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Resumo

A carie dentaria ¢ uma das doencas infecciosas mais comum no homem. Um dos
principais microrganismos causadores desta doenca ¢ o Streptococcus mutans

caracterizado pelos seus diversos mecanismos de viruléncia.

Fatores do hospedeiro como consumo elevado de hidratos de carbono e higiene oral
deficiente produzem condigdes ideais na cavidade oral, fundamentais para o

desenvolvimento dos mecanismos de patogenecidade de Streptococcus mutans.

Ao longo dos anos, inimeras foram as tentativas para reduzir a prevaléncia e incidéncia
da cérie. Entre elas encontram-se estratégias como redu¢do do consumo de hidratos de
carbono na dieta, utilizagdo de substituintes dos aglcares, introdugdo de agentes
bacteriostaticos e bacteriocidas em produtos de higiene oral e na agua de consumo,

como o fluor,a clorexidina, entre outros.

Com o progresso das ciéncias e das tecnologias surgiu o desejo de criar algo que
erradicasse por completo a carie dentaria. Grandes autores da investigacdo estudaram
afincadamente o processo de desenvolvimento da carie, os mecanismos de viruléncia de
Streptococcus mutans, a genética e a biologia molecular inerente a esses processos.
ApoOs conhecimento da base do processo carioso, desenvolveram numerosas
experiéncias em animais a fim de encontrarem uma vacina anticarie que poderad ser

eficaz no homem sem compromisso da sua seguranca.



Abstract

Dental caries is one of the most common infectious diseases of mankind. One of the
major causative microorganisms of this disease is Streptococcus mutans characterized

by their different virulence mechanisms.

Host factors such as high consumption of carbohydrates and poor oral hygiene produce
ideal conditions in the oral cavity, fundamental for the development of the mechanisms

of pathogenicity of Streptococcus mutans.

Over the years numerous attempts have been maid to reduce the prevalence and
incidence of caries. Among these are strategies to reduce the consumption of
carbohydrates in the diet, the use of sugar substituts, the introdution of bacteriocides and
bacteriostatic agents in oral hygiene products and drinking water, such as fluoride and

chlorhexidine, among others.

With the progress of science and technology came the desire to create something that
would extinguish dental caries. Great authors of the research studied the development
process of the dental carie, the mechanisms of virulence of Streptococcus mutans,
genetics and molecular biology inherent in these processes. After knowing the whole
process of the disease, numerous experiments were developed on animals in order to

find a vaccine that could be effective in man without compromising its security.
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Vacinas Anticarie

I. Introducao

A cérie dentaria tem sido alvo de grande interesse por parte de investigadores de
todo o mundo. Com o objetivo de resolver este problema tém-se desenvolvido varios
estudos imunologicos e biomoleculares com base na dindmica do processo carioso

(Motta et al., 2006).

Embora se pense o contrario, o facto ¢ que esta patologia ja existe desde a era
dos dinossauros, tendo sido encontrada em diversos fosseis de animais, como por
exemplo de peixes existentes hd cerca de 280 milhdes de anos, de dinossauros
herbivoros de hd 70 milhdes de anos, de répteis, macacos, pré hominideos de ha 54
milhdes de anos e ainda em mamiferos de hd 25 milhdes de anos. Parece ainda ter
estado presente no Homo sapiens ha mais de um milhdo de anos. Varios registos de arte
rupestre da era antes de Cristo, relatam a presenca de cérie dentaria como “vermes”.
Hipocrates (460-377 a.C.) sugere que a propria alimentacdo influencia o aparecimento
da cérie dentéria. Por sua vez Aristételes (384-322 a.C.) indicou que a natureza doce e
macia dos figos apodrecia os dentes e provocava carie. Anos mais tarde a carie ¢
considerada uma verminose por Guy de Cabuliac (1300-1368). Em 1683, por
observagao microscopica, Antony Van Leeuwnnhoek descreve a presencga de “pequenos
microrganismos extraidos de um dente comprometido” e alerta ainda para o facto de o
mesmo provocar dor e desconforto no dente. Cerca de 150 anos mais tarde, Erdl
descreve que a superficie dos dentes se visualizava a presenca de parasitas filamentosos,
mas ¢ Miller (1853-1907) que, com base nas suas investigacoes, descobre que a carie ¢
resultado da produgdo de &cidos na boca por agdo de microrganismos 14 existentes

(Jorge, 1995).

Atualmente, sabe-se que a carie ¢ uma doenga infecciosa provocada pela placa
bacteriana existente a superficie dos dentes. Os microrganismos que constituem esta
“placa” sao os responsaveis pela producdo de acidos, como produto resultante do seu
metabolismo, que destroem o dente (Motta et al., 2006). Considera-se ainda que o
aparecimento de cdaries esta inerente a interagdo de trés fatores sendo eles: os habitos
alimentares do hospedeiro, a sua flora bucal comensal e ainda os seus habitos higiénicos

(Jorge, 1995).
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Com o progresso da ciéncia e da tecnologia criaram-se materiais especificos,
desenvolveram-se técnicas de restaura¢do dentdria, novos produtos de higiene bucal,
etc. No entanto a verdadeira ambicdo de muitos investigadores ¢ encontrar uma forma
preventiva da carie. Nesse sentido varios estudos tém sido realizados de modo a
encontrar uma forma de imunizacdo contra a cérie. Atualmente estdo disponiveis trés
possibilidades, sendo elas: a inducdo do sistema imunitario comum da mucosa, a
indugdo do sistema imunoldgico sistémico e por fim a imunizagdo passiva com

aplicacdo topica de anticorpos na superficie do dente (Balakrishnan et al., 2000).

Presentemente a producdo de vacinas anticarie ¢ uma realidade muito distante,
primeiramente porque nao se trata de uma doenga mortal e por outro lado porque ¢

maior o namero de pessoas que nao a tém (Motta et al., 2006).

II. A Carie

1. Definicao de carie dentaria

A carie dentaria ¢ uma doenga infecciosa, de origem endogena e de carater
multifatorial. E caracterizada pela destrui¢do localizada dos tecidos duros do dente por

acdo da microbiota naturalmente existente na boca do ser humano (Samaranayake,

1996).

A flora comensal da boca utiliza preferencialmente como substrato os hidratos
de carbono ingeridos pelo homem. Como resultado do metabolismo destes agucares sdo
produzidos 4cidos que provocam entdo a desmineralizagdo do esmalte e,

posteriormente, da dentina (Samaranayake, 1996).

A desmineralizagdo do dente significa a perde de cristais de hidroxiapatite e
consequentemente a perda de integridade estrutural do dente. A natureza bacteriana da
doenca pode evoluir para uma infecdo cronica do dente da qual resulta a perda do

suporte Osseo alveolar e consequentemente do proprio dente (Wolinsky, 1997).

Os conhecimentos atuais suportam que o aparecimento da cérie dentaria depende

da interagdo simultanea de trés fatores, sendo eles:
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e hospedeiro, estrutura do esmalte e composigao salivar;
e placa bacteriana;

o dieta (Jorge, 1995).

2. Epidemiologia

A cérie dentaria ¢ uma das doengas mais comuns no homem e existe em todo o
mundo No entanto, a sua prevaléncia e gravidade variam de populagao para populacao

consoante a disponibilidade de agucar (Samaranayake, 1996).

A industrializa¢do foi um dos acontecimentos histéricos que permitiu o aumento
da disponibilidade de actcar e por conseguinte um maior consumo do mesmo pela
populagdo. Durante o século XIX e at¢ meados do século XX, verificou-se um crescente
aumento de carie no mundo ocidental. A partir de 1980, verificou-se uma diminuigdo
significativa da doenca nos paises desenvolvidos. Contudo, nos paises em
desenvolvimento, cuja prevaléncia da doenca era diminuta, comegou a verificar-se o
aumento da mesma uma vez que o consumo de hidratos de carbono através da dieta

surge como principal fonte de energia (Jorge, 1995).

3. Classificacio

A cérie dentéria pode ser classificada segundo o local lesionado:
e (iries de fissuras ou sulcos/ céries de oclusdao — existentes em molares e pré-

molares;

e (iries da superficie lisa — existentes na superficie dos dentes abaixo do ponto de
contacto;

e (iaries da superficie radicular — existentes no cimento e¢/ou dentina quando a raiz
do dente se encontra exposta;

e (daries recorrentes — associadas a restauragdo dentaria (Samaranayake, 1996).

13
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4. Histopatologia da carie

Macroscopicamente a existéncia de caries a superficie dos dentes ¢ caracterizada
pela presenca de uma area mais esbranquicada sobre o esmalte. Microscopicamente as
lesdes de esmalte, provocadas pela cérie dentaria, estdo divididas em quatro zonas
distintas, sendo elas:

e a zona mais interna que apresenta cerca de 1,2% de perda de minerais que, por
sua vez, confere ao dente uma aparéncia translicida;

e uma zona mais escura, situada acima da zona mais interna, com cerca de 6% de
desmineralizagao;

e 0 corpo da lesdo com aproximadamente 24% de perda de minerais, facilmente
identificado através do exame macroscoOpico com recurso a meios mecanicos,
pela presenca de uma cavidade;

e a camada superficial, aparentemente intacta mas cuja presenca de fissuras sobre

a mesma comprova a sua relativa desmineralizagdo (Wolinsky, 1997).

Como ja referido anteriormente, a perda de minerais do dente esta diretamente
relacionada com o metabolismo de hidratos de carbono ingeridos na alimentagdo, pela
flora bacteriana existente a superficie do dente, do qual resulta a producdo de acidos

(Wolinsky, 1997).

O 4acido latico complexa com o célcio existente nos cristais de hidroxiapatite a
superficie do dente, causando a sua desmineralizagdo (Balakrishnan, 2000). A medida
que a hidroxiapatite dissolvida aumenta vao-se desenvolvendo mais cavidades a
superficie e na matriz do esmalte, provocando inevitavelmente o seu enfraquecimento.
A destruicao progressiva do esmalte constitui um mecanismo propicio ao acesso das

bactérias as camadas mais profundas do dente (Wolinsky, 1997).

As caries iniciais de esmalte sdo asséticas e resultam apenas da a¢do dos acidos
produzidos sobre a hidroxiapatite. Por esse motivo apresentam uma elevada taxa de
remineralizacdo. Contudo, assim que as bactérias alcancam a dentina, rapidamente se

espalham em toda a largura e comprimento da jun¢do dentina-esmalte, uma vez que
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nesta juncdo encontram um meio celular que lhes permite o facil movimento e

desenvolvimento (Wolinsky, 1997).

As lesoes da dentina podem ser divididas em varias zonas, sendo elas:

a. Zona de necrose bacteriana, mais superficial;

b. Area de invasdo bacteriana;

c. Corpo da lesdo ou area de desmineralizacao;

d. Zona de esclerose dentinaria;

e. Zona de degeneracdo gorda;

f. Zona mais interna constituida por odontoblastos retraidos (Wolinsky, 1997).

5. Fisiologia da carie

Os primeiros relatos de carie dentaria datam de had alguns milhdes de anos e
encontram-se gravados nalgumas reliquias historicas como: pinturas rupestres, placas de
argila, ossos de oraculo, e escritos antigos do tempo de Cristo (Jorge, 1995). Embora
observada desde os primeiros anos de vida humana, a base cientifica do processo
carioso s6 se conheceu em 1890 quando o Dr. Miller afirmou que esta doenca era
causada por acdo de acidos organicos sobre o dente. Durante a sua investigacao,
demonstrou que da associacao da saliva com hidratos de carbono, ocorre a formacgao de
acidos e que estes causam a dissolucdo do dente. Apdés a sua descoberta, Miller
formulou a base da teoria placa — hospedeiro — substrato que revela que a diminuigdo de
pH na boca, caracteristica da producdo de acidos pelas bactérias da saliva, quando em

contacto com agucares, leva a inevitavel decomposi¢do do esmalte (Wolinsky, 1997).

O esmalte ¢ a estrutura mais mineralizada de todo o corpo humano e tem uma
taxa de calcificagdo equivalente a 95%. Destes 95%, o mineral predominante ¢ a
hidroxiapatite que pertence a familia dos sais de fosfatos de calcio. Ainda que
extremamente mineralizado e duro, a superficie do esmalte ¢, de facto, muito porosa o
que lhe confere algum grau de permeabilidade para ides como sédio, potassio, magnésio

e flaor (Wolinsky, 1997).

Atualmente sabe-se que a solubilidade da hidroxiapatite depende de fatores

como forga idnica do solvente, pH e temperatura do meio. Deste modo qualquer
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alteracdo destes parametros pode implicar a solubilizacdo da hidroxiapatite. Na boca, a
saliva ¢ muito concentrada em célcio e fosfato o que favorece o estado cristalino do
esmalte e por sua vez a manutencdo do dente. No entanto, a cavidade oral ¢, como
muitas outras partes do corpo, um local onde ocorrem algumas reagdes, resultantes da
ingestao de alimentos e da troca idnica, e por isso as suas propriedades quimicas nio se
mantém constantes ao longo do dia. Isto significa que o dente se encontra em constante
estado de mineralizagdao e desmineralizagdo. Em condicdes fisiologicas (pH a 6,8), a
solubilidade da hidroxiapatite ¢ muito pequena mas quando o pH desce para 5.5, a
solubilidade deste cristal aumenta de tal modo que a integridade do dente ¢ afetada

(Wolinsky, 1997).

6. Teorias da etiologia da carie

1. Teoria quimioparasitaria

Apos varias investigacdes de teor laboratorial Miller demonstrou que:

e a0 incubar misturas de saliva com hidratos de carbono, ocorre a formacao de
acido latico;

e nas lesOes cariosas predomina um pH acido;

e 0 4cido causador de carie ¢ produzido por mais de trinta espécies de bactérias
existentes a nivel da boca;

e 0s microrganismos que alcangam a dentina cariada podem ser do tipo
filamentoso, bacilos longos ou curtos, € cocos;

e alguns alimentos como pao e agucar, quando misturados com saliva e colocados

a temperatura de 37° C, podem desmineralizar a coroa do dente por completo

(Jorge, 1995).

Tendo em conta todas estas descobertas, em 1890, Miller propds a teoria
quimioparasitaria como ponto de origem para a carie dentaria. Esta teoria afirma que a
formacdo de céries resulta da produg¢do de acidos e da digestdo de proteinas pelas
bactérias existentes na boca e que a lesdo cariosa ocorre em duas etapas, sendo elas a
descalcificagdo dos tecidos duros e posteriormente a dissolucdo dos tecidos moles

(Jorge, 1995).
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1. Teoria acidogénica

Esta teoria propde que a descalcificacao do esmalte resulta da presenca de acidos
produzidos por bactérias da flora comensal da boca. Tem por base alguns estudos
experimentais:

e aproducdo de acidos pela placa bacteriana leva a diminui¢ao do pH da boca para
menos de 5,5;

e o valor de pH ¢ mais baixo, ou seja mais acido, no local onde se encontra a carie
dentaria em relagdo aos tecidos mais proximos;

e a presenca de Streptococcus mutans e Lactobacillus estd relacionada com o
aparecimento de caries, uma vez que ambos sdo capazes de produzir acidos
quando em contacto com hidratos de carbono ingeridos na alimentagao;

e em ratos germ-free observou-se que as bactérias da boca produtoras de acido
mas sem capacidade proteolitica, podem originar a cérie dentaria (Wolinsky,

1997).

1i. Teoria protedlitica

Nao muito aceite atualmente, esta teoria afirma que as enzimas proteoliticas da
placa bacteriana atuam sobre a por¢ao organica do esmalte levando a sua dissolugdo e

posterior destruicao (Wolinsky, 1997).

1v. Teoria da protedlise — quelacdo

Embora muito pouco evidenciada cientificamente, esta teoria afirma que a
desmineralizacdo do esmalte ocorre devido a presenca de agentes quelantes, como o
lactato, que se associam aos i0es de calcio livres. Deste modo, uma vez que a
concentragdo de célcio ¢ menor, o equilibrio da reagdo calcificagio«>desmineralizagdo
da-se no sentido de desmineralizacao ¢ a dissolugdo dos cristais de esmalte ocorre sem

necessitar de pH acido (Wolinsky, 1997).
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7. Microrganismos e cariogenicidade

Os microrganismos que formam a placa dentdria constituem um pré-requisito
para o desenvolvimento de céries dentarias (Samaranayake, 1996). Vérias investigacdes
realizadas em laboratorio demonstraram que a cérie dentaria ocorre apenas na presenca
de microrganismos. Recorrendo a técnicas in vivo observou-se que:

e em animais germ-free a carie apenas se desenvolve na presenga de bactérias;

e as bactérias da boca provocam a desmineralizacao do esmalte (Wolinsky, 1997).
No que respeita a técnicas in vitro verificou-se, através de estudos histologicos, a
presenca de bactérias orais no interior do esmalte e da dentina com lesdo cariosa

(Wolinsky, 1997).

A complexidade do processo carioso ndo permite determinar todas as
caracteristicas dos microrganismos da boca responsaveis pela sua viruléncia. Contudo ¢
possivel referir alguns fatores que determinam o potencial cariogénico dos diversos
microrganismos:

e mecanismos de aderéncia a cavidade bucal;
e capacidade de produzir acido;
e capacidade de permanecer em meio acido;

e metabolizagdo de polissacarideos intra e extracelulares (Jorge, 1995).

1. Streptococcus

a. Streptococcus mutans

Sdo cocos imoveis Gram-positivo, anaerdbios e catalase-negativos,
frequentemente encontrados em lesdes cariosas de superficie lisa. (Wolinsky, 1997).
Apods varios estudos, em 1924, Clarke aponta este microrganismo como agente
etioldgico primario para este tipo de céarie. A sua denominagdo, S. mutans, deve-se ao
facto de, apesar de serem cocos, apresentarem uma forma mais oval do que esférica

(Jorge, 1995).

O potencial cariogénico deste microrganismo resulta da sua capacidade para:
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e fermentar agucares produzindo grandes quantidades de energia e acido latico,
responsavel pela dissolugao do esmalte;

e atingir um pH de 3,4 num periodo de 18 a 24h e manter o crescimento
microbiano em meio dcido durante longos periodos de tempo;

e sintetizar moléculas de dextrano, que permitem a adesao das diversas bactérias a
superficie do dente;

e produzir polissacarideos intracelulares como substrato de reserva para quando os

niveis de hidratos de carbono, provenientes da dieta do individuo, forem baixos

(Jorge, 1995).
b. Streptococcus sanguis
Encontram-se predominantemente em caries de sulcos ou fissuras. Assim como
S. mutans, sdo bactérias produtoras de acido através do metabolismo de acgticares como
glicose, trealose e sacarose. S. sanguis coloniza dentes e lingua (Jorge, 1995).
c. Streptococcus salivarius
Apresentam um potencial cariogénico baixo pela produgdo de acido e por vezes
de dextrano. Sdo fermentadores da glicose, sacarose, maltose, rafinose e
esporadicamente de trealose e lactose. Encontram-se principalmente sobre a placa
bacteriana, na garganta e na nasofaringe (Jorge, 1995).
d. Streptococcus milleri

Colonizam a superficie dos dentes e os sulcos gengivais (Jorge, 1995).

1. Lactobacillus spp.

Encontram-se sob a forma de bacilos Gram-positivo, sendo anaerdbios
aerotolerantes. Contudo apresentam um desenvolvimento mais rapido em condi¢des de
microaerofilia (Jorge, 1995). Estes microrganismos podem entdo realizar tanto o

metabolismo oxidativo como o fermentativo dependendo das condi¢gdes ambientais em
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que se encontram. Uma das principais caracteristicas deste grupo de bactérias € a sua
capacidade de producdo de acido latico e de desenvolvimento e sobrevivéncia no meio

acidofilo criado por si (Wolinsky, 1997).

Dentro das varias espécies de Lactobacillus, as mais encontradas na boca sio L.
casei na placa bacteriana e dentina cariada, L. fermentum e L. acidophilus na saliva

(Jorge, 1995).

A funcdo do Lactobacillus no processo carioso ndo esta ainda bem definida. No
entanto alguns estudos bacterioldgicos permitiram concluir que:
e se encontram em maior numero nas superficies de esmalte, na placa bacteriana e
na saliva imediatamente antes do aparecimento da cérie;
e em individuos com predisposi¢do para o aparecimento de caries a sua contagem
aumenta na saliva;
e uma maior ingestdo de hidratos de carbono aumenta significativamente o

desenvolvimento destas bactérias na saliva e a atividade da carie (Jorge, 1995).

1. Actinomyces spp.

Estas bactérias sdo bacilos Gram-positivo de tamanho variavel. As espécies
encontradas na microbiota bocal podem ser anaerobias obrigatdrias, A. israelli, e
aerdbias ou anaerdbias facultativas como A. viscosus, A. naeslundii e A. odontolyticus

(Jorge, 1995).

Sao microrganismos fermentadores da glicose e consequentemente produtores

de 4cido latico. Sao ainda bons formadores de placa bacteriana (Jorge, 1995).

Actinomyces spp. estd associado ao desenvolvimento de caries da superficie
radicular. No entanto apesar da sua predominancia na maioria das amostras retiradas das
lesdes da superficie radicular, alguns estudos relataram a presenca simultinea de S.
mutans € Lactobacillus nessas lesdes. Adicionalmente, os locais de onde S. mutans e
Lactobacillus foram isolados apresentavam um maior risco de desenvolvimento de

caries da superficie radicular (Samaranayake, 1996).
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iv. Vellonella spp.

Vellonella ¢ um grupo de cocos anaerobios Gram-negativo encontrado em
grande numero em amostras isoladas de placa subgengival. Uma vez que necessita de
lactato para se desenvolver mas ndo tem capacidade de metabolizar hidratos de carbono
da dieta normal, usa produtos de metabolismo de outros microrganismos e converte-os
em acidos organicos fracos € menos cariogénicos. Deste modo, € possivel afirmar que

estas bactérias exercem um efeito protetor em caries dentarias (Samaranayake, 1996).

8. Bioquimica da placa bacteriana

As bactérias que formam a placa dentaria tém a capacidade de fermentar
seletivamente alguns hidratos de carbono, ingeridos na dieta do individuo, converté-los
em acidos orgénicos, capazes de dissolver o esmalte, e em dextranos insoluveis e
pegajosos, capazes de fixar a placa ao dente e de continuar a fornecer-lhes substrato

durante longos periodos de tempo (Wolinsky, 1997).

Tal como todos os organismos vivos, as bactérias necessitam de energia para a
sua manutencao, crescimento e realizacdo das suas fungdes vitais. Para o efeito utilizam
a via glicolitica para a sintese de moléculas de energia. Este processo bioquimico inicia-
se quando moléculas de glicose estdo presentes no meio e sdo quebradas em duas
moléculas de lactato pela acdo do complexo enzimatico das bactérias. A produgdo de
acidos organicos, como o acido latico, ¢ a caracteristica fundamental para o
desenvolvimento da carie dental, ou seja, para a degradacdo da hidroxiapatite. No
entanto, para o desenvolvimento e manutencao da placa dentdria sobre a superficie do
dente, uma outra caracteristica essencial ¢ a capacidade de producdo de polissacarideos
extracelulares que fixam a placa ao dente impedindo a sua facil remocgao pela saliva,

alimentos, mastigacao, etc (Wolinsky, 1997).

A producdo dos polissacarideos pelas bactérias ¢ possivel através de enzimas
denominadas de transferases que transformam dissacarideos como a sacarose em
polissacarideos de cadeia longa. Exemplos disso sdo a sintese de glucanos a partir de

unidades de glucose e levanos a partir de moléculas de frutose. Os glucanos e levanos
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podem ser encontrados na cavidade oral na forma soltivel e insolivel apresentando duas
fungdes distintas:

e polissacarideos insoliiveis tém como fung¢do permitir a agregacdo da placa
bacteriana como uma espécie de massa e permitir a sua fixacdo e aderéncia ao
dente;

e polissacarideos soluveis funcionam como substrato de reserva quando os
hidratos de carbono provenientes da dieta do individuo sdo escassos (Wolinsky,

1997, Banas e Vickerman, 2003).

O processo de sintese de polissacarideos consiste em:

e ligagdo das transferases a membrana e a moléculas de sacarose;

e quebra da ligacdo diemiacetal entre a glicose e a frutose, componentes da
sacarose, ¢ libertagdo de grandes quantidades de energia;

e transferéncia e ligagdo da molécula de glicose para outra molécula de glicose
previamente ligada a membrana (primer);

e adicdo sequencial de moléculas de glicose e formagdo do glucano de cadeia

longa (Wolinsky, 1997).

9. Formaciao da placa bacteriana

A formagdao da placa bacteriana caracteriza-se pela forte aderéncia e vasta
colonizagdo das bactérias na superficie dentaria. Trata-se, no entanto, de um processo
seletivo uma vez que, dada a grande variedade de espécies que fazem parte da flora
normal da boca, apenas um grupo de bactérias, com determinadas caracteristicas, ¢
responsavel pela colonizagdo da cavidade oral, o S. mutans. A seletividade deste
processo resulta, em principio, da afinidade que s6 algumas espécies apresentam com
constituintes salivares especificos como por exemplo, proteinas altamente carregadas e
glicoproteinas. Estas por sua vez, por meio de interacdes eletrostaticas, adsorvem-se
rapidamente a superficie do esmalte formando um biofilme (Wolinsky, 1997; Motta et

al., 2006).

Foi Newbrun que descreveu as trés fases de desenvolvimento da placa dentéria

sendo que: a primeira consiste na colonizac¢do inicial, a segunda envolve adesdo a
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superficie do dente e rdpido crescimento bacteriano e a terceira baseia-se na alteracdo
das condicdes do meio e desmineralizagdo dentdria (Wolinsky, 1997; Motta et al.,

2006).

Relativamente a primeira etapa, a colonizagdo inicial, ¢ Gnica e exclusivamente
realizada pelos Streptococcus spp. e apresenta um periodo de duragdo de duas horas. A
associacdo destes microrganismos orais a pelicula de proteinas e glicoproteinas que
revestem os dentes ¢ atualmente suportada por duas teorias:

1. proposta em 1979 por Rolla. Sugere que a ligacdo entre a flora bocal e a pelicula
dentaria da-se por meio de interacdes eletrostaticas entre a parede celular
negativa das bactérias e os i0es de calcio, carregados positivamente,
complexados na superficie do dente. Apesar de suportada por alguns estudos,
esta teoria ndo consegue explicar o facto de algumas bactérias orais, sem parede
celular e carga negativa na sua superficie, aderirem de igual modo ao esmalte;

2. sugerida por Gibbons em 1977. Afirma que a adsorcdo entre as diferentes
estirpes de bactérias e a superficie do esmalte ocorre através de interagdes do
tipo lectina, que envolvem recetores especificos presentes a superficie da parede

bacteriana e as glicoproteinas do biofilme dentario (Wolinsky, 1997).

Os recetores bacterianos, intervenientes na interagdo placa-biofilme, sao
proteinas da superficie celular, descritas por Russell e Lehner como adesinas e referidas
frequentemente como antigénio I/Il nos S. mutans (Nogueira et al., 2008; Pinto et al.,
2005). Por meio de ligagcdo acida as adesinas interagem com as glicoproteinas do tipo

mucina encontradas no biofilme salivar, que reveste a superficie dentaria (Smith, 2003).

Durante um periodo de doze a catorze horas dao-se, a superficie dos dentes, os
processos de aderéncia secundéria que t€ém como objetivo final uma colonizagdo e
adesdo bacteriana bem definida. Os processos de aderéncia secundaria envolvem, como
referido anteriormente, a presenca de um substrato, actcares ingeridos na alimentacao, e
a partir do mesmo a producdo de polissacarideos extracelulares soluveis e insoluveis,
glucanos e levanos, que atuam como uma cola bioldgica fixando a placa bacteriana ao

dente (Wolinsky, 1997; Banas e Vickerman, 2003).
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Os polimeros de glucose sintetizados fornecem a estrutura base para a agregagao
de Streptococcus através da sua interagdo com proteinas de ligacdo a glucanos
existentes nas bactérias, as GBPs — glucan-binding proteins (Smith, 2003; Nogueira et

al., 2008).

A produgdo dos polissacarideos ¢ realizada na presenc¢a de um Unico substrato, a
sacarose, € com recurso a varias glucosiltransferases. Estudos vieram ainda revelar que
espécies de bactérias incapazes de sintetizar glucanos insoltiveis em agua possuem uma
menor habilidade para aderir a superficie do dente e induzem uma menor incidéncia de
carie. Deste modo foi possivel afirmar que a sintese de polissacarideos insoluveis ¢ um

fator de viruléncia determinante (Balakrishnan, 2000).

O crescimento da placa bacteriana encontra-se limitado pela mastigagdo sendo
mais acentuado nas areas cervicais e interproximais dos dentes. Por consequéncia, estas
sdo de facto as zonas com maior incidéncia de carie dentaria. Entre dois a trés dias mais
tarde, o ambiente interno da placa bacteriana torna-se mais anaerébio sendo propicio ao
desenvolvimento de outro tipo de bactérias. Adicionalmente ao aumento da placa
bacteriana, observa-se também o aumento da sua massa gelatinosa sobre o esmalte

(Wolinsky, 1997).

10. Fatores do hospedeiro

A formagdo da cérie dentaria e a sua progressdao através do esmalte ¢ um
processo moroso que esta dependente de alguns fatores inerentes ao hospedeiro. Dentro
destes fatores encontramos dois grupos, os que favorecem a formacao e o crescimento

da carie dentaria e os que impedem a mesma (Wolinsky, 1997).

Os principais fatores do hospedeiro sdo a estrutura do esmalte € a composicao e
a taxa de fluxo salivar (Samaranayake, 1996). A anatomia dos dentes, a composi¢ao da
pelicula, a presenca de imunoglobulinas e, ainda, a dieta do hospedeiro sdo exemplos de

outros fatores que interferem com o processo de formacao da cérie (Wolinsky, 1997).
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1. Anatomia dos dentes

Trata-se de um fator intrinseco do hospedeiro que pertence ao grupo dos fatores
que favorecem o aparecimento de carie dentdria. A presenga de sulcos e fissuras
profundas nos diversos tipos de dentes e o contacto interproximal dos mesmos sdo os
locais prediletos para o desenvolvimento da placa bacteriana, uma vez que sdo pontos

de dificil acesso (Wolinsky, 1997).

1i. Componentes salivares ativos

Um outro fator que influencia diretamente a formagdo de carie ¢ a composi¢ao
salivar e a sua taxa de fluxo. A lavagem mecanica da saliva ¢ um mecanismo muito
eficaz na remocao de restos de alimentos e de microrganismos soltos na cavidade oral

(Samaranayake, 1996).

Vérios estudos demonstram que esta secregdo € composta por substancias
quimicas ativas e passivas que atuam como defesa primaria contra a cérie. Esses
mesmos estudos evidenciam ainda que uma vez cessada a producdo de saliva, ocorre o

aparecimento da carie (Wolinsky, 1997).

No que respeita aos componentes salivares ativos, estes funcionam como
antibidticos podendo assumir uma fungdo bactericida ou bacteriostatica contra a flora
normal. Quimicamente tratam-se de enzimas antimicrobianas salivares. Atualmente
estdo identificadas e caracterizadas trés enzimas salivares sendo elas: lisozima;

lactoferrina; lactoperoxidase (Wolinsky, 1997).

A lisozima encontra-se principalmente na saliva da pardtida sendo eficaz contra
bactérias Gram-positivo. Inicialmente pensava-se que promovia a desorganizacdo da
parede celular com consequente lise da célula bacteriana no entanto, alguns estudos

posteriores vieram a demonstrar que ndo era de todo eficaz (Wolinsky, 1997).

A lactoferrina atua como agente complexante do ferro, essencial ao crescimento
bacteriano. Trata-se de uma enzima que apresenta na sua composi¢do moléculas de

enxofre, o qual se liga ao ferro diminuindo a disponibilidade do mesmo para as
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bactérias. Deste modo ndo existe no meio ferro livre para assegurar o crescimento

bacteriano (Wolinsky, 1997).

Por sua vez, a lactoperoxidase atua por destabilizacao do sistema metabodlico das
bactérias. Na presenca de peroxido de hidrogénio e ides tiocianato, a enzima catalisa a
formacao de ides hipotiocianato, cuja afinidade para o grupo sulfidril das proteinas leva

a sua desnaturacgdo e ao desarranjo do sistema enzimatico bacteriano (Wolinsky, 1997).

1ii. Componentes salivares passivos

Neste grupo encontram-se reunidos fatores como tampdes salivares, proteinas da

pelicula e ainda imunoglobulinas (Wolinsky, 1997).

Uma das principais caracteristicas da saliva na defesa do hospedeiro ¢ a sua
elevada capacidade tampao que neutraliza acidos produzidos pela placa bacteriana na

superficie dentaria (Samaranayake, 1996).

De facto a saliva possui na sua composi¢dao dois sistemas tampao capazes de
neutralizar os acidos organicos fortes, produzidos pelas bactérias apds fermentagao dos
acucares ingeridos na dieta. Um deles e o mais eficaz ¢ o bicarbonato-carbonato ja que
tem a capacidade de tamponar rapidamente um meio acidico a um valor de pH de
aproximadamente 6,1, impedindo assim a desmineraliza¢do do esmalte. O fosfato ¢ o
segundo sistema tampao presente na saliva. No entanto algumas investigacoes
consideram o tampao bicarbonato-carbonato mais eficaz, uma vez que:

e asua constante de dissociacdo ¢ eficaz na faixa de produ¢do dos acidos da placa
bacteriana;

e reage rapidamente com os acidos pela perda de CO»;

e a medida que o fluxo salivar aumenta, o tampao bicarbonato aumenta mas o

tampao fosfato diminui (Wolinsky, 1997).

Uma outra caracteristica da saliva na defesa contra a placa bacteriana ¢ a
presenga de proteinas na pelicula. Sabe-se que a superficie de esmalte ¢ mais resistente
aos acidos organicos que a camada mineral, mais interna. No entanto, por meio de

estudos in vitro e in vivo, acredita-se que a pelicula que reveste a superficie de
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hidroxiapatite lhe confere uma maior estabilidade e resisténcia contra os acidos

(Wolinsky, 1997).

A saliva, tal como muitas outras secre¢des glandulares, possui na sua
composicdo imunoglobulinas. Estas sdo proteinas que atacam corpos estranhos ao
individuo, participando diretamente na defesa do organismo. A imunoglobulina salivar
mais importante da cavidade oral € a IgA secretora (Smith, 2003). Esta ¢ constituida por
dois monomeros de IgA ligados por uma proteina secretora, que lhe facilita o
movimento na saliva e lhe confere resisténcia contra as enzimas proteoliticas da boca.
Pensa-se que as IgA atuam contra as bactérias como aglutininas especificas, isto ¢,
formam aglomerados de bactérias impedindo a sua adesdo a superficie oral (Wolinsky,

1997).

1v. Dieta e nutricdo

Dieta e nutricdo sao dois conceitos que, embora semelhantes, aparecem neste
tema complexo com dois significados distintos. A nutricdo ¢ o processo pelo qual os
alimentos s3o processados e metabolizados no organismo, e assume um papel
fundamental na fase de formagao e desenvolvimento dos dentes. Um exemplo disso ¢ a
incorporagdo de fluoretos na alimentacdo cuja absor¢do sistémica resulta numa maior
resisténcia a cdrie. Outros compostos que, quando incorporados e absorvidos
sistemicamente, parecem ter também um efeito similar ao dos fluoretos sdo o célcio e o
fosforo, muito embora os estudos realizados se mostrem ainda inconclusivos (Wolinsky,
1997). Relativamente ao seu efeito local a concentracdo de calcio e fosforo na saliva
mostra ser de extrema importancia na remineralizacdo de lesdes de manchas brancas

(Samaranayake, 1996).
Por outro lado, entende-se por dieta o simples consumo de alimentos. Esta, em
oposicao ao conceito de nutricdo, apresenta efeitos locais ou seja na cavidade oral

(Wolinsky, 1997).

Muitos estudos foram realizados ao longo de varios anos, por diversos

investigadores, no sentido de demonstrar que a prevaléncia e incidéncia de carie
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dentaria encontra-se diretamente relacionada com o consumo de aglcares na dieta

(Samaranayake, 1996).

O primeiro estudo realizado decorreu em 1940 por Stephan no qual efetuou
lavagens da cavidade oral com agucar num periodo de dois a trés minutos. O resultado
observado foi a diminuicao abrupta de pH da placa de 6,8 para 5,0. Observou ainda que
esse decréscimo de pH dura vinte minutos € que ¢ necessario cerca de quarenta minutos
para atingir novamente o pH normal. Posteriormente, foi realizado um estudo similar no
qual se efetuava multiplas lavagens da cavidade oral com sacarose. Com um numero de
exposi¢des a sacarose maior observou-se um efeito aditivo sobre a produ¢do de acidos
pela placa bacteriana. Experiéncias realizadas em roedores, com o objetivo de medir a
cariogenicidade dos varios alimentos e bebidas, provaram que existe de facto uma
correlacdo e uma proporcionalidade direta entre o consumo de sacarose e a incidéncia

de carie (Wolinsky, 1997).

Valores de pH inferiores a 5 sdo fatores criticos para a desmineralizagdo do
esmalte. No caso de exposi¢do frequente a aglicares da dieta, a taxa de desmineralizagdo
dentaria ira exceder a taxa de remineralizag¢do e a formacdo de carie ocorrera. Por outro
lado se a exposi¢do a sacarose € limitada a taxa de remineralizagdao dos dentes ¢ superior

a taxa de desmineralizacdo e a formagao de carie ¢ impedida (Balakrishnan, 2000).

O investigador Vipeholm estudou, em pacientes institucionalizados na Suécia,
os efeitos da frequéncia e o tipo de hidratos de carbono sobre a carie. Veio a concluir
que um maior consumo de alimentos contendo sacarose aumenta significativamente a

ocorréncia de carie (Wolinsky, 1997).

Uma outra investigagdo, praticada em criancas de um orfanato, baseada na
restricdo de aglcares na dieta, mostrou uma queda de 10% da atividade cariogénica
quando comparada com criangas cuja dieta nao sofreu alteragdes. Observou-se ainda
que apos a saida dessas criancas do orfanato e a cessagdo da dieta restrita os seus indices
de CPOD, dentes permanentes cariados, obturados ou perdidos, aproximaram-se dos da

populagdo normal (Wolinsky, 1997).
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No caso de individuos com intolerancia hereditdria a frutose, verificou-se que
existe uma reducao de 90% na prevaléncia de carie quando comparada com individuos
normais. Esta intolerancia a frutose advém de uma diminui¢ao da atividade da frutose-
1-fosfato-aldolase, enzima responsavel pela degradagao da frutose. Sendo a capacidade
de metabolizacdo da frutose menor, tem de haver uma reducdo do consumo de
alimentos contendo agucares. Apos todos os estudos realizados, concluiu-se que o tipo e
a quantidade de exposicdes a hidratos de carbono influenciam diretamente quer a

incidéncia quer a prevaléncia de carie dentaria (Wolinsky, 1997).

Embora exista um papel negativo dos hidratos de carbono da dieta sobre a carie,
existem compostos ingeridos na alimentacdo que parecem apresentar atividade
anticariogénica. Um desses compostos ¢ o fosfato que, quando inserido na dieta de
animais leva a uma reducdo no indice de carie. Sabe-se ainda que os efeitos
anticariogénicos do fosfato sdo locais uma vez que:

e como referido anteriormente, o fosfato ¢ um dos sistemas tampao encontrado na
saliva e portanto tem a capacidade de neutralizar 4cidos produzidos pelas
bactérias;

e rompe ligacdes das proteinas, da pelicula a superficie do dente, impedindo desta
forma a adesao da placa bacteriana;

e o0 aumento da concentracdo de ides fosfato muda o equilibrio da reagdo de
dissocia¢ao da hidroxiapatite, favorecendo a formagdo do mineral na presenca

de 4cidos (Wolinsky, 1997).

Os lipidos sdao outro composto com propriedades anticarie. Em modelos animais
e estudos in vitro a adigdo de acidos gordos de cadeia média e dos seus sais

apresentaram uma reducao da carie (Wolinsky, 1997).

Gibbons e Dankers em 1981, Wolinsky e Sote em 1984 e ainda Staat e seus
colaboradores em 1978 demonstraram que alguns extratos de plantas atuam como
aglutininas bacterianas especificas, favorecendo a formagdo da placa com a sua
atividade tipo lectina. Wolinsky e Sote demonstraram ainda que compostos
polifendlicos como os taninos sdo de facto aglutininas bacterianas muito eficazes

(Wolinsky, 1997).
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Outros elementos da dieta que podem influenciar a formagdo da carie sdo
elementos como o bario, o molibdénio, estroncio, vanadio e selénio. A permeabilidade
do esmalte a estes ides pode alterar a sua constituicao superficial e, por consequéncia,

causar alteracdes na pelicula (Wolinsky, 1997).

11. Controlo e prevencao da carie

Tendo em conta o conhecimento atual sobre a etiologia da cérie dentaria e os
métodos de controlo e prevengdo da mesma, seria de esperar que esta doenga estivesse
praticamente extinta nos paises desenvolvidos. No entanto, ela continua presente em

grande parte da populagao (Wolinsky, 1997).

Apesar dos inimeros compostos propostos, ao longo dos anos, como agentes
antibacterianos, ainda nao existe nada no mercado que reduza significativamente os

niveis de bactérias e o incremento de carie (Featherstone e Doméjean, 2012).

Atualmente as abordagens mais usadas para controlo e prevencdo da carie
recorrem principalmente a técnicas fisicas ou mecanicas € a agentes quimioterapicos,
sendo elas: remo¢dao mecanica da placa; utilizagdo de produtos com fluor; agentes

bactericidas; xilitol (Samaranayake, 1996; Anusavice, 2005).

1. Remocdo mecéanica da placa

Axelsson et al mostraram que a carie dentdria pode ser prevenida através da
escovagem regular dos dentes e do uso de fio dentdrio. No entanto a maioria dos
estudos demonstra que a remocdo de microrganismos de fissuras, superficies
interproximais dos dentes e sulcos ¢ dificil quando apenas métodos mecanicos sao
aplicados. Para um controlo efetivo da carie dentdria, estes métodos devem ser
associados a utilizacdo de produtos contendo flior ou outros agentes quimioterapicos

(Samaranayake, 1996; Balakrishnan, 2000).
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1i. Fluor e fosfatos

O aumento da resisténcia dentaria ao desenvolvimento de carie pode ser
alcancado através do fluor. Acredita-se que a utilizagdo de pastas dentifricas contendo
flaor e outros ativos orais ¢ a principal causa para a diminui¢do significativa da
incidéncia de cérie nos paises desenvolvidos. A administracdo de flaor pode ser
efetuada sistemicamente, por meio de comprimidos, por aplicacdo tdpica, através de
pastas dentifricas ou colutorios, e ainda pelos médicos dentistas sob a forma de géis,
solugdes e vernizes. Em algumas partes do mundo, o flior ¢ também adicionado a agua
de consumo. Na cavidade oral o fluor liga-se aos cristais de hidroxiapatite formando
fluorapatite que ¢ mais estdvel, menos soluvel, mais resistente a desmineralizagdo e

estimula ainda a remineralizagdo dentaria (Samaranayake, 1996; Balakrishnan, 2000).

A funcdo do flior na remineralizacdo do esmalte deve-se em grande parte a sua
afinidade para o calcio, com o qual forma um sal insolivel, denomidado fluoreto de
calcio. Este, em situagdes de desmineralizacao dentaria, atua como reserva libertando o
flaor que ird reagir com a desidroxiapatite e formar novamente fluorapatite.
Adicionalmente aos seus efeitos quimicos, o fllor apresenta também atividade
antibacteriana, inibindo a enzima enolase presente nos Streptococcus mutans

responsavel pela metabolizacao de acticares (Wolinsky, 1997).

No caso de administracdo excessiva de fluor pode ocorrer fluorose, sintoma de
intoxicagdo na qual ocorre descoloragdo dos dentes e aparecimento de manchas
esbranquicadas. Alguns estudos demonstraram que a exposi¢do continua pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia ao fltior pelos Streptococcus mutans. No entanto sabe-se
que as bactérias resistentes ao fllior ndo sdo cariogénicas uma vez que ndo produzem

acido suficiente para causar desmineraliza¢ao do esmalte (Balakrishnan, 2000).

Os fosfatos tém sido usados como aditivos alimentares na prevencao da carie
dentaria. Estudos relataram que a adi¢do de trimetafosfato de sodio a chicletes e de
fosfato de calcio e sacarose na dieta previne a carie. Em geral, fosfatos inorganicos
promovem a remineralizacdo e quando presentes em grandes concentragdes impedem a
ativacdo da lactato desidrogenase diminuindo assim a produ¢do de acido (Balakrishnan,

2000).
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Virios estudos foram realizados para suportar as teorias existentes. Um deles
baseou-se na utilizagdo de pastas dentifricas com cerca de 0,243% de fluoreto de sddio e
0,3% de triclosan em adultos. O resultado observado foi uma descida de 12,2% na
incidéncia de carie ao fim de um ano e uma descida e 16,6% ao fim de dois anos. Esta
redugdo da carie ao fim de dois anos foi significativamente maior comparativamente a
uma analise na qual se usou uma pasta dentifrica semelhante sem a presenca de
triclosan. Este composto ¢ uma agente antibacteriano de largo espectro com actividade

bacteriostatica contra bactérias Gram-positivo e Gram-negativo (Anusavice, 2005).

Em 2001 o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) sugeriu, com
base nos seus estudos, que a exposicao diaria a pequenas quantidades de fluor reduz
efetivamente o risco de carie dentdria em todas as faixas etarias. Recomendou ainda o
consumo de 4gua com um nivel 6timo de fluor e a escovagem dos dentes duas vezes por

dia com uma pasta dentifrica contendo fluor (Anusavice, 2005).

A revisao e avaliacdo da literatura cientifica, de 1966 a abril de 2003, levada a
cabo por Twetman et al., sobre o efeito preventivo das pastas dentrificas com flior e a
realizacdo simultanea de estudos tiveram os seguintes resultados:

e 24,9% de efeito preventivo de carie com utilizagcdo diaria de pastas dentifricas
com flilor em comparacdo com placebo;

e pastas dentifricas contendo 1,500 ppm de flior demonstraram um efeito
preventivo superior equivalente a 9,7%, quando comparadas com pastas
dentifricas contendo 1,000ppm de fluor;

e aescovagem dos dentes quando supervisionada apresenta uma maior reducdo da

incidéncia de carie (Anusavice, 2005).

Em 2010, Nordstrom and Birkhed destacaram a necessidade de utilizagdo de
concentragdes de flior mais elevadas em individuos com alto risco de desenvolvimento
de caries. Um ensaio clinico, realizado durante dois anos em adolescentes, mostrou o
efeito preventivo superior de um dentifrico com 5,000 ppm de flior comparativamente a

um dentifrico com 1,450 ppm (Featherstone e Doméjean, 2012).
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iil. Qutros agentes anticaries

Com a evolugdo da ciéncia e da tecnologia surgiram outros agentes quimicos
com atividade contra a carie. Esses agentes possuem ac¢do antibacteriana pela redugao

da formacao da placa na cavidade oral (Wolinsky, 1997).

Idealmente, estes agentes quimioterapicos ndo deveriam apresentar as seguintes
caracteristicas:
e serem toxicos ou alergénicos;
e provocarem manchas nos dentes;
e serem absorvidos através da mucosa oral ou gastrointestinal;
e perturbarem o equilibrio da flora normal da boca permitindo o desenvolvimento

de infe¢des oportunistas ou o desenvolvimento de resisténcias (Balakrishnan,

2000).

Os agentes quimioterapicos aplicados para eliminagdo de Streptococcus mutans

incluem antibidticos classicos como:

e agentes cationicos como a clorexidina e o cloreto de cetilpiridinio;

e compostos derivados de plantas como o extrato de sanguinaria;

e antibiodticos classicos;

e ides metalicos como cobre € zinco;

e agentes anidnicos como dodecilsulfato de sédio;

e agentes ndo i6nicos como o triclosan.
Estes agentes sdo geralmente cedidos em pastas dentifricas ou colutérios mas podem

também ser aplicados na forma de gel ou verniz (Balakrishnan, 2000).
a. Clorexidina e cloreto de cetilpiridinio
A clorexidina € um composto aromatico derivado da bisguanida com excelentes
propriedades bactericidas contra bactérias Gram-negativo e Gram-positivo. A sua

atividade ¢ maior contra Streptococcus mutans do que contra S. sanguis e Lactobacillus

(Samaranayake, 1996; Balakrishnan, 2000).
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Uma vez que a clorexidina ¢ carregada positivamente, ela apresenta afinidade
com varias superficies como a hidroxiapatite, as mucosas, a pelicula do esmalte e a
superficie bacteriana carregada negativamente. Quando este composto quimico se liga a
superficie bacteriana provoca a rutura da membrana celular, extravasamento do material
citoplasmatico, precipitacio do contetido celular e morte celular. A adesdo da
clorexidina a pelicula do esmalte e a sua libertacdo lenta funcionam como reserva e sao

responsaveis pelo prolongamento do seu efeito inibitorio (Wolinsky, 1997).

Adicionalmente a clorexidina inibe enzimas metabolicas chave, como a
glucosiltransferase e a fosfoenolpiruvato fosfotrasferase, e quando combinada com fliior
ou i0es metalicos, como o zinco, apresenta atividade bactericida aumentada. Quando a
sua concentracdo na superficie oral ¢ baixa, a clorexidina apresenta atividade
bacteriostatica (Balakrishnan, 2000). A sua utilizacdo pode provocar alguns efeitos
laterais como descoloragdo dos dentes e alteragdo do palato (Samaranayake, 1996;

Wolinsky, 1997).

Relativamente aos ensaios de efetividade da clorexidina, Tenovuo et al.
desenvolveu um estudo em dois grupos de maes com niveis de Streptococcus mutans
superiores a 10° CFU/mL. No grupo 1, submeteu-as a um tratamento com 1% de
clorexidina e 0,2% de fluoreto de sodio duas vezes por ano durante trés anos. O grupo 2,
grupo controlo, ndo recebeu nenhum tratamento. Como resultado observou que a
primeira denticdo dos descendentes do grupo 1, desde o primeiro ano de vida aos quatro
anos, apresentava menor colonizagdo por Streptococcus mutans ¢ menos lesdes que a
descendéncia do grupo 2. Das cento e cinquenta e uma criangas estudadas 16%, 42% e
54% foram colonizadas por Streptococcus mutans aos dois, trés e quatro anos,
respetivamente. 28% das criangas colonizadas por Streptococcus mutans desenvolveram
carie aos quatro anos. Os resultados deste estudo sugerem que a redugdo materna de
Streptococcus mutans pode atrasar ou até mesmo impedir, na descendéncia, a
colonizagdo da primeira denti¢do por S. mutans e, ainda, diminuir a incidéncia e a

prevaléncia de carie (Anusavice, 2005).

O cloreto de cetilpiridinio ¢ um composto de amoénio quaternario com atividade

antibacteriana similar a da clorexidina. No entanto, apds a sua adsor¢do as superficies
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orais, apresenta uma taxa de libertagdo mais rapida que, consequentemente, lhe confere

uma menor duragao dos seus efeitos (Balakrishnan, 2000).

b. Extrato de sanguinaria

O extrato de sanguindria ¢ uma preparacdo de ervas obtida através da planta
Sanguinaria canadensis por meio de extracdo alcoolica. O efeito inibitorio desta
preparagao ¢ inferior ao da clorexidina uma vez que as ligacdes que efetua com as
superficies sdo de tal maneira fortes que impedem a sua libertagdo e por consequéncia
diminuem a sua biodisponibilidade. A atividade bactericida do extrato de sanguindria
deve-se a sua interferéncia com a sintese da parede celular bacteriana (Balakrishnan,

2000).

¢. Dodecilsulfato de sdodio (SDS)

O dodecilsulfato de sodio (SDS) ¢ um detergente muito comum nas pastas
dentifricas. Apresenta atividade antibacteriana contra uma grande variedade de bactérias
incluindo S. mutans. O SDS atua contra o desenvolvimento da placa dentéria,
competindo com as bactérias carregadas negativamente e proteinas da pelicula pelos
locais de ligacdo. A concentragdes baixas pode inibir a atividade da S. mutans

glucosiltransferase (Balakrishnan, 2000).
d. Triclosan
O triclosan ¢ um composto fendlico com atividade antibacteriana de largo
espetro. A atividade deste agente resulta da sua interferéncia com a funcdo da
membrana celular das bactérias (Balakrishnan, 2000).
O listerine ¢ outro composto fenolico usado, a escala mundial, como colutorio.

O seu efeito bactericida ¢ inferior ao da clorexidina. Apresenta como desvantagens um

sabor desagradavel e uma sensacdo de ardor (Balakrishnan, 2000).
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e. Antibioticos classicos

Muitos investigadores exploraram a possivel utilizagdo de antibidticos
tradicionais na prevencdo da carie dentaria. Os pioneiros deste estudo foram McClure e
Hewitt mostrando, em 1946, que apo6s a administracdo de penicilina em alimentos ou na
agua de consumo, a incidéncia de carie e o numero de Lactobacillus em ratos diminuiu.
Posteriormente, em 1947, Zander e Bibby relataram que cinco em cada sete hamsters
Golden Syrian cujos dentes foram escovados com pastas dentifricas contendo penicilina

se encontravam isentos de caries (Balakrishnan, 2000).

Em estudos humanos, Loe ef al, em 1967, observaram que colutérios com
tetraciclina, vancomicina e polimixina reduziam a formacao de placa bacteriana. Dentro
destes trés antibidticos, o que apresentou uma maior percentagem de reducdo foram os
colutorios de tetraciclina. Da administracdo de vancomicina observou-se uma inibi¢ao
de bactérias Gram-positivo ao contrario da polimixina que provocou inibi¢do de
bactérias Gram-negativo (Balakrishnan, 2000). Num ensaio clinico aleatorio vinte e
cinco criangas, entre os nove e os quinze anos de idade, foram tratadas com um gel
contendo 15% de vancomicina e vinte e quatro estudantes de higiene dentaria foram
tratados com pasta contendo 1% de vancomicina. O tratamento foi efetuado duas vezes
ao dia durante cinco dias, contra um grupo controlo para cada uma das analises. Ambos
0s grupos experimentais revelaram uma diminui¢do dos niveis de bactérias e uma
supressdo temporaria da prevaléncia de S. mutans comparativamente aos grupos

controlo (Balakrishnan, 2000; Caufield et al., 2001).

Em 1969 Lobene ef al. relataram que a administragdo de 250mg de eritromicina
em suspensdo, quatro vezes ao dia durante sete dias, diminuia a formag¢ao de placa até
35%. Em 1977 Loesche et al. mostraram que a aplicacdo duas vezes ao dia de
canamicina durante uma semana reduzia o numero de S. sanguis e S. mutans.
Descobriram ainda que a aplicagdo de gel contendo canamicina, antes e depois da
colocacdo de restauragdes dentdrias reduzia significativamente os niveis de S. mutans
nas fissuras em cerca de cinco vezes relativamente a um grupo controlo (Balakrishnan,

2000; Caufield et al., 2001).
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Todos os estudos referidos demonstraram que o uso preventivo dos antibioticos
tradicionais pode prevenir a carie dentaria contudo, sdo considerados contra-indicados
uma vez que provocam o desequilibrio da flora normal da boca, promovem o
desenvolvimento de resisténcias e de infegdes oportunistas graves que podem levar a

morte (Balakrishnan, 2000; Caufield et al., 2001).

f. Bacteriocinas

Trata-se de proteinas produzidas por uma grande variedade de bactérias Gram-
negativo e Gram-positivo. Sdo libertadas extracelularmente podendo matar as bactérias
que as produziram, interferir com a sua atividade metabdlica, replicacao e viabilidade.
Possuem atividade direta contra S. mutans constituindo assim um potencial mecanismo
na prevencao da cérie dentaria. Existem muitas vantagens na utilizacdo de bacteriocinas
anti-mutans como agentes anticaries uma vez que parecem ndo apresentar toxicidade,

descoloragdo dentaria ou paladar desagradavel (Balakrishnan, 2000).

1v. Formas de controlo na dieta

Uma outra forma de controlo e prevencao da cérie ¢ a utilizagdo de substituintes
da sacarose. A restricao de acucar na dieta reduz efetivamente a producao de acido e de
polissacarideos de cadeia longa. Xilitol, sorbitol, sacarina e aspartamo tém sido usados
como substituintes de aglicares em chicletes, doces, rebugados, produtos de higiene oral
e produtos farmacéuticos, com o objetivo de reduzir a ocorréncia de carie

(Balakrishnan, 2000).

O xilitol é um agucar de cinco carbonos cujo nivel de dogura ¢ equivalente ao da
sacarose mas, ao contrario do mesmo, nao ¢ fermentado pelo Streptococcus mutans

(Balakrishnan, 2000).

Um estudo realizado por Mékinen ef al. relata a diminuicao significativa de carie
em criancas ap6s lhes ser dado, cinco vezes ao dia, pastilha elastica contendo xilitol.
Isokangas et al. desenvolveu um estudo com dois grupos de maes com elevada
concentracdo salivar de Streptococcus mutans. Ao primeiro grupo cedeu-lhes

regularmente chicletes de xilitol enquanto que o segundo grupo recebeu um tratamento
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com fluor ou clorexidina. De seguida avaliou a denti¢dao dos descendentes de cada grupo
de maes. Da sua investigagdo obteve como resultado uma redugdo, estatisticamente
significativa, da colonizagdo por Streptococcus mutans nos descendentes das maes
xilitol. Observou ainda que no grupo xilitol as caries de dentina, aos cinco anos,
reduziram cerca de 70% comparativamente ao grupo flior ou clorexidina. Os
investigadores concluiram assim que o consumo maternal de pastilhas de xilitol pode
evitar o aparecimento de carie dentaria nos seus descendentes, por impedimento da

transmissao de mae para filho de Streptococcus mutans (Anusavice, 2005).

Relativamente ao sorbitol, trata-se de um substituinte dos agucares da dieta com
seis carbonos cujo nivel de dogura ¢ 50% inferior ao da sacarose ou do xilitol. No
entanto € um composto mais barato que pode ser usado em associagdo ao xilitol.
Embora seja fermentado por microrganismos, nomeadamente Streptococcus mutans,
apresenta uma taxa de produgdo de acido significativamente inferior relativamente aos

acucares da dieta como a sacarose, a frutose, ¢ a glucose (Balakrishnan, 2000).

Um outro substituinte, muito conhecido pela populagdo, ¢ a sacarina. Ela ¢
trezentas vezes mais doce que a sacarose contudo apresenta um sabor amargo quando
utilizada em concentragdes superiores a 0,1%. A sacarina impede o desenvolvimento
dos Streptococcus mutans por inibigdo competitiva da lactato desidrogenase

(Balakrishnan, 2000).

O aspartamo ¢ um dipéptido de acido aspartico e fenilalanina duzentas vezes
mais doce que a sacarina, usado frequentemente em refrigerantes sem agucar e pastilhas
elasticas. Pensa-se que tem como func¢do inibir o metabolismo dos Streptococcus

mutans (Balakrishnan, 2000).
12. Vacinas anticarie
O conceito de vacinagdo contra a carie dentdria existe, aproximadamente, desde
a descoberta desta doenga (Russel et al., 2004). As vacinas t€ém mostrado um sucesso

espantoso contra as mais diversas doengas infecciosas e a sua aplicacdo na prevencao da

carie parece logica e oportuna. Muitos investigadores tém reunido algumas abordagens

38



Vacinas Anticarie

para o desenvolvimento de vacinas anticarie quer por via oral, sistémica ou imunizagao

passiva (Balakrishnan, 2000).

Muitas das fases patogénicas da carie dentaria sdo passiveis de intervengao
imunolégica. Sendo o Streptococcus mutans o principal microrganismo responsavel
pelo desenvolvimento de carie (Pinto et al., 2005; Motta et al., 2006; Mattos-Graner et
al., 2006) a maior parte do esfor¢o experimental para a criagdo de vacinas anticarie
centrou-se nos varios componentes que tornam possivel a adesao e formagao da placa, o
desenvolvimento ¢ a manuten¢ao da carie (Smith, 2002). Os métodos desenvolvidos
para a formulacao de vacinas foram:

e climinacdo de microrganismos da cavidade oral por agregacdo mediada por
anticorpos, durante a fase salivar, antes da colonizacao;

e bloqueio dos receptores necessarios para a colonizagdo (por exemplo, adesinas),
acumulacdo (por exemplo, proteinas de ligacdo ao glucano GBPs) e inativacao
de enzimas (por exemplo, glucosiltransferases, GTF responsaveis pela sintese de
glucanos), com recurso a anticorpos;

e modificacdo de fungdes metabodlicas importantes;

e otimizacdo da atividade antibacteriana do anticorpo salivar IgA por sinergismo

com a lactoferrina ou mucina (Smith, 2002).

i. Adesinas

O processo de desenvolvimento de vacinas estd dividido em duas fases sendo
elas: a identificacdo de antigénios especificos de Streptococcus, contra os quais €
possivel induzir uma resposta imunitaria e a aplicacdo de um tratamento imunoldgico

capaz de manter niveis de anticorpos salivares adequados (Anusavice. 2005).

Como referido anteriormente, as adesinas sdo proteinas de superficie ou parede
celular de Streptococcus responsaveis pela ligacdo de Streptococcus mutans entre si e a
superficie do esmalte. Atualmente sdo conhecidas duas adesinas de S. mutans

denominadas de antigénio III e antigénio I/II (Pinto et al., 2005).
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O antigénio III, também designado por antigénio A ou proteina WapA, e o
antigénio I/II, também denomidado de PAc ou P1 em S. mutans e SpaA em S. sobrinus,
sao considerados excelentes candidatos a produg¢do de vacinas uma vez que estdo
presentes na parede celular de Streptococcus e permitem a formagao de aglomerados da
bactéria e a sua adesdo ao esmalte. Deste modo, pensa-se que impedindo a ativagdo dos
genes que codificam estas proteinas, ocorre uma diminui¢do da produgdo e expressao
das mesmas e, por consequéncia, uma diminui¢do da adesdo de S. mutans e da

acumulagdo da placa bacteriana (Smith, 2002; Pinto et al., 2005; Nogueira et al., 2008).

Virias evidéncias in vitro e in vivo, com abordagens a imunizagdo passiva e
ativa, indicam que a utilizacao de anticorpos especificos contra as adesinas de S. mutans
pode interferir com a fase de adesdo e colonizagdo bacteriana e consequentemente com

a formacao de carie (Smith, 2003).

Lehner et al., em 1981 e 1985, realizaram um estudo em macacos que receberam
uma dieta cariogénica, contendo 15% de sacarose, e foram submetidos a um tratamento
imunoldgico com anticorpos especificos para Ag I/Il. Os resultados observados foram
uma diminui¢do na incidéncia de cdarie dentiria dos macacos imunizados
comparativamente a um grupo controlo ndo imunizado (Russel et al., 2004; Nogueira et
al., 2008). No ano de 1991 Takahashi et al. partindo da sequéncia de aminoacidos do
antigénio I/II, sintetizaram péptidos com os residuos 301-319 correspondentes as
regides ricas em alanina da proteina PAc. Posteriormente imunizaram ratinhos com
esses péptidos e observaram a supressao da colonizacdo dentaria por S. mutans.
Hajishengallis et al. em 1992 direcionaram anticorpos especificos, a IgA secretora,
contra o antigénio I/Il e observaram a cessacdo da adesdo inicial de S. mutans ao

biofilme que reveste os dentes (Smith, 2002; Nogueira et al., 2008).

Apesar dos resultados obtidos pela imunizagdo com antigénios em ratos,
ratinhos e macacos se mostrarem promissores, apenas alguns estudos com vacinas
anticarie foram realizados em humanos (Anusavice, 2005). Para além disso, ¢ dificil
prever a aplicabilidade destas vacinas em humanos a partir de modelos animais uma vez
que a duragao dos estudos experimentais ¢ inferior ao periodo de desenvolvimento da

carie em humanos (Russel, 2004).
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ii.  Glucosiltransferases — GTFs

As GTFs sdo enzimas extracelulares de Streptococcus responséaveis pela sintese
de polissacarideos de elevado peso molecular a partir de moléculas de sacarose. Para o
efeito, rompem a liga¢do entre os monoémeros glucose e frutose, de varias moléculas de
sacarose, € promovem a ligacdo consecutiva de mondmeros glucose iniciando assim o
processo de formagdo do glucano (Smith, 2003; Banas e Vickerman, 2003). Os
glucanos sintetizados podem ser soltuveis ou insoliveis em dgua e permitem a agregagao
de bactérias entre si e a sua acumulagdo a superficie do dente, sendo por isso designados

como colas bioldgicas (Banas e Vickerman, 2003; Pinto et al., 2005).

Dependendo da solubilidade em agua do glucano que produzem foi possivel
identificar trés tipos de GTFs: as GTF-I que sintetizam glucanos insoltuveis, as GTF-SI
que sintetizam glucanos soluveis e insoliveis e as GTF-S que sintetizam glucanos
soluveis (Banas e Vickerman, 2003; Pinto et al., 2005). Os genes que sintetizam as
diferentes glucotransferases sdo: o gene gtfB que codifica a GTF-I, o gene gtfC
responsavel pela expressdo da GTF-SI e o gene gtfD que codifica a GTF-S (Smith,
2002; Banas e Vickerman, 2003; Pinto et al., 2005).

Estudos relataram que S. mutans que perderam a capacidade de producdo de
glucanos, quer por mutagdo natural ou induzida nos genes GTF, ndo provocavam uma
taxa significativa de doenga em animais. (Smith, 2003). Ensaios clinicos realizados em
humanos adultos permitiram tirar mais algumas conclusdes sobre os niveis de
colonizagdo bocal por S. mutans. O grupo 1, submetido a imunizagao contra as GTF de
S. sobrinus, apresentou niveis de IgA especificos mais elevados que o grupo placebo e
niveis de S. mutans significativamente menores. A indugdo de anticorpos contra as GTF
representa assim um importante candidato a formulagdo de vacinas anticarie uma vez
que apresenta efeitos redutores nos niveis de infecdo por S. mutans (Nogueira et al.,

2008).

Em 1991 Hamada et al investigaram os efeitos, in vitro e in vivo, da
administracao de anticorpos contra S. mutans, GTFs livres ou GTFs associadas a S.
mutans. In vitro, a anélise mostrou que os anticorpos IgY anti- S. mutans e IgY anti-

GTF associada a células inibiam a aderéncia do S. mutans a superficie de vidro em 97 e
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92% respectivamente. A analise in vivo, realizada em ratos com recurso a administracao
oral de anticorpos IgY contra Gtf associada a S. mutans, apresentou uma diminui¢ao
significativa do desenvolvimento de placa bacteriana, 46,4% em relacdo aos ratos ndo

imunizados (Nogueira ef al., 2008).

A inducdo de mutagdes nos genes gtfB e gtfC em S. mutans mostrou-se eficaz na
redugdo da viruléncia por Streptococcus comparativamente a inativacao do gene gtfD

cujos efeitos foram nulos (Pinto et al., 2005).

Outra propriedade relevante das GTFs ¢ a existéncia de dois locais de ligagao na
sequéncia aminoacidica destas enzimas. Um deles ¢ o N-terminal ¢ o outro ¢ o C-
terminal. O N-terminal ¢ responsavel pela catalise da sacarose enquanto que o terminal
C promove a formagdo/ligagdo dos glucanos. Em 1999 Jesperscard et al. aplicou
anticorpos contra os terminais N e C das GTF-I, em coelhos, e observou uma inibigao
significativa da producdo de glucanos insoluveis em agua. Constatou ainda que as
reacOes de quebra da sacarose diminuiram 22% e as de ligacdo dos glucanos cerca de

75% (Smith, 2002; Pinto et al., 2005).

Konishi et al., também no ano de 1999, mostrou que o potencial da regiao C ¢
evidenciada quando ocorrem delecdes de aminoacidos nesta regido, uma vez que a
capacidade de ligacdo dos glucanos deixa de existir ou apresenta menor taxa de sintese

de glucanos (Smith, 2002).

iii. Proteinas de ligacdo ao glucano (Gbps)

As Gbps sdo proteinas existentes a superficie de S. mutans que tém como fungao
promover a ligacdo dos glucanos ao Streptococcus (Smith, 2002; Smith, 2003; Banas e
Vickerman, 2003). Atualmente, conhecem-se pelo menos quatro Gbps sintetizadas pelo
S. mutans: GbpA, GbpB, GbpC e GbpD (Smith, 2003; Pinto et al., 2005; Mattos-Graner
et al.,20006).

Das quatro Gbps identificadas apenas a proteina de ligagdo B mostrou indugao
de resposta imunitaria contra caries experimentais. Em 1996 Smith e Taubman

relataram que a protecdo contra a cdrie pode ser alcancada através de imunizacdo
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subcutdnea com GbpB ou Gtf de S. mutans por aplicacdo na mucosa nasal.
Curiosamente, a andlise, em criangas, de saliva contendo anticorpos IgA contra as GbpB
indicou que uma infe¢ao por S. mutans pode induzir uma resposta imune contra esta
proteina. (Smith, 2002; Smith, 2003; Nogueira et al., 2008; Mattos-Graner et al., 2006).
Ainda no mesmo ano, os dois cientistas levaram a cabo uma investigacdo similar em
ratos com o objetivo de avaliar capacidade de inducao de producdo de anticorpos IgA
através da imunizacao com GbpB ou GTFs. A investigacdo consistiu em trés etapas:

e administragdo de inje¢des subcutaneas de GbpB ou GTF;

e detecdo da presenga de anticorpos IgA anti-GbpB ou anti-Gtf, salivares ou

Séricos;

e aplicacdo oral de S. mutans e dieta contendo 56% de sacarose durante 71 dias.
Os dados deste estudo revelaram uma redugao de S. mutans em cerca de 72,7 ¢ 47,9%
ap6s a imunizagdo com GbpB ou GTF, respectivamente. Observou-se ainda que o
nimero de lesdes cariosas nas superficies dos dentes foi cerca de duas vezes menor nos

ratos imunizados (Nogueira et al., 2008).

M¢étodos bioinformaticos de identificagdo de regides moleculares de interesse,
como as regides responsaveis por esta imunogenecidade, permitiram a producao de uma
vacina de subunidade contra GbpB com eficacia em estudos pré-clinicos. No entanto, ao
contrario do que acontece com as glucosiltransferases, a prote¢ao induzida por vacinas

GbpB de S. mutans nao se verifica em S. sobrinus (Smith, 2003).

Estudos preliminares mostraram que a GbpA parece ter uma atividade
imunogénica menor que a GbpB e que a inativacdo do gene que codifica esta proteina
aumenta ndo s6 a viruléncia por S. mutans em modelos animais, como permite a
acumulagdo desses microrganismos sobre o biofilme dentdrio (Smith, 2003; Pinto et al.,

2005).

Em 2001 Shimazaki et al. revelaram que a baixa expressao do gene que codifica
a GbpC permite a colonizagdo da superficie dentaria por S. mutans e que quando
presente a niveis elevados promove a auto-agregagdo bacteriana em detrimento da

ligacdo ao biofilme dentario (Pinto ef al., 2005).
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iv. Vacinas de subunidade

A utilizagao de células bacterianas inteiras para a producao de vacinas anticarie
pode desencadear reagdes cruzadas com os tecidos do hospedeiro. A fim de evitar
efeitos laterais indesejados, as varias técnicas de genética e biologia molecular tém sido
aplicadas na sintese e purificacdo de epitopos de Streptococcus relacionados com a

colonizagdo e a aderéncia bacteriana a superficie dentaria (Pinto et al., 2005).

Estudos recentes tém tentado otimizar respostas imunitarias através da
formulagdo de vacinas de subunidade com cépias de epitopos, determinantes
antigénicos, associados aos processos de viruléncia de Streptococcus como a ligagao
salivar, os processos cataliticos e/ou processos de ligacao aos glucanos. Vacinas de
subunidade multivalentes podem apresentar multiplos epitopos contra as varias fungdes
de um componente, como por exemplo epitopos contra a regido catalitica e a regido de
sintese de glucano das glucosiltransferases, ou contra fun¢des de varios componentes,
como por exemplo adesdo salivar do Agl/II e atividade catalitica das GTFs (Smith,
2002).

A formulacdo de vacinas por este método permite assim eliminar regides que

podem induzir respostas imunitarias indesejadas (Pinto ef al., 2005).

a. Péptidos sintéticos

Como anteriormente indicado, pelo menos duas regidoes do Ag I/II estdao
relacionadas com a adesdo do S. mutans ao biofilme salivar. Em 1992 Lehner ef al.
observou, experimentalmente, que um anticorpo monoclonal, derivado de uma pré-
imunizagdo com Ag I/Il intacto, reagiu com a regido rica em prolina do Ag /Il e inibiu
ainda a formagdo de carie. Em 1991 Takahashi et al. mostrou que a imunizagdo
subcutanea com um péptido, sintetizado a partir da regido rica em alanina (residuos 301-
319) do Ag I/l de S. mutans, resultava na inducao, em larga escala, de anticorpos IgG
reativos contra Ag I/Il comparativamente & imunizagdo com um péptido derivado da

regido prolina (Smith, 2002).

Epitopos de células B e T foram encontrados associados ao componente proteico

3,8-kDa do antigénio de S. mutans. A aplicagdo de péptidos sintéticos constituidos por
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sequéncias 3,8-kDa do antigénio de S. mutans, na mucosa de macacos, resultou na
formagao de anticorpos IgA salivares e IgG gengivais. Métodos de aplicacdo topica de
anticorpos antipéptidos previnem, desta forma, a coloniza¢ao dos dentes por S. mutans

(Smith, 2002).

A identificagdo de residuos ou regides nas glucosiltransferases com fungdes
relevantes também levou ao desenho de vacinas de péptidos sintéticos. Preparacoes de
anticorpos monoclonais e policlonais direcionados para o terminal N, responsavel pela
catalise de sacarose, das GTFs, mostraram inibi¢cdo da atividade das enzimas. Epitopos
das células B sdo ainda encontrados nestes péptidos sintéticos e induzem atividade

imunologica contra caries experimentais (Smith, 2002).

Péptidos sintéticos construidos também a partir do terminal C das GTFs
mostraram atividade associada a iniciacdo de formacdo e ligacdo dos glucanos. Os
péptidos sintéticos dessa regido de ligacdo dos glucanos exibem epitopos de células B e
C indutoras de anticorpos, que podem inibir a atividade enzimatica das GTFs e induzir

respostas imunitarias em ratos (Smith, 2002).

Em 2001 Taubman et al. mostrou que formulagdes com os epitopos da regido C
e N, apresentam um efeito protetor refor¢ado, j& que o anticorpo contem atividade
contra dois alvos funcionais, regido N e C, e o péptido da regido C apresenta ainda
epitopos das células T como resposta imunitaria acrescida aos epitopos das células B

presentes nos dois péptidos (Smith, 2002).

Estes estudos sugerem que esta imunizagao pode ser feita recorrendo a epitopos
associados aos diversos fatores de viruléncia. A combinacdo de epitopos de adesinas e
glucosiltransferases numa sé formulagdo pode aumentar o efeito preventivo das vacinas

de subunidade (Smith, 2002).
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b. Vacinas recombinantes e vetores de expressdo

atenuados

A tecnologia recombinante tem sido estudada de forma a poder expressar, em
péptidos sintéticos, por¢des maiores de regides funcionais. A fusdo de genes, com
sequéncias funcionalmente relevantes, pode resultar na formacdo de proteinas
quiméricas capazes de aumentar respostas imunoldgicas. A expressao de péptidos
recombinantes em plasmideos de vetores atenuados, como a Salmonella, podem
direcionar vacinas para o tecido linféide para induzir respostas na mucosa. Muitas
destas abordagens mostraram induc¢do de respostas imunitarias eficazes contra a carie

dentaria em ratos e ratinhos (Smith, 2002).

Em 1999, Jespersgaard e os seus colaboradores imunizaram ratinhos com E. coli
recombinante ou com uma proteina quimérica, por via intranasal. No vetor E. coli
produziram a expressao de um péptido com o residuo 290 da regido de formagao dos
glucanos das GTFs, enquanto que na proteina quimérica associaram essa sequéncia a
tioredoxina. De ambas as analises observaram efeitos protetores sobre a infecdo por

S.mutans e o desenvolvimento de cérie (Smith, 2002).

Proteinas quiméricas, com a regido catalitica ativa das GTFs, associadas a
subunidade B da toxina da colera e expressas em E. coli, deram origem a respostas
imunologicas que podem inibir 50% da atividade da GtfB. Em 1997 Yu et al.
desenharam uma proteina de fusdo que continha o residuo 281 da regido rica em alanina
do Ag VIl de S. mutans e o residuo 392 da regido de formagao dos glucanos da GTF-I.
A proteina recombinante expressa em E. coli induziu a libertagao de anticorpos IgG em
coelhos e vacas podendo inibir a adesdo de S. mutans ao biofilme que reveste a

hidroxiapatite e a sintese de glucano pela GTF (Smith, 2002).

v.  Vacinas conjugadas

A conjugacdo de mais do que uma caracteristica da infegdo por S. mutans
constitui outro meio para a possivel obten¢ao de uma vacina eficaz contra a carie.
A combinacdo de proteinas ou péptidos com polissacarideos aumenta a

imunogenicidade das células T (Smith, 2002).
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Lett ¢ os seus colaboradores, em 1994, acoplaram um péptido sintético,
sintetizado a partir do residuo 14 de uma adesina, a um polissacarideo do serogrupo f de
S. mutans por ligacdo covalente. A injecdo subcutdnea do conjugado induziu a
libertagao sistémica de anticorpos IgM e IgG contra o péptido e o polissacarideo (Smith,

2002).
Taubman et al. em 1998 e 1999 relataram que a conjugacao de toxina tetanica
ou de GTF de S. sobrinus a glucanos soliveis em agua aumentava os niveis de

anticorpos IgG séricos e IgA salivares contra os mesmos (Smith, 2002).

vi. Vias de administracdo de vacinas anticarie

A aplicagdo de vacinas anticarie na mucosa da cavidade oral sdo geralmente
preferiveis para que ocorra indugdo de anticorpos IgA secretores j4 que constituem o
maior componente imunitario das secregcdes glandulares incluindo assim a glandula

salivar (Smith, 2002; Motta et al., 2006).

Muitos investigadores mostraram que a exposi¢cdo de antigénio a mucosa que
esta associada ao tecido linféide pode dar origem a respostas imunologicas nao s6 no
local de inducdo como também nas mais diversas localizagoes desse tecido. As
estruturas linféides podem ser encontradas no trato gastrointestinal, no apéndice e nas
placas de Peyer, sendo por isso designadas de GALT (gut associated lymphoid tissue) e,
ainda, nos ané¢is de Waldeyer e nas tonsilas nasofaringeanas sendo por isso
denominados NALT (nasal associated lymphoid tissue). Consequentemente, diversas
mucosas tém sido usadas para induzir respostas imunologicas para a carie dentéria

(Smith, 2002; Pinto et al., 2005; Motta et al., 2006).

As células linféides do GALT e do NALT sdo as maiores produtoras de IgA
especificas contra antigénios. Apos a sintese de IgA, estes anticorpos sao transportados
na circulagdo sanguinea e na linfa para as varias mucosas incluindo glandulas exdcrinas
existentes no organismo, como a glandula mamadria, salivar e lacrimal. Quando
estimulados os GALT e os NALT induzem a produgdo de grandes quantidades de IgA
secretora em todas as secrecdes exdcrinas. Por este motivo muitas investigagdes t€m

atraido as atencdes para a indu¢do de uma resposta imune através do GALT e do NALT,
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sendo a via oral/géstrica e a via nasal/tonsilar as mais usadas (Pinto et al., 2005; Motta

et al., 2000).

Muitos estudos basearam-se na imunizagdo por via oral por estimulagdao do
GALT para induzir anticorpos IgA salivares. No entanto a via intranasal e tonsilar
apresenta caracteristicas mais vantajosas a sua utilizagao sendo elas:

¢ induz resposta imune a nivel sistémico e secretor;

e ndo necessita de doses elevadas de antigénio para induzir resposta imunolégica;

e administracdo mais facil;

e produz uma resposta imune maior que qualquer outra via uma vez que as
estruturas linfoides do NALT se encontram compartimentalizadas diminuindo
assim a competi¢do e a atividade proteolitica sobre o antigénio administrado

(Smith, 2002; Pinto et al., 2005).

vil. Adjuvantes

Na maioria das vezes a distribuicdo do antigénio necessita de adjuvantes de
forma a potenciar a resposta imune e produzir, para o efeito, anticorpos em numero

suficiente (Smith, 2002).

a. Toxina da colera/ enterotoxinas termo-labeis da E. coli

A toxina da colera (CT) ¢ um poderoso imunoadjuvante frequentemente usado
para aumentar a inducdo da imunidade da mucosa contra os mais diversos patogénios.
Trata-se de uma toxina bacteriana constituida por uma subunidade A, téxica, e B, ndo

toxica (Smith, 2002).

A aplicagdo individual do péptido na mucosa raramente resulta na producdo
elevada, ou pelo menos suficiente, de IgA. Contudo, a adicdo de pequenas quantidades
de CT ou de enterotoxinas termo-labeis de E. coli (LT) aos antigénios ou péptidos
sintéticos de antigénios de S. mutans, administrados por via géstrica ou intranasal,
podem aumentar significativamente as respostas imunologicas na mucosa. Uma forma

de eliminar ou reduzir a toxicidade da CT, mantendo as suas capacidades de adjuvante,
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¢ remover a subunidade A. A imuniza¢do da mucosa através da conjugacao quimica ou
fusdo genética do antigénio ou das regides funcionais, responsaveis pela viruléncia de S.
mutans, com a subunidade B da CT produziu uma resposta imunologica contra o

respetivo complexo (Smith, 2002; Motta et al., 2006).

Uma vez que a resposta imunitdria induzida pelo complexo CT-B ¢
significativamente menor que a resposta produzida pela subunidade A da CT e que
nalguns sistemas € necessario a presenca pequenas quantidades de CT intacta, algumas
alternativas tem sido estudadas de forma aumentar a resposta da CT evitando os seus
efeitos de toxicidade. Em 1995, Hajishengallis ef al. substituiram a subunidade téxica
da CT, a Al (por¢ao do terminal N) pelo residuo 42- kDa do Agl/Il da regido de
formacao/ligacdo do glucano (SBR) criando assim uma proteina quimérica composta
por SBR associada ao terminal C da subunidade A2 ndo tdéxica e a subunidade B, da
CT, melhorando assim as capacidades adjuvantes da CT. Estudos similares foram
realizados substituindo a subunidade Al toxica da LT por SBR. A proteina quimérica
produzida pode ser expressa em E. coli e em Salmonella typhimurium atenuada e
induziu respostas imunoldgicas em ratos quando administrada via géstrica ou intranasal

(Smith, 2002).

b. Microcapsulas e microparticulas

A associagdo de antigénios dentro ou a superficie de particulas ¢ uma outra
tentativa para melhorar e aumentar as respostas imunolégicas. Microesferas e
microcapsulas PLGA tém sido usadas como sistemas de distribui¢do local devido a sua
capacidade de:

e controlar a velocidade de libertagao;
e escapar dos mecanismos de eliminagdo de anticorpos preexistentes;
e degradarem-se lentamente sem estimular uma resposta inflamatoria contra o
polimero de que ¢ composto.
Imunizagao oral ou topica de microcapsulas PLGA contendo o antigénio no seu interior
podem aumentar as respostas sobre a mucosa (Smith, 2002; Motta et al., 2006).
Contudo os solventes organicos necessarios a formulacdo do sistema pode também

diminuir a atividade biologica do antigénio. Esta desnaturagdo pode ser reduzida através
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da formulacdo do antigénio numa fase aquosa e incorporacdo no interior de

microparticulas (Smith, 2002).

Em 2000, Smith et al. incorporou GTF numa solu¢do aquosa e adicionou-lhe 1%
de gelatina como composto bioadesivo. De seguida colocou a mistura em
microparticulas PLGA e procedeu a imunizacdo intranasal com o complexo. Desta

analise observou respostas imunologicas de longa duragao a nivel salivar (Smith, 2002).

c¢. Lipossomas

Trata-se de vesiculas, constituidas por uma membrana fosfolipidica, cujo

objetivo no organismo ¢ transportar farmacos, antigénios, entre outros (Smith, 2002).

Em 1996 e em 1999, Childers ef al. observou que a imunizagdo gastrica de ratos
através de vacinas de lipossomas com GTF, apos infecdo por S. mutans, diminuiu a

carie dentaria (Smith, 2002).

Estudos clinicos relataram que a imunizagdo intranasal com lipossomas de GTF
ou s6 com GTF aumentava até cinco vezes mais o numero de anticorpos IgA locais (ou
seja nasais) e salivares contra a GTF. No entanto, a lavagem nasal com anticorpos IgAl
mostrou uma resposta maior com o complexo lipossoma-GTF relativamente a proteina

sozinha (Smith, 2002; Motta et al., 2006).

vili. Imunizacdo Passiva

A administrag¢@o passiva de anticorpos tem também sido analisada como vacina
anticarie. Estudos relataram que leite de vacas imunizadas e gemas de ovo contendo,
ambos, anticorpos contra S. mutans levaram a diminuicao da placa dentaria e das lesdes

cariosas (Smith, 2002; Motta et al., 2006).

Ma et al., em 1990 e 1998, observaram efeitos a longo prazo apds aplicacdo
topica de anticorpos monoclonais IgG de ratos e anticorpos IgA/G secretores de plantas
trangénicas, com especificidade contra o Ag I/Il. Nesta experiéncia ap6s tratamento dos

dentes com clorexidina, os anticorpos foram aplicados topicamente durante trés
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semanas. A colonizagdo por S. mutans ndo ocorreu nos dois anos a seguir ao tratamento
com anticorpos monoclonais e nos quatro meses a seguir ao tratamento com anticorpos
transgénicos. Em contraste os dentes de individuos tratados com anticorpos nao
especificos sofreram recoloniza¢dao por S. mutans apds 82 e 58 dias, respetivamente

(Smith, 2002; Motta et al., 2006).
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III. Conclusao

Apesar das numerosas tentativas em busca de hipoteses para vacinas anticarie e
dos resultados promissores obtidos, ¢ necessario referir que a maioria dos estudos foram
realizados em modelo animal. Desta forma, a resposta a essas vacinas em humanos
ainda ndo ¢ totalmente conhecida e a possibilidade de desencadearem reagdes cruzadas
com outros 6rgaos do corpo humano ¢ posta em questdo (Smith, 2002; Nogueira et al.,

2008).

Pelo motivo referido, por se tratar de uma doenca infecciosa sem risco de morte
e devido ao facto de haver muito mais criangas sem caries, as vacinas anticarie sao hoje

em dia uma realidade distante (Motta et al., 2006).

Muitos sdo os obstaculos que permanecem contra a formulacdo de vacinas
anticarie. O seu elevado custo, o fator risco/beneficio, a aceitagdo pelos médicos
dentistas e pelo publico, os aspetos éticos e politico-economicos sdo alguns exemplos

(Motta et al., 2006).
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