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Resumo

A cérie dentéria ¢ uma doenca infeciosa e transmissivel, que afeta o ser humano
em todo o mundo, independentemente da raca, sexo, idade ou condi¢do social.
Streptococcus mutans € considerado como o principal agente etiologico da cérie
dentaria em humanos.

Produtos de ligacdo como polimeros da glucose (glucano) e proteinas
(glucosiltransferases e adesinas) sdo fatores de viruléncia de Streptococcus mutans
candidatos para uma vacina contra a carie dentaria. Estes fatores de viruléncia, quando
na presenca de sacarose da dieta alimentar facilitam a adesdo e a acumulacdo desta
bactéria no biofilme oral, desencadeando a desmineralizacdo dos tecidos dentarios. A
producdo de uma vacina contendo antigénios intatos ou péptidos a partir dos fatores de
viruléncia ou uma combinacdo de antigénios, pode ser uma forma eficaz de controlo da
carie.

As pesquisas efetuadas para produzir uma vacina segura e eficaz, tém sido
facilitadas pelos progressos na imunologia das mucosas, biologia molecular e
engenharia geneética, incluindo o desenvolvimento de sofisticados sistemas de
distribuicdo de antigénio e adjuvantes que estimulam a inducdo da resposta de IgA
salivar.

Nas Ultimas décadas, novas abordagens conduziram ao desenvolvimento de
varios tipos de vacina, através de diferentes vias de imunizacdo, com o objetivo de
induzir altos niveis de anticorpos salivares que possam persistir por periodos
prolongados.

As diferentes abordagens de imunizagdo ativa demonstraram sucesso em
modelos animais e em ensaios clinicos humanos, embora mais ensaios clinicos sejam
necessarios para avaliar a seguranca e eficacia dessas vacinas.

As criangas representam a populacdo-alvo primaria para a vacina, para as quais a
imunizagdo com um ano de vida pode estabelecer imunidade efetiva contra tentativas de
colonizacdo por Streptococcus mutans.

Apesar do caminho da vacina contra a carie ser promissor, ndo esta livre de

desafios e a eliminacéo desta doenca através da vacinacéo torna-se uma opgéo atrativa.

Palavras-chave: Cérie dentaria; Vacina contra a céarie; Streptococcus mutans; IgA

salivar



Abstract

Dental caries is an infectious and transmissible disease that affects humans
worldwide, without relation with race, gender, age or social status. Streptococcus
mutans is considered the main etiological agent of dental caries in humans.

Binding products such as polymers of glucose (glucan) and proteins
(glucosyltransferases and adhesins) are virulence factors of Streptococcus mutans
vaccine candidates against caries. This virulence factors, in the presence of dietary
sucrose, facilitates the adhesion and accumulation of this bacteria in oral biofilm,
developing dental tissue demineralization. The production of a vaccine containing intact
antigens or peptides from the virulence factors or an antigens combination could be an
effective way to control dental caries.

The research carried out to produce a safe and effective vaccine have been
facilitated by the progress in mucosal immunology, molecular biology and genetic
engineering, including the development of sophisticated delivery systems of antigen and
adjuvants to stimulate the response induction of salivary IgA.

In recent decades, new approaches have led to the development of various types
of vaccine, through different routes of immunization, with the aim of inducing high
levels of salivary antibodies and to persist for long periods.

The different approaches of active immunization have shown success in animal
models and in human clinical trials, although more clinical trials are needed to evaluate
the safety and efficacy of these vaccines.

Children are the primary target population for the wvaccine, for which
immunization with one year of life may provide effective immunity against attempts at
colonization by Streptococcus mutans.

Despite the path of vaccine against caries seems to be promising, is not free of

challenges and the caries elimination through vaccination becomes an attractive option.

Key-words: Dental caries; Vaccine against caries; Streptococcus mutans; Salivary IgA
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Introducao

Introducéo

A cérie dentaria é uma das doencas mais predominantes a nivel mundial, que
atinge o ser humano (Sala & Garcia, 2013), nos paises desenvolvidos, em
desenvolvimento e subdesenvolvidos (Gambhir et al., 2012; Singh et al., 2013), sem
relagdo com a raca, sexo, idade ou condigdo social (Melo et al., 2008; Areias et al.,
2010). E uma doenca infeciosa de origem bacteriana e transmissivel, que se converte
numa doenca epidémica nos paises industrializados devido principalmente a ingestdo de
alimentos ricos em acgucar (Arosa et al., 2012). Sendo considerada pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) como um problema major de Saude Oral na maioria dos
paises industrializados (Li et al., 2014), pelo que se exigem abordagens eficazes para

impedir a cérie dentéria (Silva et al., 2013).

Devido ao desenvolvimento tecnolégico, a carie dentéria ndo se manifesta de
uma forma tdo rapida e agressiva como ha algumas décadas. Ainda assim, nas criangas
continua a ser cinco vezes mais vulgar do que a asma e sete vezes mais do que a febre
dos fenos. A cérie dentaria continua a ser um grave problema que afeta em particular
grupos populacionais muito jovens, muito idosos, economicamente desfavorecidos,
doentes crdnicos ou institucionalizados (Gambhir et al., 2012; Setia et al., 2012).

Estudos da OMS mostram haver um aumento no predominio e gravidade da
carie nos ultimos cinquenta anos (Sentila et al., 2013).

A carie é uma doenca ubiquitaria, com grandes variacGes geograficas, que afeta
negativamente a salde geral do individuo (Melo et al., 2008; Areias et al., 2010), com
consequéncias sécio-econdémicas, devido ao custo do tratamento, pelos danos causados
localmente e gerais e pelo absentismo que promove no trabalho e na escola (Areias et
al., 2010).

Os planos de prevencdo da cérie que se encontram atualmente estabelecidos
podem ser muito eficazes e incluem a educacdo em saude oral, o controlo quimico e
mecanico do biofilme oral, o uso de fluoretos e aplicacdo de selantes. Porém, obstaculos
econdémicos, comportamentais e culturais na utilizacdo destes planos, tém contribuido
para a manutencdo a nivel global da prevaléncia da carie dentéria (Gambhir et al., 2012;
Singh et al., 2013).
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Vacina contra a carie dentaria: Perspetivas e preocupagdes. Uma opcao possivel?

O principal objetivo de satde publica é a prevencdo e o controlo da doenca,
sendo o derradeiro objetivo a erradica¢do da doenca (Shivakumar et al., 2009), pelo que
a nivel mundial sdo necessarias acdes mais eficazes sobre a carie dentaria (Taubman &
Nash, 2006). Deste modo, tém vindo a ser efetuadas pesquisas no desenvolvimento de
uma vacina contra a cérie que seja eficaz na prevencao da carie dentaria (Gambhir et al.,
2012).

A vacina contra a carie pode constituir um precioso auxiliar na prevencdo desta
doenca em algumas sociedades ou uma acdo major de Saude Publica noutras sociedades
(Nogueira et al., 2008; Negrini et al., 2009).

A carie dentaria € uma doenca multifatorial, que combina variaveis individuais
como a anatomia da cavidade oral, a resisténcia dentaria, a composi¢do da saliva, 0
fluxo crevicular e a dieta alimentar, tdo importantes como a formacéo do biofilme oral e
0s microrganismos que provocam a doenca (Pereira et al., 2010). E uma doenca
caraterizada pela desmineralizacdo da porcdo inorganica e destruicdo da substancia
organica do dente, que conduz habitualmente a cavitacdo (Sumit, 2012; Shanmugam et
al., 2013), desenvolve-se quer nas coroas, quer nas raizes dos dentes (Gambhir et al.,
2012; Sumit, 2012) e constitui o principal motivo de perda de dentes (Taubman & Nash,
2006; Areias et al., 2010).

Streptococcus mutans (S. mutans), uma bactéria acidurica e acidogénica, é
considerado o microrganismo mais relevante associado com a cérie (Shivakumar et al.,
2009; Gambhir et al., 2012; Smith, 2012; Sumit, 2012; Silva et al., 2013).

A atencdo tem sido centrada neste microrganismo, pelo facto de existir uma
solida correlagdo com a carie nos estudos epidemioldgicos de criancas e adultos, a
reduzida expressao na auséncia da doenca, a sua propriedade demonstrada in vitro de se
desenvolver em condicdes de baixos valores de pH e a sua capacidade de causar caries
em modelos animais (Lamont et al., 2006). Outra propriedade importante desta bactéria
¢ a sua capacidade de adesdo e acumulagdo nas superficies dentarias através de
diferentes fatores de viruléncia associados a superficie celular (Nogueira et al., 2008;
Negrini et al., 2009).

Deste modo, S. mutans tem sido o foco de atencdo de inumeros investigadores
para aumentar a imunidade natural através de vacinas especificas contra a carie (Motta

et al., 2006), promovendo a indugdo de niveis elevados de anticorpos salivares que
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Introducao

possam perdurar durante periodos de tempo alargados e para estabelecer memdria
imunitéaria (Gambbhir et al., 2012; Singh et al.,2013).

Os rapidos progressos na area da biologia e genética molecular perspetivam
avangos promissores no campo da preparacdo de novas vacinas (Pereira et al., 2010).
Estas pesquisas permitiram a identificacdo dos mais efetivos antigénios de S. mutans a
serem incluidos nas vacinas, os varios tipos de vacinas, assim como as melhores vias de
administracdo, com capacidade de reduzir a colonizacdo e em consequéncia, reduzir o

namero de lesBes de céarie (Pinto et al., 2005).

A vacina contra a carie possui um amplo e promissor campo de pesquisa para
prevenir e erradicar a carie (Kaur et al., 2014). Inimeros ensaios experimentais estao a
ser realizados para desenvolver uma vacina contra a cérie dentaria, com prometedores
avancgos que podem permitir a sua futura producéo (Silva et al., 2013).

S&0 necessarios mais ensaios clinicos que validem a transposicdo dos resultados
para 0s humanos (Silva et al., 2013) e avaliem a seguranca dessas vacinas em humanos
para comprovar a eliminagdo dos riscos potenciais (Gambbhir et al., 2012; Singh et al.,
2013).

O presente trabalho pretende fazer uma revisdo dos aspetos associados com a
carie dentaria, destacar o potencial de protecdo da vacina contra a carie e avaliar 0s
progressos no seu desenvolvimento, tendo em consideracdo a sua constituicdo, vias de
administracdo utilizadas, modelos animais e humanos de estudo, mecanismo de acéo,

seguranca e eficacia, bem como as perspetivas e preocupacoes.
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Vacina contra a carie dentaria: Perspetivas e preocupagdes. Uma opcao possivel?

CAPITULO 1: CARIE DENTARIA

1.1. Definicdo e conceito atual

A cérie dentaria € um termo que identifica o processo de cérie, assim como as
lesbes de cérie, em qualquer fase do seu desenvolvimento, que acontecem como

consequéncia do processo (Kidd, 2011; Sala & Garcia, 2013).

A cérie dentaria é uma doenca progressiva, iniciada pela atividade microbiana na
superficie do dente onde se verifica a sua desmineralizagdo, com destruicdo do esmalte,
dentina e cimento, por acdo de acidos organicos formados a partir da fermentacao de
hidratos de carbono da dieta alimentar (Fejerskov & Kidd, 2008; Pereira et al., 2010;
Hoshino et al., 2012; Nishimura et al., 2012).

A carie dentaria € uma doenca cronica de progressao lenta (Fejerskov & Kidd,
2008), constituindo um processo continuo com fases distintas que variam de alteracGes
subclinicas a nivel molecular na superficie do esmalte (Sala & Garcia, 2013) até a
destruicdo do dente. Raramente € uma doenca auto limitante (Taubman & Nash, 2006;
Fejerskov & Kidd, 2008; Takahashi & Nyvad, 2008).

O processo de carie € um fendmeno natural e omnipresente (Takahashi &
Nyvad, 2008; Kidd, 2011), que coloca em risco todos os individuos com dentes, desde o
nascimento até a morte, dado que o metabolismo microbiano no biofilme € inerente a
existéncia dos dentes (Kidd, 2011).

A partir da erupcdo do primeiro dente na cavidade oral, em qualquer momento
podem comecar a manifestar-se os primeiros sinais da doenca de cérie dentéaria. Devido
ao seu carater infecioso, apos se ter estabelecido, a carie dentaria pode atravessar as trés
denticOes (decidua, mista, permanente), transmitindo-se na cavidade oral de dente para
dente (Melo et al., 2008).

Na fase inicial, a carie dentaria é reversivel e pode ser travada em qualquer fase
do seu desenvolvimento, mesmo quando haja uma destrui¢do parcial do esmalte ou da
dentina (cavitacdo), desde que seja possivel executar um eficiente controlo do biofilme
oral (Sala & Garcia, 2013).
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Desenvolvimento

Segundo Kidd (2011), de acordo com a visdo contemporanea, a definicdo da
carie pode ser resumida como um processo natural ubiquitario no biofilme que se
desenvolve ao longo do tempo; o inicio e desenvolvimento da lesdo de carie € o
resultado da atividade do biofilme e pode ser controlado; todas as idades sdo suscetiveis

a cérie, constituindo a causa principal de perda de dentes.

1.2. Uma doenga infeciosa

Durante vérios séculos, devido a ensaios realizados por Van Leeuwenhoek em
1676, manteve-se a suposicdo de que 0s microrganismos desempenhavam uma
atividade fundamental no desenvolvimento da carie dentaria (Bradshaw & Lynch,
2013).

Miller apresentou em 1890, na teoria Quimico-Parasitaria, a hipotese do
aparecimento da lesdo de carie ser o resultado da dissolucdo do fosfato de calcio do
esmalte dentario por acidos, os quais teriam origem a partir da conversdo dos hidratos
de carbono da dieta pelas bactérias orais (Leites et al., 2006; Marsh et al., 2009;
Bradshaw & Lynch, 2013).

Em 1924, Clark isolou pela primeira vez S. mutans, a partir de uma les&o de
carie (Motta et al., 2006; Pereira et al., 2010; Chamorro-Jiménez et al., 2013) e s6
passados 40 anos Loesche demonstrou que S. mutans seria o principal agente etiologico
da cérie dentaria (Motta et al., 2006; Islam et al., 2007; Marsh et al., 2009).

SO ap6s a 2* Grande Guerra Mundial, quando foi demonstrado que o0s
antibidticos podiam prevenir a carie, se confirmou a importancia dos microrganismos na
producdo de cérie (Bradshaw & Lynch, 2013). McClure e Hewitt, em 1946, verificaram
que em ratos medicados com penicilina e submetidos a dieta cariogénica, as caries
foram inibidas, confirmando o papel decisivo das bactérias orais na producdo de lesdes
de carie dentaria (Leites et al., 2006).

Ensaios realizados por Keys em 1960 confirmaram as propriedades infeciosas e
contagiosas da carie.

Em 1960, Keys e Fitzgerald verificaram que hamsters ndo infetados também
desenvolviam cérie dentéria, apos serem inoculados com biofilme de hamsters infetados
com estreptococos.

Dados bioquimicos, seroldgicos e morfoldgicos, mostraram que 0s estreptococos
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isolados em humanos eram analogos aos estreptococos que produziram a carie em
animais, indicando assim que estes causariam também a cérie em humanos (Leites et
al., 2006).

Os estreptococos do grupo mutans (EGM) necessitam da superficie dos dentes
para colonizarem de forma permanente a cavidade oral, porém, pesquisas efetuadas
indicam que podem ser encontrados na cavidade oral antes da erupcdo dos dentes
(Smith & Mattos-Graner, 2008). Wan et al. mostraram que mais de 30% das criancas
pré-dentadas estavam infetadas com S. mutans aos 3 meses e mais de 60% aos 6 meses
de idade (Law et al., 2007).

Foi demonstrado que as criangas ficam permanentemente colonizadas com EGM
no periodo compreendido entre 0 meio do segundo ano e o final do terceiro ano de vida,
em condig¢des normais de dieta e do ambiente oral (Smith, 2003; Okada et al., 2005;
Negrini et al., 2009; Singh et al., 2013), sendo de 26 meses, a idade média de aquisicao

inicial dos estreptococos orais pelas criancas (Figura 1) (Law et al., 2007).

n =38 “Janela de infe¢do”
6,8 + 1,4 meses

(erupcdo dos incisivos)

l 25% 75%

Média: 26 meses

Nascimento 6 12 18 24 30 36

Idade (meses)
Figura 1 — “Janela de infe¢ao” (Adaptado de Rosa et al., 2005)

Caufield et al. (1993) designam este periodo como a “janela de infe¢do”, durante
0 qual o numero de S. mutans aumenta de 25% para 75% (Javed et al., 2012).

A “janela de infecdo” pode ser antecipada em termos de idade, se 0 ambiente da
cavidade oral for propicio a colonizagdo por S. mutans, como seja, elevado indice de
infec&o da progenitora associado com alto teor de sacarose da dieta (Smith, 2003; Smith
& Mattos-Graner, 2008).
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A reducdo do risco de colonizagdo por S. mutans apds a “janela de infe¢do”
primaria, pode ser o resultado da consolidacdo de uma microflora oral competitiva apds
a completa erupcdo dos dentes e da maturacdo do anticorpo imunoglobulina A (IgA)

como resposta aos antigénios de S. mutans (Alves et al., 2009).

Porém, podem aparecer diversas “janelas de infecdo”, correspondentes a erupgao
dos incisivos e molares deciduos, e a erupcdo dos primeiros molares permanentes, se a
colonizacdo por EGM coincidir com a erupcéo dos dentes (Law et al., 2007). Contudo,
estudos longitudinais levados a cabo por Wan et al., e Law e Seow, mostraram haver
um aumento de colonizacdo por EGM com o0 aumento da idade das criangas sem

qualquer “janela de infecdo” (Law et al., 2007).

A infecdo por S. mutans pode ser feita por transmissdo vertical e/ou por
transmisséo horizontal (Law et al., 2007; Alves et al., 2009; Javed et al., 2012; Pieralise
etal., 2013).

Face as alteracOes organicas inerentes a gravidez, o periodo de gestacéo constitui
um fator acrescido de risco de cérie, pelo que a frequéncia da transmissao vertical por

mées gravidas € mais comum (Javed et al., 2012).

As criangas, cujas progenitoras apresentam elevado nimero de S. mutans na
saliva, possuem maior risco de serem infetadas mais cedo e de desenvolverem céries em
relacdo as criancas que sao infetadas mais tarde por S. mutans. Existe uma significativa
diminuicdo de colonizacdo por S. mutans nas criancas, quando ha uma reducdo do teor
de S. mutans nas mées, sendo que a possibilidade de infe¢do na crianga é bastante mais
elevada quando o teor salivar de S. mutans da mae ultrapassar 10° UFC (unidades
formadoras de colonias) / ml de saliva (Leites et al., 2006; Noce et al., 2008).

Técnicas usando bacteriocinas, plasmideos e impressdo digital de 4acido
desoxirribonucleico (ADN), permitiram associar como origem primordial da aquisi¢cdo
de S. mutans na crianga, a transmissao vertical materna, constituindo a saliva a principal
via dessa transmissao (Smith, 2002, 2003; Okada et al., 2005; Rosa et al., 2005).

A fidelidade da infecéo inicial por S. mutans é mais elevada nos pares mée-filha

(88%) que nos pares mae-filho (53%), indicando que os habitos sociais podem ser
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diferentes entre estes pares (Rosa et al., 2005).

Apesar da influéncia materna, as criancas ndo infetadas até aos 3 anos de idade,
podem permanecer durante alguns anos sem infecdo ou com pouca expressdo de
colonizagdo, pelo menos até que ocorram novas condi¢fes propicias a colonizacao,
como seja 0 caso da erupcdo da denticdo permanente (Caufield et al., 1993; Smith,
2003). Deste modo, a carie dentaria pode ser prevenida a longo prazo se, por exemplo,
através de imunizacdo, for impedida no inicio da infancia a colonizacdo por EGM
(Smith, 2003).

A transmissdo horizontal de S. mutans € mais usual em irmdos, criancas da
mesma sala de aula ou infantarios, sendo as principais vias de transmissdo a saliva
contaminada, a expetoragéo e o sangue (Javed et al., 2012).

O estudo realizado por Doméjean et al. em 2010, é o primeiro que confirma a
transmissdo horizontal em jardim-de-infancia, entre criancas jovens com 5-6 anos nao

aparentadas.

1.3. Epidemiologia

A cérie é encarada sob o ponto de vista histérico, como uma doenca dos paises
de alto rendimento, apresentando baixa prevaléncia nos paises de baixo rendimento.

A dieta é considerada a causa mais evidente, devido a elevada ingestdo de
hidratos de carbono e outros alimentos processados nos paises de alto rendimento, e
pelo consumo de caca e agricultura de subsisténcia nos paises pobres (Fejerskov &
Kidd, 2008).

A frequéncia de carie dentéria era muito baixa no homem de Neandertal, nos
primitivos do Neolitico, nos ingleses da Idade do Ferro, no Imperio Romano e na Idade
Média, pelo facto de a dieta ser pobre em aclcares e dos alimentos exigirem uma
mastigacéo e salivagéo elevada (Sala & Garcia, 2013).

Durante séculos, o principal acucar disponivel foi 0 mel e o agUcar da cana-de-
acUcar, originario da India era muito caro. Com a Revolugdo Industrial, aumentou a
producdo e distribuicdo de agUcar e farinhas refinadas, conduzindo a um rapido aumento
da carie dentaria (Sala & Garcia, 2013).
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No final do século XIX, em grande parte dos paises economicamente
desenvolvidos, a carie dentaria ja constituia uma doenca epidémica de elevadas
proporc¢oes (Fejerskov & Kidd, 2008).

A cérie dentaria constituiu uma das doengas mais predominantes que afeta os
individuos em todo o mundo, nos paises desenvolvidos, em desenvolvimento e
subdesenvolvidos (Sala & Garcia, 2013), independentemente da raca, sexo, idade ou
condicdo social (Melo et al., 2008; Areias et al., 2010). No mundo moderno tem
atingido taxas epidémicas (Gambhir et al., 2012).

Dado que a cérie dentaria € uma doenca cumulativa, as previsdes apontam para
que 60 a 90% das criancas em idade escolar e a grande maioria dos adultos, sejam
afetados pela carie dentaria (Melo et al., 2008).

Segundo a OMS, a cérie dentaria constitui um problema major na Saude Oral
(Li et al., 2014), dado o seu elevado predominio a nivel mundial e em especial nas
populacdes desprotegidas e socialmente marginalizadas (Taubman & Nash, 2006),
como sejam as de baixo nivel socioeconomico, minorias, os “sem-abrigo”, migrantes e

criancas incapacitadas (Zero et al., 2009).

A diminuicdo a nivel mundial da céarie dentaria nas popula¢des, foi um dado
geralmente aceite no decurso das Ultimas décadas (Bagramian et al., 2009). Porém,
novos dados mostram um significativo aumento da céarie dentaria em criancas e adultos
(Melo et al., 2008; Bagramian et al., 2009). De acordo com a pesquisa realizada pela
OMS, a cérie dentéria tem aumentado em preponderancia e gravidade nas Gltimas cinco
décadas (Sentila et al., 2013).

O predominio da cérie em Portugal, tal como acontece a nivel mundial, ndo é
uniforme e apresenta diferencas entre cada regido. Este facto esta relacionado com a
educacdo para a saude, os habitos alimentares e o grau de implementacéo dos programas
de saude oral. Portugal é tido como um pais de carie moderada, com indicadores aos 12
anos (indice de dentes cariados, perdidos e obturados, CPO = 2,95) de acordo com 0s
valores preconizados pela OMS para a Europa (Areias et al., 2010).

Os planos europeus e 0s objetivos preconizados pela OMS para a saude oral até

2020, preveem que pelo menos 80% das criangas com 6 anos ndo tenham caries e aos
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12 anos 0 CPOD (numero de dentes cariados, perdidos e obturados por crianga) nao seja

superior a 1,5 (Pereira et al., 2010).

1.4. Etiologia

O conceito atual sobre a etiologia da cérie dentaria compreende fatores locais e
fatores relativos ao individuo e a comunidade (Sala & Garcia, 2013).

De acordo com o esquema classico de Keys (Figura 2), a carie dentaria é uma
consequéncia da inter-relacdo de trés fatores primérios, a microflora oral cariogénica,
hospedeiro suscetivel e substrato (dieta), os quais interagem ao longo do tempo para que
se efetive a progressao da carie (Melo et al., 2008; Sala & Garcia, 2013, Singh et al.,
2013).

/ Microflora \
/
’l

oral \
carioaénica ‘I

Hospedeiro
suscetivel

Substrato
(dieta)

Figura 2 — Diagrama de Keys (Adaptado de Melo et al., 2008)

O biofilme oral é o principal fator etiolégico da carie, havendo apenas
progressao desta na superficie do dente coberta com a placa dentaria (Sala & Garcia,
2013).

Os fatores etioldgicos secundarios, como sejam a presenca de flGor na cavidade
oral, a higiene oral, o nivel socioeconémico e a predisposi¢do genética, influenciam os
fatores primérios e podem modular a atividade da carie, interferindo na instalacéo e
desenvolvimento da cérie dentaria. As interacdes que se estabelecem entre os fatores

etioldgicos primarios e secundarios vao motivar o aumento ou diminuicdo da resisténcia
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do hospedeiro, a cariogenicidade do substrato e o potencial cariogénico da microflora
oral (Melo et al., 2008).

1.4.1. Bactérias orais

Para a carie dentaria se desenvolver € essencial que na fase inicial as bactérias
orais formem um biofilme oral na superficie dos dentes (Fejerskov & Kidd, 2008).
Porém, a existéncia do biofilme ndo conduz obrigatoriamente a cérie, dado que as
bactérias orais sd0 necessarias mas ndo sdo condicdo suficiente para produzir a doenga
(Fejerskov & Kidd, 2008; Sala &Garcia, 2013).

Nyvad et al. (2013) desenvolveram o novo conceito de biofilme oral sugerido
por Buchen em 2010, em que este é encarado como sendo um Unico organismo. Assim,
o0 biofilme, apesar de ser um conjunto de diferentes microrganismos, comporta-se como
se fosse uma Unica espécie e atua como um superorganismo (Kutsch, 2013).

O biofilme pode ser constituido por mais de 700 espécies bacterianas (Nishimura
et al., 2012) com vérias propriedades fisiologicas (Parisotto et al., 2011). Pesquisas
efetuadas sobre o biofilme, permitiram identificar até a presente data, 40 espécies
bacterianas com funcdo relevante no desenvolvimento da carie (Islam et al., 2007;
Kutsch, 2013).

A cérie ocorre de alteragdes na proporcionalidade relativa do conteldo da
microflora residente. Cada fase do processo de carie pode manifestar uma microflora
diferente e pode também exibir alteracdes inter-individuais na sua composicdo (Marsh
et al., 2009).

A hipotese da placa ecoldgica, apresentada por Marsh em 1994 e completada em
2010, é aceite como a melhor explicacdo da etiologia da carie (Charone et al., 2012;
Sala & Garcia, 2013) e encara a carie como o corolario de varia¢fes do equilibrio da
microflora do biofilme oral, provocada por alteracGes nas condi¢cdes ambientais locais.
Esta hipotese releva a relacdo dindmica que existe entre a microflora oral e o
hospedeiro, pelo que € tido em consideracdo a importancia das alteragdes em fatores
determinantes do hospedeiro na composic¢ao do biofilme (Marsh et al., 2009).

As alteracGes microbianas correspondem ao aumento de bactérias acidogeénicas,

como os EGM e outros estreptococos ndo mutans, e na diminuicdo das espécies que
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consomem lactato, o que leva a diminui¢do da producdo de substancias alcalinas (Sala
& Garcia, 2013).

Poucas bactérias orais possuem a capacidade de resistir em meio &cido durante
periodos de tempo prolongados. Os EGM e os lactobacilos séo espécies acidogenicas e
aciddricas, que se mantém vidveis em meio com baixo valor de pH e sdo capazes de
continuar a metabolizar e a multiplicar-se (Marsh et al., 2009).

Inimeros microrganismos podem ser isolados das lesbes de carie, S. mutans,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum e Actinomyces viscosus Sdo as
principais bactérias cariogénicas associadas com o inicio e o desenvolvimento de cérie
(Gambhir et al., 2012).

1.4.1.1. Estreptococos do grupo mutans

Os EGM habitualmente isolados de lesGes de céarie sdo considerados o0s
microrganismos mais patogénicos no estabelecimento e progressdo da carie dentaria
(Islam et al., 2007; Parisotto et al., 2011), sdo muito acidogénicos e aciddricos e
promovem a formacéo de caries em animais com dieta rica em sacarose.

A capacidade de aderéncia e acumulacdo na superficie dos dentes do hospedeiro
é o fator de viruléncia mais importante dos EGM na colonizacdo e desmineralizacdo dos
tecidos dentarios (Parisotto et al., 2011).

OS EGM incluem sete espécies: S. mutans, Streptococcus (S.) sobrinus, S.
cricetus, S. rattus, S. ferus, S. macacae e S. downei (Leites et al., 2006; Smith &
Mattos-Graner, 2008; Chamorro-Jiménez et al., 2013). Podem ser distinguidos com
base na serologia, encontrando-se descritos nove grupos seroldgicos (a — k), o Gltimo
dos quais muito associado com endocardite bacteriana (Tabela 1) (Chamorro-Jiménez et
al., 2013).

Tabela 1 — Serotipos dos estreptococos do grupo mutans (Adaptado de Chamorro-Jiménez et al., 2013)

Cariogénico .
EGM Animais gHumanos Serotipo(s)
S. mutans + + c,efk
S. sobrinus + + d, g
S. cricetus + - a
S. rattus + - b
S. ferus - - c
S. macacae ? - C
S. downei + - h
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As duas espécies mais isoladas de amostras dos tecidos dentarios sdo: S. mutans
e S. sobrinus (Islam et al., 2007), as quais foram exclusivamente isoladas de lesdes de
caries em humanos (Smith & Mattos-Graner, 2008). As outras espécies sdo encontradas
em animais e se presentes em humanos ndo parecem ter elevado potencial cariogénico
(Leites et al., 2006).

S. mutans pode apresentar 0s serotipos c, e, f, k (Nakano et al., 2004; Abranches
et al., 2011) e S. sobrinus, os serotipos d, g (Lamont et al., 2006). O tipo serolégico
mais associado a doenca em humanos € o serotipo ¢, seguindo-se o serotipo d (Arosa et
al., 2012).

S. mutans é a espécie predominante e tem sido apontado como sendo o principal
agente patogénico da carie dentaria (Nogueira et al., 2008; Negrini et al., 2009;
Doméjean et al., 2010; Pereira et al., 2010; Abranches et al., 2011; Peterson et al.,
2011; Arosa et al., 2012; Hoshino et al., 2012; Bradshaw & Lynch, 2013; Shanmugam
etal., 2013; Li et al., 2014).

Estudos clinicos sugerem que a associacdo entre S. mutans e a carie ndo € um
dado absoluto. Estudos exibem regides cariogénicas em que nenhum S. mutans foi
isolado e por outro lado, também é comum que elevado nimero de S. mutans seja
encontrado numa aparente auséncia de desmineralizacao dentaria (Marsh et al., 2009).

A auséncia de S. mutans € normalmente um indicador mais forte de baixo risco
de cérie, do que a presenca de S. mutans ser um indicador de elevado risco de cérie
dentaria (Marsh et al., 2009).

S. mutans é um coco gram-positivo do grupo Viridans, anaerébio facultativo,
ndo hemolitico (Leites et al., 2006; Pereira et al., 2010; Arosa et al., 2012), capaz de
metabolizar uma grande variedade de acgUcares (sacarose, lactose, galactose, etc.)
decompondo-os em mondmeros (glucose, frutose) (Peterson et al., 2011).

A colonizacdo irreversivel da boca s6 ocorre na presenga de sacarose e nao na

presenca de monossacaridos como a frutose ou glucose (Lamont et al., 2006).

Para Arosa (2012) e Pereira (2010), S. mutans preenche os postulados de Koch,
como agente etioldgico da cérie dentaria, dado que:

— se encontra no biofilme dos dentes cariados, ndo sendo usualmente isolado dos
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tecidos dentarias na auséncia de carie;
— provoca a carie em animais criados e mantidos num ambiente livre de germes;
— pode ser isolado a partir de céries e cultivado em culturas puras;
— nos individuos portadores de carie existe um aumento significativo de anticorpos

especificos para S. mutans.

Além da cérie dentéria, S. mutans é ainda frequentemente associado a patologia
extra oral endocardite bacteriana (Kutsch, 2013).

S. mutans em determinadas circunstancias, como procedimentos dentarios,
infecBes orais, higiene dentéria e alimentacdo, pode aceder a circulacdo sanguinea e
causar uma bacteriémia transitoria (Parahitiyawa et al., 2009), que na maioria dos casos
ndo tem consequéncias graves. No entanto, pode adaptar-se ao meio ambiente, resistir
as defesas imunitarias e colonizar o coragdo, causando endocardite bacteriana (Bedran
et al., 2013), infecdo que envolve as valvulas cardiacas nativas ou protéticas, o septo
ventricular em caso de defeito, ou outras estruturas intracardiacas (Kasper et al., 2006).
A endocardite bacteriana € uma doenca sistémica grave e frequentemente fatal, em que
individuos com malformac@es congénitas cardiacas, com valvulas adrticas protéticas ou
com sistema imunitario comprometido sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento desta
doenca (Bedran et al., 2013).

1.4.2. Dieta

Segundo Sala e Garcia (2013), a dieta constitui um dos fatores etiol6gicos
primarios da carie e estd associada com a ingestdo dos hidratos de carbono
fermentaveis, tendo-se de ter em conta alguns condicionantes, tais como:

— Padrao de ingestdo, incluindo a frequéncia de alimentacao;

— Horario de ingestdo, sendo mais cariogénica quando ha ingestdo entre as
refei¢Oes ou antes de deitar;

— Consisténcia e capacidade de retencéo,

— Presenca de fatores protetores, como célcio, fosfatos e fluoretos;

— Quantidade e tipo de hidratos de carbono.

As pesquisas de céarie efetuadas por Vepeholm associam diretamente a
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quantidade e frequéncia do consumo de sacarose com a carie dentaria (Bradshaw &
Lynch 2013). Atualmente, a importancia desta relacdo é mais reduzida devido ao uso

dos fluoretos, sobretudo em pastas de dentes (Sala & Garcia, 2013).

Os hidratos de carbono simples, como a sacarose, Sa0 mais cariogénicos que 0s
complexos, como o amido, porque estes ultimos sdo pouco soltveis nos fluidos orais e
tém uma baixa percentagem de difus@o no biofilme, pelo que a maior parte do amido é
eliminado da cavidade oral antes de ser hidrolisado pela amilase salivar no dissacarideo
maltose, substrato metabolizavel pelas bactérias do biofilme (Anderson & Domenik,
2010).

A propriedade cariogénica do amido é polémica. As pesquisas evidenciam que
alimentos ricos em amido provocam uma diminui¢do de pH menos acentuada que com a
sacarose (Bradshaw & Lynch, 2013). Porém, alimentos contendo amido altamente
processado tém potencial para serem cariogénicos, particularmente quando combinado
com agcucares, pela sua capacidade de aumentar o tempo de retencdo da comida na

superficie dos dentes (Zero et al., 2009).

Pesquisas efetuadas em popula¢fes menos sujeitas a uma dieta ocidentalizada,
rica em sacarose, revelam a existéncia de um baixo nivel de carie. A dieta dos paises em
desenvolvimento carateriza-se por conter niveis mais baixos de sacarose e grande
quantidade de amido. Este facto, aliado a reduzida ingestdo de alimentos entre refeicGes,
leva a que o biofilme se desenvolva com menos glucano e com uma arquitetura alterada,

originando um baixo potencial cariogénico (Marsh et al., 2009).

Confirmou-se que quando os agucares da dieta séo restringidos, como verificado
no racionamento durante a 22 Grande Guerra Mundial, a carie dentaria nas populacGes

diminuiu acentuadamente (Bradshaw & Lynch, 2013).

1.4.3. Hospedeiro suscetivel

Os fatores etioldgicos associados ao hospedeiro contribuem para a
suscetibilidade pessoal a carie dentaria, resisténcia a carie ou ambas (Zero et al., 2009) e

devem ter em consideracdo a saliva e os tecidos dentarios suscetiveis a dissolugéo pelos
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acidos (Melo et al., 2008).

A suscetibilidade dos individuos a cérie dentéria é afetada por fatores intrinsecos
como o fldor, composicdo e capacidade tampdo da saliva, aspetos hereditarios e
imunolodgicos, e por fatores extrinsecos relativos ao meio sociocultural dos individuos
(Anderson & Domenik, 2010).

1.4.3.1 Saliva

A saliva desempenha um papel importante na satde dos tecidos moles e duros da
cavidade oral (Zero et al., 2009), assim como no controlo da formagéo do biofilme e na

patogénese da carie dentaria (Lamont et al., 2006).

A escassez de saliva (hiposalivacdo) e a sua acentuada reducdo (xerostomia) séo
fortes indicios de aumento do risco de cérie (Zero et al., 2009; Sala & Garcia, 2013).
Muitos medicamentos, algumas doencas e radioterapia na regido das glandulas
salivares, podem reduzir o fluxo salivar e conduzir a perda da capacidade tampéo da
saliva, ao predominio de microrganismos cariogénicos produtores de &cidos e ao

aumento e acumulacéo da cérie dentaria (Kidd, 2011)

O fluxo salivar e a sua composicdo sdo fatores relevantes que alteram o processo
da carie. A acdo protetora da saliva assenta principalmente na capacidade de neutralizar
os &cidos produzidos pelas bactérias, na eliminacdo dos alimentos cariogénicos da
cavidade oral e em promover a remineralizacdo dos dentes (Fontana et al., 2010; Sala &
Garcia, 2013).

Quanto maior for o fluxo salivar, maior a disponibilidade de componentes
organicos e inorganicos. Dos componentes inorganicos destacam-se o calcio, fosfatos,
fluoretos, acido carbonico/carbonato de hidrogénio e dihidrogenofosfato /
hidrogenofosfato (Anderson & Domenik, 2010).

A saliva forma uma pelicula na superficie dos dentes e no biofilme, que ajuda a
manter o equilibrio existente entre a desmineralizacao e a remineralizacdo do dente.

As moléculas da pelicula salivar possuem grande afinidade para as superficies
dentérias e controlam este processo de homeostasia por inibigdo da precipitagdo dos sais

de fosfato de calcio da solugéo, permitindo assim a manutencdo do calcio e do fosfato
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num estado supersaturado na saliva (Lamont et al., 2006).

A saliva promove a aglutinacdo dos EGM e aumenta a remogédo bacteriana
através dos seus componentes antimicrobianos que intervém na adesdo e colonizagéo
dos EGM na superficie dos dentes. Destes componentes antimicrobianos destacam-se as
aglutininas, incluindo mucinas, glicoproteinas, fibronectina, lisozimas e imunoglobulina
A secretora (SIgA).

As proteases e galactésidos da saliva evitam a adesdo de S. mutans, pela

destruicdo dos antigénios proteicos de superficie desta bactéria (Law et al., 2007).

1.4.3.2. Dente

O dente é o 6rgdo do hospedeiro onde se desenvolve a carie, sendo varios 0s
fatores associados a este processo: constituicdo e estrutura, maturagdo pos-eruptiva do
esmalte, localizacdo e morfologia (Sala & Garcia, 2013).

Quando da erupcdo, o esmalte é constituido por 95% de material inorganico e 0s
restantes 5%, por &gua e matriz organica (Fejerskov & Kidd, 2008).

O esmalte ¢ principalmente formado por cristais de hidroxiapatite; alguns destes
cristais podem ser trocados por fluorapatite, que apresenta uma estrutura mais estavel e
com menor solubilidade em condicdes acidas (Anderson & Domenik, 2010; Gonzalez,
2010; Sala & Garcia, 2013).

Do ponto de vista ultra estrutural, o grau de solubilidade do esmalte em meio
acido pode ser afetado pelo tamanho, forma e proximidade dos cristais (Fontana et al.,
2010). Deste modo, quanto maior for a compactacdo dos cristais, menor sera o espaco
para a difusdo das particulas de agua e consequentemente, sera menor a capacidade de
dissolucao do esmalte (Anderson & Domenik, 2010; Sala & Garcia, 2013).

Pela sua porosidade, o esmalte passa por um processo de maturacdo poés-
eruptiva, no decurso do qual os i6es minerais e ides fluoreto do meio oral vao difundir-
se para a superficie do esmalte (Fejerskov & Kidd, 2008). Como resultado deste
processo que ocorre durante aproximadamente dois anos apds a erupcdo, o esmalte
adquire maior resisténcia a desmineralizagédo, (Melo et al., 2008).

O cimento das superficies radiculares sofre um processo de maturacao

semelhante ao do esmalte (Sala & Garcia, 2013).
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1.5. Manifestacdo clinica da carie dentaria

A manifestacdo clinica da carie dentaria € consequéncia da acumulacdo de
inimeros acontecimentos de desmineralizacdo e remineralizacdo (Melo et al., 2008) que
tém lugar em qualquer superficie de um dente onde o biofilme oral, também designado
placa bacteriana ou placa dentaria, acumulou e amadureceu (Fejerskov & Kidd, 2008;
Sala & Garcia, 2013). Esses locais incluem fossas, sulcos e fissuras nas superficies
oclusais, particularmente durante a erupcdo, superficies proximais cervicais ao

ponto/area de contacto e ao longo da margem gengival (Fejerskov & Kidd, 2008).

A cérie atinge as superficies coronarias e os tecidos que a constituem, esmalte e
dentina, e também as superficies radiculares (Sala & Garcia, 2013).

O predominio da cérie é superior nas superficies oclusais do primeiro e segundo
molares, mais reduzida na superficie lingual dos dentes mandibulares e de risco médio

nas superficies proximais (Marsh et al., 2009).

A expressdo das lesGes de carie pode variar de alteracbes apenas visiveis a nivel

ultra estrutural até a total destruicdo do dente (Figura 3).

Desmineralizacéo (sinais e sintomas)
Destruicéo total
Cavitacdo

Lesdo do esmalte

Visivel
Microscopio 6tico
Microscopio
eletrénico
Tempo

Figura 3 — Progressao da desmineralizagdo dentéria em funcédo do tempo (Adaptado de Fejerskov &
Kidd, 2008)

O primeiro indicio visivel sdo as lesbes de mancha branca (white spot) do
esmalte (Marsh et al., 2009; Kidd, 2010), que sdo consequéncia da desmineralizacdo

subsuperficial da area afetada (Melo et al., 2008; Sala & Garcia, 2013) e a manifestagédo
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do aumento da porosidade do esmalte, as quais com o decurso do tempo poderdo mudar
para cor castanha e mesmo quase preta (Fejerskov & Kidd, 2008).

Atingido o esmalte, as caries podem progredir através da dentina e alastrar-se a
polpa (Marsh et al., 2009).

A progressdo das lesdes de cérie compreende um conjunto de processos
dindmicos, alternando fases de progressao com fases de inativacao/regressao (Takahashi
& Nyvad, 2008).

Quando as condicBes de desenvolvimento da carie se mantém sem alteracdes,
assiste-se a irreversibilidade da perda de tecido e consequente formacgdo de cavidades
(Sala & Garcia, 2013).

1.6. Patogenese molecular da cérie dentaria

A patogénese molecular da cérie dentaria associada ao EGM pode ser encarada
como um processo que se desenvolve em 3 fases, cada uma das quais dispbe de alvos
que possibilitam a atuacdo a nivel imunitario (Kaur et al., 2013; Singh et al., 2013). A
primeira fase consiste na adesdo inicial dos microrganismos a pelicula dentéria (Figura
4a), que se processa por intervencdo de uma adesina do EGM. A segunda fase consiste
na fase de acumulacdo e depende da presenca de sacarose, de glucosiltransferases
(GTFs) e proteinas de ligacdo a glucano (GBPs) de EGM (Figura 4b). Na terceira fase
(Figura 4c), ocorre a desmineralizacdo dos tecidos dentérios pelos metabolitos do
biofilme oral (Taubman & Nash, 2006).

da ---- S. mutans
Hidrato de carbono
serotipo
especifico Ag I/11 GBP
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---Glicoproteina salivar
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Figura 4 — Fases da patogénese molecular da cérie dentéria (4a — 12 fase; 4b — 22 fase; 4c — 32 fase)
(Adaptado de Taubman & Nash, 2006)

Os estreptococos acidogénicos necessitam de superficies duras, como as que sao
disponibilizadas pelos dentes, para que ocorra a colonizagdo sustentada e acumulagéo
dos microrganismos (Smith, 2002, 2003; Singh et al., 2013).

O esmalte do dente encontra-se recoberto por uma pelicula, designada por
pelicula adquirida, que se forma atraves da adsorcéo seletiva de constituintes da saliva
(Arosa et al., 2012).

A pelicula adquirida contém um elevado teor de glicoproteinas salivares, que
vao ajudar a efetivar a adesdo bacteriana, inicialmente cocos e bacilos gram-positivos,
em especial Streptococcus e Actinomyces sp.. A progressao da acumulagédo bacteriana e

0 desenvolvimento do biofilme geram condigdes para que ocorra a multiplicacdo de
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uma microflora anaerdbia, o que vai corresponder a um acréscimo da variedade dos

microrganismos existentes no biofilme (Pereira et al., 2010).

A adesdo bacteriana inicial ao dente ocorre através da interacdo de proteinas
bacterianas especificas com lectinas da pelicula que cobre a superficie do dente
(Shanmugam et al., 2013). Esta propriedade das proteinas é caracteristica de uma
familia de adesinas de estreptococos, referidas como antigenio I/l (Ag I/1l) em S.
mutans (Singh et al., 2013).

A acumulacdo de S. mutans na superficie do dente esta associada com a sintese
de polimeros de glucose, derivados da cisdo da sacarose em glucose e frutose. S. mutans
produz a GTF, que catalisa a sintese de glucanos soltveis em agua e glucanos insoltveis
em agua (Arosa et al., 2012), os quais promovem a agregacao dos estreptococos entre Si
e a pelicula dentaria (Pereira et al., 2010).

Por intermédio da interacdo com GBPs associadas a superficie celular, os
polimeros de glucose vao permitir a agregacao de S. mutans a outros estreptococos orais
(S. mutans, S. sanguis) e Actinomyces viscosus (Nogueira et al., 2008).

A terceira e Ultima fase da patogénese molecular da cérie é o resultado da
atividade metabdlica da microflora acumulada de EGM e provavelmente de outros
microrganismos associados ao biofilme. Nesta acumulacdo bacteriana na superficie do
dente, os EGM sdo os maiores produtores de acido lactico (Smith, 2002, 2003; Singh et
al., 2013).

Em acentuadas e prolongadas condic6es de acidez, mais bactérias aciduricas véo
tornar-se dominantes, incluindo ndo so S. mutans, mas também outros microrganismos
que ndo pertencem aos EGM (Nyvad et al., 2013).

A diminuicdo do valor do pH na interface, entre a superficie do dente e o
biofilme oral, pode levar a desmineralizacdo dos tecidos dentéarios, em que o célcio e 0
fosfato sdo libertados para o meio externo pelos minerais dissolvidos quando o acido se
difunde através do esmalte permeavel (Melo et al., 2008).

Perante a falta de capacidade de tamponamento para evitar a dissolucdo dos
tecidos dentarios, a carie dentaria vai continuar a desenvolver-se (Smith, 2002, 2003;
Singh et al., 2013).
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1.7. Fatores de viruléncia de S. mutans

Os fatores de viruléncia de S. mutans sdo componentes antigénicos candidatos a
alvo das vacinas, ou seja, 0s varios componentes de natureza proteica intervenientes na
patogénese molecular de S. mutans, podem induzir imunidade protetora (Gambhir et al.,
2012). Nesse sentido, estes componentes podem ser empregues na preparacdo de

vacinas contra a carie (Shivakumar et al., 2009; Sumit, 2012; Silva et al., 2013).

Na fase salivar e antes da colonizagdo, os microrganismos podem ser eliminados

da cavidade oral através da agregacdo modulada por anticorpos (Gambhir et al., 2012).

Numa fase posterior, os anticorpos podem também bloquear os recetores
necessarios para que se efetue a colonizacdo (por exemplo, adesinas), impedir a
acumulacdo (por exemplo, dominios de ligacdo a glucano de GTF e GBP) ou inativar a
atividade das GTFs que produzem os glucanos (Kaur et al., 2013; Silva et al., 2013;

Singh et al., 2013).

S. mutans contém diversas moléculas de superficie (Tabela 2).

Tabela 2 — Fatores de viruléncia encontrados em S. mutans (Adaptado de Chamorro-Jiménez et al., 2013)

Moléculas de superficie

Funcéo

Antigénios polissacaridos especificos de
cada um dos serotipos

Resisténcia a fagocitose e morte por leucécitos
polimorfonucleares

Acido lipoteicoico

Pode interagir com componentes do hospedeiro com carga
negativa através de ides calcio ou hidrogénio ou por ligacoes
hidrofébicas

Glucosiltransferases (GTFs)

Convertem a sacarose da dieta em polimeros de glucose,
glucanos, que atuam no processo de adesdo e como fonte
nutricional (polissacaridos extracelulares)

Frutosiltransferases (FTFs)

Sintetizam frutanos a partir da sacarose que atuam como
locais de ligacdo para a acumulagdo bacteriana

Proteinas de ligacéo a glucano (GBPs)

GBP A, GBP B, GBP C e GBP D; atuam na associa¢do com
a superficie da célula e no meio extracelular

Antigénio A Proteina antigénica de 29 KDa. O antigénio A e o antigénio
111 sdo considerados a mesma proteina

Antigénio C Proteina antigénica de 70 KDa

Antigénio D Proteina antigénica de 13 KDa

Antigénio I/11 Proteina fibrilar de 185 KDa implicada na adesdo inicial a
pelicula salivar que cobre a superficie dos dentes

Antigénio 111 Proteina antigénica de 39 KDa codificada pelo gene waPa

Nos altimos anos, o foco da atengdo dos alvos da vacina contra a cérie tém sido

0s seguintes antigénios proteicos: as adesinas antigénio I/Il, as GTFs e as GBPs

(Nogueira et al., 2008; Singh et al., 2013; Yan, 2013).
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1.7.1. Adesinas

As adesinas dos dois principais agentes da carie dentaria, sdo: S. mutans — Ag
I/11, também designada PAC ou P1; S. sobrinus — SpaA ou PAg (Kaur et al., 2013;
Singh et al., 2013).

H& uma analogia na sequéncia, em aproximadamente 66%, entre o Ag I/1l de S.
mutans e o SpaA de S. sobrinus, mas, apesar da analogia, as adesinas de S. mutans e de

S. sobrinus ligam-se a diferentes componentes na pelicula salivar (Singh et al., 2013).

O Ag I/1l foi descrito por Russel e Lehner em 1978 (Singh et al., 2013). E uma
proteina de estrutura fibrilar da superficie de S. mutans que atua como adesina,
permitindo a sua adesao a pelicula salivar (Pinto et al., 2005). Esta proteina contém uma
regido de repetigdo rica em alanina no terceiro terminal N e uma regiéo de repetigdo rica
em prolina no centro da molécula (Shivakumar et al., 2009). Estas regifes de repeticao
tém sido relacionadas com a sua atividade como adesina (Shanmugam et al., 2013;
Singh et al., 2013).

A imunizagdo ativa com Ag I/ll intato, imunizacdo passiva com anticorpo
monoclonal ou anticorpo transgénico para o dominio de ligacdo salivar, pode conferir
protecdo contra a carie dentaria causada por S. mutans, em roedores, primatas ou seres
humanos, através da inibicdo pelo anticorpo a colonizacéo inicial ou pela mediagédo do
anticorpo na aglutinacdo e eliminacéo das bactérias com adesina na saliva (Shanmugam
etal., 2013).

1.7.2. Glucosiltransferases

As GTFs sdo enzimas extracelulares que transformam a sacarose da dieta em
glucanos, polimeros da glucose, sollveis e insolGveis em &agua, com importante
atividade na acumulagdo de S. mutans na superficie dos dentes (Pinto et al., 2005). As
GTFs para além de sintetizarem polissacaridos extracelulares (PEC), também sintetizam
polissacaridos intracelulares (P1C) a partir da sacarose da dieta (Silva et al., 2013).

S. mutans sintetiza trés GTFs, que sdo codificadas por trés genes, gtf B, gtf C e
gtf D. Cada GTF carateriza-se pelo tipo de solubilidade em &gua do glucano que
produzem: (i) a GTF-1 (GTF B), de 162 KDa, produz glucano insoluvel em agua,
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denominado mutano; (ii) a GTF-S (GTF D), de 155 KDa, produz glucano soltvel em
agua; (iii) a GTF-SI (GTF C), de 149 KDa, produz uma mistura de glucanos solUveis e
insoltveis em agua (Pinto et al., 2005; Shivakumar et al., 2009; Chamorro-Jimenez et
al., 2013; Krzysciak et al., 2013).

As GTFs que sintetizam glucanos insollveis em agua (S. mutans — GTF B e
GTF C), relativamente as GTFs que sintetizam glucanos soltveis em agua (GTF D),
tém sido diretamente relacionados com a sua patogenicidade (Smith, 2003; Singh et al.,
2013).

Todas as GTFs possuem como estruturas importantes, o dominio terminal N,
como o sitio catalitico para a sacarose (SB ou CAT), que fixa e hidrolisa a sacarose e 0
dominio do terminal C, associado a ligacdo a glucanos (GLU ou GB) e
consequentemente a agregacao bacteriana (Figura 5) (Pinto et al., 2005). Estes dominios
sdo acessiveis a ligacdo com anticorpo (Chamorro-Jiménez et al., 2013).

Glucosiltransferases (GTF)

Péptido
sinal

Dominio de ligagdo Dominio de ligagao
a sacarose (SB) a glucanos (GLU)

Figura 5 — Representagéo das glucosiltransferases (Adaptado de Chamorro-Jiménez et al., 2013)

S. mutans que perderam a capacidade de produzir glucanos através de mutacGes
naturais ou induzidas nos genes gtf que codificam as GTFs, ndo provocam uma doenga

de carie relevante em modelos animais (Kaur et al., 2013).

As vacinas assentes em GTF parecem abranger a inibicdo funcional do
catalisador e/ou a atividade de ligacéo ao glucano. Esta hipotese baseia-se no facto de se
produzirem respostas imunitarias aumentadas em comparagcdo com a imunizagdo, quer
com o peptido por si SO, quer na protecdo contra a carie dentaria, quando se procede a
co-imunizagdo com péptidos derivados de GTF das regibes catalitica e de ligacdo a
glucano (Taubman & Nash, 2006).

Deste modo, pode concluir-se que as GTFs também sdo uma possibilidade
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importante como antigénio nas vacinas contra a carie (Pinto et al., 2005).

1.7.3. Proteinas de ligacdo a glucanos

Embora vérios produtos de EGM com atividades cataliticas possam ligar-se a
glucanos, como as GTFs, existe um grupo de proteinas sintetizado por EGM,
denominado como proteina de ligacdo a glucano, que parece participar especificamente

como recetores de glucano (Taubman & Nash, 2006).

S. mutans produz pelo menos 4 proteinas ndo enzimaticas de ligacdo a glucanos,
designadas GBP A, GBP B, GBP C e GBP D, com diferentes: afinidades ao glucano,
estrutura e propriedades imunoldgicas (Nogueira et al., 2008; Krzysciak et al., 2013).
Estas proteinas podem ser secretadas (GBP A, GBP B, GBP D) ou permanecer ligadas
de forma covalente a parede celular (GBP C) (Nogueira et al., 2008).

As GBPs tém a aptiddo para se ligar a um a 1-6 glucano, apesar de terem

potencial para poder estabelecer outras ligacdes a glucano (Kaur et al., 2013).

A proteina GBP A tem um peso molecular de 59,0 KDa (Gambhir et al., 2012).
E uma proteina muito hidrofébica e pode ser secretada livremente no meio extracelular
ou em associacdo com a superficie celular, e contém sequéncias de aminoacidos
analogas as existentes na GTF-I de S. downei e GTF-1 e GTF-SI de S. mutans (Pinto et
al., 2005).

A proteina GBP B de S. mutans tem um peso molecular de 41,3 KDa. A sua
sequéncia de aminoacidos ndo esta relacionada com as sequéncias de GTFs ou outras
GBPs de S. mutans. O terceiro terminal N tem varias regiées imunitarias dominantes, o
que explica a aparente expressiva imunogenicidade desta proteina em humanos e
animais (Smith, 2002; Singh et al., 2013). S0 a GBP B tem mostrado induzir uma
resposta imunitdria protetora a caries dentarias experimentais (Sumit, 2012; Yan, 2013).

A proteina GBP C de S. mutans tem um peso molecular de 63,5 KDa (Gambhir
et al., 2012). E responsavel pela adesdo dependente de glucanos em S. mutans.
Shimazaki et al. verificaram que a baixa expressdo desta proteina € decisiva para que
ocorra a colonizagdo da superficie dentaria por S. mutans, dado que elevado teor da
GBP C fomenta a agregacgéo entre S. mutans antes da adeséo ao biofilme oral (Pinto et
al., 2005).
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As GBPs ou as suas fragdes estruturais tém sido largamente usadas na pesquisa
de vacinas contra a cérie, com resultados muito satisfatorios em modelos animais (Pinto
et al., 2005).

1.8. Diagnostico

O diagndstico da carie pode ser encarado como um processo intelectual, antes da
determinacéo das alternativas mais apropriadas de tratamento (Chu et al., 2013).

Reconhecendo o conceito atual da cérie dentéria, torna-se imprescindivel aceitar
a existéncia de lesdes sem cavitacdo para o diagndstico precoce da cérie (Melo et al.,
2008).

O critério classico da OMS, que diagnostica as caries quando a doenca atinge
um estadio de cavitacao, deu lugar a novos critérios de diagnostico de lesGes incipientes
e sem cavitacdo, sem colocar em causa o valor e a confianga do diagndstico (Sala &
Garcia, 2013).

Este novo entendimento da carie permite a utilizacdo de tratamentos que
providenciem a remineralizacdo de lesdes sem cavitagdo e a manutencdo da estrutura
dentéria, funcdo e estética (Chu et al., 2013; Pretty & Ellwood, 2013). De acordo com
esta nova visao é primordial a monitorizacdo pormenorizada do processo da cérie e a
capacidade de detecdo e quantificacdo das pequenas alteracdes de remineralizacdo na
les@o de cérie (Pretty & Ellwood, 2013).

O diagnostico precoce da carie é fundamental (Manton, 2013). Assenta no
tratamento da doenca e ndo do dente, e no pressuposto de que ndo existem individuos
imunes a carie dentaria. A detecdo precoce da carie permite atuar e reverter 0 processo,
fomentando a remineralizagcdo e sem necessidade de perder os dentes (Melo et al.,
2008).

O objetivo final do diagnostico da carie dentaria é facultar a selecdo do
procedimento terapéutico mais adequado para obtencdo dos melhores resultados para o
paciente. Entre 0s métodos utilizados evidenciam-se o diagnéstico visual e tatil.
Existem métodos adicionais, desde os mais classicos, como a radiografia e a
transiluminacdo com fibra Otica, e 0s mais recentes, como sejam a resisténcia elétrica a
transmissao ou métodos assentes nas trocas de fluorescéncia do tecido desmineralizado
(Sala & Garcia, 2013).
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CAPITULO 2: IMUNOLOGIA DA CAVIDADE ORAL

2.1. Ontogenia da resposta imunoldgica da cavidade oral

As criangas nascem com a cavidade oral estéril (Negrini et al., 2009; Chamorro-
Jiménez et al.,, 2013) e em apenas algumas horas € colonizada por inUmeros
microrganismos (Pereira et al., 2010).

Os principais componentes da microflora oral inicial sdo o S. salivaris e o S.
mitis, ambos colonizam a crianga pouco tempo apo6s o seu nascimento (Negrini et al.,
2009).

A diversidade de microrganismos da cavidade oral aumenta acentuadamente
ap6s 0 nascimento, apresentando espécies comensais patogénicas com potencial
cariogénico, das quais se destaca S. mutans (Nogueira et al., 2011).

A colonizacdo da mucosa oral vai depender da saude oral materna durante a
gestacdo, da existéncia de aleitamento materno, do controlo dos agentes patogénicos

ambientais e da imunizagéo ativa com S. mutans (Pereira et al., 2010).

A interacdo existente entre 0s microrganismos patogénicos e 0 sistema
imunitario rege-se por um equilibrio delicado. As defesas do hospedeiro sdo variadas,
mas devido a condicionantes externos, por vezes ndo sdo suficientes para impedir o

estabelecimento e o desenvolvimento da doenca (Pereira et al., 2010).

A integridade da mucosa oral e a sua resisténcia a colonizacdo € determinante
para a manutencdo da salde oral, em que os mecanismos e fatores imunologicos
(componentes humorais e celulares) transmitidos pela saliva e fluido crevicular,
desempenham um papel crucial (Arosa et al., 2012).

As superficies mucosas estdo em contato com 0 meio externo e encontram-se
expostas a uma grande variedade de antigénios (Ag), a secre¢do de anticorpos pelo
sistema imune mucoso constitui a principal defesa contra esses antigenios (Campos et
al., 2011), a qual ocorre pela grande quantidade de plasmacitos situados em torno das
glandulas exdcrinas e das mucosas secretoras, que secretam aproximadamente 70% dos
anticorpos do organismo (Campos et al., 2011).

O sistema imunitario da mucosa oral constitui a primeira linha de defesa na
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resposta imune adaptativa, inclui linfocitos distribuidos no trato gastrointestinal,
respiratdrio, geniturindrio e glandulas associadas as mucosas (mamarias, salivares e
lacrimais). A competéncia do sistema imunitario na ativacdo das defesas face a agentes
infeciosos durante o desenvolvimento da microflora indigena, pode ter consequéncias

relevantes na defesa do hospedeiro (Nogueira et al., 2011).

O principal anticorpo presente nas secre¢des € a slgA. Esta imunoglobulina (Ig)
tem a capacidade de resistir a ambientes adversos, como o trato digestivo e respiratorio
(Yan, 2013), e encontra-se na saliva, colostro, secregdes intestinais, fluidos bronco-
alveolares, urina, lagrimas e outros fluidos que lubrifiquem as mucosas. O facto de se
encontrar nas secrecOes, torna-a muito importante na imunidade local das mucosas
(Campos et al., 2011).

Em menor proporcdo encontram-se as IgA, IgG e IgM séricas, que atingem a
cavidade oral através do fluido crevicular (Setia et al., 2012; Chamorro-Jiménez et al.,
2013).

As reacOes imunoldgicas a nivel sistémico sdo encontradas no sangue e através
do fluido crevicular vdo manifestar-se ao nivel dos dentes e da gengiva (Arosa et al.,
2012).

Apesar dos niveis salivares de IgA no nascimento serem baixos, este sistema é
funcional em recém-nascidos, os bebés rapidamente desenvolvem anticorpos IgA
salivares, em simultaneo com o estabelecimento da microflora oral (Smith, 2003;
Charone et al., 2012; Yan, 2013). Os niveis de sIgA aumentam progressivamente com a
idade e com a maturagdo do sistema imunitario (Nogueira et al., 2011), aumentando
rapidamente nos trés primeiros meses de vida e depois de uma forma mais lenta (Arosa
etal., 2012).

A 1gA salivar comeca a ser segregada pelas quatro a oito semanas de vida, mas
ainda sem estrutura de slgA. Por volta dos dois a trés meses, como resposta a
colonizacdo bacteriana do trato respiratorio e digestivo, observa-se um pico de IgA, ja
dimérica e com componente secretor que parece corresponder a uma resposta
imunoldgica do sistema secretor (Smith, 2003; Arosa et al., 2012).

A slgA que se encontra na saliva ndo tem origem na IgA sérica (via fluido

crevicular), sendo produzida localmente pelos plasmacitos das glandulas salivares, os
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quais também produzem as cadeias J que permitem a sua constituicdo dimérica,
condi¢do fundamental para que forme um complexo com o componente secretor dos
acinos salivares onde ocorre a sua associagdo a IgA dimérica (Arosa et al., 2012).

A concentracdo de sIgA aproxima-se da dos adultos por volta de um a dois anos
de idade (Taubman & Nash, 2006).

A 1gG salivar s6 aparece “depois do nascimento (a maior parte de origem
materna). Desaparece, pouco depois do nascimento, para voltar a reaparecer no
momento da erupcao dentaria (IgG de origem sérica, oriunda sobretudo do fluido
crevicular)” (Arosa et al., 2012; p. 525).

A 1gG presente em pequena guantidade na saliva reflete a imunidade sistémica,

dado que vem do plasma sanguineo (Nogueira et al., 2011).

A IgM esté ausente na saliva no nascimento e raramente € encontrada na saliva

de criancas e adultos (Nogueira et al., 2011).

Os niveis totais de slgA tém sido considerados como indicador do grau de
maturidade do sistema imune mucoso em criancas. A diminuicgdo transitoria nos niveis
de IgA na saliva, foram associadas a uma maior suscetibilidade a infe¢bes do trato
gastrointestinal, o que reforca a relevancia da maturacdo do sistema imune mucoso na

suscetibilidade a infegdes (Nogueira et al., 2011).

Os mecanismos de defesa do recém-nascido, relativamente a imunologia da
cavidade oral, sdo essencialmente de origem materna, quer no Utero (passagem
transplacentaria de 19G), quer na fase de amamentacdo (IgA, lactoferrina,

lactoperoxidase e &cidos gordos) (Arosa et al., 2012).

O recém-nascido amamentado recebe imunoglobulinas  maternas,
maioritariamente na forma de slgA, que é abundante no colostro (cerca de 20 mg/ml) e
menor no leite (1 mg/ml) (Kaur et al., 2013).

O leite materno também apresenta IgM e 1gG em concentracdes relativamente
baixas, as quais sdo segregadas no colostro e leite e tém tal como a IgG transferida por
via placentaria, especificidade para os agentes patogénicos com os quais a mae contatou
(Arosa et al., 2012).
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A slgA ndo € absorvida pela circulacdo e induz imunizagdo passiva, limitada
particularmente ao trato oro-gastrointestinal e possivelmente ao trato respiratério
superior (Kaur et al., 2013).

Assim é compreensivel que os recém-nascidos amamentados com leite materno,
ao contrario dos alimentados com férmulas adaptadas, sejam menos suscetiveis as
infecGes, nomeadamente a céarie dentaria (Pereira et al., 2010), para além de
desenvolverem mais precocemente 0 seu sistema secretor imunitario (Arosa et al.,
2012).

O leite materno é também rico em células fagocitarias, polimorfonucleares e
macrofagos, com capacidade para fagocitar microrganismos extracelulares, modulando
o0 estabelecimento da microflora oral. O colostro também apresenta macrofagos, que
regulam a imunidade inata e adquirida, cumprindo na totalidade as principais funcées
do sistema imunitario: especificidade, diversidade e memoria. Deste modo, o leite

materno funciona como um suplemento imunitario (Pereira et al., 2010).

O sistema imune mucoso da crianca responde aos microrganismos existentes na
cavidade oral, sendo encontrados por volta dos cinco anos, anticorpos especificos para o
S. mutans e S. salivaris (Arosa et al., 2012).

O estado nutricional, aleitamento materno, tempo de gestacdo, exposicdo a
antigénios, fatores genéticos e deficiéncia no sistema imunitario inato e adaptativo, sdo
fatores que influenciam o desenvolvimento de uma resposta imune da mucosa eficaz e

podem aumentar a suscetibilidade a agentes infeciosos (Nogueira et al., 2011).

2.1.1. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas podem apresentar-se sob duas formas, a membranar e a
soluvel, a primeira tem funcéo primordial na identificagdo do antigenio pelos linfocitos
B e a segunda, designada de anticorpo, modula as respostas humorais (Arosa et al.,
2012).

As Ig tém uma estrutura basica, composta de duas cadeias pesadas e duas
cadeias leves. O isotipo da Ig é determinado pelo tipo de cadeia pesada da
imunoglobulina (Kasper et al., 2006).

Os principais anticorpos presentes no sangue, na linfa e no liquido dos tecidos

conectivos, sdo os isotipos 1gG, IgA e IgM (Chamorro-Jiménez et al., 2013).
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A IgG ¢é o isotipo major do soro (75%) (Setia et al., 2012) e apresenta quatro
subclasses: 1gG1, 19G2, 1gG3 e IgG4 (Chamorro-Jiménez et al., 2013).

Os anticorpos IgG inibem a adesdo de S. mutans, neutralizando as enzimas e 0s
fatores de viruléncia de S. mutans. A IgG presente no fluido crevicular promove a
fagocitose e eliminacdo de S. mutans e de outros microrganismos orais através da

opsonizagao e consequente fagocitose e/ou ativacdo do complemento (Law et al., 2007).

A IgM corresponde a 5-10% das lg no soro. E a primeira Ig sintetizada e € a Ig
produzida numa resposta primaria a um antigénio (Chamorro-Jiménez et al., 2013).

A IgM tem um importante papel como Ig secretora (Chamorro-Jiménez et al.,
2013). As IgM, que podem aglutinar S. mutans e ativar o sistema do complemento, sdo

fundamentais nos primeiros dias da resposta imune primaria (Law et al., 2007).

A IgA é a segunda classe de Ig mais abundante no soro (10-13%). A IgA ocorre
sob duas formas. A IgA do soro é um mondmero, enquanto a IgA encontrada nas
secrecdes ocorre na forma dimérica e designa-se por IgA secretora (Shanmugam et al.,
2013).

A IgA apresenta duas subclasses, IgAl e IgA2, em que a relacdo proporcional na
saliva é de 3:2, estabelecida ainda na infancia. Estruturalmente diferem pela existéncia
de um aminoacido na cadeia pesada da IgA1l, facto que Ihe permite ser mais flexivel na
interagdo com os epitopos. Na saliva, IgAl atua de forma preponderante sobre os
antigénios proteicos e hidratos de carbono e a IgA2 atua sobre os antigénios lipidicos
(&cidos lipoproteicos e lipopolissacarideos) (Campos et al., 2011).

A IgAl, ao contrario da IgA2, é suscetivel a protedlise pela enzima protease
IgA1l, produzida por quase todos os microrganismos patogénicos da mucosa (Motta et
al., 2006).

Das funcbes da slgA, destacam-se o aumento da atividade de lactoferrina,
peroxidase e lisozima, a neutralizacdo de virus e toxinas e a eliminacdo de antigénios da
saliva (Parisotto et al., 2011).

A slgA limita a ligagdo das bactérias as células da mucosa oral, diminuindo a
carga superficial negativa e as propriedades hidrofobicas da bactéria, levando assim a

reducdo da interacdo da bactéria com recetores das células do hospedeiro (Campos et
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al., 2011).

A slgA afeta a acumulacdo do biofilme, dependente de sacarose, inibindo a
producdo de glucanos através da inativacdo da GTF. Tem também, a capacidade de
inibir a producdo de &cidos e outras atividades metabdlicas (Chamorro-Jiménez et al.,
2013).

Deste modo, as atividades da sIgA podem interferir na colonizagéo do ambiente
oral por S. mutans (Parisotto et al., 2011).

A slgA apresenta maior resisténcia as enzimas proteoliticas que as IgA, IgG e
IgM séricas, pelo que estd melhor adaptada & cavidade oral e a outras membranas
mucosas (Chamorro-Jiménez et al., 2013).

2.2. Sistema imune mucoso comum

O sistema imune mucoso, normalmente descrito pela sigla MALT (tecido
linfoide associado as mucosas), representa um sistema imunolégico altamente
compartimentado que pode funcionar independentemente do sistema imune sistémico
(Cesta, 2006; Janeway et al., 2007).

Constitui a maior parte do nosso sistema imunitario e abrange no ser humano
adulto a protecdo de uma area de cerca de 400 m? de superficies mucosas (Michalek &
Childers, 2001).

A evidéncia de um sistema imune mucoso comum nos humanos € indireta.
Inimeras pesquisas mostram que a exposicdo de antigénios ao MALT pode induzir
respostas imunoldgicas ndo apenas na regido de inducdo, mas também em locais
distantes dessa regido (Shivakumar et al., 2009; Sumit, 2012; Gambhir et al., 2012:
Singh et al., 2013; Kaur et al., 2014). Este sistema atua através da ampliacdo da

resposta imunitaria produzida (Childers et al., 2002).

O MALT pode ser funcionalmente dividido em locais indutores e efetores. Nos
seres humanos os locais indutores compreendem essencialmente as estruturas linfoides
localizadas nas placas de Peyer, apéndice e ganglios linfaticos do trato intestinal,
constituindo o GALT (tecido linfoide associado ao intestino), e as estruturas linfoides
localizadas nos anéis de Waldeyer, amigdalas nasofaringeas e palatinas, constituindo o
NALT (tecido linfoide associado a mucosa nasal) (Childers et al., 2002; Pinto et al.,

2005). As glandulas exocrinas, como a lacrimal e salivar, a lamina prépria e
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epitélio do trato gastrointestinal, Iamina propria do trato respiratério superior e
geniturinario, constituem os locais efetores (Rich et al., 2013).

O MALT distingue-se dos tecidos linfoides sistémicos através de duas
caracteristicas principais. Em primeiro lugar, a existéncia de células epiteliais
especializadas (células M) que cobrem os tecidos do MALT, nas criptas dos anéis de
Waldeyer (NALT) e sobre as placas de Peyer (GALT). Em segundo lugar, o MALT
contém regides organizadas que incluem uma area subepitelial, zonas de células B com
centros germinativos contendo células B comprometidas com IgA e regides adjacentes
de células T com células apresentadoras de antigénios (APC) (William, 2008).

Apesar de se encontrarem distantes do ponto de vista anatdbmico, o GALT e o
NALT estdo funcionalmente interligados e apds a sua estimulacdo aumentam os niveis
de sIgA em todas as secrecOes, incluindo a saliva (Pinto et al., 2005), que vai contatar

com S. mutans na superficie do esmalte (Figura 6).
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Figura 6 - Sistema imune mucoso comum (Adaptado de Russell et al., 1999)

(GALT)

A estimulacéo de locais indutores (GALT e NALT) com antigénio, resulta no aparecimento em varios

locais efetores remotos, incluindo as glandulas salivares, e consequentemente na cavidade oral, de sIgA
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com especificidade para o antigénio encontrado no GALT ou NALT.

As células M capturam os antigénios e transferem-nos para as APCs subjacentes
que os apresentam as células T auxiliares. As células T auxiliares estimulam as células
B a diferenciarem-se nas células percursoras da IgA secretora. Células B e T
estimuladas migram através dos ganglios linfaticos drenantes, entram na circulacéo
sanguinea e atingem varios locais efetores (Russell et al., 1999), entre os quais as
glandulas salivares, onde a IgA termina a sua maturacdo unindo-se a0 componente
secretor sendo libertada sob a forma de sIgA (Russell et al., 1999; Michalek & Childers,
2001).

2.3. Resposta imune do hospedeiro

O sistema imunitario humano evoluiu durante milhdes de anos para desenvolver
complexos mecanismos de defesa (Kasper et al., 2006), mediados pelas primeiras
reacOes de imunidade inata e a subsequente resposta imunitéaria adaptativa (Chamorro-
Jiménez et al., 2013), que atuam de forma sinérgica (Pereira et al., 2010), destinados a
proteger o ser humano contra 0s microrganismos e os seus fatores de viruléncia (Kasper
et al., 2006).

A imunidade inata é a protecdo natural e ndo especifica contra os diferentes
agentes patogénicos, sendo constituida por barreiras fisicas e quimicas, por células
fagocitérias, pelas proteinas do sistema de complemento e por proteinas denominadas
citocinas (Campos et al., 2011; Chamorro-Jiménez et al., 2013).

Os mecanismos primarios protegem o0s individuos saudaveis contra
microrganismos produtores de céries e ndo dependem do numero de exposigdes ao
antigénio, nem diferenciam o tipo de substancias estranhas (Chamorro-Jiménez et al.,
2013).

A imunidade adquirida, também chamada de adaptativa, pode ser adquirida de
modo ativo ou passivo (Shanmugam et al., 2013).

No caso da imunidade celular, os seus componentes sdo as APC e linfécitos T
(LT); na imunidade humoral sdo os linfécitos B (LB).

De um modo geral, a imunidade humoral desempenha uma atividade importante
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na defesa do hospedeiro contra as infecBes produzidas por agentes patogénicos
extracelulares, como S. mutans, e a imunidade celular contribui para eliminar os agentes
patogénicos intracelulares, como virus, algumas bactérias e parasitas (Chamorro-
Jiménez et al., 2013).

A imunidade adquirida caracteriza-se por respostas especificas a um antigénio
estranho, patogénico ou ndo. Apds o contato inicial com determinado antigénio
(preparacdo imunoldgica), a exposicdo posterior a0 mesmo antigénio induz uma
resposta imunitaria mais rapida e mais forte (memdria imunoldgica) (Kasper et al.,
2006).

Relativamente as respostas mediadas por células, S. mutans pode estimular os
linfécitos humanos (LT e LB) a desenvolver e libertar citocinas que vao atuar sobre o
processo inflamatorio e na reatividade imunitaria local. Este efeito pode ser aumentado
pela acumulagéo do biofilme.

Verificou-se que a incidéncia de carie sera tanto menor, quanto mais elevado for
o indice de resposta linfo-proliferativa e o titulo de anticorpos anti-S. mutans (Arosa et
al., 2012).

Muitos dos antigénios presentes no biofilme sdo T-dependentes, o que vai
implicar o seu processamento pelas APC (macréfagos e células dendriticas) e a sua
apresentacdo através das moléculas da classe | ou IlI, do complexo major de
histocompatibilidade (MHC), aos linfocitos T citotoxicos (CD8") e linfocitos T
auxiliares (CD4") (Pereira et al., 2010).

Os linfocitos T CD4" sdo particularmente estimulados pelo S. mutans e estdo
envolvidos na ajuda aos linfdcitos B para produzirem anticorpos.

Animais deficientes em linfécitos T, animais atimicos, tém mais carie depois de
infetados com S. mutans (Arosa et al., 2012).

O sistema do complemento desencadeia e mantéem a reacdo inflamatdria, através
das fragdes C3a e C5a, que vdo aumentar a permeabilidade vascular (Pereira et al.,
2010). A fragdo C3b e os anticorpos séricos IgG anti-S. mutans sdo opsoninas fortes,
com origem no fluido crevicular, que podem opsonizar S. mutans facilitando e tornando
a fagocitose pelas células polimorfonucleares e macréfagos mais eficaz, conduzindo a
sua destruicao.

Deste modo, a opsonizacdo, a fagocitose e consequente destruicdo bacteriana
pelos leucdcitos ou macrofagos, podem representar um papel primordial na protecdo

contra a progressdo da colonizacdo pelo S. mutans (Arosa et al., 2012).
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Outra via de imunidade celular reside no facto de S. mutans ser deglutido (Motta
et al., 2006) e permitir uma resposta imunitéria associada ao tecido linfoide intestinal
(placas de Peyer) (Pereira et al., 2010). Estas células sensibilizadas viajam pela
circulacdo sanguinea e pela linfa até as mucosas, incluindo o revestimento do trato
gastrointestinal, respiratorio, geniturinario, glandulas mamarias, lacrimais e salivares
(Motta et al., 2006), contribuindo para a producgdo de anticorpos sIgA especificos para

S. mutans deglutidos, encontrados na saliva e outros fluidos (Pereira et al., 2010).

Verificou-se que o0 aumento da concentragdo de anticorpos sIgA anti-S. mutans
presentes na saliva, ndo acompanha a progressao da carie, estando associado com o
namero de caries estabelecidas, o que esta de acordo com a fraca memoria imunitaria da
imunidade secretora (Pereira et al., 2010).

Apesar da importancia da slgA, ndo é possivel estabelecer uma relagdo
quantitativa significativa entre o titulo de anticorpos IgA e o desenvolvimento da cérie
dentaria. Os anticorpos salivares exercem especialmente uma funcdo protetora e
funcionam como um indice da frequéncia e extensdo da coloniza¢do por S. mutans
(Arosa et al., 2012).

A ocorréncia de céarie é superior em individuos com défice de slgA
(imunodeficiéncia primaria). Porém, verifica-se frequentemente nestes individuos uma
secrecdo compensatoria de IgM salivar.

No entanto, uma pesquisa recente mostrou uma diferenca estatisticamente
consideravel no numero de céries na denticdo decidua, mas ndo na permanente em
criancas com baixo teor de sIgA, e estas criangas encontram-se em maior risco para o

desenvolvimento da cérie (Pereira et al., 2010).

Quando a cérie se estabelece existe um aumento da concentragdo de anticorpos
Séricos, 0s quais se vdo manter no soro durante meses ou anos.

O teor de IgA anti-S. mutans € tdo variavel que ndo permite tirar conclusdes
categoricas. Pelo contrario, os anticorpos IgG, provenientes do fluido crevicular, podem
atingir elevada concentragdo na saliva, indicando que niveis elevados de IgG estdo
relacionados com baixos indices de cérie, especialmente em jovens adultos (Arosa et
al., 2012).

Apesar de na maioria das situacbes o ser humano dispor da capacidade para
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exibir uma resposta imunitaria celular e humoral a S. mutans, se a cérie é exposta a sua
normal evolucéo, essas respostas imunitarias sdo normalmente insuficientes (Arosa et
al., 2012).

47



Vacina contra a carie dentaria: Perspetivas e preocupagdes. Uma opcao possivel?

CAPITULO 3: IMUNIZACAO CONTRA A CARIE DENTARIA

3.1. Imunizacédo ativa — Vacina contra a carie dentaria

A imunizacdo ativa € o processo pelo qual se estimula o sistema imunoldgico
através do uso de vacinas, a produzir anticorpos especificos, contudo sem que 0s

sintomas da doenca sejam induzidos (Miranda et al., 2001).

Tendo em consideracdo a natureza pandémica da cérie e as suas implicagdes na
salde e na economia, nao é surpreendente que o desenvolvimento de uma vacina contra
a carie tenha atraido um interesse tdo elevado (Pinto et al., 2005).

De todos os processos que potencialmente podem controlar e inibir a acéo
bacteriana na cavidade oral, a vacina é o método mais especifico (Motta et al., 2006;
Charone et al., 2012).

As vacinas sdo particularmente adequadas para planos de salde publica,
particularmente em ambientes onde ndo sejam prestados regularmente os cuidados de
satde (Smith, 2003; Gambhir et al., 2012).

Estamos agora na sétima década de pesquisa sobre vacinas destinadas a prevenir
ou a deter a cérie dentéria.

Na década de 1940, os Lactobacillus estavam entre os principais alvos
bacterianos (Smith, 2012). A imunizagdo contra Lactobacillus ndo originou protecdo
adequada contra a carie, uma vez que estes microrganismos sdo mais uma consequéncia
do que a causa da iniciacdo da carie e s6 se encontram presentes em lesdes profundas da
carie dentaria (Krithika et al., 2004a)

A era moderna da terapia com vacinas comegou com Bowen no final da década
de 1960 (Smith, 2003) e o foco da atencédo estava centrado nos EGM (S. mutans e S.
sobrinus), dada a sua associa¢do repetida com a céarie dentaria, particularmente na

primeira infancia (Smith, 2012).

Os acentuados progressos na producdo de modelos de vacina contra a carie
dentéria séo o resultado de muitas investigagcdes genéticas e moleculares orientadas para
S. mutans e ao mecanismo da resposta imune do hospedeiro. Estas pesquisas tém

permitido evidenciar os melhores antigénios estreptocdcicos para a vacina, assim como
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as melhores vias de administracdo, com competéncia para diminuir a colonizagéo

bacteriana e consequentemente o nimero de lesdes de cérie (Pinto et al., 2005).

3.1.1. Mecanismo de agdo

As pesquisas efetuadas mostram a utilizacdo de dois principais mecanismos
imunitarios para conferir protecdo contra a carie. Um dos mecanismos utiliza a saliva e
atua sobre o dominio salivar. O outro mecanismo envolve o fluido crevicular gengival e
atua sobre o dominio gengival (Kaur et al., 2013).

A saliva contém aproximadamente 1-3% da concentracdo de Igs, sendo como
referido anteriormente que a maioria € a sIgA e que contém ainda as IgA, 1gG e IgM
provenientes do fluido crevicular gengival (Shivakumar et al., 2009).

O mecanismo que utiliza o fluido crevicular gengival para exercer acdo na
superficie do dente e conferir protecdo imune contra a cérie, envolve todos os
componentes humorais e celulares do sistema imunitario sistémico (Gambhir et al.,
2012; Kaur et al., 2013).

3.1.2. Tipos de vacinas

Existem trés grandes grupos de vacinas:
| — Vacinas vivas, que utilizam microrganismos vivos, mas atenuados;
Il — Vacinas inativas que podem ser:
- Vacinas inteiras que utilizam microrganismos inativados por processos
quimicos ou fisicos;
- Vacinas de subunidades:
- Vacinas de péptidos sintéticos;
- Vacinas polissacaridicas;
- Vacinas conjugadas;
I11 — Outras vacinas:
- Vacinas recombinantes;
- Vacinas anti-idiotipicas:
- Vacinas de ADN.

Estudos iniciais sobre vacinas contra a carie dentaria usaram células vivas
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(atenuadas) de EGM como agentes imunogénicos. Apesar de se ter obtido protecdo
contra a carie dentaria com estas vacinas, verificou-se a possibilidade de poderem
induzir reagdes cruzadas com o tecido cardiaco humano (Koga et al., 2002; Marsh et al.,
2009). Assim, o foco de interesse desenvolveu-se sobretudo sobre as vacinas de

subunidades, recombinantes, anti-idiotipicas e de ADN.

3.1.2.1. Vacinas de subunidades

Para um individuo estar protegido contra um agente infecioso, ndo é necessario
que ele produza anticorpos contra todos os epitopos antigénicos do microrganismo. A
utilizacdo de uma ou duas proteinas vitais para conferir protecdo imunoldgica é
suficiente para produzir uma vacina de subunidades, em que a resposta imunitaria é
induzida por um ou mais determinantes antigenicos isolados existentes nas vacinas
(Miranda et al., 2001).

As vacinas de subunidades podem conter elementos estruturais da familia das
adesinas, como o Ag I/1l, das GTFs e das GBP B (Kaur, 2013; Singh 2013); sdo muito

seguras pois nao apresentam o ADN do agente patogénico (Miranda et al., 2001).

Pesquisas recentes tém tentado otimizar as respostas imunitarias para 0s epitopos
funcionais associados com a ligacdo salivar, processos cataliticos ou atividades de
ligacdo a glucano, utilizando vacinas de subunidades que contém cdpias Unicas ou
multiplas destes dominios (Smith, 2002; Singh et al., 2013).

As vacinas de subunidades mdaltiplas podem ser constituidas por maultiplos
epitopos que tém como objetivo atuar em diferentes funcbes do mesmo componente
(por exemplo, atividade catalitica e atividade de ligagdo a glucano das GTFs) ou em
funcbes de diferentes componentes (por exemplo, ligacdes salivares de Ag I/l e
atividade catalitica das GTFs).

Verificou-se que a conjugacdo de péptidos funcionais associados a outras
proteinas de vacinas (por exemplo, toxoide do tétano), aumentaria a imunidade do

péptido e a abrangéncia da vacina (Smith, 2002; Kaur et al., 2013).

3.1.2.1.1. Vacinas de péptidos sintéticos

O principio de atuacdo das vacinas de péptidos sintéticos assenta no facto de
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uma pequena por¢do antigénica, conhecida como epitopo, poder ser suficiente para
conferir a protecdo que se pretende, conduzindo a producdo de anticorpos no fluido
crevicular e também na saliva (Sumit, 2012). O desafio na producdo das vacinas de
péptidos sintéticos é o estabelecimento da sequéncia correta dos aminoacidos, a
conformacao e a forma final do péptido (Miranda et al., 2001).

Diversos determinantes podem ser controlados na producdo de vacinas
sintéticas, o que justifica a sua preferéncia relativamente a proteina aparentada. Deste
modo, a vacina pode, por exemplo, do ponto de vista tedrico, incluir epitopos que
induzam respostas de protecdo imunitaria especificas e omitir epitopos que induzam

respostas supressivas (Kaur et al., 2013).

A utilizacdo de vacinas de péptidos sintéticos, bem como as varias abordagens
de imunizacdo passiva, de que se fala mais a frente, sdo estratégias que visam eliminar a
possibilidade de formacao de anticorpos que reajam com o tecido cardiaco (Kaur et al.,
2013).

Um péptido sintético ideal pode ser obtido com elevado grau de pureza e a custo
reduzido. Deste modo foram preparados varios péptidos sintéticos para serem utilizados
em vacinas contra a carie, com base em clonagens de genes de S. mutans,
nomeadamente com o Ag I/1l (Arosa et al., 2012).

A adesina Ag I/l de S. mutans contém mdaltiplos epitopos funcionais que sdo
suficientemente imunogénicos para serem tidos em conta nas vacinas contra a cérie
dentaria (Smith, 2002; Singh et al., 2013).

Como anteriormente referido, pelo menos duas regides do Ag I/ll estdo
associadas com a adeséo de S. mutans.

Em 1991, Takahashi et al., demonstraram que a imuniza¢do subcutanea com um
péptido sintético obtido a partir da regido rica em alanina (residuos 301-319: Agl/Il-A)
do Ag I/ll, promoveu um nivel sérico mais elevado de anticorpos IgG reativos ao Ag
I/11, comparativamente com a imuniza¢do com um péptido sintético obtido a partir da
regido rica em prolina (residuos 601-629) do Ag I/l (Smith, 2002).

Em 1992, Lehner et al. verificaram que um anticorpo monoclonal originado a
partir da pré-imunizacdo com Ag I/Il intato, interagiu com a regido rica em prolina do

Ag I/l e impediu a formacdo de céries experimentais (Smith, 2002).
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Recetores de LB e LT foram encontrados associados com 0 componente
proteico (3,8 KDa) do antigénio de S. mutans. A aplicagdo na mucosa gengival de
macacos, de peptidos sintéticos com sequéncias imunitarias dominantes do antigénio
3,8 KDa de S. mutans, induziu a formacdo de anticorpos slgA e IgG que impediram a
colonizacdo por S. mutans (Smith, 2002; Singh et al., 2013).

O reconhecimento nas GTFs de residuos/dominios funcionais relevantes,
conduziu a preparacao de varias vacinas de péeptidos sintéticos.

Preparacdes com anticorpos monoclonais ou policlonais orientados para um dos
varios terminais N das GTFs, cada um com diferentes residuos com fungdes cataliticas,
conduziram a inibicdo da atividade das GTFs.

Vacinas de péptidos sintéticos também foram produzidas a partir de sequéncias
repetidas no terceiro terminal C da GTF, que estdo relacionadas com a ligacao a glucano
(Smith, 2002; Singh et al., 2013).

Estas pesquisas apontam para que a protecdo imunitaria pode ser alcancada por
imunizacdo com péptidos distintos associados a diversos fatores de viruléncia.

A combinagdo de epitopos de adesinas e GTFs e 0 aumento da resposta imune
utilizando sequéncias adicionais (como por exemplo, subunidades da toxina da célera),
pode em teoria aumentar e provavelmente ampliar o efeito de protecdo imunitaria das
vacinas de subunidades (Smith, 2002; Singh et al., 2013).

3.1.2.1.2. Vacinas polissacaridicas

Os polissacaridos serotipo especificos tém sido testados como antigénios
candidatos a vacinas (Pinto et al., 2005).

Apesar dos estudos realizados por Wallengren, Hamberg e Ericson mostrarem
que os antigenios polissacaridicos especificos de cada um dos serotipos desempenham
um papel importante na resisténcia a fagocitose e consequente morte pelos
polimorfonucleares humanos (Pinto et al., 2005), hd um consenso geral e evidéncias de
que estes antigénios apresentam fraca imunogenicidade (Koga et al., 2002; Pinto et al.,
2005).

As vacinas polissacaridicas conferem imunidade independente das células T e 0s

polissacaridos estimulam a producdo de anticorpos, sobretudo IgM (Lett et al., 1994),
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mas ndo a producao de células de memoria, tornando o reforgo ineficaz .
Estas vacinas séo ineficazes em criancas com menos de dois anos de idade,

possivelmente devido a imaturidade do seu sistema imunitario (Janeway et al., 2007).

3.1.2.1.3. Vacinas conjugadas

No final da década de 80, foi descoberto que as limitagdes com as vacinas
polissacaridicas poderiam ser ultrapassadas através de um processo designado por
conjugacdo (Janeway et al., 2007). Assim, outra estratégia que pode interferir a varios
niveis da patogénese molecular dos EGM ¢é a conjugacdo quimica de polissacaridos
bacterianos com proteinas (Smith, 2002; Gambhir et al., 2012; Kaur et al., 2013;
Shanmugam et al., 2013; Singh et al., 2013).

Além da importancia da inclusdo de varios alvos de atuacdo na vacina, a
conjugacao do polissacarido com a proteina aumenta a imunogenicidade ao transformar
um “antigénio T — independente” em “antigénio T — dependente”, o que conduz a
producdo de anticorpos e de células de memdria (Smith, 2002; Kaur et al., 2013; Singh
etal., 2013).

Em 1994, Lett et al. aplicaram este conceito, conjugando um polissacarido do
serotipo f “célula T — independente” com um péptido da proteina de ligacdo salivar de
S. mutans, que originou um aumento significativo da resposta imune anti-polissacarido.

A inoculacdo por intubacdo gastrica dos conjugados associados a lipossomas
induziu a producédo de slgA especifica, quer para o péptido, quer para o polissacarido
(Smith, 2002; Singh et al., 2013).

Dado que a infecdo inicial por S. mutans ocorre huma idade inferior a 2 anos,
altura em que as criancas sdo incapazes de elaborar respostas relevantes anti-
polissacaridos, as vacinas conjugadas serdo particularmente importantes se mostrarem
capacidade de aumentar significativamente o nivel de prote¢do imunitario relativamente

ao que ¢ atingido com as vacinas a base de proteinas (Smith, 2002).

3.1.2.2. Outras vacinas

3.1.2.2.1. Vacinas recombinantes/vetores de expressdo atenuada

Estratégias recombinantes visam a expressao de extensas regides dos dominios
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antigénicos funcionais pelos péptidos sintéticos (Gambhir et al., 2012; Shanmugam et
al., 2013).

As estirpes de Salmonella sdo um vetor atenuado eficiente da vacina (Gambhir
et al., 2012). Estas bactérias contém plasmideos que expressam péptidos recombinantes
e podem dirigir a vacina ao tecido linfoide indutor, despoletando a resposta imunitaria
das mucosas.

A fusdo de genes de sequéncias importantes do ponto de vista funcional, ligados
a uma sequéncia adjuvante da mucosa, pode resultar em proteinas quiméricas com
capacidade para aumentar as respostas imunitarias a epitopos funcionais (Smith, 2002;
Singh et al., 2013).

Vérias destas estratégias tiveram sucesso na inducdo de respostas imunitarias
protetoras para caries dentarias experimentais em ratos ou murganhos através de
proteinas quimeéricas ou vetores que expressam, quer epitopos de adesina, quer 0s
epitopos de GTF (Kaur et al., 2013).

O recetor de ligacdo salivar 42-KDa (SBR) do Ag I/ll de S. mutans
geneticamente ligado com as subunidades A2 e B da toxina da colera (SBR-TCA2/B),
produzem uma proteina quimérica que administrada por via intranasal reduz as caries

dentérias nos ratos Fischer com S. mutans UA130 (Shanmugam et al., 2013).

Proteinas quiméricas, em que pequenas sequéncias de regides cataliticas
funcionais de GTF B (dominios de ligacao a sacarose), foram combinadas com a toxina
da célera (TC) ou a subunidade B da TC e expressas em Escherichia coli (E. coli)
HB101, resultou em respostas imunitarias que podem provocar a inibicdo de 50% da
atividade de GTF B (Smith, 2002).

3.1.2.2.2. Vacinas anti-idiotipicas

A ideia basica das vacinas anti-idiotipicas é a de utilizar no lugar do antigénio,
um anticorpo que reproduz a morfologia do antigénio e com este induzir imunidade.
Para produzir uma vacina deste tipo, o primeiro passo é obter um anticorpo contra o

antigénio. Este anticorpo, denominado anticorpo idiotipico, é injetado num animal que
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responde produzindo anticorpos contra ele, os anticorpos anti-idiotipicos. Estes ultimos
anticorpos podem atuar como vacina dado que contém um determinante antigénico

semelhante ao do antigénio original (Lépez et al., 2004).

O sistema imunitério ndo consegue distinguir entre um idiotipico e uma vacina
anti-idiotipica. O anti-idiotipico comporta-se como um antigénio contendo o epitopo
original, porque eles podem compartilhar uma sequéncia homdéloga de aminoacidos com
0 epitopo imunogénico. Este facto € particularmente importante para imunogénios
pobres, como sdo os hidratos de carbono. Deste modo, o anti-idiotipico pode ser usado
como antigénio substituto para induzir imunidade especifica, para substituir antigénios
gue ndo sdo seguros ou sao tdxicos ou para induzir imunidade anti-hidrato de carbono
(Kaur et al., 2013).

Esta abordagem tem a vantagem de ndo ter o risco de provocar doenca
cardiovascular ou renal devido a reacdo cruzada, pelo facto de ndo utilizar antigénios S.

mutans na vacina (Motta et al., 2006).

3.1.2.2.3. Vacinas de ADN

As vacinas de ADN sao constituidas por um plasmideo bacteriano que expressa

0 gene do antigénio de interesse nas células do hospedeiro (Kaur et al., 2013).

As vacinas de ADN tém muitas vantagens em relacdo as vacinas tradicionais:

— Fé&ceis de preparar e de administrar;

— Apresentam inumeras possibilidades para alteracdes e aperfeicoamentos;

— Aptidao para promover respostas imunitarias eficazes (Silva et al., 2013).

— S&0 seguras e mais estaveis na aplicagdo e na armazenagem;

— Estimulam ao mesmo tempo LT e LB (Yang et al., 2009; Silva et al., 2013).

— Propriedades antigénicas mais fortes, com aptiddao para promover respostas
humorais e celulares;

— Potencial de producdo de uma vacina polivalente contra diversos agentes
patogénicos (Sun et al., 2009; Kaur et al., 2013).

— Estabilidade e persistente expressdo dos Ags na sua configuracdo nativa (Sun et
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al., 2009; Yang et al., 2009; Kaur et al., 2013, Silva et al., 2013).

Pesquisadores do Instituto de Virologia de Wuhan, China, desenvolveram uma
vacina de ADN, conhecida como pGJA-P/VAX, que mostrou resultados promissores na
prevencdo da cérie dentéaria. Esta vacina de ADN de fusdo codifica dois dominios
antigénicos importantes, Ag I/l1l e GLU de S. mutans (Sun et al., 2009; Gambhir et al.,
2012; Huang et al., 2013; Silva et al., 2013).

Esta vacina induziu rapidez e aumento da resposta de anticorpos especificos no
soro e saliva em coelhos, comparativamente com a vacina nao-fusdo de ADN, que é
considerada um agente imunogénico relativamente fraco (Sun et al., 2009; Gambhir et
al., 2012; Silva et al., 2013).

A vacina pGJA-P/VAX mostrou vantagens ao induzir em simultaneo sIgA anti-
Ag I/11 e anti-GLU, conduzindo a inibi¢do da formacéo do biofilme, na fase de adeséo e
acumulacao, respetivamente (Yang et al., 2009).

Apesar do sucesso assinalavel, a extrapolacdo da pesquisa laboratorial para 0s
ensaios clinicos, necessita de mais ensaios (Silva et al., 2013). Embora seja considerada
segura, novas pesquisas tém sido efetuadas devido a ainda néo ter sido completamente
descartada, a possibilidade do ADN induzido poder causar danos genéticos no
hospedeiro (Krithika et al., 2004b).

Deve ser tida em consideracdo a necessidade de grandes quantidades
(miligramas, gramas) de vacina de ADN, o que obrigara a uma producdo a escala
industrial que ird aumentar o custo da vacina (Silva et al., 2013).

3.1.3. Vias de administracdo da vacina

Diversas experiéncias tém sido realizadas com o objetivo de induzir a formacéo
de anticorpos anti-S. mutans, utilizando diferentes vias de administragéo (Pereira et al.,
2010). Estas pesquisas assentam sobretudo em duas abordagens, a indugéo de slgA e de
anticorpos séricos, que alcangam o biofilme oral através do sulco gengival (Miranda et
al., 2001).

3.1.3.1. Vias de imunizacdo através das mucosas

Dado que os dentes e o biofilme oral estdo banhados com saliva contendo
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anticorpos, muitos ensaios tém sido realizados para induzir imunidade por via das
mucosas (Smith, 2003).

As vacinas contra a carie dentaria aplicadas através das mucosas sao geralmente
escolhidas para induzir a secrecdo de sIgA na saliva, dado que esta Ig constitui o
principal componente imunitério das secre¢des das glandulas salivares major e minor.

Inimeras pesquisas mostraram que a exposi¢do de antigénios ao MALT pode
induzir a formacdo de sIgA em secrecOes externas de glandulas que ndo foram
diretamente estimuladas com antigénio, facto que, como ja foi abordado anteriormente,
originou um novo conceito conhecido como “sistema imune mucoso comum”
(Michalek & Childers, 1990; Shivakumar et al., 2009; Sumit, 2012; Gambhir et al.,
2012; Singh et al., 2013; Kaur et al., 2014).

Assim, varias vias das mucosas foram usadas para induzir uma resposta

imunitéria contra os antigénios da vacina contra a cérie (Russell et al., 2004).

3.1.3.1.1. Viaoral

A via oral é uma das vias de administracdo mais importantes (Sumit, 2012).

Diversas pesquisas foram baseadas na inducdo da imunidade por via oral no
GALT, para estimular respostas de protecdo de anticorpos IgA salivar.

Nestas experiéncias, a aplicacdo do antigénio foi efetuada por alimentacédo oral,
intubacdo gastrica, em capsulas ou lipossomas contendo a vacina (Smith, 2002;
Shivakumar et al., 2009; Gambhir et al., 2012; Singh et al., 2013; Kaur et al., 2014).

A via oral ndo é uma via de imunizacdo ideal, porque a passagem através do
acido gastrico reduz o estimulo efetivo do antigénio (Smith & Mattos-Graner, 2008) e
porque os locais indutores sdo relativamente distantes do local efetor. Contudo, as
pesquisas efetuadas com a via oral determinaram que a imunidade induzida, foi por si
s0, suficiente para modificar o curso da infecdo por S. mutans e a doenca de carie, quer
em modelos animais como em seres humanos (Smith, 2002; Shivakumar et al., 2009;
Singh et al., 2013; Kaur et al., 2014).

A utilizagdo de vacinas inativas inteiras (contendo bactérias mortas) mostraram
ser mais efetivas na imunizagdo oral do que fragmentos de antigénios bacterianos na

inducdo de respostas imunitarias salivares, pelo facto das placas de Peyer serem mais
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eficientes na captacdo e no processamento de células bacterianas. Por outro lado, as
vacinas inativas fracionadas (vacinas de subunidades) contendo fragmentos de
antigénios em determinados adjuvantes soluveis, induzem a nivel oral, niveis locais de

slgA, maiores do que a administracdo de bactérias inteiras mortas (Motta et al., 2006)

A imunizagdo oral de macacos com células inteiras de S. mutans (inativadas) ndo
induziu quantidades significativas de sIgA e ndo teve impacto na reducgédo da incidéncia
de carie dentaria. Mesmo apds uma segunda imunizacgdo, o aumento de sIgA foi pouco
acentuado e de curta duracdo (Arosa et al., 2012).

Experiéncias de ingestdo, em humanos, de S. mutans em capsulas de gelatina,
levaram a um aumento de sIgA na saliva, embora por um pequeno intervalo de tempo
(Shivakumar et al., 2009; Kaur et al., 2014).

A memoria imunitaria, como resposta a estimulacdo oral, é bastante limitada e
coloca em causa a eficicia desta via de imunizacdo (Pereira et al., 2010; Arosa et al.,
2012; Kaur et al., 2014).

A inducdo ativa do MALT através da imunizacdo oral, promove a producdo de
slgA especifica para todas as secreces, incluindo a saliva e ndo desenvolve resposta
por anticorpos séricos 0 que minimiza os danos a outros tecidos do organismo. A
imunizacdo sistémica por injecdo intramuscular ou subcutanea apenas induz anticorpos
séricos, que podem atingir a superficie dentéria, via exsudado, através do fluido
crevicular (Motta et al., 2006; Charone et al., 2012).

3.1.3.1.2. Via intranasal

Muitas das pesquisas tém como objetivo a via nasal para aproveitar as
caracteristicas indutivas do NALT (Smith, 2003).

A instilacdo intranasal do antigénio que tem como alvo o NALT, tem sido usada,
na inducdo de imunidade a muitos antigénios bacterianos, incluindo os que estdo
associados a colonizagdo e acumulagéo de EGM.

Pode ser induzida imunidade protetora em ratos apés infecdo destes com EGM
cariogenicos, por via intranasal com muitos antigénios de S. mutans ou dominios

funcionais associados a esses componentes. A protecdo imunitaria pode ser comprovada
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com Ag I/ll de S. mutans, com SBR do Ag I/ll, uma sequéncia 19-mer no interior da
SBR, o dominio de ligacdo ao glucano de GTF-B de S. mutans, GBP B de S. mutans e
preparacdes de fimbrias de S. mutans, com antigénio isolado ou em combinacdo com
adjuvantes da mucosa (Smith, 2002; Smith & Mattos-Graner, 2008; Shivakumar et al.,
2009; Gambhir et al., 2012; Singh et al., 2013; Kaur et al., 2014).

Childers et al., efetuaram imunizacdo nasal em cinco mulheres voluntarias,
utilizando GTF como antigénio em duas aplicacbes com intervalo de sete dias. Foi
observado aumento de IgAl e IgA2 salivares anti-GTF, além do aumento de IgA e IgM
no soro. Ndo se observou aumento da IgG. Segundo os autores, estes resultados
demonstraram, pela primeira vez, evidéncia da eficacia do uso da vacina pela via nasal
(Miranda et al., 2001).

A utilizacdo da via nasal em humanos é ainda refor¢ada por sucessos recentes

com uma vacina contra a gripe administrada por via nasal (Smith, 2003).

Segundo Pinto (2005), apesar da via de imunizacdo oral com vacinas de ADN
recombinante e inducdo do GALT, exibir resultados satisfatérios na contencdo da carie
dentéria em animais, a via intranasal e das amigdalas (a seguir referida) tém vantagens
adicionais:

— Maior local indutivo da resposta imune da mucosa, resultado da

compartimentacdo das estruturas linfoides do NALT, o que reduz a competicdo e

a acdo proteolitica sobre o imunogénio administrado; deste modo, podem ser

administradas doses mais baixas do antigénio;

— Promovem quer a imunidade sistémica, quer a imunidade secretora;

— Administragdo mais simples.

3.3.1.3. Via das Amigdalas

O tecido das amigdalas tem os elementos necessarios para a inducao da resposta
imunitaria de slgA, mas as respostas carateristicas da 1gG sdo as dominantes neste
tecido.

No entanto, as amigdalas palatinas e em particular as nasofaringeas, tém sido
apontadas como fornecedoras de células percursoras nas mucosas efetoras, como as

glandulas salivares (Gambhir et al., 2012; Singh et al., 2013; Kaur et al., 2014).
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A administracdo consecutiva de antigénios nas amigdalas, pode conduzir a
inducdo de células produtoras de anticorpos IgA em ambas as glandulas salivares, major
e minor, do coelho (Sumit, 2012; Gambhir et al., 2012; Shanmugam et al., 2013; Kaur
etal., 2014).

Apesar de cientistas japoneses terem observado protegdo pré-clinica em coelhos
apos aplicacdo nas amigdalas de EGM e, demonstrado que esta via de imunizacdo era
mais eficaz que a via intranasal, Childers et al. mostraram que 0s humanos respondem

melhor a imunizacao por via nasal que pelas amigdalas (Smith, 2003).

Quando o antigénio, na forma solGvel ou incorporado em lipossomas foi
administrado por aplicacdo tdpica nas amigdalas, foi induzida protecdo especifica sIgA
para 0 antigénio. No entanto, estudos em populacbes de jovens adultos mostraram
efeitos de curta duracéo sobre EGM, o que indica que a imunizacgdo desta populagdo néo
afetaria a microflora a longo prazo (isto é, durante mais de 42 dias). Deste modo, a via
das amigdalas para a vacina contra a carie nao é apropriada para os adultos (Taubman &
Nash, 2006).

3.1.3.1.4. Via das glandulas salivares minor

Os labios, as bochechas e o palato mole sdo as principais localizacdes das
glandulas salivares minor, que tém sido apontadas como vias a considerar para a
inducdo de respostas imunitérias da mucosa salivar, devido os seus curtos e amplos
ductos secretores que facilitam o acesso retrégrado de bactérias e seus produtos, e pelo
facto dos agregados de tecido linfatico serem frequentemente encontrados associados a
esses ductos (Smith, 2002, 2003; Shivakumar et al., 2009; Gambhir et al., 2012; Kaur et
al., 2014).

Ensaios clinicos realizados por Smith et al., em que GTF de S. sobrinus foi
aplicado por via tdpica sobre os labios inferiores de adultos (entre 18 e 42 anos),
mostraram propor¢des significativamente mais baixas de S. mutans indigena e do total
da flora estreptococica na saliva durante um periodo de seis semanas, ap0s uma
profilaxia dentaria, em comparacdo com o grupo placebo, indicando que esta via de
imunizacdo pode ser uma via alternativa para a distribuicdo da vacina contra a carie
(Smith, 2002, 2003; Nogueira et al., 2008; Shivakumar et al., 2009, Gambhir et al.,
2012; Kaur et al., 2014).
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Foi ensaiada em macacos, a imunizacdao direta da glandula salivar parotida,
através da aplicacdo repetida de uma vacina nos ductos salivares, o que originou
elevados niveis de sIgA, mas apresentou a desvantagem da funcdo da glandula ter
ficado alterada (Kaur et al., 2014).

Esta via, bem como a via intranasal, é significativamente melhor que a

imunizacédo pela via das amigdalas (Motta et al., 2006).

3.1.3.1.5. Via retal

As mucosas mais distantes também tém sido pesquisadas pelo seu potencial de
inducdo de resposta imunitaria.

A regido colo-retal ¢ apontada como um local da mucosa para indugdo de
respostas imunitarias em seres humanos, devido ao facto deste local ter a mais elevada
concentracdo de foliculos linfoides do trato intestinal inferior.

Estudos indicaram que esta via também pode ser utilizada para induzir respostas
de IgA salivar aos antigénios de S. mutans, como a GTF.

Deste modo, é previsivel a utilizacdo de vacinas em supositdérios como
alternativa para criangas, em que doencas respiratorias impecam a sua aplicacdo por via
intranasal (Smith, 2002; Gambhir et al., 2012; Singh et al., 2013; Kaur et al., 2014).

Segundo Smith (2010), persistem algumas duvidas quanto a capacidade, das
vacinas a serem aplicadas nas mucosas, de induzirem respostas suficientemente
vigorosas ou de duracdo suficiente para bloquear a colonizagdo de estreptococos
cariogenicos. Torna-se necessario um maior nimero de ensaios e que a pesquisa atual
de adjuvantes mais eficazes para estas vacinas beneficie as abordagens a estabelecer no

desenvolvimento da vacina contra a cérie.

A imunizacdo das mucosas € vantajosa em relacdo a imunizacdo sistémica
(Krithika et al., 2004a).
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3.1.3.2. Via gengivo-salivar

Esta via tem sido explorada com o objetivo de suprimir potenciais efeitos
secundarios da imunizacdo sistémica, pretendendo fixar a resposta imunitaria na
cavidade oral (Arosa et al., 2012; Kaur et al., 2014) e tem a vantagem de ndo ser
invasiva (aplicacdo topica) (Arosa et al., 2012).

No sulco crevicular encontram-se neutrofilos, que ali chegam por quimiotaxia, e
em menor quantidade, células mononucleares (linfécitos T, B e macréfagos). Deste
modo, a gengiva poderd ser uma regido com capacidade para responder a nivel
imunoldgico a inducéo local (Arosa et al., 2012).

Experiéncias utilizando esta via originaram um aumento de anticorpos sIgA e de
IgG de origem crevicular, que eram o provavel motivo de uma menor colonizagéo por S.
mutans (Arosa et al., 2012).

Pesquisas de imunizacdo direta, por escovagem com S. mutans Vivos na gengiva
de macacos, ndo promoveram a formacdo de anticorpos nem impediu a progresséo de
caries (Shivakumar et al., 2009; Sumit, 2012; Gambhir et al., 2012; Kaur et al., 2014).

A condicdo necessaria para se obter éxito com a imunizacdo gengival foi a
utilizacdo de antigénios de S. mutans com baixo peso molecular (3,8 KDa). A diferenca
entre os resultados obtidos com a utilizacdo do antigénio de 185 KDa e do antigénio de
3,8 KDa, foi atribuido a maior capacidade do péptido de 3,8 KDa em atravessar 0
epitélio crevicular, dado que a permeabilidade do epitélio oral estd associada com a
dimensdo da molécula (Arosa et al., 2012; Kaur et al., 2014).

O péptido sintético obtido a partir da sequéncia de aminoacidos do péptido de
3,8 KDa apresenta um tamanho ainda menor (17 ou 21 residuos de aminoacidos) e a sua
administracdo na gengiva induz formacao de 1gG de origem crevicular e de slgA, quer
para o péptido, como também para o antigénio nativo 3,8 KDa de S. mutans (Kaur et al.,
2014).

3.1.3.3. Via sistémica

A imunizacdo sistémica utiliza principalmente a via subcuténea, a via parenteral
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classica de imunizacdo, com o objetivo de obter uma resposta imunitaria sistémica,
induzindo principalmente a formacdo de 1gG e em menor quantidade, a IgA e IgM
(Miranda et al., 2001). Estes anticorpos atingem o fluido da cavidade oral onde podem

funcionar em ambos os dominios, gengival e salivar dos dentes (Kaur et al., 2014).

Evidéncia pré-clinica da eficacia desta via de imunizacdo foi fornecida na
década de 1970 pelo grupo liderado por Lehner (Smith, 2003).

Como agentes imunizantes foram utilizados bactérias intatas, paredes celulares e
o0 antigénio 185 KDa de S. mutans. De um modo geral, a imunizagdo reduz o nimero de
caries de 60-80% (Pereira et al., 2010; Shivakumar et al., 2009; Arosa et al., 2012;
Gambhir et al., 2012; Kaur et al., 2014). Esta reducdo acentuada da carie esta
relacionada com a redugdo do nimero de S. mutans, com 0 aumento dos niveis de
anticorpos 1gG, IgA e IgM, com o atraso da hipersensibilidade e com a sintese de
linfdcitos (Kaur et al., 2014).

O fluido crevicular desempenha um papel ativo na resposta imunitaria a
imunizacdo subcutdnea, servindo de veiculo para que 0s componentes sistémicos
celulares e humorais cheguem até a gengiva, onde varios eventos vdo ocorrer, levando a
opsonizacao, fagocitose e destruicdo de S. mutans pelos leucécitos, assim como a
diminuicdo da adesdo bacteriana na superficie do dente e consequente reducdo da cérie
dentéria (Arosa et al., 2012).

A utilizacdo da imunizacao por via parentérica tem originado alguma apreensdo
relativa a seguranga da vacina. O risco associado mais relevante foi que a administracdo
intravenosa ou subcuténea de S. mutans em coelhos, originava anticorpos com reacao
cruzada com antigénios do masculo cardiaco (Arosa et al., 2012; Charone et al., 2012).

No entanto, estes efeitos indesejaveis tém sido suprimidos com o

desenvolvimento de novos conceitos de vacinas (Miranda et al., 2001).

3.1.4. Adjuvantes e sistemas de distribuicio

A aplicacdo na mucosa de antigenios de proteinas sollveis ou de péptidos

isolados, raramente resulta em respostas sustentadas na producéo de slgA. Deste modo,
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tem existido inimeras pesquisas para desenvolver imunomoduladores (adjuvantes) e
sistemas de distribuicdo que melhorem as respostas das mucosas, e assim as respostas
das vacinas contra a carie (Smith, 2003; Negrini et al., 2009; Gambhir et al., 2012).

Em 1925, Ramon concebeu o termo adjuvante, que sdo agentes incluidos em
preparacGes de vacinas com o objetivo de aumentar a eficacia imunoldgica dos
antigénios das vacinas (Plotkin et al., 2004), de varias formas, incluindo a formacéo do
complexo antigénio-adjuvante que funciona como deposito para que o antigénio possa
ser libertado progressivamente; atracdo quimica de moléculas imunes para o local de
administracdo do antigénio; segmentacdo ou entrega de APC e imunomodulacédo direta

ou indireta (Morrow et al., 2012).

Os adjuvantes conferem importantes beneficios, entre os quais se incluem a
inducdo de maior amplitude da resposta do anticorpo para abranger a diversidade
patogénica, a inducdo de uma potente resposta funcional do anticorpo para garantir a
morte ou neutralizacdo do agente patogénico e a inducdo mais efetiva da resposta dos
linfocitos T para matar direta ou indiretamente os agentes patogénicos.

Os adjuvantes também podem ser usados para se obterem efeitos mais préaticos,
como a reducdo da dose de antigénio e a superacdo da concorréncia antigénica nas

vacinas combinadas (Morrow et al., 2012).

Segundo Krithika (2004 b), os adjuvantes que tém sido testados ha ja um longo
periodo de tempo, sdo:
— Adjuvante incompleto de Freund;
— Adjuvante completo de Freund;
— Particulas de silica, sulfato de berilio;

— Endotoxinas.

Dos adjuvantes e sistemas de distribuicdo que tém sido usados nas recentes
pesquisas da vacina contra a carie destacam-se as enterotoxinas de Vibrio cholerae e de
E. coli, microcapsulas e microparticulas, lipossomas, estirpes ndo virulentas de

Salmonella, monofosforil-lipido A, oligodeoxinucle6tidos, bupivacaina e quitosano.
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3.1.4.1. Enterotoxinas — Vibrio cholerae e Escherichia coli

A conjugacdo de antigénio de EGM com proteinas transportadoras como a TC
produzida por Vibrio cholerae ou enterotoxinas termolabeis de E. coli, pode aumentar
de forma acentuada a resposta imune sistémica e da mucosa (Smith, 2012), quer por via
intragéstrica ou por via intranasal (Shivakumar et al., 2009; Gambhir et al., 2012;
Smith, 2012; Sumit, 2012; Kaur et al., 2013).

A TC ¢ frequentemente usada para aumentar a imunidade da mucosa a uma
variedade de agentes patogénicos bacterianos e virais em sistemas animais (Smith,
2002; Shivakumar et al., 2009; Sumit, 2012; Kaur et al., 2013).

A TC é uma toxina bacteriana com uma subunidade A toéxica e uma subunidade
B ndo toxica (Smith, 2002), o que impede 0 seu uso em vacinas humanas na sua forma
nativa (Smith, 2012).

Para reduzir ou eliminar a sua toxicidade e assim ser possivel a sua utilizacdo
como adjuvante, procede-se a remocdo da subunidade A do complexo da TC (Smith,
2002; Kaur et al., 2013). A ligacdo da proteina com a unidade nao téxica da TC é eficaz
na supressao da colonizacéo de S. mutans (Gambhir et al., 2012; Sumit, 2012).

Outras pesquisas tém sido efetuadas para modificar a TC, dado que o aumento
da resposta imunitaria com a subunidade ndo toxica da TC (TC B) foi acentuadamente
menor do que a conseguida com a TC, e uma vez que em alguns sistemas foi necessaria
a presenca de uma pequena quantidade de TC intacta para reforcar a resposta imunitaria
(Smith, 2002).

Ha ainda que ter em conta que mutantes geneticamente modificados de E. coli
tém sido associados a problemas neurologicos, apos a sua utilizagdo com a vacina
contra a gripe inativada administrada por via nasal, provavelmente devido a uma fungéo
de ligagdo das enterotoxinas labeis ao calor a ganglidsidos neuronais. No entanto, as
pesquisas continuam a identificar subcomponentes seguros que mantém as carateristicas

imunomoduladoras e que podem ser utilizadas por via intranasal (Smith, 2012).
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3.1.4.2. Microcépsulas e microparticulas

Para melhorar as respostas imunitarias da mucosa tém sido utilizadas em
pesquisas, combinacfes de antigénio em ou sobre microcapsulas ou microparticulas
feitas de poli (lactido-coglicolido) (PLGA) ou lipossomas (referidos a seguir) (Smith &
Mattos-Graner, 2008).

As microcapsulas, microparticulas ou lipossomas também podem ser utilizados
com o intuito de impedir a destruicdo proteolitica dos antigénios no estdmago,
possibilitando que os antigenios administrados por via oral atinjam o GALT (Plotkin et
al., 2004).

As microcapsulas e microparticulas foram usadas como sistemas de entrega
local do antigénio devido: (i) a sua aptiddo em controlar a taxa de libertacdo do
antigénio; (ii) poderem inibir mecanismos de eliminacdo de anticorpos; (iii) e por serem
degradados lentamente sem induzir uma resposta inflamatéria do organismo
(Shivakumar et al., 2009; Gambhir et al., 2012; Sumit, 2012).

A desnaturacdo pode ser acentuadamente diminuida por técnicas que incorporam
0 antigénio nas microparticulas numa fase aquosa.

A imunizacdo por via intranasal de microparticulas GTF-PLGA incorporadas em
meio aquoso que continha 1% de gelatina como bioadesivo, promoveu a formacao de
resposta imunitéria a nivel salivar de longa duracdo (Smith, 2002; Kaur et al., 2013).

Microparticulas de amido também podem ser usadas para aumentar a resposta da

mucosa aos antigénios soltveis (Smith, 2003; Kaur et al., 2013).

3.1.4.3. Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas fechadas com uma membrana de dupla camada
fosfolipidica (Gambhir et al., 2012). Os antigénios lipossollveis podem ser
incorporados na membrana lipidica e os antigénios hidrossoliveis podem ser incluidos
no interior do lipossoma (Krithika et al., 2004b). Para além de conterem, também
entregam drogas e antigénios, e tém sido utilizados para aumentar a resposta imune da
mucosa para hidratos de carbono e GTF de EGM (Shivakumar et al., 2009; Sumit,
2012; Kaur et al., 2013).

Os lipossomas séo utilizados para melhorar a resposta imune da mucosa, por

66



Desenvolvimento

facilitar a sua captacdo pelas células M e entregar o antigénio a tecidos linfoides
(Shivakumar et al., 2009; Sumit, 2012; Kaur et al., 2013).

Alguns pesquisadores avaliaram a eficiéncia do sistema de distribuicdo com
lipossomas desidratados na inducdo de resposta imune a antigénios de EGM.
Participaram neste estudo, adultos entre 21 e 38 anos com historial de cérie dentéria,
que ingeriram capsulas 30 minutos antes do pequeno-almoco. A formacdo de slgA

aumentou em 77% e ndo houve resposta de 1gG e IgM (Charone et al., 2012).

3.1.4.4. Salmonella

Estirpes ndo virulentas de Salmonella sdo um vetor de vacina eficaz
(Shivakumar et al., 2009; Sumit, 2012).

A resposta imune da mucosa intestinal inicia-se pela captura de antigénios a
partir do lamen intestinal por células epiteliais especializadas (células M) que se
sobrepdem ao tecido linfoide da mucosa. As células M passam o seu conteudo para o
tecido linfoide subjacente, o que vai resultar em anticorpos sIgA nas secrecoes.

Uma vez que as bactérias do género Salmonella colonizam naturalmente as
células M, estes microrganismos foram utilizados como replicantes do sistema de
distribuicdo de antigénio para o qual se pretende a resposta da mucosa (Smith, 2003).

Concecles de vacinas contendo vetores de expressdo atenuada de Salmonella,
apo6s administracdo intragastrica ou intranasal, podem induzir imunidade protetora para
a carie (Smith & Mattos-Graner, 2008).

Estirpes atenuadas de Salmonella também podem ser utilizadas como veiculo
para vacinas de ADN, em cujo sistema ndo vao expressar o antigénio codificado, mas
transportar a mensagem genética que ird transfetar as células de defesa do hospedeiro
(Almeida et al., 2002).

Shi et al., pesquisaram a utilizacdo da proteina recombinante flagelina, derivada
de Salmonella (FIiC) como um adjuvante para a administragdo de uma vacina de ADN
contra a cérie (pGJA-P/VAX) por via intranasal. A proteina flagelina € um ligando do
recetor do tipo 5 e como potente imunoativador é um eficiente adjuvante em muitas

vacinas.
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A andlise dos estudos de Shi mostrou que a vacina pGJA-P/VAX usada com
FIiC aumentou os niveis de anticorpos 1gG séricos e IgA salivar para o fragmento Ag
I/, qguando comparada com a vacina de ADN sem FIiC, e mostrou também uma

acentuada diminuicéo da colonizacdo de S. mutans em ratos (Shi et al., 2012).

3.1.4.5. Outros adjuvantes

Outros métodos para aumentar as respostas da mucosa estdo a ser pesquisados

para 0 uso na vacina contra a cérie dentaria.

Monofosforil-lipido A administrado a ratinhos, por via intranasal, numa
formulacdo aquosa com GTF soltvel ou incluido em lipossomas que continham GTF,
promoveu a inducdo de um maior nivel de respostas primarias e secundarias de slgA

que as obtidas s6 com o complexo GTF-lipossomas (Smith, 2002; Kaur et al., 2013).

Oligodeoxinucledtidos, sdo sequéncias curtas de ADN contendo dinucledtidos
citosina e guanina ndo metilados (Plotkin et al., 2004), que induzem a producédo de LB e
a ativacdo de macrdfagos. A sua administracdo por via intranasal ou oral com toxoide
tetanico, aumentou o nivel de respostas de sIgA murina em muitas das secrecfes das

mucosas, entre as quais a saliva (Smith, 2002; Kaur et al., 2013).

Fan et al. tém obtido bons resultados utilizando bupivacaina e quitosano como
adjuvantes em vacinas de ADN contra a carie, administradas por via intranasal (Smith,
2012).

3.2. Outra abordagem de imunizagéo - Imunizacao passiva

Lehner et al.,, demonstraram que o anticorpo ndo precisa de ser produzido
ativamente pelo hospedeiro e que a protecdo poderia ser atingida pela administragdo
passiva de anticorpos (Smith, 2003). Assim, a imunizacdo passiva € uma abordagem
alternativa no combate da carie (Smith & Mattos-Graner, 2008), na qual a utilizacdo de
anticorpos exogenos previamente formados, oferece a vantagem de ndo induzir uma
resposta imunoldgica sistémica, minimizando os potenciais efeitos secundarios

associados com a imunizagdo ativa (Negrini et al., 2009; Gambhir et al., 2012; Setia et
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al., 2012; Silva et al., 2013), de ser mais funcional e permitir a obtencéo de resultados
satisfatorios (Pinto et al., 2005).

No entanto, ndo havendo qualquer resposta ativa pelo hospedeiro, ndo héa
inducdo de memoria imunoldgica e os anticorpos administrados podem permanecer na
boca durante apenas algumas horas ou até 3 dias no biofilme (Gambhir et al., 2012),
pelo que necessita de aplicacOes repetidas (Shivakumar et al., 2009; Setia et al., 2012;
Kaur et al., 2014).

Varias abordagens foram ensaiadas na administragdo passiva de anticorpos com

efeito sobre S. mutans.

A imunizacao passiva, usando a transferéncia de anticorpos do leite especificos
para S. mutans, da mae para o lactente, foi ensaiada em modelos animais e mostrou ser

protetora contra a carie (Taubman & Nash, 2006; Negrini et al., 2009).

Ensaios de imunizacao passiva sistémica realizados em macacos Rhesus, através
de injecdo de IgG anti-S.mutans, mostraram um efeito protetor contra a cérie, tendo-se
encontrado anticorpos marcados com radioisétopos no fluido crevicular, 30 minutos

apos a administracdo intravenosa (Smith & Mattos-Graner, 2008; Arosa et al., 2012).

A imunizacdo passiva local, com anticorpos monoclonais 1gG de origem murina
e especificos para o Ag I/ll de S. mutans, por instilacdo direta ha gengiva de macacos,
demonstrou que impedia ou reduzia acentuadamente o aparecimento de cérie (Smith,
2003; Arosa et al., 2012).

Este ensaio também foi realizado em humanos e os resultados foram idénticos
(Arosa et al., 2012).

Nestes ensaios, a aplicacdo topica de curta duracdo com 0s anticorpos
monoclonais foi realizada apés tratamento prévio com clorohexidina o que permitiu que
se originasse uma aparente alteracdo a longo prazo (cerca de 2 anos), dado que o
anticorpo bloqueia um importante epitopo de adesina durante a reedificacdo do biofilme
oral, depois do tratamento com a clorohexidina ter colocado os estreptococos mutans
nativos numa desvantagem competitiva insuperavel para que a recolonizacdo ocorra
(Smith, 2002, 2003).

Nas experiéncias realizadas com humanos foram também utilizados anticorpos
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monoclonais murinos, especificos contra GTF de S. mutans (Pereira et al., 2010).

A utilizacdo dos anticorpos monoclonais nos ensaios deparou-se com alguns
obstaculos, como o rapido desenvolvimento de anticorpos neutralizantes, devido a sua
origem murina. Esta situacdo conduziu a ensaios com utilizacdo de anticorpos
monoclonais “humanizados” preparados por engenharia genética, o que implicou a
utilizacdo de uma tecnologia complexa e dispendiosa, contraria aos critérios praticos de

preparacdes para utilizacdo massiva (Arosa et al., 2012).

Efeito a longo prazo foi também observado ap6s aplicacdo de sIgA e 1gG de
plantas transgénicas (Sumit, 2012) de Nicotiana tabacum (Gambhir et al., 2012).

Os anticorpos de plantas transgénicas apresentam inGmeras vantagens,
particularmente a possibilidade de eliminacdo de reacGes cruzadas com o anticorpo e a
capacidade de produzir esses anticorpos a escala agricola (Motta et al., 2006).

Estes anticorpos mostraram ser funcionais contra S. mutans e com capacidade de
aglutinacdo das células (Setia et al., 2012).

Ensaios clinicos humanos realizados por Julian Ma et al., mostraram que com o
tratamento prévio com clorohexidina e aplicacdo passiva do anticorpo, os humanos
permaneceram sem EGM durante quatro meses ou mais (Smith, 2002, 2003; Taubman
& Nash, 2006; Negrini et al., 2009).

A preparacdo imunoldgica, contendo estes anticorpos, é incolor e insipida,
podendo ser aplicada sobre os dentes (Gambhir et al., 2012; Kaur et al., 2014) ou
aplicada em moldeiras (Smith, 2010). E de acordo com Sumit (2012), Kaur (2014) e
Shivakumar (2009), apresenta ainda as seguintes vantagens:

— O material genético pode ser facilmente alterado;

— E possivel manipular a estrutura destes anticorpos, mantendo a especificidade do
anticorpo e modificando a regido constante para se adaptar as condigdes
humanas, evitando deste modo as reacOes cruzadas;

— Por ser pouco dispendiosa € possivel a producéo em larga escala.

Outro método assenta na utilizacdo do leite e soro do leite de bovino.
A imunizacdo sistémica de vacas com vacina usando S. mutans inteiro, origina
anticorpos policlonais 1gG, no leite e no soro do leite (Shivakumar et al., 2009; Setia et

al., 2012; Kaur et al., 2014). Ensaios utilizando este leite ou soro imune na dieta de
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ratos, conduziu a reducdo da cérie (Shivakumar et al., 2009; Kaur et al., 2014;).

Experiéncia realizada em humanos com bochechos contendo leite de bovino
com anticorpos anti-S. mutans, conduziu a uma fraca diminuicdo e de curta duracdo no
numero de estreptococos na saliva e no biofilme oral (Smith, 2002; Gambhir et al.,
2012; Sumit, 2012).

Os anticorpos presentes na gema de ovo de galinha também tém sido usados
como meio de imunizacdo passiva (Setia et al., 2012).

E aceite que as gemas dos ovos das galinhas imunizadas sdo uma excelente fonte
de anticorpos policlonais. A utilizacdo de galinhas com este propdsito apresenta a
vantagem de poderem ser produzidas grandes quantidades de anticorpos, quando
comparadas com os mamiferos, 0 que minimiza o nimero de animais necessarios.

Estes anticorpos podem ser usados no desenvolvimento de preparagdes para
bochechos, contendo anticorpos especificos e agentes estabilizadores que reduzem o
nimero de S. mutans no biofilme oral e saliva pela formacdo de um complexo
antigénio-anticorpo neutralizando assim o desenvolvimento do biofilme oral (Sentila et
al., 2013).

O novo conceito de utilizagcdo de anticorpos da gema de ovo de galinha foi
introduzido por Hamada et al. em 1991 (Shivakumar et al., 2009; Kaur et al., 2014) que
avaliaram in vivo e in vitro, o resultado da administracdo de anticorpos policlonais
provenientes da gema de ovo de galinha, formados como resposta contra células inteiras
de S. mutans, GTF secretada ou GTF associada a células de S. mutans.

A analise in vivo da imunizacdo passiva (aditivo dietético) em ratos com IgY
(anticorpo Yolk) anti-GTF associado com células inteiras, provocou uma reducdo
acentuada da acumulagéo do biofilme oral (reducdo de 46,4%), em compara¢cdo com o
grupo controlo (Nogueira et al., 2008).

Em 1997, Hatta et al., realizaram estudos em humanos utilizando uma
preparagdo para bochechos contendo anticorpos com origem na gema de ovo de
galinhas imunizadas com S. mutans cultivados em meio contendo sacarose. Verificou-se
uma tendéncia de reducdo dos niveis de estreptococos no biofilme. Estes resultados
suportam a efetividade da IgY do ovo com especificidade para S. mutans (Miranda et
al., 2001).

Em 2001, Smith et al., estudaram a interferéncia da administracdo passiva de
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anticorpos IgY anti-GBP B em ratos infetados com S. mutans. Houve uma acentuada
reducdo do nimero de S. mutans nos molares e também nos indices de cérie dentéria
nos animais imunizados, os quais foram 50% menores quando comparados com animais

ndo imunizados (Nogueira et al., 2008).

A imunizacdo passiva apresenta diversas vantagens. Uma ja anteriormente
referida ¢ a eliminacdo dos riscos que sdo inerentes a qualquer procedimento de
imunizagdo ativa. Pode ser utilizada em pacientes com o sistema imunitario
comprometido, mas a necessidade de fornecimento continuo de anticorpos para manter
a protecdo contra a carie durante um tempo prolongado, constitui ainda um grande
desafio. Apesar das novas tecnologias de engenharia de anticorpos e producdo de
anticorpos em animais e plantas, permitirem ter custos mais reduzidos tornando possivel
a sua incorporagdo em produtos de uso diario, como antisépticos orais e dentifricos, a
eficacia a longo prazo da imunizacdo passiva ainda ndo foi demonstrada de modo

conclusivo e irrefutavel (Gambhir et al., 2012).

3.3. Populacéo-alvo para a vacina e periodo de imunizacao

Os ensaios clinicos em humanos foram realizados maioritariamente em jovens
adultos (18-23 anos), ndo sendo esta a populacdo-alvo de escolha, em particular pelo
facto de os jovens adultos ja estarem infetados com EGM, principalmente por S. mutans
(Taubman & Nash, 2006).

A idade mais adequada para ser efetuada a imunizagdo deve ter em conta a
ontogenia do sistema imunitario secretor, bem como a idade do hospedeiro na
colonizacdo inicial por EGM (Kaur et al., 2014). Dado que a progressdo da cérie
dentaria é lenta e pode ocorrer em qualquer altura da vida, a protecdo imunitaria tem de
ser duradoura (Charone et al., 2012; Gambhir et al., 2012; Singh et al., 2013).

A abordagem tradicional de vacinagcdo mostra que a imunizagdo deve ocorrer
antes da infecdo (Gambhir et al., 2012). A colonizacdo oral por EGM ocorre
principalmente durante a “janela de infe¢ao” apds a erupcdo dos dentes deciduos, mas,

tal como visto anteriormente existem outras oportunidades posteriores para nova
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colonizagdo por estas bactérias (Charone et al., 2012).

Antes da erupcdo dos primeiros dentes deciduos, as criangas ja tém capacidade
de produzir resposta imune através de sIgA na saliva, pelo que, para as criancas sob
risco normal para a infecdo, um programa de imunizacdo contra a carie deveria iniciar-
se antes da “janela de infe¢ao”, (Smith, 2002; Pinto et al., 2005; Kaur et al., 2014).

Sendo controversa a idade para o inicio do programa de imunizacdo, autores
como Pinto (2005), referem que deve ser por volta dos 6 meses. Outros autores como
Negrini (2009), Gambir (2013), Shanmugan (2013) e Kaur (2014), referem que deve ser
por volta dos 12 meses.

A vacina contra a carie poderia ser administrada ao mesmo tempo que outras

vacinas, como a vacina contra a difteria e o tétano (Shanmugam et al., 2013).

Os EGM sdo transmitidos primariamente pelas mées as criangas, pelo que as
maes recentes sdo uma possibilidade de imunizaco ativa ou passiva para reduzir o nivel
de infecdo de EGM, e deste modo, diminuir a probabilidade e extensdo da transmissédo
aos seus filhos (Pinto et al., 2005; Singh et al., 2013; Kaur et al., 2014). Bem como,
para induzir anticorpos anti-EGM no leite materno, tornando o ato de amamentar um
mecanismo de imunizagédo passiva anti-EGM (Pinto et al., 2005; Singh et al., 2013).
Porém, esta estratégia ndo teria um impacto relevante, pelo menos nas sociedades
ocidentais onde a amamentacdo termina normalmente muito antes da “janela de
infecdo” para 0s EGM (Singh et al., 2013).

E de realcar que a acdo sinérgica dos efeitos da vacina sobre as primeiras
bactérias colonizadoras dos dentes, iria resultar numa diminuicdo acentuada de S.
mutans, tanto pelo efeito dos anticorpos, como pela competicdo entre as bactérias. Este
efeito ocorreria provavelmente, entre a administracdo da vacina e a erup¢do dos dentes
permanentes, altura em que a “janela de infe¢do” estaria mais uma vez “aberta”, o que

tornaria viavel o reforco da vacina (Pinto et al., 2005).

Segundo Charone (2012) e Singh (2013), existem algumas consideragdes a ter
em linha de conta relativamente a vacinacgdo da populacao-alvo:
— Vacinacdo ou imunizacdo passiva de mées recentes para diminuir a
probabilidade de transmissao aos seus bebés;

— Imunizacdo de bebés ou criancas pequenas para fornecer protecdo imunitaria
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antes da “janela de infe¢ao”;

— Vacinacéo de reforco pode ser necessaria para evitar recolonizacéo.

Para Pinto (2005), a cérie em determinados grupos populacionais é muito
elevada, pelo que deveria ser instituido um programa vacinal contra a carie para estes
grupos:

— Individuos com incapacidade funcionais, mentais, emocionais ou fisicas;
— Individuos com deficiéncia de desenvolvimento do esmalte;

— Individuos com xerostomia por causas variadas;

— Adultos de meia-idade onde existe maior risco de exposigéo radicular;

— Populacdes residentes em areas onde a cobertura preventiva seja reduzida.

3.4. Riscos relativos ao uso de vacinas contra a carie

Todas as vacinas parecem comportar riscos (Shivakumar et al., 2009; Kaur et
al., 2014). Foi comprovado que o uso de células bacterianas inteiras pode originar
reacOes cruzadas com tecidos normais do hospedeiro (Krithika et al., 2004a; Pinto et al.,
2005; Shivakumar et al., 2009; Kaur et al., 2014).

Alguns estudos descrevem a possibilidade de reacdo cruzada de S. mutans com
antigénios do miocardio humano, pelo que sdo necessdrias novas pesquisas para a
obtencdo de antigénios bacterianos que estejam ausentes do tecido cardiaco (Pereira et
al., 2010).

Os trabalhos de Ledo, reforcaram a hipGtese de existéncia de mimetismo
antigénico entre o tecido cardiaco e S. mutans. Foi demonstrado em camudongos
hiperimunizados com S. mutans, o aumento dos niveis séricos de anticorpos reativos
com extratos do coracdo e miosina cardiaca (Ledo et al., 2000).

Pesquisas que utilizaram anti-soros de coelhos imunizados com células inteiras
de S. mutans e com uma proteina de elevado peso molecular, mostraram reagé@o cruzada
com os tecidos do coragdo humano (Gambhir et al., 2012; Sumit, 2012; Kaur et al.,
2014).

Na membrana celular de S. mutans e S.ratti foram encontrados polipéptidos de

62-67 KDa, com reacdo cruzada com o tecido do coracdo humano e miosina dos
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musculos do coelho (Shivakumar et al., 2009; Gambhir et al., 2012).

Wu e Russell (1990) efetuaram pesquisas sobre as reacfes cruzadas entre o S.
mutans e os tecidos do coracdo humano, imunizando ratos com Ag /1l purificado de S.
mutans e verificaram que o Ag I/Il ndo é responsavel pela indugdo da formacdo de
anticorpos com reacdo cruzada. Estes estudos permitiram concluir que os anticorpos
com reatividade cruzada correspondem a antigénios da membrana celular da bactéria e
ndo ao Ag /1l (Arosa et al., 2012) ou que a reacdo cruzada poderia ser devido a uma
estimulagdo ndo especifica do sistema imunitario (Pereira et al., 2010).

Os resultados de pesquisas com GTF do S. mutans sobre a reatividade cruzada,
também foram negativos (Koga et al., 2002).

Pesquisas mais recentes mostraram que a porcdo do terminal C do Ag I/l
contém um epitopo com reacdo cruzada com a IgG humana, pelo que devido ao seu
risco potencial, este epitopo deve ser eliminado da vacina contra a carie (Kaur et al.,
2014).

Os resultados das pesquisas realizadas comprovam que o material a ser utilizado
numa vacina contra a carie tém de estar livre de contetdo que induza anticorpos com

reacao cruzada com o tecido do hospedeiro (Lamont et al., 2006).

A imunizacdo por via parentérica tem originado outra inquietacdo, a qual esta
associada com a inflamacdo. Embora a inflamacdo nos tecidos seja uma consequéncia
natural da reacdo mediada pela 1gG, quando ocorre em tecidos mucosos pode conduzir a
um aumento da permeabilidade aos antigénios, pelo que poderia comprometer a
seguranca da barreira natural da gengiva face aos antigénios do biofilme oral (Miranda
etal., 2001).

Para serem evitadas estas reacOGes cruzadas, técnicas de genética e biologia
molecular tém sido utilizadas na purificagdo e sintese peptidica de subunidades
estreptocdcicas relacionadas com a colonizagdo bacteriana na superficie dentéria
(Krithika et al., 2004a; Pinto et al., 2005). As vacinas de subunidades possibilitam a
eliminacdo de regides que possam induzir especificidades indesejadas dos anticorpos,
podendo ser preparadas para incluir dominios de ligacdo salivar, mas ndo incluirem
sequéncias com potencial para induzir a formacdo de anticorpos com respostas
indesejadas (Smith, 2002).
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Outras abordagens que ndo apresentam o risco de provocar doenca
cardiovascular ou renal, sdo a utilizacdo de anticorpos anti-idiotipicos por néo
utilizarem antigénios verdadeiros de S. mutans na vacina, bem como a imunizagédo
passiva (Motta et al., 2006).

3.5. Modelos animais e humanos de ensaio da vacina contra a carie e as suas

limitacOes

Do ponto de vista anatomico, a denticdo de roedores é menos semelhante a
denticdo humana do que a denti¢do de primatas ndo humanos. Porém, a composi¢do das
trés denticbes é parecida, assim, tanto os roedores como 0s primatas ndo humanos,

constituem excelentes modelos para o estudo da cérie (Taubman & Nash, 2006).

Os roedores, apesar de terem uma morfologia dentaria e um padrdo de carie
diferente da dos humanos e ndo serem colonizados por S. mutans, sdo 0s animais mais
vulgarmente usados como modelos animais (Silva et al., 2013), por apresentarem as
vantagens de: (i) serem baratos; (ii) faceis de manter; (iii) desenvolverem céries quando
infetados com S. mutans e alimentados com uma dieta rica em hidratos de carbono
(Lamont et al., 2006; Shivakumar et al., 2009); (iiii) poderem constituir grupos
exame da superficie do dente (Shivakumar et al., 2009).

Diversas condicionantes relevantes devem ser consideradas na utilizacdo dos
roedores em modelos animais. Estas consideracGes incluem o momento da infecdo, a
dieta e como esta é fornecida aos animais, bem como a microflora indigena do animal.
Em condicdes ideais, em menos de 4 semanas podem ser detetadas amplas lesdes de
carie (Lamont et al., 2006).

Embora sejam utilizados componentes patogénicos de S. mutans de origem
humana, algumas caracteristicas do modelo animal experimental, como a alteracdo da
microflora oral, o elevado teor de sacarose na dieta, grandes doses infeciosas e 0
comportamento coprofagico dos roedores, tém de ser tidas em consideracdo no
momento da avaliacdo da transposicdo das abordagens executadas, para 0s seres
humanos (Smith, 2010).

Apesar dos éxitos alcangados, os modelos animais com roedores apresentam

limitagdes na transferéncia dos resultados obtidos para seres humanos, sendo de
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particular relevancia a curta duragdo dos ensaios quando se compara com o tempo de
desenvolvimento da carie em seres humanos (Charone et al., 2012; Silva et al., 2013).
Por isso, utilizaram-se primatas para alcancar os resultados obtidos com os roedores
(Gambhir et al., 2012).

Bown foi quem reportou o primeiro ensaio com éxito na imunizagéo de macacos
contra a cérie, ensaios em que foram injetadas células inteiras de S. mutans em Macaca
fascicularis (Shivakumar et al., 2009).

Uma das vantagens que 0s macacos apresentam é a analogia na fisiologia, na
organizacédo da denticdo e no padréo de colonizagéo, com o ser humano. A desvantagem
estd associada ao grande porte, ao elevado custo de manutencdo e ao reduzido numero
de animais disponiveis, factos que levaram a uma acentuada diminuicdo da sua
utilizacdo (Lamont et al., 2006) e ao pequeno tamanho dos grupos experimentais (Silva
et al., 2013) que se traduz num reduzido valor estatistico (Lamont et al., 2006).

Dado que a maioria dos ensaios sdo efetuados em animais, isto dificulta a
transferéncia e a previsdo dos resultados em humanos (Pinto et al., 2005). Assim,
independentemente dos mecanismos utilizados para conferir protecdo imunitaria contra
a carie, o desenvolvimento das vacinas esta dependente da realizacdo de ensaios clinicos
em humanos, para que se possa determinar se os resultados obtidos de experiéncias
animais podem ser transpostos para 0s humanos.

Estes ensaios clinicos tém como objetivos estabelecer se a resposta imunitéria
pode ser obtida com seguranca em humanos e se fornece os niveis desejados de
protecdo contra a carie, particularmente nos grupos etarios suscetiveis (Singh et al.,
2013).

Apesar de serem imprescindiveis 0s ensaios em humanos, existem inumeros
obstaculos bioéticos que levam a que o0s ensaios sejam conduzidos em voluntarios
adultos, com uma microflora oral ja estabelecida e, deste modo, dificil de ser eliminada.
Este facto vai resultar numa subestimagdo dos resultados obtidos relativamente a
imunizacdo da cérie em criancas, a principal populacdo-alvo do programa de vacinacao

contra a carie (Pinto et al., 2005).
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3.6. Perspetivas e preocupacdes da vacina contra a carie dentaria

Segundo Smith (2002) e Kaur (2013), uma vacina ideal contra a carie para uso
humano, deve obedecer as seguintes carateristicas:

— Conferir a mais ampla cobertura para impedir a infecdo por todos os EGM
cariogénicos;

— Funcionar em simulténeo para populacdes de baixo e alto risco;

— A imunidade que confere deve manter-se nos periodos criticos de infecdo
primarios e secundarios;

— Poder ser administrada por vérias vias, mantendo a eficécia;

— Poder ser administrada com ou como parte de outras imunizacdes;

— Poder ser administrada por individuos com pouca formacao;

— Poder fornecer imunidade secundaria a outros individuos que ndo foram
imunizados;

— Ser barata.

A questdo que deve ser respondida é se podemos ou devemos esperar que todas
estas carateristicas estejam incluidas na vacina contra a carie.

Aceitando que cada estratégia desenvolvida de vacina contra a cérie pode
conferir um nivel de protecdo aceitavel, é necessario ter em consideracdo a populacao-
alvo e as circunstancias a que a vacina se destina.

Deste modo, as carateristicas relativas aos componentes da vacina, o tipo e a via
administracdo, o custo de fabrico e de pessoal para a administracdo da vacina, assim
como realidades locais da vacina, indicam que mais que uma abordagem da vacina pode
ser considerada a ideal para uso humano (Smith, 2002).

Mantém-se elevadas as perspetivas para o desenvolvimento de uma vacina
contra a cérie, com a utilizacdo de novas tecnologias para aumentar 0s niveis da
resposta imune protetora pelo hospedeiro e melhores metodos de aplicacdo para
intercetar infecbes na sua fase inicial ou em desenvolvimento, causadas por EGM
cariogénicos (Smith, 2010).

Os progressos alcancados na pesquisa da vacina contra a carie irdo conduzir ao
aparecimento num futuro proximo de uma potente vacina para a eliminacdo da cérie

dentaria (Krithika et al., 2004 b), orientada para os principais componentes de
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colonizagdo por EGM, aperfeicoada por adjuvantes seguros e eficazes e veiculos de
entrega otimizados (Smith, 2012).

Atualmente, as abordagens das vacinas contra a carie estdo direcionadas para o
microrganismo S. mutans, mas o0 desenvolvimento de uma vacina conjugada
direcionada para todas as bactérias orais cariogénicas, pode trazer beneficios para a
completa erradicacdo da doenca (Krithika et al., 2004b).

Apesar de extensa evidéncia experimental que comprova a eficécia das vacinas,
ainda ndo existe nenhuma vacina contra a cérie para uso humano. Este facto deve-se em
parte, a um desinteresse das empresas comerciais para investir no desenvolvimento da
vacina. Apesar da débil situacdo econdmica global ndo ser propicia a investimentos, o
lucro a longo prazo deve ser consideravel, dada a extensao da doenca (Smith, 2010).

A cérie dentéria tem um custo socioecondmico elevado, pelo que o custo da
vacina contra a cérie ndo deve ser avaliado isoladamente, devendo ter em conta 0s
custos das medidas preventivas e dos tratamentos curativos (Motta et al., 2006).

E aceitavel que a imunizagdo ndo tenha uma eficacia absoluta. Contudo, uma
eficacia tdo baixa como 50%, pode ter um resultado positivo no nivel da carie e no custo
social e econémico que estd associado a doenca (Russell et al., 2004; Singh et al.,
2013).

Uma preocupacdo das entidades responsaveis pela aprovacdo da vacina
pediatrica tem a ver com o facto de se acrescentar uma vacina para uma doenca que
normalmente ndo coloca risco de vida, na ja longa lista de vacinas pediatricas (Smith,
2010).

Smith (2010) considera “este raciocinio um pouco paroquial” (p. 2) e que pode
ser influenciado pelo menor nimero de caries que existe numa fracdo da sociedade que
tem um bom acompanhamento médico. Porém, pesquisas internacionais mostram o

contrério para a maioria das criangas carentes em todo o mundo (Smith, 2010).

Uma preocupacdo que se coloca, quando se efetuam as pesquisas sobre 0s
processos de imunizacdo para a carie dentéria, € que a imunizagdo vai interferir num
ecossistema oral complexo, podendo haver erradicacdo ou reducdo do numero de
estirpes de mutans cariogénicos, facultando o desenvolvimento de estirpes que se

mantinham ocultas em equilibrio com S. mutans, as quais podem mostrar potencial
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cariogénico tanto ou mais virulento do que o de S. mutans ou ainda criar problemas
mais graves que os da cérie (Miranda et al., 2001). No entanto, segundo Smith (2010)
existem evidéncias de longo prazo obtidas a partir de estudos longitudinais e
transversais realizados na Suécia, que mostram que os individuos com niveis baixos ou
ndo detetdveis de EGM no inicio de vida, ttm uma melhor saide oral & medida que
crescem. Por outro lado, o nimero e diversidade de espécies de estreptococos que
colonizam o biofilme oral antes da acumulacdo de EGM, aponta para que pelo menos
uma dessas espécies comensais iria competir com o alvo da vacina de S. mutans, com

estes nichos a aparecerem durante a erupgdo dos dentes.

As propostas de introducdo de novas vacinas contra doencas em seres humanos
tém sempre obstaculos do ponto de vista ético e politico-econdmico. Na vacina contra a
carie, uma questdo importante que se coloca é o fator risco-beneficio, pois existem
pesquisas que comprovam a existéncia de reacOes cruzadas com o tecido cardiaco
(Motta et al., 2006).

Algumas lacunas tém de ser satisfeitas com o0 recurso a mais pesquisas,
destacando-se a ja referida potencialidade de existéncia de reacdes cruzadas dos
anticorpos com o tecido do coragdo humano, o tempo de permanéncia na cavidade oral
da concentracdo minima da vacina com capacidade de acdo antibacteriana, a altura ideal

para a administracdo da vacina bem como a via de administracao (Silva et al., 2013).

E fundamental a realizagio de ensaios clinicos que comprovem e extrapolem os
resultados de ensaios em animais aos seres humanos. Estes ensaios devem confirmar as
respostas imunes apropriadas em seres humanos, particularmente em grupos suscetiveis
a cérie dentaria como as criancas e, se essas respostas produzem os niveis de protecdo
desejaveis (Russell et al., 2004; Charone et al., 2012; Kaur et al., 2014; Singh et al.,
2013).

Apesar de todas as preocupacdes, 0s pesquisadores tém uma obrigagdo ética
relacionada com o beneficio para continuarem a desenvolver uma vacina contra a carie,
ou seja, tm a obrigacdo de beneficiar a saude oral da sociedade e isto é apoiado pela

obrigacdo ética de promover a justica social (Taubman & Nash, 2006).
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Concluséao

A importancia da cérie dentaria assenta, entre outros motivos, no facto de ser
uma das doencas mais predominantes que afeta o ser humano e apesar da grande

variedade de medidas preventivas, continua a ser a infe¢cdo mais comum.

A céarie dentaria resulta da relacdo entre a microflora oral cariogénica, 0
hospedeiro suscetivel e a dieta, cuja interacdo ao longo do tempo permitem o
desenvolvimento da carie.

A cérie dentaria pode ser transmitida por via vertical e/ou horizontal, sendo S.
mutans considerado o seu principal agente etioldgico. S. mutans dispbe de diversos
fatores de viruléncia associados a superficie celular (como Ag I/1l, GTF, GBP), e devido
as suas propriedades de adesdo e acumulacgdo, producdo de &cidos e resisténcia em
condicGes de baixos valores de pH no biofilme oral, pode levar a desmineralizacéo dos
tecidos dentarios.

Apesar de na maioria das situacdes, o ser humano ter capacidade para exibir uma
adequada resposta imunitaria celular e humoral face a S. mutans, sem uma atuacao
terapéutica apropriada essas respostas imunitarias séo normalmente insuficientes.

As criangas com menos capacidade de acesso a cuidados de salde oral sdo as
mais vulneraveis e as que tém maior prevaléncia de carie dentaria.

Dificuldades econémicas e obstaculos comportamentais e culturais, tornam
muito improvavel atingir os milhdes de criangas suscetiveis através dos atuais metodos
de prevencdo da saude oral, como a fluoretacdo da agua, aplicacdo topica de flor,
escovagem e uso do fio dentario, selantes dentarios e a reducdo de ingestdo de hidratos

de carbono fermentaveis provenientes da dieta.

As vacinas sdo particularmente adequadas para aplicacfes de Saude Publica em
ambientes em que ndo se preste assisténcia médica regular.

A aplicagdo clinica da vacina ndo tem como objetivo substituir as medidas em
uso na prevengdo e no combate a carie, devendo constituir um complemento para

reforcar a capacidade de erradicacdo da cérie dentéria.

Apesar do caminho no desenvolvimento da vacina contra a carie ndo estar livre

de desafios e obstaculos, as perspetivas sdo promissoras e a eliminacdo da doenca
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através da vacinacdo é uma opgdo que tem atraido a aplicacdo de diversas abordagens
na pesquisa de vacinas, estando a maioria delas ainda na fase de experimentacao
laboratorial ou investigacgéo clinica.

Os consideraveis progressos atingidos na pesquisa de modelos de vacina contra a
carie resultam das investigacOes genéticas e moleculares direcionadas para S. mutans e
ao mecanismo da resposta imunitaria do hospedeiro. Estas pesquisas permitiram
identificar os antigénios de S. mutans mais adequados para a vacina, assim como 0s
melhores tipos de vacinas e vias de administragdo para diminuir a colonizacao
bacteriana e previsivelmente o nimero de lesdes de cérie.

Varios componentes proteicos que intervém na patogénese molecular de S.
mutans podem induzir imunidade protetora e podem ser utilizados na preparacdo de
vacinas contra a carie, pelo que, o foco da atencdo tem sido direcionado para 0s
antigénios proteicos da superficie celular; as adesinas (Ag I/11), as glucosiltransferases
(GTF) e as proteinas de ligagdo a glucano (GBP).

Pesquisas recentes, utilizando vacinas com antigénios intatos ou péptidos a partir
do Ag I/ll, GTF ou GBP ou uma combinacdo de antigénios, podem promover a
protecdo contra a carie induzida experimentalmente.

Nas ultimas décadas, as novas estratégias conduziram ao desenvolvimento de
varios tipos de vacinas que incluem vacinas de subunidades, vacinas recombinantes,
vacinas anti-idiotipicas e vacinas de ADN.

Inimeras abordagens de vacinacdo e de imunizacdo passiva tém sido utilizadas,
através de diferentes vias de administracdo, para promover a indugdo de respostas
imunitarias de protecdo, tendo demonstrado sucesso em modelos animais e em ensaios

clinicos humanos.

Qualquer que seja o mecanismo utilizado para conferir protecdo imunitaria
contra a céarie, o desenvolvimento da vacina vai sempre depender da realizacdo de
ensaios clinicos para confirmar se os resultados obtidos de experiéncias em modelos
animais podem ser transpostos para 0s humanos e confirmar se a resposta imunitaria
pode ser induzida com seguranca em humanos, particularmente nos grupos de idade

suscetivel, bem como se esta resposta oferece 0s niveis desejados de protecéo.

No desenvolvimento das vacinas, alguns aspetos ainda tém de ser clarificados

com mais pesquisas, destacando-se a possibilidade de reacdes cruzadas dos anticorpos
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Conclusao

com o tecido do coragdo humano, o tempo de permanéncia na boca da concentragéo
minima da vacina com capacidade de acdo antibacteriana, o tempo ideal para a
administracdo da vacina e a via de administracgéo.

A eficacia da vacina contra a carie pode estar diretamente relacionada com o
momento da vacinagdo e com a reducdo dos fatores de risco ambientais, pelo que, por
exemplo, um plano de vacinacdo a adotar pode ser a imunizagdo no inicio da infancia,

antes da aquisicdo permanente de S. mutans.

Atualmente, ainda ndo existe uma vacina contra a cérie para uso humano, em
parte devido a recessdo econdmica global que condiciona as empresas em investir nesta
area. No entanto, a extensa evidéncia experimental que comprova a eficacia das vacinas
e a extensdo da doenca indicam que os proveitos financeiros a longo prazo poderdo ser

aliciantes, esperando-se por isso uma alteracdo de atitude das empresas.

A vacina contra a carie oferece um campo promissor para a prevencdo e a
erradicacdo da carie dentaria.

Mantém-se elevadas as perspetivas para o desenvolvimento de uma vacina
contra a cérie, com a utilizacdo de novas tecnologias para aumentar os niveis da
resposta imune protetora pelo hospedeiro e melhores métodos de aplicacdo para
intercetar infecBes na sua fase inicial ou em desenvolvimento, causadas por EGM
cariogénicos, pelo que se pode prever que a breve prazo surja uma vacina contra a carie
orientada para os principais fatores de colonizagdo por EGM, aperfeicoada por

adjuvantes seguros e eficazes e veiculos de entrega otimizados.

Embora os obstaculos cientificos e econdmicos precisem de ser clarificados para
se obter uma vacina, depositam-se grandes esperangas porque, aliado ao avanco
biotecnologico e aos beneficios potenciais, existe o desejo de melhoria da qualidade de
vida para o ser humano. Assim, deve-se continuar a incentivar as pesquisas na obtengédo

de uma vacina contra a cérie, eficaz e segura.
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