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Anticorpos para antigenos cardiacos foram analisados por ELISA em 14 soros de camundongos Balb/c hiperimuniza-
dos com Streptococcus mutans, inativado pelo formaldeido. Os niveis de anticorpos da classe IgG anticoracao e antimi-
osina elevaram-se significativamente nos animais imunizados quando comparados com os controles, especialmente
no grupo A, imunizado e reestimulado com antigenos solaveis de S. mutans. Neste grupo, os resultados do “Western
Blot” mostraram reatividade com miosina cardiaca e uma banda de 35 kDa. A analise histolégica dos coracdes dos ani-
mais do grupo B, imunizado e reestimulado com antigenos de superficie do microrganismo, demonstrou a presenca de
degeneracao celular, tipo hidropica e hialina e focos inflamatérios constituidos de linfécitos e macrofagos no miocardio
e pericardio. Os resultados deste trabalho reforcam a hipotese da existéncia de mimetismo antigénico entre tecido car-
diaco e S. mutans e chamam a atencao para o risco de desenvolvimento de anticorpos reativos com antigenos proprios
induzidos por vacina anticarie com componentes estreptocécicos.

UNITERMOS: Miocardite; Streptococcus mutans; Mimetismo molecular; Anticorpo anticoracao; Anticorpo antimiosina.

INTRODUCAO

Ainda pouco se sabe a respeito da etiologia das
doencas auto-imunes. Entre os diferentes fatores
desencadeantes desse processo, o mimetismo an-
tigénico e a modificacdo de antigenos proprios sao
os mais investigados'.

O mimetismo antigénico tem sido estudado na
febre reumatica, que representa a principal causa
de morbidade e mortalidade cardiovascular em in-
dividuos de cinco a 24 anos nos paises em desen-
volvimento®’. Esta doenca geralmente desenvol-
ve-se em individuos geneticamente suscetiveis,
depois de infeccoes orofaringeas causadas por es-
treptococos B-hemoliticos do grupo A que tém rea-
céo cruzada com tecidos de mamiferos®®.

Streptococcus mutans € um dos principais mi-
crorganismos cariogénicos que colonizam a super-

ficie dos dentes®. A imunizag¢do com antigenos pu-
rificados deste microrganismo induz protecao con-
tra carie dentaria em diferentes modelos animais'.
Entretanto, o principal obstaculo para o desenvol-
vimento de uma vacina anticarie foi o encontro de
reatividade cruzada entre soros de coelhos hiperi-
munizados com S. mutans e tecido cardiaco huma-
no*.

A natureza e a identidade do antigeno de S. mu-
tans envolvido na inducao de anticorpos reativos
com o tecido cardiaco ainda nao € conhecida.
Estudos com o antigeno I/II, principal antigeno da
superficie celular do microrganismo, nao confir-
maram as suspeitas iniciais de reatividade cruza-
da'®?. Também nao se sabe se estes anticorpos te-
riam algum papel na patogénese da miocardite
induzida e iniciada, em animais de laboratorio, por
células T CD4" '**°,
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Segundo ROSE et al.'’(1991), o grau de inflama-
cao do miocardio nao se correlaciona muito bem
com as alteracoes de funcao cardiaca, sugerindo
um papel para os auto-anticorpos neste processo.
Anticorpos reativos com o B-adrenorreceptor, com
acetilcolinesterase e com o translocador de adeni-
na nucleotideo ja foram descritos em pacientes
com cardiopatia'®'’.

A proposicao do presente trabalho foi hiperimu-
nizar camundongos Balb/c com antigenos de S.
mutans e detectar a presenca de anticorpos antico-
racao no soro e alteracdes histologicas no tecido
cardiaco, a fim de verificar o risco da utilizacao de
vacinas com componentes deste microrganismo.

MATERIAIS E METODOS
Obtencao do antigeno

1. extrato de coracao: foram sacrificados vinte ca-
mundongos Balb/c e removidos os coracoes. O
material foi lavado com solucdo salina tampo-
nada fosfatada (PBS), para remocao do sangue.
Posteriormente, os coracgoes foram macerados
com bastao de vidro em 10 ml de PBS contendo
fluoreto de fenilmetil sulfonil (PMSF) na concen-
tracao final de 5 mM, e filtrados em gaze esteri-
lizada acondicionada num filtro de vidro. O fil-
trado obtido foi centrifugado a 5.000 rpm, por
10 minutos a 4°C, e conservado a —20°C. Ao se-
dimento retido na gaze foram adicionados 5 ml
do tampao Tris-HCI 150 mM, uréia 6 M, B-mer-
captoetanol 20 mM e Tween-20 1%. A mistura
foi fervida por cinco minutos e mantida em gela-
deira, por 24 horas. Passado este periodo, o ma-
terial foi centrifugado a 5.000 rpm, por 10 mi-
nutos a 4°C, e o sobrenadante dialisado contra
PBS, por toda noite. O filtrado conservado e o
dialisado foram entdo misturados e concentra-
dos por ultrafiltracdo em membrana P10 (Ami-
con), por 8 horas, a 4°C, sob pressao de nitrogé-
nio 75 psi (5,3 kg/cm?®). A concentracao de
proteinas foi estimada em 30 pg/pl pela técnica
descrita em 1976

2. Streptococcus mutans: a bactéria, cepa CCT
1910, foi cultivada em 2.000 ml de Triptic Soy
Broth - TSB - (Difco), distribuido em trés frascos
Erlenmeyer, a 37°C, por 24 horas, em atmosfe-
ra com 5% de CO,. O crescimento foi interrom-
pido com formaldeido 0,075% e a cultura, dei-
xada por 18 horas a 4°C. A seguir, as células
foram obtidas por centrifugacdo, lavadas trés
vezes em Tris-HCl 125 mM, EDTA 10 mM,
pH 7,5, e em seguida suspensas em 50 ml do
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mesmo tampao, acrescentando-se PMSF na
concentracao final de 5 mM. A esta suspensao,
adicionaram-se pérolas de vidro e agitou-se, a
50 rpm em agitador (Etica-SP), por toda noite, a
4°C. O lisado foi centrifugado a 7.000 rpm por
30 minutos, a 4°C, e o sobrenadante e o precipi-
tado conservados. O sobrenadante foi dialisado
contra Tris-HCIl 125 mM, EDTA 10 mM, pH 7,5,
concentrado e liofilizado, passando a constituir
o antigeno citoplasmatico. O precipitado foi adi-
cionado de 5 ml de Tris-HCI 150 mM, uréia 6 M,
Tween-20 1%, B-mercaptoetanol 20 mM, fervido
por 5 minutos e conservado a 4°C, por 24 horas.
Apos este periodo, foi centrifugado e o sobrena-
dante dialisado exaustivamente contra PBS,
concentrado, liofilizado e conservado a —-20°C,
passando a constituir o antigeno de superficie.
O contetido protéico foi determinado pelo méto-
do de BRADFORD?® (1976);

3. miosina de musculo cardiaco de porco (Sigma) e
miosina de musculo esquelético de camundon-
go (6 mg/ml), doada pela Dra. Thérese
Ternynck, do Instituto Pasteur de Paris;

4. anti-IgG1, 2., 2, e 3 (Sigma), para a deteccao de
subclasses de IgG.

Imunizacao

Camundongos Balb/c, de seis semanas de ida-
de, foram divididos em dois grupos. Os camundon-
gos do grupo A (n = 8) foram imunizados, por via
intraperitoneal, com 100 pl de uma suspensao
contendo 3,4 x 10°células de S. mutans, cepa CCT
1910, mortas pela adicao de formaldeido a
0,075%, emulsificada em 100 pl de adjuvante de
Freund incompleto (Sigma). Foram administradas
duas injecoes, com intervalos de trés semanas. A
seguir, administraram-se mais quatro injecoes,
pela mesma via, com intervalos de uma semana,
com 100 pl da suspensao em 100 pl de sulfato de
aluminio e potassio. Depois de dois meses de imu-
nizacao e um intervalo de quatro semanas, os ani-
mais foram reestimulados (“booster”) com 300 pg
do antigeno citoplasmatico de S. mutans, obtido
pelo método descrito anteriormente, em solucao
salina isotonica esterilizada. Uma semana apos a
reestimulacdo, os animais foram anestesiados e o
sangue, colhido por via retro-ocular para a analise
sorologica.

O grupo B (n = 6) foi imunizado seguindo o mes-
mo protocolo, porém, um més apos o “booster”, os
animais receberam uma nova reestimulacdo com
300 pg do antigeno de superficie do estreptococo
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em solucao salina isotonica esterilizada. Uma se-
mana apo6s a reestimulacdo, os animais foram
anestesiados e o sangue, colhido por via retro-ocu-
lar para a analise sorologica.

Depois de sangrados, os camundongos foram
sacrificados e os coracgoes, removidos para a anali-
se histologica.

O grupo controle (n = 5) ndo foi imunizado com
S. mutans, apenas recebeu os adjuvantes de acor-
do com o mesmo protocolo dos grupos experimen-
tais.

Analise dos anticorpos
ELISA

As placas de poliestireno (Costar) foram sensi-
bilizadas com 50 pl, por orificio, de extrato de cora-
cao (100 pg/ml), antigenos citoplasmaticos de S.
mutans (100 pg/ml) ou miosina (5 pg/ml), em tam-
pao carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6, por
2 horas, a 37°C. Depois disso, os sitios nao ocupa-
dos foram saturados com 0,5% de gelatina (Gibco)
em PBS, por trinta minutos, a 37°C, e lavados com
PBS, contendo 0,1% de Tween-20 (PBS-T). Posteri-
ormente, adicionaram-se, em cada orificio da pri-
meira linha, 100 pl de soro dos camundongos di-
luido a 1/25 em PBS-T-gelatina (PBS-T-G). Nas
linhas seguintes, foram feitas diluicées consecuti-
vas, na razao dois (50 pl/orificio). Entao, as placas
foram incubadas a 37°C, por duas horas, e a 4°C,
por toda noite. No dia seguinte, as placas foram la-
vadas com PBS-T e, posteriormente, foram adicio-
nados aos orificios 50 pl do conjugado anti-IgG
marcado com peroxidase (Sigma), numa concen-
tracao de 1 pg/ml. A atividade de peroxidase foi re-
velada utilizando-se ortofenilenodiamino (Sigma):
6 mg em 12 ml de tampao citrato-acido citrico
0,1 M, pH 5,5e 10 pl de H,0, a 30%, 100 pl por ori-
ficio. A reacao foi bloqueada com 50 pl de acido
sulfarico 2,5 normal (N). As densidades opticas
(DO) foram lidas a 490 nm.

Na analise de subclasses, foram utilizados anti-
corpos de coelho especificos para cada subclasse
de IgG (anti-IgG1, 2., 2, ou 3) de camundongo e
conjugado anti-IgG de coelho marcado com peroxi-
dase (1/3.000). Na revelacao, utilizaram-se nove
partes de uma solucdo de sulfanato de 2’-2’-azi-
no-di (3-etil-benziltiazolina) e uma parte de uma
solucao peroxido de hidrogénio (Peroxidase Subs-
trate Kit — Biorad). A reacao foi interrompida com
acido oxalico a 2% e a leitura da DO, realizada a
415 nm.

Eletroforese em gel de poliacrilamida e “Wes-
tern Blot”

A técnica de “Western Blot” foi desenvolvida de
acordo com TOWBIN et al.”’ (1979). Apés a eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida, obteve-se a réplica
do gel em membrana de nitrocelulose (Amersham).
Foi aplicado no gel 30 pg de antigeno de coracéo,
20 pg de antigeno de S. mutans ou 5 pug de miosina,
por “slot”.

Os sitios livres da nitrocelulose foram satura-
dos com PBS-T contendo 5% de leite desnatado
(Molico — Nestlé), por duas horas, sob agitacao. Em
seguida, foi feita a incubacao, por uma noite a tem-
peratura ambiente, sob agitacdo, com o soro dos
camundongos, diluido a 1/50 no mesmo tampao.
No dia seguinte, a nitrocelulose foi lavada com
PBS-T, e depois, incubada com conjugado anti-IgG
de camundongo, marcado com peroxidase (duas
horas a temperatura ambiente, sob agitacao). Apos
este periodo, as fitas foram novamente lavadas
com PBS-T e, entao, incubadas com substrato dia-
minobenzidina (Sigma) a 0,01%, em 0,1 M de
Tris-HCI, pH 7,5 e 0,003% de H,O,. A reacao foi in-
terrompida com agua destilada.

Analise histologica

Os coracoes foram retirados e imediatamente
colocados no fixador (formol a 10%). Depois de fi-
xadas, as pecas foram hemi-seccionadas e inclui-
das em parafina. Cortes de 5 um foram realizados
em microtomos convencionais e corados pela téc-
nica de hematoxilina-eosina. Nos diferentes cor-
tes, pesquisaram-se focos de inflamacao no mio-
cardio e nas valvulas cardiacas.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo teste t
de Student.

RESULTADOS
Deteccéao de anticorpos por ELISA

A imunizacao dos camundongos com antigenos
estreptocécicos induziu uma forte resposta de an-
ticorpos especificos nos dois grupos estudados
(dados nao mostrados).

Os Graficos 1 e 2 mostram a reatividade dos an-
ticorpos da classe IgG para antigenos cardiacos e
miosina presentes nos soros dos animais do grupo
A. Pode-se observar que a imunizacdo também in-
duziu a sintese de anticorpos capazes de reconhe-
cer estes antigenos. Os graficos mostram diferen-
cas significativas nos titulos de anticorpos IgG
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GRAFICO 1 - ELISA - Reatividade média de IgG sérica
anticoracdo em animais imunizados do grupo A e
nao-imunizados.

1,6

O Controle
1,4 B Imunizado | |

1,2

1,0

(492 nm)

0,8

-
Q 06

0,4

0,2 1

0 m
1/25 1/50 1/100 1/200
Diluicao

GRAFICO 2 - ELISA - Reatividade média de IgG sérica
antimiosina em animais imunizados do grupo A e
nao-imunizados.

anticoracao e antimiosina entre os animais imuni-
zados e nao-imunizados. Estas diferencas mos-
tram-se significantes nas quatro diluicoes testa-
das (p < 0,05).

A reatividade média dos anticorpos da classe
IgG anticoracao e antimiosina presentes nos soros
dos animais do grupo B nao foi tao evidente quanto
a observada no primeiro grupo estudado, embora
tenha sido superior aos animais controle (dados
nao mostrados).

Os resultados obtidos na identificacao das sub-
classes de IgG anti-S. mutans, realizada apenas no
grupo B, sdo apresentados no Grafico 3. Verifi-

322

GRAFICO 3 - ELISA - Reatividade média de IgG sérica
anti-S. mutans de diferentes subclasses em animais
imunizados do grupo B e ndo-imunizados.

cou-se que as mais representativas foram IgG2, e
IgG2,. Ja os niveis de IgG1 e IgG3 eram mais bai-
X0s nos soros dos animais imunizados. Quanto as
cadeias leves K e A das IgGs, a cadeia K foi sempre a
mais representada (dados nado mostrados).

Deteccéao de anticorpos pelo “Western Blot”

Os anticorpos da classe IgG do soro de animais
nao-imunizados reconheceram polipeptideos de
pesos moleculares aproximados de 51 kDa e
78 kDa, na preparacao de S. mutans, enquanto os
antigenos do coracdo néo foram reconhecidos. Os
animais imunizados, do grupo A, reconheceram
outras bandas na preparacédo bacteriana com pe-
sos moleculares de 26 e 94 kDa, entre outras. No
extrato de coracdo, esses anticorpos reagiram com
um componente de peso molecular 35 kDa (Figu-
ra 1). A reatividade das IgGs dos mesmos animais
para miosina cardiaca também pode ser observada
(Figura 2). Ja os soros dos animais imunizados do
grupo B nao foram capazes de reconhecer qual-
quer fracdo antigénica no extrato de coracédo, em-
bora a reatividade para S. mutans estivesse bas-
tante evidente (dados ndo mostrados).

Analise histologica

Nos cortes histologicos dos animais imunizados
do grupo A, observaram-se alteracdes muito dis-
cretas no tecido cardiaco. No miocardio e no peri-
cardio, encontraram-se pequenos focos de infla-
macao, constituidos principalmente por linfocitos,
além de algumas fibras miocardicas de coloracao
mais eosinofilica, causada por degeneracao tipo
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hialina (dados nao mostrados). Ja os animais do
grupo B apresentaram alteracoes mais significati-
vas. Observou-se, no pericardio e no miocardio, in-
filtrado inflamatorio moderado ou acentuado,
constituido de linfécitos e macrofagos, especial-
mente nas regides perivasculares do pericardio,
associado a edema e congestdo. Também pode-se
notar a presenca de maior quantidade de fibras
cardiacas irregulares, com citoplasma intensa-
mente eosinofilico devido a degeneracao tipo hiali-
na, além de fibras com degeneracao hidropica,
representada por vacuolos citoplasmaticos (Figu-
ra 3).
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DISCUSSAO

No presente trabalho, examinou-se o nivel de
anticorpos reativos com antigenos do coracao, em
camundongos Balb/c hiperimunizados com Strep-
tococcus mutans. Analisando-se os resultados ob-
tidos por ELISA, verificou-se que a elevacao dos
anticorpos especificos para S. mutans foi acompa-
nhada de um aumento de reatividade para antige-
nos do coracao e miosina. Estes resultados estao
de acordo com relatos anteriores sobre a presenca
de anticorpos antimiocardio em animais hiperimu-
nizados com este microrganismo****.
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animais imunizados.
S - antigenos de S. mutans,
C - antigenos cardiacos,

| M - miosina cardiaca.
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FIGURA 3 - Cortes histolégicos do coracao de camundongo do grupo B: (A) pericardio com infiltr

ado inflamatorio — ma-

crofagos (setas longas) e linfocitos (setas curtas) (H. E., 630 X); (B) fibras cardiacas com degeneracéo hidropica (seta) e

hialina (asterisco) (H. E., 630 X).

Baixos niveis de anticorpos reativos com antige-
nos proprios foram encontrados em soros de indi-
viduos saudaveis, apresentando elevacoes transi-
torias e alteracoes de especificidade em diversas
situagoes patologicas"'®. TERNYNCK et al.** (1990)
estudando camundongos infectados com Trypano-
soma cruzi, observaram um aumento de anticor-
pos reativos com antigenos proprios que pertenci-
am principalmente a classe IgG, subclasses 1gG2,
e IgG2,. Neste estudo, verificou-se que os anticor-
pos aumentados nos soros dos camundongos imu-
nizados também pertenciam a estas subclasses.
Além disso, a maioria deles possuia cadeia leve K,
cuja prevaléncia em camundongos ja é conheci-
da'®.

Assim, um aumento temporario de anticorpos
reativos com antigenos proprios apos a imuni-
zacdo dos animais com antigenos bacterianos po-
deria ser considerado um fenémeno normal.
Entretanto, clones de linfocitos B produzindo
auto-anticorpos naturais poderiam, apos mutacao
somatica, originar outra populacdao de imunoglo-
bulinas com atividade patologica’.

LIAO et al.'' (1995) demonstraram que anticor-
pos antimiosina poderiam causar miocardite em
animais suscetiveis. Camundongos da raca
DBA/2 desenvolviam a patologia apos administra-
cao de anticorpos monoclonais antimiosina, en-
quanto camundongos Balb/c néo o faziam.

Neste experimento, utilizaram-se camundon-
gos Balb/c, resistentes a inducao de lesdes cardia-
cas pelos auto-anticorpos. Na analise histologica,
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verificou-se que os animais do grupo A, cuja res-
posta humoral anticoracao era mais evidente, so-
freram pequenas alteracoes cardiacas. Ja os ani-
mais do grupo B, apresentaram niveis menores de
auto-anticorpos, mas desenvolveram lesoes mais
significativas. Isto significa que o nivel de anticor-
pos reativos com antigenos do coracdo ndo esta
necessariamente associado ao grau de lesao car-
diaca, provavelmente causada por uma resposta
do tipo Th1l. Os animais do grupo B receberam na
ultima semana de imunizacdo uma injecdo com
antigenos de superficie de S. mutans (membrana e
parede) e essa alteracdo no protocolo de imuniza-
cao pode ter sido responsavel pelo desvio da res-
posta imunolégica para Thl e, conseqientemente,
aumento da lesdo no tecido cardiaco. E importante
salientar que a resposta dos animais para os com-
ponentes de 26, 51, 78 e 94 kDa de S. mutans nao
se alterou, permanecendo alta nos dois grupos.

O antigeno do tecido cardiaco reconhecido pelos
soros de animais hiperimunizados era uma protei-
na de peso molecular 35 kDa. Achado que esta de
acordo com KHANNA et al.'® (1997) que observa-
ram em soros de pacientes com febre reumatica
aguda reatividade com um polipeptideo de 38 kDa
nas membranas de sarcolema de tecido cardiaco
humano, reconhecido por anticorpos antitropomi-
osina cardiaca humana.

Os achados obtidos neste trabalho sugerem que
a imunizacao com antigenos de S. mutans pode in-
duzir um aumento de anticorpos reativos com an-
tigenos do coracao, principalmente com uma pro-
teina de 35 kDa e produzir alteracdes no tecido
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cardiaco. Novos estudos devem ser realizados vi-
sando identificar o antigeno estreptococico de rea-
tividade cruzada.

CONCLUSOES

A analise dos soros dos camundongos hiperi-
munizados com Streptococcus mutans demonstrou
elevacao dos niveis séricos de anticorpos reativos
com extratos do coracdo e miosina cardiaca. Estes
anticorpos eram principalmente da classe IgG,

subclasses IgG2, e [gG2, e reconheciam uma pro-
teina de peso molecular de 35 kDa do antigeno do
coracao, possivelmente a tropomiosina.
Verificamos que a elevacao sérica dos anticor-
pos anticoracdo e antimiosina ndo mostrou uma
correlacdo com o grau de lesao tecidual, pois as
maiores alteracdes teciduais foram encontradas
em camundongos reestimulados com antigenos de
superficie de S. mutans, que apresentaram menor
resposta humoral para antigenos do coracao.

LEAO, M. V. P.; BRANDAO, A. A. H.; MORAES, E.; SHIMIZU, M. T.; UNTERKIRCHER, C. S. Detection of heart-reactive
antibody in Balb/c mice immunized with Streptococcus mutans. Pesqui Odontol Bras, v. 14, n. 4, p. 319-326,
out./dez. 2000.

Heart-reactive antibodies were examined by ELISA, in sera from 14 Balb/c mice immunized with Streptococcus mutans
inactivated by treatment with formaldehyde. Anti-heart and anti-myosin IgG levels increased significantly in the sera
from immunized mice, when compared with those of control sera, especially in the first group, inoculated with a new
antigen preparation. This group displayed a notable reactivity with cardiac myosin and cardiac tissue proteins in
Western-blotting, mainly with a 35 kDa peptide. The histological analysis of immunized animals’ cardiac tissue de-
monstrated the existence of cell injury and eosinophilia attributable to cellular hyaline change. The pericardium and
the myocardium showed inflammatory infiltrate formed by lymphocytes and macrophages. These findings suggest the
existence of molecular mimicry between S. mutans and the cardiac tissue and emphasize the risk of development of an
autoimmune myocarditis induced by caries vaccine containing streptococcal fractions.

UNITERMS: Myocarditis; Streptococcus mutans; Molecular mimicry; Anti-heart antibodies; Anti-myosin antibodies.
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