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CAPITULO 1 - INTRODUCAO



1 - INTRODUCAO

A carie dental & uma doenga cronica, muttifato
rial, localizada, progressiva, gue envolve fundamentalmente
tres fatores: o dente, a microfiora bucal e o substrato, ou
dieta. [ uma lesdc que se inicia pela desmineralizacdo da su
perficie externa do dente, devido a acidos organicos produzi-
dos Tocaimente por bacterias gque fermentam depGsitos de car -
boidratos da dieta.

Embora existam ainda algumas divergencias sobre
como e quais microrganismos que produzem lesces cariosas, nao
se pode mais contestar ou discordar da imprescindivel partici
pacao do microrganismoe na formagido da carie.

Numerosos estudes realizados, em diferentes mo
delos experimentais, nestas duas Gltimas decadas, claramente
demonstraram gue a carie dental € uma doenga infecciosa, trans
missivel e de origem bacteriana. No homem, contudo, nag se
conseguiu ainda, uma demonstragac evidente, direta, da cario-
genicidade de qualquer microrganismo; o gue existe & uma con-
sideravel evidencia indireta, de natureza epidemio1ﬁgiéa, de
uma forte e ampla associacgao do Streptococcus mutans da placa
com a incidencia e prevalencia da carie.

Qualquer programa de controle da carie que en-
volva segmentos significativos da populacao, deve ser prima -
riamente, orientado para a sua prevengao. [ neste aspécto,ai

gumas medidas tem sido estudadas € aplicadas, em primeiro lu-



gar, no sentido de se aumentar a resisténcia da estrutura den
tal, por exemplo, pelo uso de cidlcio e de fluor; em segundo Tu
gar, atraveés da restricdo de dietas ricas enm carboidratos, e
em terceiro lugar, através de tentativas de controle da micrg
filora bucal pelo uso de agentes antibacterianos.

s trabalhos sobre a patbgenicidade da carie,
implicando o Streptococcus mutane cOomo seu principal agente
etiologico e o sucesso considerdvel obtido atravEs da Imuniza
gao do controle de algumas infecces bacterianas, como a dif-
teria, a colera, o tétato e a cogueluche, geraram um renovado
interesse nas possibilidades de se conseguir uma imunizacgao
contra a carie dental.

Embora os mecanismos imunologicos estejam sen-
do muito estudados com relacdo & carie, nbs estamos ainda num
estagio muito inicial de um campo de grandes promessas e de
muita confusac.

Nos Ultimos anos tem-se procurado conhecer me-
1hor a multiplicidade de fatores que operam na cavidade bucal
e gue estejam relacionados com a imunidade contra a cﬁrﬁe.. E
as pesquisas tem demonstrado que as imunoglobulinas produzi -
das tanto Jocalmente como sistemicamente podem de€sempenhar im
portantes papeis na prevencdo da carie.

Entretanto, a extrapolagao de resultados obti-
dos em animais gnotobioticos, para o ser humano,.envo1ve algy

mas diferengas fundamentais, como a possibilidade de intera -



cao nos diferentes eventos imunclfgices, de uma ampla varieda
de de microrganismos, mais comuns ao homem que a outros ahi~
mais.

A utilizagao de ratos convencionais, com  uma
microbiota bucal variada, num experimento dessa natureza pode
ria oferecer importantes subsidios a uma melhor cCompregnsaon

dos eventos implicados.
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Z -~ REVISAQ DA LITERATURA

Varios experimentos envolvendo diferentes tipos
de animais de laboratdric e de seres humanos, tem sugerido
que a carie dental resulta de uma interacio dente-bactéria-die
ta, aos quais se acrescentou um quarto fator, tempo { Newbrun,
1978).

Uma complexa flora bacteriana bucal, atuando 50
bre carboidratos da dieta gera fatores que se contrapdem a ou
tro conjunto de fatores proprios de cada hOSpedeiro, gue en-
globa fundamentalmente o seu sistema imunoldgico (Veld e cols.,
1578).

Conseglientemente, o inicio e desenvolvimento da
carie dental devem ser determinados por esta relagao hospede]
ro-parasita. Uma multiplicidade de fatores, alguns mais, ou-
tros menos conhecidos devem operar em ambos o5 lados desta re
lagao.

Segundo Brandtzaeg {1976}, a resistgncia do hos
pedeira depende de mecanismo efetores complexos gque sao, em
parte, inatos e ndo especificos e, em parte, adgquiridos e es-
pecificos. E estes Ultimos sdao resultantes da imunidade celu
tar e humoral.

Desde os classicos trabalhos de Fitzgerald e
Keyes, (1960) e de Keyes (1360) estabelecendo a carie como u-
ma doenga infecciosa e transmissivel, implicando o Streptocoe

eus mutans como seu principal agente eticologico, renovaram-se



as esperancas de uma imunizacao contra a ciarie dental.

De acordo com Bahn e cols. (1976), a viabilida
de da imunizagao contra a carie dental se assenta em dois im-
portantes critérios: (1) precisa haver uma reducido das caries
em um modelo experimental animal ; e (2) imunoglobulinas de-
VEm ser p#oduzidas apos a imunizacao, que irao interferir com
a atividade cariogenica dos estreptococos orais. Esta inibij-
¢ao da atividade estreptocBcica & indicada por uma reducdo da
agregacgao microbiana, cu da adesio da placa bacteriana a su-
perficie dental, ou ainda por reducide da formacao de placa.
Nao & suficiente mostrar a presenca fisica do anticorpo. con-
tra a parede celular do estreptococos ou antigenos superfi-
ciais, porque estes_ant?genos, embora importantes em mostrar
a presenga da.bactéria, podem nao necessariamente produzir ou
estimular a formacaoc de anticorpos que ir&o inibir a ativida-
de cariocgencia dos estreptococos orais. Os anticorpes preci
sam funcionar para inibir a cariogenese.

Scully e Lehner (1979) apresentaranm duas hipo-
teses pelos quais 0s mecanisﬁos imunologicos podem cenferir
protegdao contra a carie dental. Um mecanismo sugere que a
IgA salivar previne a aderencia de Streptococcus mutans & Su-
perficie dental. Outra hipdtese alternativa, & que os anti -
corpes sericos, da classe IgG , podem penetrar no fluide do
sulco gengival e pfoteger, por opsonizagao dos estreptococos,

facilitando a sua fagocitose e destruicao pelos fagbcitos do



sulco gengival, ou pela inibigclo da aderéncia bacteriana a Su
perficie dental. Estas duas hipbteses nao sao necessariamen-
te exclusivas e um mecanismo estd mais relacionado com a se-
cregao salivar, enguanto o ocutro com o fluido do sulco gengi-
val.

Bratthall e Petterson (1976) acreditam gue a
pesquisa de um antigeno especifico do Streptococeus mu?am;tem
uma especial Tmportancia, pois os anticorpos contra tais ant]
genos podem ser usados para rapida e sensivel identificacao da
bacteria. Alem disso, se uma defesa contra o Streptococcus
mutane € para se basear na imunizacao, a detecgao de antige -
nos especificos pode ser de muito valor. Teoricamente, estes
antigenos podem evocar anticorpos protetores que tenham o mais
alto nivel de seletividade. 0O acesso de anticorpos as bacté~
rias na superficie dental, pode ser mais ou menos dificil de
explicar {Bowen e cols., 1975}, |

Streptococcus mutans , que em primeira instan-
cia estao associados com a etiologia da cétie de esmalte, co-
lonizam as superf?éies dos dentes relativamente devagar e cres
cem de modo estacionario. £Esses microbios sao mais encontra-
dos nas principais areas de risco de carie - faces interproxi
mais de molares e pre-melares e nas fissuras oclusais nao res
tauradas ﬁe mplares.

| Keene e cols. {1976) demonstraram gue jovens

sob o0 uso de fio dental, duas vezes ao dia, por quatro dias ,



reduziram o nimero de Streptococeus mutans nas faces inter-
proximais. Se fluoreto estanhoso a 10% & usado em conjunto
com ¢ fio dental, ¢ efeito & maior. Isto seria mais uma ra-
z2a0 para se usar pasta de dente com fluor na limpeza interpro
ximal,

J. van Houte e cols. (1976}, estudando o papel
da colonizagao de Streptococcus mutans em ratos convencionais,
observou que a variagao da sacarose da dieta, de 1 a 56% , fa
cilitava uma maior colonizagao que os outros carboidratos, em
bora uma satisfatoria colonjzagaoc tivesse sido também obtida
em ausencia de sacarose na dieta. Outros dados sugerem  gue
as celulas de Streptococeus mutans LEm uma certa afinidade pa
ra 0 dente, em ausencia de sacarose, que pode ser de signifi-
cancia ecolbgica, & que a afinidade da bactétia & importante,
mesmo para a colonizacgag de fissuras,

A prevengao da carie esta baseada em tentati -

vas, procurando:

1 - Aumentar a resistencia do hospedeiro, atraves de terapias
a base de fluor, de sejantes oclusais e de imunizacgao;

2 - Baixar o numero de microrganismos em contacto com o den-
te, atraves do controle de placas :

3 - Modificar o substrato atraves de uma selecao de alimen -
tes nao cariogenicos; -

4 - Reduzir o tempo gue ¢ substrato permanece na boca, Jimi-

tando a frequencia de ingestdo (Newbrun, 1978).
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A imunizacao usando como vacina c&lulas intei-
ras de Streptococcus mutans tem mostrado exercer um efeito pro
tetor contra a carie dental induzida pelos Streptococcus mu-
tans em ratos e em macacos {Bowen, 1969 ; Michalek e cols.,
1876 .

Muitos antigenos de Streptococcus mutans tem si
do implicados como importantes na aderencia, e anticorpos a um
ou mais desses antigenos podem muito bem reduzir o estabeleci
mento do Streptococeus mutans na cavidade oral e entao, as sub
sequentes caries dentais podem ser reduzidas (Genco e cols. ,
1976). Estes antigenos incluem a Glicosiltransferase, antige
nos da superficie celular que funcionam como pontos de Tiga -
cao da Glicoesiltransferase e de Glucanos na superficie celu -
Tar. Em 1976, Genco e cols., através de imunizacgdoc com vaci-
nas de celulas totais de Streptococcus mutans , induziram a
formacac de anticorpes que inibiam a implantagao de Streptocoe
eus mutans nas superficies dentais e consequentemente o desen
yolvimento de caries. Para melhor entender os mecanismos pe-
los guais a vacinagao previne a implantagdo do Streptococcus
mutanz © 2 carie dental, foi isolado um Glucano associado 3
cglula do microrganismo e injetado em coelhos e macacos. Foi
ent3o modificada a retencao dos determinantes antigenicos a-
través de processos de purificacao.

) UDos diversos fatores que podem influenciar 0

crescimento de espécies bacterianas na boca, o aclicar da die-



.

ta desempenha um papel fundamental, no caso do Streptococous
mutana. Entretanto, a maneira altamente localizada pela qual
0 Streptococeus mutanse coloniza a superficie dental no homem
indica que a nivel JTocal, fatores outros, além do aclcar da
dieta, devem desempenhar um papel importante na regulacio da
distribuicdo intra-oral de Streptococcus mutagns (Ruangsri e
Brstavik, 1977).

Fitzgerald e cols., (1977) compararam a cario
genicidade de cepas de Streptococcus mutans isolados de indi-
viduos adultos-carie - ativos (DMF = 10) e individuos cdrie-re
sistente {DMF = 0). Inocularam estes estreptococos isolados
em hamsters mantendo-os em dieta cariogenica. As contagens de
caries realizadas depois de seis semanas, mostraram que nao
havia diferenca na virulencia desses mictorganismos, que pu-
dessem ser relacionadas com as condic¢des de ciries dos indivi
duos estudados.

A imunogenicidade dos componentes de superf? -
cie de bact@rias pode ser de importancia, em termos de identi
ficagao das bactérias, e pelas possiveis reacoes imunologicas
no hespedeiro. [ evidente que a caracterizagao de qualquer so
ro com respeito a sus especificidade e classe de anticorpos ,
mosirando esta especificidade, & essencial para consistentes
investigacOes soroldogicas. Também precisa ser enfatizado que
um particular regime de injecdo, da mesma preparagao imunbge-
na na mesma espécie deimal nao ird sempre produzir a mesma res

posta imune (Wicken e Knox, 1976]}.
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A protegao contra a cirie dental por mecanismos
imunologicos pederia ser obtida através de duas vias princi -
pais: pela saliva e pelo fluido do sulco gengival. 0Os anti-
corpos IghA secretores afetam o dominio salivar, enqguanto que
o fluTdo do sulco, contendo anticorpor IgGé , complemento e ley
cocitos polimorfonucieares entre outros companenfes do sangue,
afetam o dominio gengival. Nao existe contudo evidencias a fa
vor de um ou de outro mecanisme, como o mais jmportante na pro
tecao contra a carie dental, sendo que ambos 0s mecanismos po
dem atuar simultaneamente {lLehner, 1980),

As imuncglobulinas humorais encontradas em se-
cregoes exocrinas desempenham um importante papel na protecdo
de superficies mucosas contra microrganismos patogén?cos. _ A
sensibilizacdo oral de animais gnotobidticos induziram uma res
posta inicial de IgG6 aos lipopolissacarideos da Escherichia co
i seguida pelo aparecimento de Igh , a qual, subsequentemen-
te se tornou o anticerpo predominante na saliva (Ebersole e
cols., 1975).

Em uma série de macacos imunizados com Strepto
eoepus mutanse {(serotipo E) G taka de desenvolvimento ¢ inci -
dencia de cﬁries de superficie Tivre e de fissuras foi reduzi
da significantemente. A reducgao da carie, foi outra vez cor-
relacionada com anticorpos sericos, sugerindo gue a ptotggéo
pode ser mediada pelo sero, via fluido su?cular (Lehner e &ﬂs.

1975).
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A maioria das infecgoes e imunizacoes naturais
causadas por antigenos microbianos e alimentares sao encontra
dos atraves das membranas mucosas ¢ dos tratos respiratorioc e
gastrointestinal. Desde que 05 anticorpos secretfores podem
estar envolvidos na prevencao de muitas doengas infecciosas,o
meio mais vantajoso de imunizacao pode ser encontrado atraves
do estudo dos mecanismos regulatorios que determinam a distri
buicao das celulas produtoras de imunoglobulina dentro de um
orgao, a classe de imunoglobulina produzida e a forma final
do anticorpo secretado (Mestecky e cols., 1978).

0 papel dos sistemas humorais, locais e gerais,
na protecao contra a carie dental tem sido cuidadesamente ava
Tiado em diferentes modelos animais. A superficie dental tem
caracterTsticas especiais no sentido em que ela & exposta,tan
to ao sistema imune secretor, representado peia saliva, como
pelo sistema humoral geral {sistemico}, através dos anticor -
pos do fluido do sulco gengival que se presume seja derivado
do soro. Teoricamente, um ou ambos os sistemas devem desempe
nhar algum papel na protecac contra a cEr%e dental (Challaconm
be, 19807}.

Em geral, os niveis de imunoglicbulinas no sore
e nas secrecgbes, em macacos, Sao comparaveis aos niveis encon-
trados em seres humanos, e a principal imunoglobulina no soro
e.no 17quido amnibtico de humanos & a I1g6 , e a relagao IgG/

IgA & maior gue a unidade, enguanto gque nas secrecgoes a IgA e
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a imunoglobulina dominante e a relagdo IgG/ IgA & menor que a
unidade (Cole e Bowen, 1976). Cada vez tem sido mais salien-
tada a importancia da IgA secretora, particularmente devido a
5ua provgve} participacao na imunizacaoc contra a carie dental.

Segundo Mestecky {1976), as celulas precursp -
ras déquelas secreloras de IgA se tornam expostas e programa-
das a um dado antigeno nos tecidos linfoides associados ao tra
to gastrointestinal e trato respiratorio,

Experimentos em modelos animais tem demonstra-
do que alem de Streptococcus mutans também o Lactobaeillus ,
5. fbeéalis e 5. sanguis podem provocar caries, embora o mu-
tans seja muito mais virulento, produzindo caries muito mais
extensas e en tempo muito menor. Por isto, & racional que se
proponha Que gualquer processg de interfeténcia com o Strepto
coccus mutans atraves de vacinagao podera reduzir marcadamen
te o desenvolvimento de caries no homem.

Ds experimentos realizados por McGhee e cols.,
(1975) e por Michalek e cols., (1976) utilizando ratos gnoto-
bioticos e suspensac aquosa de Streptococcus mutans COMO agen
te imunizante, conseguiram um aumento de IgA na saliva, e pa-
ralelamente, uma significante reducao no numero de caries dos
animais imunizados. Os ratos gnotobidticos constituem um ex-
celente modelo experimental por permitir um rigoroso controle
da dieta e de ﬁonoinfecgﬁo, com uma Unica espécie de bactéria
caricgenica, sem envolvimento de antigenos de quaiquer outro

microrganismo.
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Legler e cols. (1980), estudando as condigges o
rais e sistemicas de 55 individuos imuncdeficientes observa -
ram gque os Tndices de placas ndo diferiam entre os pacientes
normais e aqueles com a resposta imunologica alterada, mas
gue os indices de gengivite e de cdries eram muito maiores no
grupo imunodeficiente. A analise das ciaries pelg ?ndice DMFS ,
entre pacientes imunodeficientes e pacientes controle demons-
trou: deficiéncia de Igh/ controle, um Tndice DMFS = 22,63/
16,75 ; deficiencias variadas de imunoglobulina / controle, in
dice DMFS = 29,63/19,53 ; ¢ agamaglcbulinemia / controle, Tndi
ce DMFS = 36,67/20,60 demonstrando claramente que pacientes
com imunodficiencia apresentam maior niumero de cidries ativas
gue individuos controle.

Polissacarideos da parede celular de bactérias
Gram-positivas ha muito tempo sao conhecidos como os princi -
pais imundgenos bacterianos. 0 reconhecimento de Acidos te-
coices como imunbgenos & mais recente.

0 termo "imunogenico" @ ﬁreferido quando esta
indicande uma substancia que tem a capacidade de induzir wuma
resposta imuncidgica, enquanto que, o antigo termo "antigenti-
co” esta mais relacionade & sua reatividade e especificidade’
em uma reacao sorologica {Wicken e Know, 1976).

A presenca de anticorpos especificos contra %g
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 cals., 1975 ; Everhart e cols., 1972 e 1873).

Considerando que a IgA & a mais importante imu
nogiobulina encontrada na saliva, e que os anticorpos dessa
classe de imunogliobulina poderiam ser o0s mais efetivos contra
os microrganismos cariogenicos, as tentativas de imunizar con
tra a carie dental tem sido dirigidas neste sentido. FE sabi-
do que a IgA da saliva ou IghA secretora difere da IghA do soro,
por conter um glicopeptideo adicional, denominado componente
secretor {{S). Fundamentados emtrabalhos desenvolvides na U-
niversidade de Alabama, Michalek e cols. (1978) e Mestecky e
cols. (1978} observaram que a maioria das infecgoes e imuniza
coes naturais causadas por antigenos microbianos eram encon -
trados atraveés das membranas mucosas do trate gastrointestinal
e respiratorio. Utilizande rates gnotobioticos, estes auto -
res induziram uma resposta imune especifica em secregoes co-
moe a saliva, leite e lagrima, através da administragac  oral
de antigenos bacterianos, sugerindo gue o tecido linfoide do
trato intestinal prove uma fonte de predursores de células for
madoras de IgA para uma resposta imune comum das mucosas. A
extrapolacao desses resultados para um modelo experimental con
vencional, seja macaco, rato ou homem, estaria sempre sujeita
a indagagoes.

Pelo exposto, verifica-se que ndo sao recentes
as tentativas para se provocar uma redugao do numero de c&ﬁe;

atraves de imunizacdo, e que diferentes imundgenos,através de
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diferentes vias, em diferentes animais tem side tentados nos
ultimos anos.

0s trabalhos realizados em ratos gnotebioticos
tem demonstrado uma correlac@o entre a presenca de anticorpos
salivares anti - Streptoceoccus mutans e uma reducaoc das caries
causadas por estes microrganismos. Estes trabalhos sugerenm
que o anticorpo IgA & o anticorpo importante na prevencao da
carie e que a imunizacao que induz primariamente um aumento de
IgA na saliva deve conferir um grau maior de redugao do nume-
ro de caries.

Desta reyisac fica claro, portanto, que a in-
trodugac do imunogeno pela via oral, pode determinar resuita-
dos muito mais satisfatorios na prevencao da carie dental,uma
vez gue aumenta significantemente & producao de IgA - secreto-
ra na saliva, ao contriario de outras vias de introdugao do an
tigeno, que resultam em aumento de anticorpos sericos. Dat a

sresente proposicao.
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3 - PROPDSIQKG

Fundamentados nestas observacoes, © presente
trabalho tem por objetivo verificar, em ratos convencionais ,
os efeitos da imunizagao contra a carie dental, pela adminis~
tracao roral de Streptococeus mutans, obitides de carie dental

de seres humangs.

A avaliacao dos resultades serd feita pela com
paracao do nlmero de caries presentes nos grupos experimentais

g controles,
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Amostragenm

Para desenvolver este experimento, foram uti-
1izados quatro grupos de ratos convencionais {(Rattus norver-
gicue albinus, Wistar).

Aos 21 dias de vida, cerca de cem fiThotes- fo
ram desmamados, separados das maes e divididos aleatoriamen-
te em quétro grupos_de 25 animais, o©s quais formavam amostras
relativamente homogeneas constituindo os grupos A , B , C e

D.

Dois grupos {(C e D) serviram de controle, en
quanto os outros dois (A e B) serviram como grupos experimen

tais para imunizacgao e infeccao.

4.2 - Experimento

0s diferentes grupos, experimentais e contro-
les, receberam o5 seguintes tratamentos, mostrados na Tabela

1 ¢ descritps a seguir,



TABELA 1 -

diferentes grupos de ratos imunizados e nio

Identificacdo e sequéncia dos procedimentos

nizados contra a carie dental

nos
imy

Grupo

Do dia 21
ao dia 120

Bia 45

Diag 120

Avaliacoes

!?Al!

i o o o s L o ) o o At HH 4 e e o i e Y bk M ke o oy o T W 8 AR ok i o e . o o Y T Y R M o e Al e it o ¢

{!Cli

IRDRI

" Dieta cariogeni-

ca {10% de saca-
rose)

Rgua destilada

contendo 107 s,

mutans [ ml {va-
cina)

Dieta cariogeni-
ca {10% de saca-
rose)

Agua destilada

Dieta cariogeni-
ca {10% de saca-
rose)

Agua destilada

Reacao normal
{sem sacarose)
Agua destitada

Infectado com
S. mutarie
vivos

Infectado com
8. mutone
vivos

Nag infectado

Nap infectado

Sacrificado

Sacrificado

Sacrificado

Sacrificadg

Indice de ciarie
Lxame hematolo-
gico

Peso dos ani-
mais

Indice de carie
Exame hematolo-
gice
Peso dos ani-
mais

Indice de cérie
Exame hematolo-
gice
Pesop dos  ani-
mais

Tndice de carie
Exame hematolo-
gico
Peso dos
mais

ani-
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4.2.1 ~ Grupp "A"

- Aos 21 dias de vida, os animais foram desma
mados, separados das maes, pesados, passando a se alimentary
com Dieta Cariogenica, contende 10% de sacarose. (Comp fonte
de sacarose, fol usado agucar refinado). Ao mesmo tempe, foi
iniciada a imunizagac (vacinacao) desses animais, através de

uma suspensao de Streptococcus mutans , serotipo ¢ mortos

N
pelo Formol a 4% , adicionada a agua de beber, numa concentra
¢ao de aproximadamente 10° bact@rias 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, 0s animais desse grupo
foram infectados com uma cepa viva do mesme Streptococcus mu-
tane, serotipo ¢ , transferida com um cotonete, do caldo de
cultura denso, diretamente sobre os molares superiores e infe
riores dos ratos. ©Esta ocperagdao foi feita pela manha e & tar

de. Apbs 72 horas, foi feita uma reinfecgao com a mesma cepa

bacteriana, obedecendo ¢ mesmo pProcesso.

~ Pos 120 dias, foi feita colheita de sangue
periférico para contagem diferencial de leucocites. Os ani-
mais foram entao sacrificades, suas mandibulas e maxiltas reti
radas e colocadas em formol a 10% , por 24 horas. Em segui -

da, foram descarnadas, lavadas, secadas e submetidas a exames
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em Microscopio Estereoscopico, para contagem de cdries. As u

nidades de caries foram anotadas, segunde o método sugerido

nor Keyes (1958},

§.2.2 - Grupo "B”

- Aos 21 dias de vida os animais foram desma-
mados, separados das maes, pesados, passando a se alimentar
com dieta cariogenica contendo 10% de sacarose. (Como fonte
de sacargose foi usado acucar refinade). Os animais deste gru
po beberam agua destilada durante todo o periodo de experien-
cia.

- Aos 45 dias de vida, os animais foram infec
tados com a mesma cepa viva de Stireptococcus mutans, seroti-

It

po ¢

i

, 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 operagao foi fei
ta pela manha e a tarde. Apbs 72 horas, foi feita uma rein -
feccao com 2 mesma cépa bacteriana obedecendo o mesmo proces-
50.

- Aos 120 dias de vida, foi fei%a colheita de
sangue periférico para contagem diferencial de leucocitos. Os
animais foram ent3o sacrificados, suas mandibulas e maxilas re
tiradas e colocadas em Formol a 10% por 24 horas. Em seguij -

da, foram descarnadas, tavadas, secadas e submetidas a exames
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em Microscopio Estereoscopico, para contagem de cdries. As
unidades de caries feoram anotadas, segundo o método de Keyes

(1958).

4.2.3 - Grupo *C"

- Aos 21 dias de vida, cos animais foram desma
mados & separados das maes, pesados, passando a se alimentar
com uma dieta cariogenica contendo 10% de sacarose. {Como fon
te de sacsrose, foil usado ¢ agﬁcaf refinade}. 0s animais des
te grupo controle beberam agua destilada durante todo o perip
“n de experiéncia.

- Aos 120 dias de wvida, foi feita cotheita de
wiague periférico para contagem diferencial de leucocitos. Os
animais foram sacrificados, suas mandibulas e maxilas retira~
das & colocadas em Formol & 10%, por 24 horas. Em seguida fo
ram descarnadas, lavadas, secadas e submetidas a exames em M1
crsoctpio Estereoscopico, para contagem de caries. As unida-
des de ciries foram anotadas, sequndo o metodo sugerido poY

Keyes {1858;.

. #.2.4 -, Grupo "D"

0s animais deste grupo controle tambem foram

desmamados aos 21 dias de vida, separados das maes e pessdos.
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Estes animais receberam alimentagado com ragio
norma?f*) e beberam agua destilada durante tode o perfodo de
experiencia.

- Aos 120 dias de vida, fol feita a colheita
de sangue periférico para contagem diferencial de leucdcitos.
Os animais foram sacrificados, suas mandTbulas e maxilas reti
radas e colocadas em Formol a 10% , por 24 horas. Em seguida
foram descarnadas, Tavadas, secadas e submetidas a exames em
Microscopio Esteregscépico para a contagem de caries. As uni
dades de caries foram anotadas, segundo o método sugerido por

Keyes {1958}.

4.3 - Contagem de Ciries

A contagem de caries foi feita seguindo basica
mente a metodolodia sugerida por Keyes (1958).

Imediatamente apdos o sacrificio, as mandibulas
dos rato§ foram removidas & fixadas em formol, a 10% ,pH 7,0,
nor 24 horas.

As hemi-mandibulas foram entdo separadas em es
querda e direita, cuidadosaméhte descarnadas, lavadas & seca-
das. HNuma ficha especial (paginas 44 e 45) , foram anotadas
as superficies dentais cariadas.

(*) (Racao CERES - Piracicaba, SP.



27.

Primeiramente foram marcadas as caries das su-
perficies bucal, morsal e tingual. A seguir, estas hemi~man—
dibuias foram seccionadas num plano sagital-mesiodistal, conm
auxilio de um disco de carborundum adaptado a uma peca de mio,
de alta rotacao.

Procedeu-se entdo a contagem das caries de sul
co e das superficies proximais.

As marcagbes graficas foram entao transforma -
das em unidades, valores ou ndices, segundoc 0 método sugeri-
do por Keyes {1958), tabuladas e submetidas a tratamento esta

tistico.

4.4 - Dieta Alimentar

0s animais de cada gaiola recebiam diariamente
‘duas medidas de racao para ratos (racao Ceres) com a seguinte

composicao:

Componentes:

Milho moido , farelo de soja tostada, de giras
sol , de trige , de farinha de peixe , de carne , de ossos,de
ostras, carbonato de calcio, bentonita. Esta ragﬁd nao conti

nha qualquer tipo de antibiotico.

Niveis de garantia:

Umidade (maxima) ... iicinnirennnny 12%
Proteina bruta {minima} ................ 23%
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Extrato etereo {minimo) .............. 4,50%
Materia fribrosa {(m3xima) ............ 6,00%
Materia mineral ...... ... 0.0 ccuununan. 7,50%
Cateio (Ca) i e, 1,70%
Fasforo (P} . ouni i s, 0,80%
Energia produtiva {(Cal/kg) ........... 1,770
Energia metabolizivel (Cal/kg) ....... 2,400

Enriguecimento por quilo:

Vitamina A-6 ... .. ... .. ... . . ... 700 U.1I.
Vitamina D=3 .. ..., . .. i, 1.350 U.1.
Vitamina E ... ... it i 20 mg
Vitamina B~1 ... ... . . L, 1 mg
Riboflavina ... ... . . i inne... 3 mg
Vitamina B-32 ... ... i, 15 mg
Acido Pantotenico .u.vewnneennnnnns. 4 mg
Acido Nicotinico ..oiviinninnnnnn 15 mg
O 1 £ - O 250 mg
Anti-oxidante ... ... . .. i, 125 mg
Cobalto ... .. i 0,23 mg
Iodo oo e 0,32 mg
Cobre ... i 12,20 mg
Manganss ... iueitenn e, 24,30 mg

Observacao:

Esta ragao foi moida em forma de farelo (para
evitar a auto-limpeza dos dentes) e acrescida de 10% de saca-
rose {aglcar refinado "Unido"). O0s animais dos quatro grupos
foram criados nas mesmas condigbes de ambjente e assepsia.
Suas gaiolas eram raspadas duas vezes por semana, desinfetadas

e depois forradas com serragem de madeira.
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4.5 - Colheita, Cultura, Isolamento e Identificagio
dos Microrganismoes Usados como Imunfgenos

4.5.1 -~ Lolheita do material da placa dental

A colheita do material de placa dental humana
foi feita usando-se uma colher de déntina, previamente confec
cionada para obter-se aproximadamente 1 mg de placa. A amos-
tra foi obtida por raspagem do terco mediano das faces vesti-
bulares dos molares superiores de pacientes da Clinica da Fa-
culdade de Odontologia de Pirac%caba.

Tomando-se os cuidados necessér?es de assepsia
o material obtido das placas dentarias era depositade em fras
cos de vidro contendo pérolas de vidro e tendp como diluente
10 m1 de solugao fisiologica a 0,85% com 0,05% de extrato de
Tevedura. A homogeneizagao se fazia por agitagao manual du-
rante cinco minutos aproximadamente. A seguir, processava-se
a diluicio em sérije decimal, com pipetas de 1,0 m1 ate a con-
centracao final de 10°7. Aliquotas de 0,1 mil dessa diluicao
foram semeadas em placa de Petri contendo o meio de cultura A~
gar- Mitis-Salivarius com 20% de sacarose e 0,1% de Te}urits
de Potdssio. Nela, espalhava-se de maneira Homogﬁnea o mate-
rial com uma alca de Drigalsks.

A incubagdo foi feita em Jjarra itipo Gas-Pack ,
em microaerof11ia; onde se colocava um pedago de vela acesa pa

ra consumir o oxigénio presente. A temperatura de estufa foi
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ajustada a 37¢C e a incubacdo se realizou por 48 - 72 horas.
As placas foram em seguida examinadas em Microscopio Estereos
copico com um aumento de 0ito vezes.

As colonias caracteristicas de Streptococcus
mutans , apos exame bacterioscopico pelo Gram, foram transfe-
ridas para tubos de ensaio contendo 6 meio de Tiogtlicolato
(Meio de Brewer} com pequena gquantidade {0,1%) de Carbonato de

calcio, que servia de meio para estocagem das mesmas.

4.5.2 - Caracterizagado das colonias de Streptococcus
mutans isoladas

Inicialmente, fazia-se a identificacac bacte -
rioscﬁpica, confirmando a morfologia observada no isolamento;
a seguir transferia-se o material para os mejos de reagoes bip
quimicas.

Na fdentificagao morfoldgica, as colonias de
Streptococous mutans no meio de Agar Mitis-Salivarius,se mos
traram finamente granu]afes, de aspecto rugoso semethante a
pnequenas morulas, tamanhe intermediério entre 0,5 a 1,0 mm de
diametro, altamente convexas com os bordos irregulares. A co
loragdo na luz refletida era de um cinza claro azulado e opa
cas. Com frequencia, as colonias apresentavam uma  goticula
cintilante de polissacarides no seu topo ; entretanto, em al~
gumas detas, somente os primeiros caracteres foram observados,
scorrendo as vezes, na parte central da colonia uma leve de-

pressao.
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Para identificagao bioguimica os microrganismos
foram repicados para o meio basico C.T.A. {Cystina Trypticase
Agar) tendo o Vermelho Fenol como indicador de pH, adiciona -
dos dos seguintes carboidratos na concentracao final de 1%:
Manitol , Sorbitpl , Rafinose e Melibiose. O pH era ajustado
a 7,3. Esses meios eram esterilizados em autoclave a . 118¢C
por 20 minutes, processando~se p seu resfriamento em tempgra—
tura ambiente, para gue se efetuasse a repicagem.

Com alca de platina, do tubo contendo a cultu-
ra em estoque (meio de tioglicolato) retiravam-se duas a tres
algadas, repicando-as para ©s tubos com C.T.A. mais os carboi
dratos acima citados.

As Teituras foram feitas apbs incubagdo em mi-
croaerofilia em estufa regulada a 3700 pelo tempo de 48 a 72
horas,

Para a prova de producado de amonea a partir de
hidrolise da arginina, foi utilizada a teécnica preconizada por
Niven e cols. (1842).

Seguiu-se a mesma sequéncia de procedimentos u
sados nos repiques para as provas de fermentagao dos carboi -
dratos., Ap0Os 48 - 72 horas de incubacao em microaerofilia, em
gstufa requliada a 379C , foi adicicnado diretamente no meio,
0,17 ml do reagente de Nessler, O aparecimento'de cor amare -
fo-laranja (cor de tijole) indica a presenca de amanea na cul

tura.
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A confirmacao da especie mutans foi fedta atra
ves da serie de reac¢bes bioguimicas segundo o esquema que se-

gue:

Esgquema bioquimico para diferenciacao dos 05 serotipos
de Streptococcus mutans de acordo com Shklair e Keene,
(1874)

Testes Serotipos

bioguimicos a b C d e
Manitol 4 + + + +
Sorbitel + + + + +
Rafinose + + + - +
Melibiose + + + - w
Arginina - +, - - -
Manitol com 2 U.

bacitracina - * * * +

4.5.3 - Meios utilizados na diluigao e cultura de

Streplococcus mutans

Foram utilizados para diluicao e cultura de 5.

mutans, 0§ seguintes meios:

a) Solucdoc fisiolGgica a 0,85% com extrato de Jevedura
Cloreto de sodio {Carlo Erba) .......... 8,5 g
Extrato de levedura (Difco} ..vvenerannn 0,5 ¢

Rgua destilada ..., .urinennnrieronnsrsnnns 1.000,0 m]
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Ajustar o pH 7,2 a 7,4
Esterilizar em autoclave, a 1210C por 15 minutos.

Agar Mitis Salivarius com 20% de sacarose

Trypticase (B.B.L.) .o, 10,0 ¢
Pelipeptona (B.B.L.) ...t 10,0 ¢
KEHPO4 (Merck) i i s e e e 4,0 g
Sacarose (Difco) ... .. i i 200,0 g
Glicose (Merck) ...t i inennan 1,0 g
Cristal VioTeta (Merck) ... nnun. 0,0008 ¢
Azul de Trypan (Harleco) ......viiuinnnnnnn. 0,075 ¢
Agar-Agar (Difco nQ 3) ... it 20,0 g
RBgua Destilada .. uvrvnn it i ittt tranan e 1.000 mi

Ajustar o pH 7,2 a 7,4
Esterilizar em autoclave a 121¢8C , por 15 minutos

Resfriar a 500C aproximadamente e adicionar assepticamen-
te 0,1 ml de uma solugdo de Telurito de Potissio a 1% (es
teril). Nao reaquecer o meio apds a adicao do Telurite de
Potassio. Distribuir em placas de Petri, estéreis.

Meio de Tioglicolato {Meio de Brewer)

Extrato de Tevedura (DifCO) +oueiriunineninens- 5,0 g
Dextrose {Merck) ... ... it 5,5 @
Cloreto de sodio {(Cardo Erba) ....oinoninnn 2,5 g
Tioglicolateo de sodio {(Oxoid) .........uuin. 0,5 g
Tryptona {Difco) ..., e e e 15,0 g
L-Cistina hidrocloreto {Merck) ......c.ouvouuu.n. 0,5 g
Rezasurina {Difco) ..ttt iin sy 0,001 g
Bgua destilada ... ..., e e 1.000 ml

Ajustar o pH 7,0 a 7,2



34

Distribuir em tubos de ensaio (150 x 10 mm) contendo no
seu interior 0,1 g de Carbonato de Cilcio (CaCOB). Fechar
a boca do tubo com algoddo adsorvente e parafinar, apos
esterilizacao em autoclave a 1210C , por 15 minutos.

C.7T.A. (Cystina Trypticase Agar)
(Meio basico para fermentacio de carboidratos)

Cystina {(Merck) ..., . i, . 0,5 g
Trypticase (B.B.L.) ... ., 20,0 g
Cloreto de sodio (Carlo Erba) ....ov.vvnon... 5,0 g
Sulfito de $5di0 (Merck) . .vueoneremnnnnnnn.. 0,017 ¢
Vermelho de Fenol ... . ... ... .. ..., 0,017 ¢
Agar-Agar {(Difco n0 3) ... .. ...ttt 2,5 g
Rgua Destilada ... .iutninin i einiannenn 1.000 m1

Ajustar o pH 7,2 a 7,4
Esterilizar em autoclave a 118¢C , por 20 minutos

Foi empregado o mesmo meio basico para todas as provas de
fermentacao dos seguintes carboidratos:

Manitol (Larlo Erba)
Sorbitol (Merck)
Melibiose (Merck)

Rafinose (Merck)

Para todos os aglcares, a concentragao final foi de 1%.

Calde para verificar a hidrolise da arginina (Niven e
cols., 1942) '

Extrato de levedura {Difco} ...t 5,0 ¢
Glicose {(Merck) ...ty e e . 0,5 g
L-Arginina {(Merck) ... i, 3,0 g

Tryptona {(Difco) ... i i i 5,0 g
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KZHPD4 L o o S T 2,0 ¢
Rgua Destilada ..... .. ... . iiu i, 1.000 ml

Bisscliver os compénentes, distribuir cerca de 3 mi
em tubos de ensaio (150 x 10 mm).

Ajustar o pH 7,2 ~7,4.
Esterilizar a 1210C , por 15 minutos.

Reativo de Nessler

Dissolver 50,0 g de KI (lodeto de Potassio) em cerca  de
35,0 m? de Agua Destilada. Adicionar gota a gota de uma
solugao de HgCl, (Cloreto de Mercurio), até gue persista
leve precipitado.

Juntar 400,0 ml de uma solugaec de 50% de KOH (HidrBxido de
Potassio)}. (Dissolver a potassa, deixar em repousc ateé
clarear, decantar),

Completar o volume total a um litro de agua destilada,dei
xar repousar uma semana. Decantar. £Lonservar em frasco-
escuro com tampa esmerilhada {Bier, 1975}.

Agar trypticase soja com 1% de glicose

Trypticase {B.B.L.)} ... . 15,0 g
Soja Peptona (Oxoid) ... ... . ... ..., 5,0 g
Clorete de Sbdio {Carlo Erba) ........... 5,0 g
Glicose {Merck) ... 10,0 ¢
Agar-Agar (Difco n® 3) ....... e 20,0 g
Bgua destilada ... inn i 1.000 mg

Aquecer para dissolver completamente, os elementos que

compoem ¢ meio.
Ajustar o pH 7,2 a 7,4. -

Esterilizar em autoclave a 1210C , por 15 minutos.
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Resfriar a aproximadamente 500C e adicionar assepticamen
te 5% de sangue humano desfibrinado.

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

4.6 ~ Preparoc da Vacina

Cepas de Streptococcus mutans , serotipo c
obtidas por raspagem de placas dentais do terco mediano das
faces vestibulares cariadas de meolares superiores do homem ,
isolados em A.M.S. (Agar Mitis-Salivarius), foram enriqueci~
das em Tioglicolato e cultivadas nos meios A.M.S, com 20% de
sacarose e em Agar Trypticase Soja em 1% de Glicose {Merck),
g 5% de sangue humano desfibrinado,

Apos a confirmacao da espécie mutans, feita a
traves de uma série de reacdes bioguimicas, cepas deste mi-
¢crorganismo foram conservadas em tubos contendo ¢ meio de
Tioglicolato, cujos tubos tinham os operculos de algodao pa-
rafinados. 0 repique para a conservagao da cepa bacteriana
era realizado de sete em sete dias, obedecendo as condigoes
de cultura exjgidas. Garrafas de Roux, contendo cerca de
30,0 m1 do meio Agar Trypticase Soja com 1% de Giicose e de
59 de sangue humano desfibrinado, foram semeadas com amostra
de Streptococcus mutans , serotipo ¢ e incubadas em estufa
é 37¢C por 48 -72 horas, em microaevofilia, em jarras tipo
Gas-Pack, contendo em seu interior uma chama de vela acesa a

te consumo de 02 existente (disponivel).
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Apos confirmagao morfoldgica, atfavés de exa-
mes bacterioscopicos em esfregacos corados pelo método de Gram,
o material {microrganismo)} crescide em cada frasco foi morto
pela adicao de 3 ml de uma solugao de formol 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 m1 de soro fisiologico estéril, em condi
¢oes asseépticas.

A suspensao resultante foi centrifugada a 3.500
rpm durante 30 minutos e o sedimento lavado por tres vezes com
solucao fisiologica estéril, sendo em seguida ressuspensc em
10 m} desta mesma solucao. Estava assim preparado o imunoge-
no. FPara estabelecer a concentracgao a ser usada, diversos pas
sps foram seguidos. Partindo da premissa de que a concentra-
c3o de uma vacina & geralmente da ordem de 1 bilhao (10% =
1.000.000.000) de germes por ml , procurou-se concentrar o i-
munogeno, num valor proximo a este.

Foi retirade 1,0 ml da suspensac bacteriana ob
tida, transferida para tubo de ensaioc e comparado com o tubo
padrdc {tubc n® 4 ,da Escala de MacFarland). O principio des
te método consiste em comparar a opacidade da suspensaoc micro
biana com uma escala de suspensao de sulfato de bario de opa-
cidade crescente, i

Com uma pipeta graduaéa, foi o material di-

TuYdo, adicionando progressivamente solugcdo fisiologica, até
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igualar com a opscidade do tubo padrado escolhido, anctando-se

a gue volume esta suspensaoc microbiana foi convertida,.

4.6.1 - Calculo da Quantidade e Concentragdao da Va-
cina a Preparar

0 nimero "N* de "ml1" da suspensado microbiana

densa a diluir & dado pela formula:

Nimero de ml de vacina a preparar x Concentragdo desejada

Concentragao da suspensao a diluir

Por hipotese, 1,0 ml da suspensaoc microbiana
densa foi diluida e transformada a um volume de 8,0 ml para
gue sua Qpacidade se tornasse igual ao tubo n® 4 (tubo toma-
do comp padrao) da Escala de Mac~Farland e que corresponde a
uma ¢oncentracao de bactérias igual a 1.200 (em milhoes por
mi} (Bier, 1975}, indica que a suspensao microbiana densa ti

nha uma concentragao 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
5.600.000.000 96
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Entao, a 20,83 ml da suspensdo microbiana den-
sa se adicionard, pois, 179,17 ml de solugdo fisioldgica este
ril, para obter os 200,0 m1 de vacina contendo 1 bithéo de ger

mes por mi. {10® microrganismos por ml).

4.7 - Exames Hematologicos

Nos animais dos grupos A , B , C e D foram efe
tuados exames hematoldgicos no 1200 dia do experimento.

Foi feita a co?éta de sangue periférico e rea-
lizado uma contagem diferencial de globuloes brancos.

Foram escolhidos ao acaso, guatro animais de

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

0s resultados do experimento, basicamente en-
volvem tres aspectos de interesse a proposicao inicial: 0s
indices de caries dentais , a variacdo da contagem diferencial
dos leucDhcitos e a variacao do peso dos animais, nos diferen-
tes érupos.

Em decorrencia de problemas naturais durante
o desenvolvimento da presente pesqguisa, 0S grupos experimen -
tais (A , B , C e D) foram reduzidos de 25 para 16 animais,em
cada grupo. |

O0s resultados observados no dia 120 , para ca-
da um dos aspectos avaliados, em cada grupo estdo expressos de

modo resumido nas Tabelas II e III.

5.1 - Contagem de Caries

O0s Indices de cirie, obtidos segundo o metodo
de Keyes, nas hemj-mandibulas esquerdas e direitas de cada a-

nimal, estao apresentados na Tabela II.
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TABELA I1 -~ TIndices de carie obtidos nos diferentes grupos
de ratos, e a meédia desses Tndices, em cada
grupo de 16 animais

T [ H [

‘H““erUDc Vacinado Infectado Controle € Controle D
- S DC + VAC + DC + INF be DN
umerc do T~ INF ,
animal 0N Wpu e Hpy
; ; ) | ;
07 12 39 17 ' 11
02 15 117 26 14
03 18 16 11 12
04 17 63 20 04
05 07 24 10 08
06 27 50 24 23
07 19 44 38 32
08 18 24 32 10
08 12 12 14 21
10 35 56 18 23
11 22 41 15 12
12 12 53 13 26
13 _ 05 41 27 18
14 Z21 55 21 11
15 14 72 13 01
16 11 30 17 17
Tndice total 266 737 316 244
Indice medio 16,62 46,06 19,75 15,25
bt = dieta cariogénica
VAC = wvacina
DN = dieta normal =
INF = infecclo
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A simples observacao da Tabela II , nos permi
te notar uma variacaoc grande entre os diferentes animais. Por
gxemplo, o animal 02 do grupo "B" mostra um Tndice de cirie de
117 unidades, enguanto o animal nUmero 04 do grupo "D" apre -
senta um indice de apenas quatro unidades de cirie.

Em razao dessas discrepancias numéricas, optou
se pela utilizagao das rafzes quadradas desses Tndices, no tra
tamento estatistico.

Na Tabela II, ao lado do total dos Tndices de
caries encontrados, estio os Tndices médios de cirie de cada
grupo.

Para facilitar a compreensac do experimento,as
_sim como, para mostrar mais ¢laramente como foram obtidos es-
tes Tndices de c@ries, segundo o wBtodo de Keyes {1958}, 05
sistemas de anotagoes das caracteristicas das caries estd mos
trado as paginas 44 e 45,

| Este modelo, recomendado pelo "National Caries
Program” e utilizados por quase todos "Institutes of Dental
Research", dos Estados Unidos, identificado como NHI -789 |
{Rev, 8 ~65) , alem de pratico, uniformisa os indices, permi-
tinde comparagdes entre resultados de diferentes experimentos
em ratos.

0 formulario ou sistema foi utilizade na sua
forma original, preservando-se todos os detalhes e indicagCes

feitos, em ingles, pelo “National Institute of Health".
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5.2 - Analise Estatistica

Para verificar se, em media, existe diferenca
nos Tndices de carie de animais submetidos a diferentes trata
mentos, foi feita uma anglise de variancia, com um Gnico cri-
téerio de classificagao.

Como os dados se referem a contagem, péra esta
analise, usou-se como varidvel a raiz quadrada dos dados ori-
ginais,

0s. resuitados da andlise de variancia estdo a-

presentados na Tabela III

TABELA II1I - Analise de variancia para a raiz quadrada dos
dados apresentados na Tabela I1I

Causas de VYariacao G, L. 5. Q. . M. F
Grupos 03 80 26,660 17,028
Residuo 60 94 - 1,566
Total : 63 174

Em resumo, o valor F, apresentado na Tabela III
& significante ao nivel de 5%. Utilizou-se entzo o teste "t"

de Tukey para a comparacaoc de médias, duas a duas, Ao nivel
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de 5%, o valor da diferenga minima significante {DMS), dada
por esse teste, & 1,17,

Com base nesse valor pode-se afirmar gue 0s
animais submetidos ao tratamento B , apresentam indice de ca
rie, em media, supericor aos dos animais submetidos ao trata-
"mento (. Também se pode inferir que os animais do grupo A .
tem, em média, Tndice de c3rie significantemente menor  do

gue o0s animais do grupo B.

5.3 - Exame Hematologico

A contagem diferencial de leucdcitos dos ani -
mais pertencentes aos grupos A, B, CedD foi realizada no
1209 dia do experimento.

Depois de uma pequena incis3do na cauda de qua-
tro ratos de cada grupo, escolhidos ao acaso, foram prepara -
dos tres esfregagos para cada animal,

As 1aminas coradas peloc método de May Grunwald

Giemsa, conduziram os resultados apresentados na Tabela IV.
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Média e desvio padrdo da média, relativos & con
tagem diferencial de leucOcitos dos animais dos
Grupos A , B , L e D , em esfregages de sangue
periférico, corados pelo método de May-Grunwald-
Giemsa

Brupos

Leucoecitos

¥

¥ ¥ e

Neutrofilos Linfocitos Eosinofilos Mondgcitos

i
Yacinado -
Infectado
B. cariog.

npn
Nao vacinado
Infectado
D. cariog.

1 Cli
Naoc vacinado
Nio infectado
D. cariog.

IIDli
Dieta Normal

13,00 + 0,94 84,40 + 1,02 0,50 + 0,15 2,16 + 0,24

19,16 + 1,38 77,80 + 1,53 0,66 + 0,18 2,08 + 0,37

18,30 + 0,88 77,80 + 1,20 0,66 + 0,14 2,41 + 0,41

25,08 + 2,05 71,90 + 2,20 0,58 + 0,23 2,41 + 0,25

D. cariog.

Dieta cariogenica
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5.4 -~ Peso dos Animais

Os animais selecionados para o experimento
{100 ratos}, aos 21 dias de vida apresentavam peso médio de
36 gramas. Separadados em quatro grupos e submetidos a trata
mentos diferentes, o0s ratos apresentaram ao final do experi -
mento 05 pesos que constam na Tabela V. Os dados apresenta -
dos no dia 120 correspondem as médias dos pesos em gramas de

oito animais de cada sexo para cada grupo,

TABELA V - Peso medio dos ratos, segundo ¢ grupo e 0 sexo,
no jnicic & no final do experimento

Média do
Grupo Sexo Dia 21 Dia 120 ganho de pe-
' so do  grupo
A -~ Macho 33,96 263,5; 198,03
Femea 33,96 200,46
8 Macho 37,65 269,05 197,20
Femea 37,65 200,66
¢ Macho 37,56 302,50 213,69
Femea 37,56 200,00
n Macho 36,39 280,85 207,60

Femea 36,39 207,14
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5.5 - Aspectos Macroscdpicos das Ciries nos Diferen-
tes Grupos

0 padrao de desenvoivimento, conforme se pode
verificar pelos indices individuais de cada rato, variou bas-
tante. Tomando pdr exempio, na Tabela II, o rato de nimero 4
do grupo A nimero 3 do grupo B, nimero 1 do grupo € e
niimero 16 do grupo D , teremos praticamente em todos eles,um
mesme indice de cirie, com aspectos morfoldgicos, localizagao
e extensao semelhantes. As Figuras 1,2 ,3ed , ilustram
de maneira clara alguns desses aspectos. Evidentemente Sao

apenas exemplos de cada grupo.




FIGURA 1

57.

Aspecto macroscopico da hemi-mandibula, lado es-
querdo, de um rato do grupe A , imunizado e infec
tado com Streptococcus mutens. Aparecem da esquer
da para a direita, o 10 , 20 , 3¢ molares., 0 exa
me criterioso das regioes bucal , morsal, Tingual,
proximal e do sulco, mostrou neste grupo, pelo mé
todo de Keyes, um baixo Tndice de caries (Media
de 16,62 para o grupo A},

Aumento aproximado: 20 vezes,



FIGURA 2

Aspecto macroscopice dos molares inferiores de um
rato do grupo B [(nZo imunizade e infectado)}. Po-
de-se observar uma acentuada destruigac da covoa
dental por ciaries. 0 Tndice mgdio de carie neste
grupe B foi de 46,06,

Aumento aproximado: 30 vezes



FIGURA 23

Aspecto macroschpico mostrando detalhes das lesbes
cariosas desenvelvidas nos molares inferiores de
um rato do grupo L, alimentado com dieta caripge
rica. 0 Indice médio de caries neste grupo, se-
gundo o mEtodo de Heyes foi de 18,75,

Aumento aproximado: 20 vezes.



FIGURA 4 -

o
o

Aspectos macroscépicos de uma hemi-mandfhula de
um rate do grupo O {controle). . 0 Tndice wédic
de caries neste grupo controle foi de 15,25,

Aumento aproximado: 20 vezes,
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6 ~ DISCUSSAD

6.1 - Indice de Caries

A analise criteriosa dos resultados obtides na
presente pesquisa, na qual, quatro grupos de ratos foram subme
tidos a diferentes tratamentos, durante 120 dias mostra alguns
dados interessantas.

Primeiramente, a observacaoc das medias constan-
tes_das colunas A e B da Tabela II , nos da uma relagho numeri
ca de 16,62 para 46,06. Considerando gque ambos 0s grupos (A e
B} foram submetidos a um mesme tipo de alimentagdo, e que den
tro do maior rigor cientifico, a lGnica variavel fol a imuniza-
g¢ao recebida pelo grupe A , a partir do 210 dja de vida, € 106-
gico que se suponha que as diferengas nos Tndices de céries,re
sultem dessa variavel (imunizacao). Ainda pelos dados exibidos
na Tabela IIl e pelo resultado da andlise de varjancia, pode-se
inferir que os ?ndiges de céries dos ratos do grupo B (nao va-
cinados) & significantemente maior que o0s ratos do grupa A (va
cinados ). Isto significa gue a indugac de uma resposta imuno-
15gica, pela introducac do imunogeno na agua que os animais be
biam, utilizando como tal, as celulas infeiras movtas, de uma
cepa cariogenica de Streptococcus mutans deve ter sido a razgo
dessa varijacao. Desde que os resultados_foram obtidos procu -
rando-se seguir estritamente os critérios guase gue universal

mente aceitos, preconizados por Keyes (1958) e recomendados pe
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To "National Institute of Dental Research",dos Estados Unidos,
a sua significancia a nivel de 5% , permite alguns tipos de com
paracao com trabalhos similares,

Michalek e cols. (1976), realizaram um estudo se
melhante, usando ratos gnotobibticos. Apesar do tempo do expe
rimento ter sido menor, apenas 90 dias, & de se utfilizar uma ce
pa de microrganismos altamente carjogenica (mutante { 211 do
Streptococcus mutans 6715) , em ratos gnotobigticos, a rela-
¢ap dos indices de caries entre os grupos imunizades e n3o imu
nizados foi de 52,3/ 99,0 (47% de reducac). Na presente pes -
quisa, usande ratos convencionais, por um perJodo de tempo maior
(120 dias) e utilizando uma cepa de Streptococcus mutans, Serg
tipo ¢ , obtida de dentes humanos cariados, a relagao dos indi
ces de caries entre os grupos imunizados e ndoc imunizados foi
de 16,62 /46,06 (64% de reducao).

Embora os resultados possam ser compardveis, a
diferenga entre os ndices poderia ser atribuidos ac fato de
serem usados ratos gnotobiotices num experimento e convencio -
nais em outro e nas diferencgas inerentes a0s jmundgenos usados.
De qualquer forma, o fato significante foi que a jmunizagao de
terminou uma variacao nos resultados, independente do tipe de
rato e da cepa de Streptococcus mutans usado, o que poderia per
mitir inferéncias sobre este metodo de imunizacdo. Em nUmeros
absolutos, conforme se pode abservar peta Tabela II, existe um

Tndice de cadrie de 266 para ¢ grupo vacinado contra 737 do gru
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po nao vacinado, 0 que da uma diferenca de 471 unidades do Tn-
dice de carie entre os grupos A e B. J3 em 1968, Kennedy e
cols., haviam observado que o soro de individuos sem caries con
tinha aumentados niveis de anticorpos de trés tipos de estrep-
tococos associados a cirie, em comparagdo com ¢ soro de indivi
duos peésuidoras de muitas caries.

0s resultados sugeriam que ambos os grupes ti-
nham sido expostos a organismos cariogénicos e gue as caries
tinham desenvolvido em um grupo, apesar dos anticorpos no san-
gue.

Embora os anticorpos sericos provavelmente de-
sempenham algum papel no desenvolvimento da carie, parECe cla~
ro gue alguns outros fatores possam estar envolvidos, tais co-
mp, & estruturagaoc do esmalte ou a composigao da saliva.

McGhee ¢ cols., em 1976, estudando o efeito de
imunizacgoes ativas e passivas ao Streptococcus mutans , €m ra-
tos mal-nutridos, observou que 1gG anti - Streptococcus mutans
era passivamente transferide aos filhotes pelas maes, atraveés
do leite. Outra possivel fonte de anticorpos na cavidade bu-
cal &, certamente o sulco gengijval. Lehner e cols., em 1975 ,
sugeriram que a constante transudacdo de anticorpos séricos a~
través do fluide sulcular & um importante fator na prevengac de
caries dentais em macacos rhesus.

A-anﬁiise estatistica, utilizando o teste "t" de

Tukey para a comparacaoc de medias, duas a duas, (Tabela III)
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mostra que, indubitavelmente, a imunizacio dirigida contra os
Streptococeus mutans pode proteger contra a cirie., FE este re-
sultado vem confirmar trabalhos similares realizados em dife-
rentes modelos experimentais, por Bowen e cols., 1875 ; Lehner
e cols., 1975 ; Evans e cols., 1975 ; Gaffar e cols., 19771 ;
Taubman e Smith, 1974 ; McGhee e cols., 1975 ; Michalek e cols.,
1976 ; Krasse e Jordan, 1977,

Observando ainda os niimeros absolutos das caries
dos grupos C e D , apresentados na Tabela I1 , pode-se notar
as diferencas entre a dieta cariogenica e dieta n3o cariogéeni-
ca. A adigao de 10% de sacarose na dieta do grupo C , determi
nou um aumento de 72 caries {(29,5%) , isto €, 316 unidades de
carie contra 244 no grupo com dieta normal, sem sacarose.

Quando se compara o indice de carie (737) do gru
po B (infectado e tratado com dieta cariogenica) com o Jndice
(318} do gfupo { (somente dieta cariogenica, mas sem infeccao),
observa-se que a inoculagac de Streptococeus mutans , serotipo
¢ , produziu no grupo B , uma marcada intensificagdo no desen-
valvimento das caries (421 unidades ou 57%) em relacac ao gru-
po C.

Limitando-se a discussao aos resultados desses
dois grupos B e L , o que se pode inferir & que o grupo C , po
deria apresentar ja uma certa imunidade aos estreptococos nor-
malmente existentes em sua boca. A ocorréncia de anticorpos se

ricos e salivares contra microrganismos normalmente encontra -
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dos na boca tem side frequentemente detectada nac 50 em ani-
mais experimentais, como tambem em humanos. Por outro lado, a
inocuTagao de uma cepa cariogeénica de Streptococcus mutang, di
ferente daquelas indigenas, normalmente encontradas nestes ra-
tos,poderia justificar esta diferenga de 421 unidades de caries
{57%).

A relativa proximidade dos valores encontrados
no grupe A , 266 unidades de caries e do grupo { , com 316 uni
dades de carje poderia sugerir que a imunizagao do grupo A, te
nha de alguma forma interferido com a colonizagap da cepa ca-
riogenica inoculada, justificando entao, esta diferenga de ape
nas 50 unidades de caries, contra a diferenca de 421 entre 05
grupos B e C.

Segundo Krasse e Jordan (1977), a aplicagdo to-
pica de uma vacina estreptocdcica diretamente na cavidade oral
de roedores induziu um aumento ne titulo de algutinagdo na sa-
‘1iva de alguns animais imunizados, implicando numa reduzida co
Tonizacdo, provavelmente por agdo de anticorpos Igh. Anterior
mente ,Michalek e cols., em 1976, ja haviam comprovado a efici-
encia dessa imunizacaoc pela via oral.

Na presente pesquisa, a redugdo do numero de cd
ries encontrada no grupo A {vacinado) em relagdc ac grupo B
(nio vacinado) poderia também resultar da agao da jmunog1obu1i

na Igh da sativa.
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Embora nao se tenha elementos concretos para tal
afirmagao, uma vez que as dosagens de imunoglobulinas niao fo-
ram realizadas nesta pesquisa, existem evidéncias indiretas pa
ra se supor que a IghA da saliva esteja implicada. Primeiramen
te, porqgue a produgde de IghA secretora em ratos, através de i-
munizagé’b parenteral, por injecdo de Streptococcus mutgns , ja
tem sido detectada ha algum tempo por Taubman (1873) , Taubman
e Smith (1974) , McGhee e cols. {1975} , Michalek e cols.{1976)
e Krasse e Jordan (1877). Em segundo lugar, este trabalho pro
curoy repetir em ratos convencionais, o qué fora feito em ratos
gnotobidoticos (Michalek e cols., 1976), obtendo-se resultados
muito semelhantes quanto a reducdo dos Tndices de carie. Naque-
guele trabalho,as dosagens de imunoglobulinas no sero e na saliva
dos diferentes grupos de ratos mostrou claramente,uma producao au
mentada de IgA secretora, no grupo vacinado, suportando a afir
magao de que a reducdo do numero de caries esteja de alguma for
ma relacionada a este tipo de imunoglobulina. Além do que, os
tTtulos de aglutinagao dessa imunaglobulfna mostraram a especi
ficidade dos anticorpos aos Streptococcus mutans cariogenicos,
com 0§ quais os ratos foram imunizados e infectados.

Também ja foram demonstradas na saliva de paro-
tida humana, reagoes de IgA - secretora com diferentes tipos de
estreptococos, ingicando que a colonizagao da boca por estrep-
cocos orais ind?génas pode levar a produgao de anticorpos espe

cificos {Krasse e Jordan, 1977).
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Outro aspecto importante e que existe uma forte
tendencia em se aceitar, por evidencias indiretas, de inlmeros
trabathes, o fato de que os anticorpos do tipo IghA - secretor
podem inibir a aderencia bacteriana e formaciao de placa.

Considerando gque 05 esgquemas de imunizacoes e de
infecgoes usados nos ratos convencionais da presente pesqguisa
foram os mesmos usados em ratos gnotobidoticos por Michalek e
cols. (1976), e que as reducoes dos Tndices de caries induzidas
pela imunizacac nas duas pesguisas sao semelhantes, pode~se in
ferir que o0s mecanismos provaveis, implicados na reducao das ca
ries, sejam os mesmos propostos para aquele trabaiho, ou seja,

atraves da IgA - secretora.

6.2 - FExame Hematologico

0s exames hematoldgicos foram realijzados, para
'verificar, entre outras coisas, Se a imunizagao per um periodo
relativamente longo determinaria variagbes significantes no nil
mero de Teucdocitos (Tabela IV).

Utilizando~se como controles, 0§ grupos CebD ,
pode~se observar que 0 processo de imunizacao detepminou no
grupo A ao final do experimento, uma redugdoc do nimerco de neu
trofilos e aumento de Tinfocitos. *

Fmbora nao se tenha estabelecido matematicamen-

te a significancia dessa variacao, ela se enquadra dentro do
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esperado.

Evidentemente, no processo de imunizacao,um dos
principais componentes celulares implicados, sem dlvida alguma
e o linfocito. Tem sido postulade {Mestecky, 1978) que os an-
tigenos, quando ingeridos, penetram através das vesTculas pino
citdticas do epitBlio que reveste as placas de Peyer do intes-
tino e estimulam clones de linfbecitos, nesses tecidos linfgi -
des. Estes linfocitos estimulados e certamente aumentados de
numero, deixam estas placas de Peyer e entram na circulagao,de
terminando esta Tigeira linfocitose.

Embora nao se tenha ajnda, feito um acompanha -
mento preciso destas etapas, existem probabilidades de que es-
ta seja a explicacao mais plausivel para este aumento de 1infd
citos no sangue periferico dos animais vacinados. As peguenas
difetengas constatadas entre os grupos B , C e D , nao parecem
guardar teiag%o com os tratamentos realizados, conforme se ob-
“serva na Tabela IV, Eosinofilos e Monocites permanecem cons -

tantes ngs quatro grupos.

6.3 ~ Peso dos Animais

Como parte do cronograma de pesquisa, a avalia-
cac do desenvoplvimento dos ratos sob diferentes tratamentos, 3
través do controle de peso desses animais poderia fornecer jn-

formacées de interesse sobre o processo de imunizagao.
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Em cada grupo, os machos foram separados das fe
meas e o5 dados mostrados na Tabela V , indicam que as varia -
¢oes de ganho de peso ndo foram grandes, nem entre 0S8 grupos ,
nem entre os animais de cada grupo (observagao pesscalj).

Poder-se-ia argumentar que nem a adigao de 10%
de agﬁcdr a racao, nem a ingestdo do imundgeno, & nem mesmo o
elevado Tndice de carie do grupo B (Tabela II) interferiram de

maneira marcante ne peso dos animais.
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CONCLUSDES

Fundamentados nos resultados obtidos nesta

pesquisa e a luz da discussdo desses achados, pode-se concluir

que:

a-\-

A imunizagao de ratos convencionajs com Streptococous mu
tans colocado na agua que estes animais bebiam, promoveu

uma significante reducdo no Tndice de carie.

0 grupo A , de ratos vacinades e infectados, apresentou U

ma discreta linfocitose, em relacao aos demais grupos.

0 processo de imunizagac, assim como os demais tratamen -
tos aplicados aos diferentes grupos nao determinaram va-

riagoes sensiveis no peso dos animais,

0 elevado Tndice de carie do grupo B , mostrou que a in-
feccdo dos ratos com uma cepa cariogénica de Streptocoe ~
eus mutans , serotipo ¢ , obtida de dentes humanos caria-

dos, foi realmente efetiva,
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8 ~ SUMMARY

Immunization (by using as immunogen entire cells
of Sireptococcus mutans) has showed to develop an inhibition
effect against dental caries induced by Streptococcus mutans,
in rats, and monkeys.

A Tot of antigens has been involved as important
agents concerning to the aderence gf dental plague toc the tooth,

In this study, samples of dental plague was
obtained scrapping the mesial third of the buccal surfaces of
human decayed upper molars. A cariogenic strain of Strepto-

coccus mutans, serotype ¢ , was isolated and used as immuncgen

{vaccine).

Four groups of rats {Rattus norvegicus albinue)}
aged about 20 days, were weaned and selected randonly. The
group A was immunized and infected, while the group B wWas

only infected. Group € was neither immunized nopr infected.
These three groups {A , B and €} were fed with cariogenic
diet containing 10% of sucrose., The fourth group of rats
{(group Dj was fed with normal diet.

Four 120 days-aged rats from each group were
separated, and peripheric blood wasfcc1iected, to determine
the leukocytes differencial counting. According to hematolp
gic examinations, the group A animals showed a moderate

Tymphocytosis when related to the animals from the other groups.
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The variations of body weight were not significant, and one
can establiish 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 wWwere
sacrificed, and the upper and lower maxillas were removed, in
order 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
10% 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 norma

food.

As showed through the results of these experi-
ments, not only in gnotobiotic rats, but also in common rats,
which have a complex buccal flora and another factors, the
ingestion of antigenic substances (anti - Sitreptococceus mutans

vaccinia) seems to prevent considerably the caries incidence.
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8 - RESUMO

A dimunizagdao, usando-se como vacina (imunodge
no) ceélulas inteiras de Streptococous mutans , mortos, tem mos
trado exercer um efeito protetor contra a cirie dental indyzi
da por este microrganismo, em ratos e macacos.

Muitos antigenos tem sido implicados como im-
portantes na aderéncia da placa ao dente.

No presente trabalho, obteve-se a amostra de
p1éca bacteriana, raspande o terco mediano das faces vestibu
tares dos molares superiores cariados de humanos, isolando-se
uma cepa cariogenica de Streptococeus mutans , serotipo c
que foi utilizada como vacina (imunbgeno).

Quatro grupes de ratos convencionais {Ratius
nervergicus albinusg) , de 20 dias de idade, foram desmamados,
separados aleatoriamente e usados no experjmento. O grupo A
foi vacinado {imunizado)} e infectado, enquanto que o grupe B
foi somente infectado. O grupe C nao foi imunizado, nem in-
fectado. Estes trés grupos (A , B e C) foram alimentados com
dieta cariagénica, contendo 10% de sacarose. 0 quarte grupo
de ratos (grupo D)} foi alimentado com ragao normal.

Aos 120 dias de vida, colheu-se sangue perife
rico de quatro animais de cada grupo para a contagem diferen-
cial de Teuctcitos. Ao exame hematologico, o0s animais do gru
po A apresentaram uma discreta Tinfocitose em relacao aos a-

nimais dos outros grupos, enguadrando-se dentro do esperado.
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As variagOes do ganho de peso ndo foram signi
ficantes, nem entre o5 guatro grupaes, nem entre os animais de
cada grupo, podendo-se argumentar gue nem a adicao de 10% de
sacarose a ragdo, nem a ingestdo do imunbgeno e nem mesmo, o
glevado Tndice de cirie do grupo B interferiram de maneira
marcante no peso dos animais.

Em seguida, todos os animais foram sacrifica—
dos e remcvidos os maxilares e mandibulas para a contagem de
caries. 0s resultados mostraram uma significante reducgdo do
numero de caries nos animais do grupe A (que foram vacinados),
em comparagao com os animais dos demais grupos que comeram die
ta cariogenica. 0 grupo B , infectado e ndo vacinado apresen
tou um indice de caries igual a 737 unidades, enquanto que o
grupo A , infectadn e vacinado teve um Tndice de 266 unidades,
mostrando uma variagaoc significante. A adigao de 10% de saca
rose na dieta dos animais do grupo € (316 unidades de caries)
resultou num aumento de 72 caries contra os animais do grupo
D {244 uynidades) alimentados com dieta normal, sem sacarose.

Pelo que ficou exposte, ndo s0 em ratos gnote
bioticos, mas tambem em ratos convencionais, com uma comple~
xa flora bacteriana bucal, além de outrps fatores, também a
ingestdo de substancias antigenicas {vacina anti-Streptocoec -
cus mutang), parece prevenir de maneiramconsideréve}, a inci-

déncia de carie dental.
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