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Resumo

Nesse trabalho estudou-se a reatividade de dois anticorpos monoclonais (Acmo) anti-Streptococcus mutans (24A e 56G)
desenvolvidos no Laboratdrio de Imunologia da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos-UNESP, frente as
cepas de estreptococos orais (S. salivarius, S. mutans e S. pyogenes) pelo ELISA e Western blot. Estes anticorpos eram
da classe IgG2b e foram purificados em proteina A. O Acmo 56G mostrou ser o mais reativo com S. mutans. Testado no
Western Blot (WB) com o antigeno citoplasmatico (AgC) de S.mutans, 56G marcou uma tnica banda de 53kDa. Com
o antigeno de superficie (AgSu) e com células inteiras dos microrganismos estudados, 56G reagiu com componentes de
pesos moleculares mais elevados como 116 e 155 kDa. Foi detectada reatividade cruzada do Acmo 56G, no WB, com
outros estreptococos orais (S. pyogenes, S. salivarius, S. sobrinus), constatando o compartilhamento de antigenos entre
as espécies testadas, o que pode ser um fator importante no desenvolvimento de doengas, como a febre reumatica.

UNITERMOS

Muromonab — CD3; Streptococcus mutans; in vivo, animal.

INTRODUCAO

H4 mais de cinqlienta anos muitos laboratérios
vém se esfor¢ando para descobrir a estrutura molecular
dos anticorpos. Os primeiros estudos foram realizados
examinando sangue humano, mas a heterogeneidade
desses anticorpos policlonais ndo permitia uma anélise
detalhada'. Em 1975, Kohler & Milstein® descreveram
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uma técnica para imortalizar células secretoras de um
unico anticorpo especifico, a técnica de hibridomas.
Como resultado, sabe-se atualmente mais sobre a
estrutura das moléculas de anticorpo que qualquer
outro elemento do sistema imune'.

Essa técnica baseia-se no fato que cada linfécito
B produz anticorpo de uma tnica especificidade e
envolve a fusdo celular ou hibridizacdo entre um
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linfécito B normal, produtor de anticorpos e uma
c€lula de mieloma, incapaz de secretar seus proprios
anticorpos!. Os anticorpos produzidos pelas células
hibridas (hibridomas) sdo chamados monoclonais,
ou seja, anticorpos produzidos por um tnico clone de
linfécito B contra um tinico determinante antigénico
da molécula de antigeno'*'6.

Essa técnica tornou-se extremamente valiosa na
identificagdo de antigenos pouco conhecidos ou desco-
nhecidos numa mistura, ja que o anticorpo € empregado
como uma sonda altamente especifica''*. Na Odontolo-
gia, os anticorpos monoclonais t€m sido utilizados em
duas grandes frentes de pesquisa. A primeira estuda a
relacdo entre estreptococos bucais e doencas sistémi-
cas, como glomerulonefrite pds-estreptocdcica, febre
reumdtica e endocardite bacteriana®. A segunda corrente
quer definir o mecanismo de aderéncia de estreptococos,
principalmente do grupo mutans, a superficie dentaria
e conseqiientemente definir meios para o desenvolvi-
mento de uma possivel vacina anticérie!!.

O objetivo desse trabalho foi pesquisar a rea-
tividade de dois Acmo anti-S. mutans com cepas
bacterianas orais, assim como, a capacidade destes
na identificagdo de antigenos de S. mutans, pois a
andlise da especificidade de anticorpos monoclonais
pode ajudar na selecdo de antigenos interessantes para
uma vacina anticérie.

MATERIAL E METODOS

Producao da ascite

Para a producdo da ascite foi injetado 0,5ml de
pristane por via intra peritoneal, em cinco camun-
dongos BALB/c com oito semanas de idade. No
décimo dia consecutivo, foram injetadas 106 células
do clone produtor de anticorpo previamente selecio-
nado. Aguardou-se o periodo de duas a trés semanas
e a seguir, a ascite foi colhida (5 a 10ml de ascite
por camundongo), centrifugada e estocada a -20°C,
apos a adicao de azida sédica a 0,02%. Este trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de S3o José dos Campos
— UNESP (008/98 — PA/CEP).

Analise das subclasses dos Acmo

Utilizou-se um “kit” de isotipagem (BIO RAD)
constituido de anticorpos de coelho especificos para cada
subclasse de IgG (anti-IgG , 2 , 2, ou 3) de camundongo
e um conjugado anti-IgG de coelho marcado com pero-
xidase (1/3000). Para revelacao foram utilizadas nove
partes de uma solucdo de sulfanato de 2’-2’-azino-di(3-
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etil-benziltiazolina) e uma parte de uma solucio peréxido
de hidrogénio. A reag@o foi interrompida com acido
oxdlico 2% e a leitura da D.O. realizada a 415nm.

Preparo dos antigenos citoplasmaticos
e de superficie de S. mutans

S. mutans, cepa CCT 1910, foi cultivado em caldo
triptico de soja (TSB-DIFCO), a 37°C, por 24 horas,
com 5% de CO2 e em seguida mortas pelo formaldeido
0,075% e deixada por 18 horas a 4°C. Colheu-se as
células por centrifugacio, lavou-se em hidroximetil-
aminometano- 4cido cloridrico (Tris-HCI) pH 7.5,
125mM, EDTA 10mM e ressuspendidas em 50ml do
mesmo tampao, acrescentando-se fluoreto de fenilme-
til sulfonil (PMSF-SIGMA) na concentracdo final de
SmM. Apds, agitou-se vigorosamente com pérolas de
vidro por toda noite, a 4°C. O lisado foi centrifugado
e o sobrenadante dialisado contra dgua deionizada,
concentrado e liofilizado passando a constituir o
antigeno citoplasmdtico (AgC). Ao precipitado foi
adicionado Sml de Tris-HCI 150mM, pH 6,9 uréia 6M,
Tween-20 1%, 2-mercaptoetanol 20mM. Ferveu-se
por cinco minutos e foi conservado a 4°C por 24 horas.
Foi feita a centrifugacdo e o sobrenadante dialisado
exaustivamente contra 4gua deionizada, concentrado,
liofilizado e conservado a -20°C, passando a constituir
o antigeno de superficie (AgSu). O contetido protéico
foi determinado pelo método de Bradford 2 (1976).

Preparo das células inteiras de estreptococos

Cepas de S. mutans (CCT 1910 e SP), S. sobrinus
28A, S. salivarius (CCT0365) e S. pyogenes (CCT1500,
T23 e cepa isolada no laboratério de Microbiologia da
FOSJC-UNESP) foram cultivadas em TSB (Difco) por
24 horas e mortas pelo formaldeido a 0,075%. Ap6s la-
vagem em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS),
por centrifugacdo a 7000 rpm, por 20min, a 25°C as
suspensoes foram padronizadas por espectofotometria,
a 595nm, para a densidade 6ptica (D.O.) de 0,200.

Os anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais 56G e 24 A anti-S. mu-
tans estudados foram desenvolvidos no laboratério de
Imunologia da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos — UNESP, pela Técnica de Hibridomas,
e purificados em coluna de proteina A —Sepharose
(Pharmacia)’.

Imunizacao dos animais

Camundongos fémeas da linhagem Balb/c foram
imunizados por via intradérmica, na base da cauda,
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com 200ug de AgC de S.mutans em adjuvante comple-
to de Freund e reestimulados, por via intraperitoneal,
21 dias depois com 400ug do mesmo antigeno em
PBS. Uma semana apds a reestimulacdo, os animais
foram anestesiados e o sangue colhido por via retro-
ocular para andlise soroldgica.

ELISA

Placas de poliestireno (COSTAR) foram sensibili-
zadas com células inteiras de estreptococos em tampao
carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6, por 2horas a
37°C e por 18 h a 4°C. As placas foram bloqueadas
com 0,5% de gelatina em PBS, por 30 minutos, a 37°C,
e lavadas, ap6s, com PBS contendo 0,1% de Tween-20
(PBS-T). As ascites (1/25) diluidas em PBS-T-gelatina
(PBS-T-G) foram acrescentadas aos orificios, em du-
plicata, e submetidas, apds, a diluicdes consecutivas na
razdo dois. Incubou-se por 2 horas a 37°C e a 4°C por
toda noite. Apds lavagem com PBS-T, adicionou-se
50ul do conjugado anti-IgG de camundongo marcado
com peroxidase, numa concentracio de 1pg/ml. A ati-
vidade de peroxidase foi revelada utilizando-se 100ul
de ortofenilenodiamino por orificio (SIGMA), sendo
6mg em 12ml de tampdo citrato-4cido citrico 0,1M,
pH 5,5 e 10uL de peréxido de hidrogénio a 0,003%.
A reacgdo foi bloqueada com 50ul de 4cido sulftirico a
2,5Neas D.O. foram lidas 490nm, no leitor de ELISA
(BIO RAD modelo 3550).

Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western
blot (WB)

Utilizou-se a técnica de WB desenvolvida de
acordo com Towbin et al.'® (1979), onde obteve-se
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a réplica do gel em nitrocelulose apds eletroforese.
Aplicou-se no gel 20ug de antigenos (AgSu e AgC)
de S. mutans ou de células inteiras dos estreptococos
estudados. Os sitios livres da nitrocelulose foram
saturados com PBS-T contendo 5% de leite desna-
tado (Molico-Nestl€), sob agitacdo por duas horas.
Incubou-se uma noite com o soro dos camundongos
ou com a ascite de 56G, diluidos a 1/50 no mesmo
tampdo. Apds lavagem das fitas com PBS-T, colo-
cou-se conjugado anti-IgG de camundongo, marcado
com peroxidase, duas horas a temperatura ambiente,
sob agitacdo e novamente lavadas com PBS-T. Incu-
bou-se com substrato diaminobenzidina (SIGMA) a
0,01%, em 0,1M de Tris-HCIL, pH 7,5 e 0,003% de
peréxido de hidrogénio. A reacdo foi interrompida
lavando-se a nitrocelulose varias vezes com dgua
destilada.

REsuLTADOS

Reatividade dos Acmo em ELISA

As ascites de 56G e 24 A, foram testadas para duas
cepas de S. mutans (SP e CCT 1910), S. salivarius
(CCT 0365) e duas cepas de S. pyogenes (CCT 1500 e
T23). Os Acmos produzidos por 56G, reagiram com as
duas cepas de S. mutans testadas e fracamente com os
demais microrganismos. Os Acmo produzidos por 24A
reagiram com a mesma intensidade com S. mutans e
S. pyogenes e reconheceram fracamente a cepa de S.
mutans (CCT 1910) usada na imunizacao (Figura 1).
Estes dados ndo foram analisados por procedimentos
estatisticos, pois representam um ensaio isolado, onde
cada ascite foi testado em duplicata.
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FIGURA 1 — ELISA. Reatividade dos Acmo 56G e 24A (Sug/ml) frente a 1) S. salivarius CCT 0365, 2) S. mutans SP, 3) S. mutans CCT 1910, 4) S.

pyogenes CCT 1500, 5) S. pyogenes T23.

64

Cienc Odontol Bras 2006 jan./mar.; 9 (1): 62-68



Kretchetoff FY, Canettieri ACV, Moreira D, Fujarra FC, Oliveira TG, Unterkircher CS

ESTUDO DA INTERACAO ENTRE ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-STREPTOCOCCUS MUTANS E ANTIGENOS DE ESTREPTOCOCOS ORAIS

Reatividade do Acmo 56G no Western blot

A Figura 2 mostra a banda de 53 kDa reconhecida
pelo Acmo 56G a partir do AgC de S. mutans (Figura
2-a) e ao lado a reagado de soro de camundongo imu-
nizado com S. mutans para o mesmo antigeno (AgC)
(Figura 2-b).

O fluido ascitico 56G foi testado no WB com AgC
e AgSu (Figura 3). No AgC o Acmo 56G reagiu com a
banda de 53 kDa e com o AgSu, trés componentes de
alto peso molecular foram reconhecidos, em especial,
um polipeptideo de 155 kDa (Figura 3-b).

FIGURA 2 - WB. a) Reatividade do Acmo 56G (ascite) com AgC de S.
mutans; b) Reatividade do soro de camundongo imunizado com S. mutans
para AgC de S. mutans.

Na cepa usada na imunizacdo dos camun-
dongos (S. mutans CCT 1910), o componente de
155kDa s6 foi evidenciado com a preparagdo de
antigeno de superficie (AgSu), mas esta banda de
155kDa foi reconhecida pelo Acmo em células
inteiras de S. mutans SP (Figura 4-b). A banda
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FIGURA 3 — WB. Reatividade do Acmo 56G para: a) AgC de S. mutans
CCT 1910; b) AgSu de S. mutans CCT 1910.

de 53kDa marcada pelo Acmo 56G no AgC de S.
mutans também foi encontrada em células inteiras
das outras cepas de estreptococos, inclusive com
S. pyogenes isolado em nosso laboratério, mas
nenhuma reacgfo foi encontrada com S. pyogenes
T23 (CCT T23) (Figura 4).
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O S. mutans € freqiientemente isolado da placa
dentdria humana, mas existem evidéncias genéticas
de que muitas cepas, previamente denominadas S.
mutans, constituem na realidade, vdrias espécies
distintas”!3. Atualmente os estreptococos do grupo
mutans sdo classificados em: S. mutans sorotipos c, e
e f (presentes em humanos), S. sobrinus, sorotipos d e
g (em humanos), S. cricetus, sorotipo a (em humanos
e animais), S. ferus (em ratos), S. rattus, sorotipo b
(em humanos e roedores), S. macacae (macacos), S.
downei, sorotipo h (macacos). No homem os mais
comumente isolados sdo os sorotipos c, e e f, presentes
em toda populagdo do mundo e relacionados a todos
os tipos de cdries dentdrias'.

Os Acmos 56G e 24A apresentaram reatividade
em ELISA com células inteiras de trés espécies de
estreptococos (S. mutans, S. salivarius e S. pyogenes),
resultados compativeis com os de relatos de Krishner
& Cunningham’ (1985), ao produzirem um Acmo para
S. pyogenes, que apresentou reatividade cruzada com
S. mutans, GS5, indicando a existéncia de epitopos
homélogos nestas duas espécies. A reatividade dos
anticorpos ou era menos restrita e de baixa intensidade,

*Isolado no laboratério de Microbiologia da FOSJC.
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FIGURA 4 - WB. Reatividade do Acmo 56G com células
inteiras de diferentes cepas de estreptococos: a) S. mutans
CCT 1910, b) S. mutans SP, ¢) S. pyogenes*, d) S. pyogenes
T23, e) S. pyogenes CCT 1500, f) S. sobrinus 28A; g) S.
salivarius CCT 0365. (*isolado no laboratério de Micro-
biologia da FOSJC — UNESP).

como no caso de 24 A, ou era bastante especifica para
S. mutans, como no caso de 56G.

Ambos anticorpos eram do isétipo IgG2b, resul-
tado esperado, pois, Ledo et al.'” (2000) ja tinham
demonstrado o aumento desta subclasse, € também de
IgG2a, seguindo a imunizacio de camundongos com
antigenos citoplasmaticos de S. mutans.

O Acmo 56G reagiu com AgC de S. mutans no
WB, identificando a banda de 53kDa, determinando
a especificidade desse Acmo. O soro de camundongo
imunizado reagiu com varios componentes antigéni-
cos, representados por vérias bandas no WB, o que
reforga o cardter monoclonal do 56G e a possibilidade
de uma utilizagdo do mesmo numa identificacdo pre-
suntiva rapida de S. mutans em amostras humanas.

Os antigenos de S. mutans mais importantes sdo
as glicosiltransferases (GTF), que convertem a sa-
carose em dextranos sendo importantes na aderéncia
de S. mutans a superficie dos dentes, e o antigeno
denominado I/II'"", uma proteina que atuaria como
uma adesina permitindo a ligacao inicial de S. mutans
a pelicula salivar presente na superficie dentdria. A
imunizagdo com GTF e com antigeno I/II diminui
em animais o desenvolvimento da cérie dentdria em
animais®.
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A banda de 53 kDa marcada pelo anticorpo 56G
no antigeno citoplasmético de S. mutans (Figura 2)
também foi encontrada em células inteiras (Figura 4).
Nesta preparagdo antigénica, outros componentes de
pesos moleculares mais elevados, foram identificados
como a fragdo de 116 e de 155 kDa, principalmente a
banda de 155kDa reconhecida em S. mutans SP, mas
com a cepa utilizada na imunizag@o dos camundongos
(S. mutans CCT 1910), o componente de 155kDa s6
foi evidenciado com a preparagdo de antigeno de su-
perficie (AgSu), demonstrado na Figura 3, sugerindo
que os diferentes isolados possuem quantidades varia-
veis desse componente.

A identidade exata dos componentes reconheci-
dos nao pode ser totalmente esclarecida. O compo-
nente de 53 kDa tem um peso molecular préximo ao
antigeno II que segundo Russel'® (1980), tem cerca de
48 kDa e esta fracao ¢ estavel a temperatura e a pro-
tedlise, caracteristicas compativeis com o antigeno
de 53 kDa deste trabalho. Quanto ao componente de
155 kDa existe uma suspeita de tratar-se da enzima
GTF, pois seu peso molecular coincide com o da
enzima (155 kDa). Se essa sugestao for verdadeira, o
que poderd ser confirmado ao testar em paralelo um
anticorpo monoclonal especifico para GTF, o poli-
peptideo de 53 kDa e outros polipeptideos, de pesos
moleculares intermedidrios, também observados no
WB (116 kDa) poderao ser fragmentos peptidicos
da molécula GTF.

A reatividade cruzada de 56G, no WB, com S.
pyogenes isolado de um caso clinico de faringite es-
treptocéeica na FOSJC (Figura 4-c) e com S. pyogenes
CCT 1500 (Figura 4-e) foi encontrada ao se visualizar
a banda de 53kDa. Todavia, este dado devera ser con-
firmado, pois nenhuma reacdo foi vista com uma cepa
padrio (TCC T23) da mesma espécie (Figura 4-d). A
reatividade entre S. mutans e S. pyogenes também tem
sido relatada na literatura®. Ela foi considerada por
alguns autores como um fator aditivo no desenvolvi-
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mento da febre reumatica, pois S. mutans e S. pyogenes
apresentam antigenos semelhantes na superficie celular
e S. mutans alcancando a circulacio sanguinea apds pro-
cedimentos odontolégicos, serviria como um estimulo
antigénico constante para a producdo de anticorpos
de reacdo cruzada com coracdo atuantes no desenvol-
vimento da febre reumadtica’. Esse compartilhamento
de antigenos entre ambas espécies foi reforcado nesse
trabalho, jd que Acmo anti-S. mutans reconheceu epi-
topos superficiais em S. pyogenes. Antigenos comuns
sdo de ocorréncia freqiiente dentro de um género bacte-
riano, tornando dificil a tarefa de encontrar anticorpos
monoclonais espécie-especificos. Além disso, ndo
podemos esquecer que ao longo da evolu¢do muitas
proteinas estruturais foram conservadas, guardando
grande homologia estrutural entre si. Para exemplificar
aproteina tropomiosina (35kDa) j4 foi caracterizada em
crustdceos, sendo homdloga a de mamiferos e conside-
rada um importante alérgeno humano®.

Os anticorpos monoclonais isolados neste trabalho
precisam ser mais estudados para que se determine
com certeza o antigeno alvo de S. mutans marcado por
eles. Dessa maneira, tais anticorpos, principalmente
56G, poderdo ser utilizados como identificadores de
S. mutans em amostras biolégicas humanas, servindo
como uma ferramenta de estudo muito interessante.

CoNcLusAOo

Os 56G e 24A reagiram, em ELISA, com células
inteiras de S. mutans e pertenciam ao is6tipo IgG 2b.
O nivel de reatividade do Acmo 24A foi similar entre
as espécies S. mutans, S. pyogenes e S. salivarius. O
Acmo 56G reagiu mais intensamente com S. mutans,
sendo mais especifico. No WB com AgC o Acmo 56G
reconheceu uma banda de peso molecular 53 kDa e
no AgSu, um componente de 155 kDa. No WB com
células inteiras de estreptococos foram demonstrados
outros polipepetideos como o de 116 kDa.
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ABSTRACT

In this study was evaluated two (24A and 56G) anti-Streptococcus mutans monoclonal antibodies (Acmo) reactivity, in
ELISA and Western blot, in relation of oral streptococci strains (S. salivarius, S. mutans and S. pyogenes). The Acmo
were generated in the Laboratory of Microbiology and Immunology of Dental School of Dentistry — Sdo José dos Cam-
pos, Brazil-UNESP. The antibodies IgG2b were purified in A-protein. Acmo 56G showed to be the most reactive with
S. Mutans. In Western Blot (WB) with S.mutans cytoplasmic antigen (AgC), this Acmo showed only a band of 53kDa
and with the surface antigen (AgSu) and whole cells 56G reacted with components of higher molecular weights, as
116 and 155 kDa. Crossed reactivity of Acmo 56G was detected, in WB, with other oral streptococci (S. pyogenes, S.
salivarius, S. sobrinus), proving the sharing of antigens among this tested species, and can be an important factor in the

development of diseases, as the rheumatic fever.

UNITERMS

Antibodies, monoclonal ; Streptococcus mutans; in vivo, animal
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