior aos dos animais submetidos ao trata-

menta C. Também se pode inferir que os animais do grupo A ~ 

têm, em média, indice de cãrie significantemente menor do 

que os animais do grupo 8. 

5.3 Exame Hematolõgico 

A contagem diferencial de leucõcitos dos ani -

mais pertencentes aos grupos A , 8 , C e D foi realizada no 

1209 dia do experimento. 

Depois de uma pequena incisão na cauda de qua

tro ratos de cada grupo, escolhidos ao acaso, foram prepara -

dos três esfregaços para cada animal. 

As lâminas coradas pelo método de May Grunwa1d 

Gíemsa, conduziram os resultados apresentados na Tabela IV. 
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TABELA IV - Mgdia e desvio padrão da m~dia, relativos a con 

tagem diferencial de leucõcitos dos animais dos 

Grupos A , B , C e D , em esfregaços de sangue 

periférico, corados pelo método de May-Grunwald

Giemsa 

Grupos 

nAu 

Vacinado 

Infectado 

D. cariog. 

HBI! 

Não vacinado 
Infectado 

D. caríog. 

Não vacinado 

LeucOcitos 

NeutrÕfil os Linfócitos EosinÕfilos 

13,00 ~ 0,94 84,40 ~ 1,02 0,50 + 0,15 

19,16 ~ 1,38 77,90 ~ 1,53 0,66 ~ 0,18 

Não infectado 18,30 ~ 0,88 77,80 ~ 1,20 0,66 ~O, 14 

D. cariog. 

nou 

Di e ta Norma 1 25,08 ~ 2,05 71,90 ~ 2,20 0,58 ~ 0,23 

O. cariog. = Dieta cariogênica 

Monócitos 

2,16 ~ 0,24 

2,08 ~ 0,37 

2,41 ~ 0,41 

2,41 ~ 0,25 
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5.4 - Peso dos Animais 

Os animais selecionados para o experimento 

(100 ratos), aos 21 dias de vida apresentavam peso mêdio de 

36 gramas. Separadados em quatro grupos e submetidos a trata 

mentos diferentes, os ratos apresentaram ao final do experi -

menta os pesos que constam na Tabela V. Os dados apresenta 

dos no dia 120 correspondem ãs mêdias dos pesos em gramas de 

oito animais de cada sexo para cada grupo. 

TABELA V - Peso médio dos ratos, segundo o grupo e o sexo. 
no inlcio e no final do experimento 



5~5 - Aspectos Macroscópicos das Cãries nos Diferen

tes Grupos 

50, 

O padrão de desenvolvimento, conforme se pode 

verificar pelos indices individuais de cada rato, variou bas-

tante. Tomando por exemplo, na Tabela II, o rato de número 4 

do grupo A , número 3 do grupo B , número 1 do grupo C e 

nUmero 16 do grupo O , teremos praticamente em todos eles,um 

mesmo indice de cãrie, com aspectos morfolôgicos, localização 

e extensão semelhantes. As Figuras 1 , 2 , 3 e 4 , ilustram 

de maneira clara alguns desses aspectos. Evidentemente sao 

apenas exemplos de cada grupo. 



51 ' 

FIGURA 1 - Aspecto macroscõpico da hemi-mandTbula, lado es
querdo, de um rato do grupo A , imunizado e infec 
ta do com Streptococeus mutans. Aparecem da esquer 
da para a direita, o 19 ' 29 • 39 molares. o exa 
me criterioso das regiões bucal • morsal, lingual-; 
proximal e do sulco, mostrou neste grupo, pelo mé 
todo de Keyes, um baixo fndice de cãries (Média 
de 16,62 para o grupo A). 
Aumento aproxima do: 20 vezes. 
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FIGURA 2 - Aspecto macrosc5pico dos molares inferiores de um 
rato do grupo B (não imunizado e infectado). Po
de-se observar uma acentuada destruição da coroa 
dental por cãries. O Tndice m~dio de cãrie neste 
grupo B foi de 46,06. 
Aumento aproximado: 30 vezes 
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FIGURA 3 - Aspecto macroscop1co mostrando detalhes das lesões 
cariosas desenvolvidas nos molares inferiores de 
um rato do grupo C • alimentado com dieta cariog~ 
nica. O Tndice m6dio de cãries neste grupo, se~ 

gundo o m~todo de Keyes foi de 19,75. 

Aumento aproximado: 20 vezes. 



FIGURA 4 - Aspectos macroscop1cos de uma hemi-mandfbula de 
um rato do grupo D (controle) . ..,._ O índice médio 
de cãries neste grupo controle foi de 15,25. 
Aumento aproximado: 20 vezes. 
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CAPITULO VI - DISCUSSAO 
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6 - D!SCUSSAO 

6.1 - Tndice de Cãries 

A anãlise criteriosa dos resultados obtidos na 

presente pesquisa, na qual, quatro grupos de ratos foram subme 

tidos a diferentes tratamentos, durante 120 dias mostra alguns 

dados interessantes. 

Primeiramente, a observação das médias constan

tes das colunas A e B da Tabela Il , nos dá uma relação numéri 

ca de 16,62 para 46,06. Considerando que ambos os grupos (A e 

B) foram submetidos a um mesmo tipo de alimentação, e que den 

tro do maior rigor científico, a ünica variãvel foi a ímuniza

çao recebida pelo grupo A , a partir do 219 dia de vida, é lõ

gico que se suponha que as diferenças nos índices de cãries,r~ 

sultem dessa variãvel (imunização). Ainda pelos dados exibidos 

na Tabela III e pelo resultado da anãlise de variância, pOOe-se 

inferir que os indices de cãries dos ratos do grupo B (não va

cinados) ê significantemente maior que os ratos do grupo A (va 

cínados). Isto significa que a indução de uma resposta imuno

lÕgica, pela introdução do imunõgeno na ãgua que os animais b~ 

biaml utilizando como tal, as células inteiras mortas, de uma 

cepa cariogênica de Streptococcus mutans deve ter sido a razao 

dessa variação. Desde que os resultados~foram obtidos procu -

rando-se seguir estritamente os critérios quase que universal 

mente aceitos. preconizados por Keyes (1958) e recomendados p~ 
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lo HNational Institute of Dental Research 11 ,dos Estados Unidost 

a sua significância a nível de 5% , permite alguns tipos de com 

paraçao com trabalhos similares. 

Michalek e cols. (1976), realizaram um estudo se 

melhante, usando ratos gnotobiõticos. Apesar do tempo do exp! 

rimento ter sido menor, apenas 90 dias, e de se utilizar uma ce 

pa de microrganismos altamente cariogênica {mutante C 211, do 

Streptococcus mutans 6715) , em ratos gnotobiÕticos, a rela

ção dos índices de cãries entre os grupos imunizados e não irn~ 

nizados foi de 52,3/99,0 (47% de redução). Na presente pes -

quisa, usando ratos convencionais, por um período de tempo maior 

(120 dias} e utilizando uma cepa de Streptococcus mutans, sero 

tipo~ , obtida de dentes humanos cariados, a relação dos Tndi 

ces de cãries entre os grupos imunizados e não imunizados foi 

de 16,62/46,06 (64% de redução). 

Embora os resultados possam ser comparáveis, a 

diferença entre os indíces poderia ser atribuidos ao fato de 

serem usados ratos gnotobiõticos num experimento e convencio -

nais em outro e nas diferenças inerentes aos imunõgenos usados. 

De qualquer forma, o fato significante foi que a imunização de 

terminou uma variação nos resultados~ independente do tipo de 

rato e da cepa de Streptoeoccus :mutans usado, o que poderia pe_!:. 

mitir inferências sobre este método de imunização. Em números 

absolutos, conforme se pode observar pela Tabela II, existe um 

indice de cãrie de 266 para o grupo vacinado contra 737 do gru 
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po nao vacinado, o que dã uma diferença de 471 unidades do in-

dtce de cãrie entre os grupos A e B. Jã em 1968, Kennedy e 

cols., haviam observado que o soro de individuas sem cãries con 

tinha aumentados níveis de anticorpos de três tipos de estrep

tococos associados a cãrie, em comparação com o soro de indivi 

duas possuidores de muitas cáries. 

Os resultados sugeriam que ambos os grupos ti

nham sido expostos a organismos caríogênicos e que as cãries 

tinham desenvolvido em um grupo, apesar dos anticorpos no san-

gue. 

Embora os anticorpos séricos provavelmente de

sempenham algum papel no desenvolvimento da cãrie, parece cla

ro que alguns outros fatores possam estar envolvidos. tais co-

mo, a estruturação do esmalte ou a composição da saliva. 

McGhee e cols .• em 1976, estudando o efeito de 

imunizações ativas e passivas ao Streptococcus mutans , em ra-

tos mal-nutridos, observou que IgG anti -Streptoaoccus mutans 

era passivamente transferido aos filhotes pelas mães, através 

do leite. Outra possível fonte de anticorpos na cavidade bu

cal ê, certamente o sulco gengival. Lehner e cols., em 1975 , 

sugeriram que a Constante transudação de anticorpos sêricos a

través do fluido sulcular ê um importante fator na prevenção de 

cãries dentais em macacos rhesus. 

A anilise estatfstica. utilizando o teste 11 t 11 de 

Tukey para a comparação de médias, duas a duas, (Tabela III) 
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mostra que, indubitavelmente, a imunização dirigida contra os 

Streptocoacus mutans pode proteger contra a cãrie. E este re

sultado vem confirmar trabalhos similares realizados em dife

rentes modelos experimentais, por Bowen e cols., 1975 Lehner 

e cols., 1975 ; Evans e cols., 1975 ; Gaffar e cols., 1971 ; 

Taubman e Smith, 1974 McGhee e cols., 1975; Michalek e cols., 

1976 ; Krasse e Jordan, 1977. 

Observando ainda os numeras absolutos das cãries 

dos grupos C e D , apresentados na Tabela II , pode-se notar 

as diferenças entre a dieta cariogênica e dieta não cariogêni

ca. A adição de 10% de sacarose na dieta do grupo C , determi 

nau um aumento de 72 cãries (29,5%) , isto e, 316 unidades de 

cãrie contra 244 no grupo com dieta normal, sem sacarose. 

Quando se compara o Tndice de cãrie (737) do gru 

po B (infectado e tratado com dieta cariogênica) com o índice 

(316) do grupo C (somente dieta cariogênica, mas sem infecção), 

observa-se que a inoculação de Streptococeus mutans , serotipo 

~ , produziu no grupo B , uma marcada intensificação no desen

volvimento das ciries (421 unidades ou 57%) em relaçio ao gru

po C. 

Limitando-se a discussão aos resultados desses 

dois grupos B e C , o que se pode inferir ê que o grupo C , p~ 

deria apresentar jã uma certa imunidade aos estreptococos nor

malmente existentes em sua boca. A ocorrência de anticorpos s! 

ricos e salivares contra microrganismos normalmente encontra -
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dos na boca tem sido frequentemente detectada nao so em ani-

mais experimentais~ como também em humanos. Por outro lado, a 

inoculação de uma cepa cariog~nica de Streptococcus mutans, ~ 

ferente daquelas indígenas, normalmente encontradas nestes ra

tos,poderia justificar esta diferença de 421 unidades de cãries 

(57%). 

A relativa proximidade dos valores encontrados 

no grupo A , 266 unidades de cãries e do grupo C , com 316 uni 

dades de cãrie poderia sugerir que a imunização do grupo A, t! 

nha de alguma forma interferido com a colonização da cepa ca

riogênica inoculada, justificando então, esta diferença de ap~ 

nas 50 unidades de cãries, contra a diferença de 421 entre os 

grupos B e C. 

Segundo Krasse e Jordan (1977), a aplicação tõ-

pica de uma vacina estreptocõcica diretamente na cavidade oral 

de roedores induziu um aumento no t1tulo de algutinação na sa-

liva de alguns animais imunizados, implicando numa reduzida c~ 

1onização, provavelmente por ação de anticorpos IgA. Anterior 

mente)Michalek e cols., em 1976, jã haviam comprovado a efici

ência dessa imunização pela via oral. 

Na presente pesquisa, a redução do numero de ca 

ries encontrada no grupo A (vacinado) em relação ao grupo B 

(não vacinado) poderia tamb~m resultar da ação da imunoglobul! 

na lgA da saliva. 
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Embora nao se tenha elementos concretos para tal 

afirmação. uma vez que as dosagens de ímunoglobulinas não fo-

ram realizadas nesta pesquisa, existem evidências indiretas p~ 

ra se supor que a IgA da saliva esteja implicada. Primeiramen 

te, porque a produção de IgA secretora em ratos~ através de i-

munização parenteral, por injeção de Streptoaoocus mutans , ji 

tem sido detectada ha algum tempo por Taubman (1973) , Taubman 

e Smith (1974) , McGhee e cols. (1975) , Michalek e cols.(l976) 

e Krasse e Jordan (1977). Em segundo lugar, este trabalho pr~ 

curou repetir em ratos convencionais, o que fora feito em ratos 

gnotobiõticos (Michalek e cols., 1976), obtendo-se resultados 

muito semelhantes quanto ã redução dos índices de cãrie. Naque

quele trabalho,as dosagens de imunoglobulinas no soro e na saliva 

dos diferentes grupos de ratos mostrou claramente,uma produção B..t:!, 

mentada de IgA secretora, no grupo vacinado, suportando a afi! 

mação de que a redução do nUmero de cãries esteja de alguma fo~ 

ma relacionada a este tipo de imunoglobulina. Al~m do que, os 

tTtulos de aglutinação dessa imunoglobulina mostraram a especi 

ficidade dos anticorpos aos Strep~ococcus mutans caríogênicos, 

com os quais os ratos foram imunizados e infectados. 

Tamb~m jã foram demonstradas na saliva de paro

tida humana, reações de IgA- secretora com diferentes tipos de 

estreptococos, indicando que a colonização da boca por estrep-
• 

cocos orais indígenas pode levar ã produção de anticorpos esp~ 

cificos (Krasse e Jordan, 1977}. 
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Outro aspecto importante é que existe uma forte 

tendência em se aceitar, por evidências indiretas, de inúmeros 

trabalhos, o fato de que os anticorpos do tipo IgA- secretor 

podem inibir a aderência bacteriana e formação de placa. 

Considerando que os esquemas de imunizações e de 

infecções usados nos ratos convencionais da presente pesquisa 

foram os mesmos usados em ratos gnotobiõticos por Michalek e 

cols. (1976), e que as reduções dos indices de cãries induzidas 

pela imunização nas duas pesquisas são semelhantes, pode-se i~ 

ferir que os mecanismos provãveis, implicados na redução das cã 

ries, sejam os mesmos propostos para aquele trabalho, ou seja, 

através da IgA- secretora. 

6.2 - Exame Hematolõgico 

Os exames hematológicos foram realizados, para 

verificar, entre outras coisas, se a imunização por um perfodo 

relativamente longo determinaria variações significantes no nu 

mero de 1euc5citos (Tabela IV). 

Utilizando-se como controles, os grupo~ C e D , 

pode-se observar que o processo de imunização determinou no 

grupo A ao final do experimento, uma redução do numero de neu 

trÕfilos e aumento de linfÕcitos. + 

Embora não se tenha estabelecido matematicamen-

te a significância dessa variação. ela se enquadra dentro do 
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esperado. 

Evidentemente, no processo de imunização,um dos 

principais componentes celulares implicados, sem dúvida alguma 

e o linfÕcito. Tem sido postulado (Mestecky, 1978) que os an

tígenos, quando ingeridos, penetram através das vesículas pin~ 

citõticas do epitêlio que reveste as placas de Peyer do intes

tino e estimulam clones de linfócitos, nesses tecidos linfõi -

des. Estes linfócitos estimulados e certamente aumentados de 

nUmero, deixam estas placas de Peyer e entram na circulação,d~ 

terminando esta ligeira linfocitose. 

Embora não se tenha ainda, feito um acompanha -

menta preciso destas etapas, existem probabilidades de que es

ta seja a explicação mais p1ausivel para este aumento de linfÕ 

citas no sangue periférico dos animais vacinados. As pequenas 

diferenças constatadas entre os grupos B • C e D , nao parecem 

guardar relação com os tratamentos realizados, conforme se ob

serva na Tabela IV. EosinÕfilos e Monõcitos permanecem cons -

tantes nos quatro grupos. 

6.3 - Peso dos Animais 

Como parte do cronograma de pesquisa. a avalia

ção do desenvolvimento dos ratos sob diferentes tratamentos,~ 

travês do controle de peso desses animais poderia fornecer in

formações de interesse sobre o processo de imunização. 
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Em cada grupo, os machos foram separados das fê 

rneas e os dados mostrados na Tabela V , indicam que as varia 

çoes de ganho de peso não foram grandes, nem entre os grupos 

nem entre os animais de cada grupo (observação pessoal). 

Poder-se-ia argumentar que nem a adição de 10% 

de açGcar i ração, nem a ingestão do imunõgeno, e nem mesmo o 

elevado indice de cirie do grupo B (Tabela ll) interferiram de 

maneira marcante no peso dos animais. 
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7 - CONCLUSOES 

Fundamentados nos resultados obtidos nesta 
-pesquisa e a luz da discussão desses achados, pode-se concluir 

que: 

a - A imunizaçã'o de ratos convencionais com Streptococcus m'!!: 

tans colocado na agua que estes animais bebiam, promoveu 

uma significante redução no índice de cãrie. 

b - O grupo A , de ratos vacinados e infectados, apresentou u 

ma discreta línfocitose, em relação aos demais grupos. 

c -

d -

o processo de imunização, assim como os demais tra tamen -

tos aplicados aos diferentes grupos na o determinaram v a-

ri ações • dos animais. sens1veis no peso 

o elevado índice de cãrie do grupo B ' mostrou que a in-

fecção dos ratos com uma cepa cariogênica de Streptococ -

cus mutans , serotipo ~ , obtida de dentes humanos caria

dos, foi realmente efetiva. 
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CAPITULO VIII - SUMfo1ARY 
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8 - SUMMARY 

Immunízation (by using as immunogen entire cells 

of Streptoeoccus mutans) has showed to develop an inhibition 

effect against dental caries induced by Streptococcus mutans, 

in rats, and monkeys. 

A lot of antigens has been involved as important 

agents concerning to the aderence of dental plaque to th~ tooth. 

In this study, samples of dental plaque was 

obtained scrapping the mesial third of the buccal surfaces of 

human decayed upper molars. 

eoccus mutans. serotype c 

(vaccine). 

A cariogenic strain of Strepto

was isolated and used as immunogen 

Four groups of rats (Rattus norvegicus aZbinus} 

aged about 20 days. were weaned and selected randonly. The 

group A was immunized and infected, while the group B was 

only intected. Group C was neither immunized nor infected. 

These three groups {A , B and C) were fed with cariogenic 

diet containing 10% of sucrose. The fourth group of rats 

(group D) was fed with normal diet. 

Four 120 days-aged rats from each group were 

separated, and peripheric blood was collected, to determine 

the leukocytes differencial counting. According to hematolo 

gic examinations, the group A animals showed a moderate 

lymphocytosis when related to the animals from the other groups. 
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The variations of body weight were not significant, and one 

can establish that neither the addition of 10% of sugar to 

the food, nor the ingestion of immunogen and the great number 

of caries of group B showed marked influence in the weight 

of the animals. 

Later these procedures, all the animals were 

sacrificed, and the upper and lower maxillas were remove~. in 

arder to count the number of dental caries. The results showed 

a significant reduction of caries in the group A (Immunized) 

animals, when compared to the animals from the other groups 

that were fed with cariogenic diet. The B group, infected 

but not immunized showed a caries index equal to 737 unites, 

while the A group, infected and immunized had a index of 266 

unites , that shows a significant variation. The addition of 

lO% sucrose in the diet of group C rats (316 unites of caries) 

had result in an increase of 72 caries~ when compared to the 

rats from D group (244 unites), that were fed with normal 

food. 

As showed through the results of these experi-

ments~ not only in gnotobiotic rats, but also in common rats, 

which have a compiex buccal flora and another factors, the 

íngestion of antigenic substances (anti- Streptococeus mutans 

vaccinia) seems to prevent considerably the caries incidence. 
~ 
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CAPITULO IX - RESUMO 
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9 - RESUMO 

A imunização~ usando-se como vacina (imunõg~ 

no) células inteiras de Streptococcus mutans ~ mortos, tem mos 

trado exercer um efeito protetor contra a cãrie dental induzi 

da por este microrganismo, em ratos e macacos. 

Muitos antigenos tem sido implicados como im

portantes na aderência da placa ao dente. 

No presente trabalho, obteve-se a amostra de 

placa bacteriana, raspando o terço mediano das faces vestibu 

lares dos molares superiores cariados de humanos, isolando-se 

uma cepa cariogênica de Streptoeoecus mutans , serotipo c 

que foi utilizada corno vacina (imunõgeno). 

Quatro grupos de ratos convencionais (Rattus 

norvergicus al.binus) , de 20 dias de idade, foram desmamados, 

separados aleatoriamente e usados no experimento. O grupo A 

foi vacinado (imunizado} e infectado, enquanto que o grupo B 

foi somente infectado. O grupo C não foi imunizado, nem in

fectado. Estes três grupos (A , B e C) foram alimentados com 

dieta cariogênica, contendo lO% de sacarose. O quarto grupo 

de ratos (grupo D) foi alimentado com raçao normal. 

Aos 120 dias de vida, colheu-se sangue perifê 

rico de quatro animais de cada grupo para a contagem diferen

cial de leucócitos. Ao exame hematológico, os animais do gr~ 

po A apresentaram uma discreta linfocitose em relação aos a

nimais dos outros grupos, enquadrando-se dentro do esperado. 
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As variações do ganho de peso nao foram signi 

ficantes, nem entre os quatro grupos, nem entre os animais de 

cada grupo, podendo-se argumentar que nem a adição de 10% de 

sacarose ã ração, nem a ingestão do imunõgeno e nem mesmo, o 

elevado índice de cãrie do grupo B interferiram de maneira 

marcante no peso dos animais. 

Em seguida, todos os animais foram sacrifica

dos e removidos os maxilares e mandíbulas para a contagem de 

cãries. Os resultados mostraram urna significante redução do 

nUmero de cãries nos animais do grupo A (que foram vacinados), 

em comparaçao com os animais dos demais grupos que comer~ di~ 

ta cariogênica. O grupo B , infectado e não vacinado apreseE 

tou um índice de cãries igual a 737 unidades, enquanto que o 

grupo A , infectado e vacinado teve um índice de 266 unidades, 

mostrando uma variação significante. A adição de 10% de sac~ 

rase na dieta dos animais do grupo C (316 unidades de cãries) 

resultou num aumento de 72 cãries contra os animais do grupo 

D {244 unidades} alimentados com dieta normal, sem sacarose. 

Pelo que ficou exposto, não sõ em ratos gnot~ 

biõticos, mas também em ratos convencionais, com uma comple

xa flora bacteriana bucal, além de outros fatores, também a 

ingestão de substâncias antigênicas (vacina anti-Streptoeoe -

cus mutans), parece prevenir de maneira considerãvel, a inci-

dência de cãrie dental. 
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