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Toledo FA. Deteccao de diferentes microrganismos na periodontite
cronica, da glicoproteina EMMPRIN (CD-147) e sua correlacao com a
producao de MMP-2 e MMP-9 [dissertacao mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

Resumo

A periodontite € uma doenca infecciosa caracterizada pela secregao
de uma variedade de mediadores inflamatérios que levam a
destruicao dos tecidos de suporte dental, incluindo o osso alveolar e
possivel perda dos dentes, em associacdo com a infeccdo por
multiplas espécies de bactérias gram-negativas. Estima-se que mais
de 400 espécies microbianas colonizam o biofilme dental e algumas
das espécies bucais relacionadas a doenca periodontal apresentem-se
no biofilme subgengival incluindo Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Treponema denticola. Entretanto, outros
microrganismos podem também estar relacionados a patologia desta
doenca, como Filifactor alocis, Prevotella tannerae e Candida albicans.
Estes microrganismos juntamente com seus subprodutos como as
endotoxinas liberadas no meio extracelular levam ao estimulo da
glicoproteina Indutora de Metaloproteinases (EMMPRIN-CD147) a
qual estimula a liberacao de metaloproteinases da matriz (MMPs)
pelas células do hospedeiro, por exemplo, fibroblastos e células
endoteliais levando assim a destruicao tecidual. Com o objetivo de
detectar novos patdégenos relacionados a doenca periodontal como F.
alocis, P. tannerae, C. albicans e T. denticola e também avaliar a
glicoproteina EMMPRIN (CD- 147) e sua correlagado com MMP-2 e
MMP-9 em amostras de fluido subgengival de pacientes com
periodontite crénica, foram coletadas amostras de fluido subgengival
de sitios sadios e doentes de 20 individuos com periodontite crbnica
antes do tratamento periodontal basico, e apdés um periodo de 60
dias do tratamento foi realizada nova coleta de sitios sadios e
doentes. Os respectivos DNAs foram extraidos e trechos do gene 16S

foram amplificados e posteriormente realizados PCR convencional



para a analise microbioldgica dos microrganismos em estudo. Para a
andlise imunoldgica e quantificacido de EMMPRIN-CD147, MMP-2 e
MMP-9 foi utilizado a técnica de ELISA-Sanduiche. Os resultados
demonstraram que o} grupo doente mostrou valores
significativamente elevados de T. denticola, F. alocis e P. tannerae
quando comparado com sitios sadios. MMP-2 e MMP-9 foram
detectados em concentragoes elevadas, com redugao
estatisticamente significativa apds o tratamento periodontal para

MMP-2 e sem correlagao com EMMPRIN.

Palavras-chave: Metaloproteinase de matriz. Treponema denticola.
Candida albicans. Periodontite cronica. Reacdao em cadeia da

polimerase.



Toledo FA. Detection of different microorganisms in chronic
periodontitis, glycoprotein EMMPRIN (CD-147) and its correlation with
production of MMP-2 and MMP-9 [dissertacao mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

Abstract

Periodontitis is an infectious disease characterized by the secretion of
a variety of inflammatory mediators that lead to destruction of tooth
supporting tissues, including the possible loss of alveolar bone and
teeth, in association with infection with multiple species of gram-
negative bacteria. It is estimated that more than 400 species of
microorganisms colonize the biofilm and some oral species related to
periodontal disease is present in the subgingival including
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia and Treponema
denticola. However, other organisms may also be related to
pathology of this disease, as Filifactor allocis, Prevotella tannerae and
Candida albicans. These microorganisms along with subproducts such
as endotoxins released into the extracellular lead to the stimulation of
metalloproteinase inducer glycoprotein (EMMPRIN, CD-147), which
stimulates the release of MMPs by host cells, like fibroblasts and
endothelial cells, thus leading to tissue destruction . The objective of
this study was to detect new pathogens relationed with periodontal
disease such as F. allocis, P. tannerae, C. albicans, T. denticola and
also the glycoprotein EMMPRIN (CD-147) and its correlation with
MMP-2 and MMP-9 in subgingival fluid samples of patients with
chronic periodontitis. Fluid were collected from healthy and disease
subgingival sites of 20 healthy individuals with chronic periodontitis
before basic periodontal treatment, and after a period of 60 days of
treatment was performed new collection of healthy and diseased
sites. Their DNAs were extracted and portions of the 16S gene were
amplified and subsequently performed conventional PCR for the
microbiological analysis of the microorganisms this study. For

immunological analysis and quantification of EMMPRIN (CD-147),



MMP-2 and MMP-9 was used ELISA-Sandwich. Results demonstrated
that the disease group showed significantly high amounts of T.
denticola, F. alocis and P. tannerae when compared with health sites.
MMP-2 and MMP-9 were detected in high concentrations with
statistically significantly reduction after periodontal treatment to
MMP-2, but without correlation with EMMPRIN.

Keywords: Matrix metalloproteinase. Treponema denticola. Candida

albicans. Chronic Periodontitis. Polymerase Chain Reaction.



1 Introducao

A periodontite é uma doenca infecciosa de patogénese
complexa que se caracteriza clinicamente pela destruicao dos tecidos
de suporte do dente, podendo evoluir até a perda dentdria, e que
possui como fator etioldgico local o biofilme dental. Este biofilme e as
respostas associadas ao hospedeiro estao envolvidos na patogénese
da doenca periodontal (Bordador et al.'®, 2000; Gomes et al.>*, 2008;
Guiver et al.?®>, 2001; Laugisch et al.®!, 2012; Moore et al.®®, 1994;
Rogas et al.®>, 2009).

Um importante passo para compreender a patogénese da
periodontite e qualquer outra doencga infecciosa causada por uma
microbiota variada é obter descricbes detalhadas das diversas
espécies envolvidas (Genco et al.??, 1996; Huse et al.*?, 2008). Com
isso o diagndstico microbioldgico baseado em cultura bacteriana ou
técnicas de biologia molecular tornam-se ferramentas de grande valia
no estudo e na compreensdao dos microrganismos envolvidos na
patogénese da doenca periodontal (Paster et al.”®, 2001). Os
periodontopatdgenos sao microrganismos gram-negativos anaerdbios
restritos e facultativos e o Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola e Tanerella forsythia, sdo as principais espécies bacterianas
associadas a doencga periodontal, possuindo importante papel dessa
patogénese (Hanazawa et al.>®, 1985; Huse et al.*?, 2008; Lauer-

Fields et al.®®, 2003; Paster et al.”®, 2001).



19

Diversos estudos tem demonstrado a presenga de novas
espécies associados as doengas periodontais e estes microrganismos
ainda necessitam serem melhor estudados a fim de se verificar a sua
relacdo com essa patologia (Kerkela et al.>*, 2003; O ’Shea et al.”?,
1992). Dentre esses patdgenos, o Filifactor alocis e Prevotella
tannerae foram inicialmente encontrados em infecgdes originarias da
polpa, sendo posteriormente também isolados de bolsas periodontais
e outros sitios da cavidade bucal. Assim permanece uma lacuna para
determinar sua prevaléncia e real papel na periodontite (Allen®, 1992;
Chang et al.’®, 2002; Kanekura et al.®?, 2000) sendo que esses
microrganismos poderiam estar significantemente associadas com a
doenca periodontal por encontrarem-se em maiores concentragdes
em sitios doentes quando comparados a sitios sadios (Chang et al.*?,
2002).

A presenca de endotoxinas relacionadas aos microrganismos
no sulco gengival desencadeia o estimulo das células do hospedeiro
na producao de algumas glicoproteinas, que podem estar
relacionadas com a reabsorcdo dssea, como o indutor de
metaloproteinases (EMMPRIN-CD147) (Alexander et al.?, 1996; Eick
et al.?*, 2002; Nehme et al.”?, 1993; Samaranayake et al.®8, 2002). O
EMMPRIN ¢é uma molécula membro da super familia das
imunoglobulinas descrito por Biswas®® (1982) e que pode promover a
expressdo e ativacdo de metaloproteinases (MMP) (Chang et al.'®,

2002), que sao enzimas relacionadas a degradacao de matriz
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extracelular em processos fisioldgicos e patoldgicos, sendo
consideradas as principais responsaveis pela perda tecidual
caracteristica da doenca periodontal.

Com o aprimoramento de técnicas moleculares, os
conhecimentos sobre a etiopatogénese de varias doencas, avancam
de forma rapida, e consequentemente os diagndsticos ganham
notaveis reforcos permitindo tracar melhores protocolos de
tratamentos para as mais variadas patologias que envolvem o estudo
da doenca periodontal (Barbosa e Silva et al.!°, 2006; Iacono et al.*,
2007; Jalava et al.**>, 1999; Reynolds et al.?%, 1994; Siqueira-JGnior
et al.?®, 2000).

A andlise da literatura disponivel demonstra uma preocupacao
constante dos pesquisadores em ampliar os conhecimentos que
envolvem o0 estudo da doenca periodontal relacionado aos
microrganismos, contribuindo para um maior entendimento desse
processo levando assim, os pesquisadores a ampliar os estudos nessa

area de atuacao.



2 Revisao da Literatura

2.1 Métodos de Identificacdao Microbiana

A doenca periodontal consiste em uma infecgao, que difere das
demais patologias por ser acometida por uma variedade de
microrganismos, particularmente anaerdbios gram-negativos
(Dymock et al.??, 2006; Garlet et al.?!, 2006; Nonnenmacher et al.”?,
2004). Dentre as principais espécies encontram-se o Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, = Porphyromonas gingivalis,  Tannerella
forsythia e Treponema denticola os quais podem ser identificados nos
estados de salde e doenca periodontal.

Técnicas de biologia molecular tém sido ferramentas de grande
valia para pesquisadores no intuito de detectar espécies de dificil
cultivo ou ndo cultivdveis e servem de apoio na etiologia das
pesquisas e tratamentos clinicos para a selecdo do tratamento
periodontal basico e complementar. Assim o avanco nos métodos
diagndsticos e desenvolvimento de técnicas de biologia molecular,
permitem um melhor entendimento sobre o papel desses novos
microrganismos na patogénese da doenca periodontal (Barbosa e
Silva et al.*°, 2006).

Um método de identificacdo microbiana rapida e confiavel é (til
para associar organismos especificos com doenca periodontal. As
técnicas de identificagdo microbiana periodontal incluem cultura,

métodos de diagndsticos moleculares. Entretanto, métodos de cultura
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sao demorados, caros e o crescimento de alguns microrganismos
pode ser falho.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) oferece um método
de deteccao altamente sensivel e especifico para as bactérias em
amostras bioldgicas (Ashimoto et al.®, 1996). O PCR tornou-se uma
importante ferramenta de diagndstico microbioldgico, por ser um
método rapido, sensivel e especifico na deteccdo de microrganismos.
Baseia-se na deteccdao de sequéncias especificas de DNA e consegue
distinguir espécies bacterianas semelhantes, como Prevotella
intermedia e Prevotella nigrescens. O método de PCR convencional é
efetivo na deteccdo de microrganismos de dificil cultivo e detecta
seres viaveis como ndo viaveis. Porém, pode nao ser capaz de
detectar microrganismos em baixas quantidades (Moore et al.®,

1994).
2.2 Filifactor alocis

A periodontite € uma infeccdo bacteriana cronica inflamatoéria
que leva a destruicao do ligamento periodontal e do osso de suporte
ao dente. Sua etiologia tem sido um campo vasto de pesquisa nos
ultimos tempos de modo que a bolsa periodontal é capaz de
acomodar um grande numero de patdégenos, de modo que, é dificil

diferenciar entre bactérias comensais e patdgenos verdadeiros.
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Nas ultimas décadas, a pesquisa cientifica detectou um ndmero
crescente de espécies bacterianas no biofilme subgengival e outros

habitats da cavidade oral humana (Dymock et al.?3, 2006).

Filifactor alocis foi isolado pela primeira vez em 1985 a partir do
sulco gengival humano como Fusobacterium alocis e posteriormente
reclassificado como Filifactor alocis (Haffajee et al.>®, 1992). E um
microganismo gram-positivo, obrigatoriamente anaerdébio, porém
seus mecanismos de patogenicidade nao sao muito bem
reconhecidos. Foi descoberto em pacientes que sofrem de
periodontite crénica generalizada por Paster et al.”®, 2001. F.alocis
foi detectado em numero elevado em pacientes com deterioragao
periodontal em comparacao com pacientes com condicoes
periodontais estaveis, sendo assim, proposto como um potencial
marcador para a doenca periodontal ativa (Kerkela et al.>*, 2003;

Stingu et al.’®>, 2012).
2.3 Prevotella tannerae

O desenvolvimento de técnicas de isolamento de espécies
bacterianas possibilitou a identificacdo de novas espécies ou de
novas renomeacoes. O género Prevotella é composto em sua maioria
por microrganismos sacaroliticos pigmentados, possuindo 7 espécies
(P. corporis, P. intermedia, P. denticola, P. loescheii, P.
melaninogenica), e as duas novas espécies P. nigrescens e

P.tannerae foram descritas por Jousimies-Somer et al.*°, 1997.
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Prevotella tannerae obtido do fluido gengival humano é um
microrganismo obrigatoriamente anaerdbio, ndo-formador de
esporos, sem mobilidade, gram-negativo, apresenta-se em forma de
bastonete, fermentador de carboidratos e produtor de acido succinico
e acético. Algumas cepas de Prevotella tannerae produzem colOnias
que apresentam pigmento preto e que crescem obrigatoriamente em

dgar-sangue (McAvin et al.®*, 2001).

2.4 Treponema denticola

O género Treponema sao microrganismos espiroquetas
helicoidais, mdveis e gram-negativo. O Treponema denticola é uma
espécie periodontopatdégena explicita pertencente ao complexo
vermelho. Este complexo é de particular interesse, pois esta
associado ao sangramento a sondagem periodontal, um importante
parametro das doencas periodontais destrutivas (Nonnenmacher et
al.”, 2004). Portanto, relacionado a destruicdo tecidual caracteristica
da doenca periodontal Estritamente anaerdbio, sendo o
periodontopatégeno mais sensivel ao oxigénio. Seu sitio ecoldgico
primario é o biofilme subgengival, vilosidades da lingua e tonsilas.
Possui a capacidade de invadir tecidos e de se coagregar com o
Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, sendo,
portanto, um microrganismo com importancia na progressao da

doenca periodontal.
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A capacidade dessa espécie de percorrer ambientes viscosos
possibilita que migrem pelo fluido crevicular gengival e penetrem no
epitélio e tecido conjuntivo. Alguns espiroquetas possuem a
capacidade de degradar o coldgeno e até mesmo a dentina. O
Treponema denticola produz enzimas proteoliticas, que podem
destruir as imunoglobulinas (IgA, IgM, IgG). E também associado a
etiologia da periodontite crbnica, periodontite agressiva, gengivite

ulcerativa necrosante e gengivite associada ao sistema enddcrino.
2.5 Candida albicans

Os fungos sao seres uni ou multicelulares que habitam diversos
ecossistemas, sendo classificados como Reino Fungi (Simonson,®®
1992). O Reino Fungi é responsavel por abrigar uma vasta
diversidade de espécies; no entanto, poucas dessas espécies
produzem doenga em seres humanos. Entre os principais patdgenos
fingicos estdo as espécies de leveduras do género Candida. Essas
espécies podem causar diversas doencas, que variam de infeccoes
mucosas superficiais, até infeccdes invasivas potencialmente fatais.

Este género é composto por cerca de 150 espécies de
leveduras, das quais algumas apresentam importancia meédica,
incluindo C. albicans, C. tropicalis, C.parapsilosis, C. krusei, C. kefyr,
C. glabrata, C. guilliermondii e C. dubliniensis (Boutaga'®, 2007).

C. albicans é a espécie mais frequentemente isolada do

organismo humano, tanto como microrganismo comensal como
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patégeno oportunista (Boutaga®, 2007). Infeccdes causadas por C.
albicans também estdo associadas a pacientes em tratamento com
quimioterapicos, antibiéticos de amplo espectro e corticosterdides,
deficiéncia na imunidade celular, transplantes, uso de cateter venoso,
respiracdo bucal, uso de préteses totais e aparelhos ortodonticos,
entre outros (Alexander et al.?, 1996).

Esta espécie tem sido considerada importante patdgeno,
principalmente por viver como comensal e causar infecgdes em varios
grupos populacionais humanos e em diferentes sitios anatémicos,
cada qual com suas condicdes ambientais distintas (Pinheiro et al.®!,
2003).

Quando coloniza superficies epiteliais, C. albicans encontra-se
na forma leveduriforme. Ambientes favoraveis como fluido crevicular
gengival e bolsas gengivais, promovem desenvolvimento de hifas e
tubos germinativos, os quais possuem habilidade em penetrar no
tecido hospedeiro levando a inflamacgdes (Huse et al.**, 2008).

Na cavidade oral, Candida albicans coloniza a lingua, palato e
mucosa bucal e pode ocorrer na placa subgengival de adultos com
periodontite crénica. No estudo de Reynaud et al.®® 2001, a
prevaléncia de individuos examinados com Candida em bolsas
periodontais foi em torno de 15,6%. Candida albicans também pode

contribuir com o desenvolvimento de doenca periodontal necrosante

em pacientes portadores de HIV (Murray’®, 2001).
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2.6 EMMPRIN (CD-147)

CD-147 é uma proteina de membrana amplamente expressa no
plasma e que tem implicagado em uma variedade de atividades
fisioldgicas e patoldgicas. E mais conhecido por sua capacidade de
funcionar como indutor de metaloproteinases da matriz extracelular,
vindo dai seu outro nome para essa proteina, EMMPRIN, mas também
tem sido demonstrado que essa proteina tem a capacidade de regular
a expressdao de linfécitos e atuar na espermatogénese (Siqueira-
JUnior et al.’®, 2011).

EMMPRIN tem sido caracterizada sob uma variedade de nomes
em diferentes espécies: antigeno OX-47 e CE9 em ratos (Feres et
al.?®, 2001; Montagner et al.®’”, 2012), GP42 e basigina em
camundongos (Altruda et al., 1989; Laugisch et al.®!, 2012). Em
seres humanos, esta proteina foi descoberta por Biswas et al.!* 1995,
como fator estimulante de colagenase de células derivadas de tumor.
Mais tarde verificou-se que o CD147 se expressa nao s6 sobre o
cancer, mas também sobre as células normais (Biswas!®, 1982;
Dahlén et al.?°, 2006), em diferentes tipos celulares, incluindo células
hematopoiéticas, células epiteliais e endoteliais (Dahlén et al.?°,
2006). E uma proteina de cadeia longa de aminoacidos com uma
massa molecular estimada entre 44 a 66 kDa (Emingil et al.?>, 2008).

Sua expressao desencadeia a producao e secrecao de grandes
quantidades de MMPs por fibroblastos e células endoteliais. Altos

niveis de EMMPRIN solluvel em fluido gengival foram associados a
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graves niveis de inflamacao periodontal, sendo mais encontrado em
sitios que apresentam gengiva inflamada do que na gengiva saudavel
(Emingil et al.?>, 2008).

Emingil et al.?® 2006, avaliaram a expressdo de MMP-7 e
EMMPRIN em amostras de fluido crevicular de pacientes com
diferentes tipos de doenca periodontal e sugeriram que EMMPRIN
estaria relacionado com o aumento da severidade da doenga
periodontal e que esta molécula pode estar associada com a
regulacao e progressao desta doenca.

Curiosamente, terapias periodontais que resultem em melhoria
de parametros clinicos estdo associados a niveis reduzidos de
EMMPRIN em fluido gengival crevicular. Para fornecer mais apoio ao
papel do EMMPRIN na periodontite, Liu et al.®® 2010, estudaram
periodontite induzida por ligaduras em ratos e demonstraram que a
expressdo de EMMPRIN é dependente da inflamacao correlacionada

com a perda de osso alveolar e degradacdo de fibras colagenas.

2.7 Metaloproteinases de matriz (MMPs)

A matriz extracelular é constituida por um complexo, em
proporcdes variaveis, de inumeras proteinas fibrosas (colageno e
elastina) embebidas em um gel hidrofilico de polissacarideos, que se
organizam formando uma rede, em parte responsavel pela grande
diversidade morfoldgica, funcional e patoldgica dos diversos tecidos.

A quantidade de matriz é varidvel com o tipo de tecido, sendo
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abundante principalmente nos tecidos conjuntivos. Além de servir
como suporte para as células, a matriz extracelular exerce influéncia
no desenvolvimento, migracao, proliferacao, forma e funcoes
metabdlicas das células (Jervge-Storm et al.*’, 2005).

As metaloproteinase de matriz (MMPs) influenciam diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo aspectos do
desenvolvimento embriogénico, morfogénese tecidual, processo de
reparo e doencas inflamatdérias. MMPs compreendem um grupo de
continuo crescimento de enzimas proteoliticas dependentes de zinco
e calcio divididas de acordo com a especificidade do substrato. Assim,
subdividem-se em colagenases (MMP-1/ colagenase de fibroblastos,
MMP-8/colagenase de neutréfilos, MMP-13 e MMP-18); estromelisinas
(MMP-3, MMP-10 e MMP-11); gelatinases (MMP-2/A e MMP-9/B);
matrilisina (MMP-7 e MMP-26), metaloproteinases tipo membrana
(MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e MMP-25) e outros
(MMP-20/ Enamelisina, MMP-12/ elastase de macroéfagos (Birkedal-
Hansen et al.'?, 1993).

As metalopoteinases sdo expressas por diversas células
estromais em respostas a estimulos, como também, pela maioria das
células inflamatoérias que invadem o tecido durante eventos de
remodelamento in vivo (Birkedal-Hansen et al.'?, 1993).

O conhecimento de sua estrutura tercidria é crucial para o
completo entendimento de suas propriedades funcionais e

associagoes com disfungoes.
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Gelatinases A e B, MMP-2 e MMP-9 respectivamente, sao
distinguidas pela insercdo de trés repeticdes cabeca-cauda ricas em
cisteina, em seus dominios cataliticos. A atividade da gelatinase A foi
observada no tecido sinovial reumatéide por Harris e Krane, em
1972, que em retrospecto, era possivelmente a MMP-2. A atividade
da gelatinase foi separada da colagenase-1 e da estromelisina -1, em
meio de cultura de osso de coelho sendo denominada como
gelatinase A com 72 kDa. A seqiéncia da MMP-2 inclui um dominio
com uma tripla repeticao de fibronectina tipo II inserida no seu
dominio catalitico, contribuindo para a ligacdo da enzima ao substrato
da gelatina. Isto faz da MMP-2 uma das metaloproteinases com
estrutura mais longa (Miyauchi et al.®®, 1990).

Outra gelatinase, em leucécitos polimorfonucleares, foi descrita
por Sopata et al.!®® 1974. Uma enzima similar encontrada em
macréfagos de coelhos era capaz de digerir o colageno tipo V,
permitindo uma designacao inicial de colagenase tipo V. A atividade
da colagenase e da gelatinase de neutrdfilos foi separada, as enzimas
purificadas e caracterizadas seguindo a seqléncia de cDNA.
Gelatinase B, ou MMP-9, estruturalmente, é a maior das gelatinases,
incluindo trés dominios de fibronectina e um dominio colagénico tipo
V. O peso molecular de cerca de 92 kDa permitiu outra designagao:
gelatinase B 92 kDa (Miyauchi et al.®®, 1990).

As MMPs sdo sintetizadas como zimogénios inativos que

requerem ativacdo. Posteriormente, mostrou-se a existéncia de
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inibidores enddgenos de MMPs, chamados inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs) (Nagase et al.”!, 2006). Existem ainda
MMPs com perfil proprio de expressao, localizacdo na superficie
celular, ativacao, inibicao e degradacao, bem como espectro de
substratos preferenciais.

A multiplicidade das MMPs com funcles distintas e as vezes
sobrepostas, provavelmente atua como uma protegdao contra
qualquer perda de controle regulatoério.

Entre outras atividades, as MMPs sdao enzimas responsaveis
pela degradacdao das fibras colagenas inseridas na raiz dentaria,
permitindo a migracao apical e a extensao lateral do epitélio da bolsa
periodontal. A seqiela clinica do aumento patoldgico da destruicdo do
colageno é a perda de insercdo e formacdo da bolsa periodontal
(Ryan et al.®®, 2000).

Cada um dos principais tipos celulares do tecido periodontal de
humanos € capaz de expressar um grupo de MMP quando
devidamente estimulados, como demonstra a Tabela 1. Além disto,
diferentes tipos celulares expressam diferentes grupos de MMP e
diferentes citocinas geram diferentes efeitos na mesma célula.
Entretanto, diferentes tipos celulares nao necessariamente
responderao da mesma maneira a uma determinada citocina. Em
funcdo disto, e das varias interacdes sinergisticas e antagoOnicas que
existem entre duas ou mais citocinas, parece que diferentes

infiltrados inflamatérios podem variar consideravelmente no que se
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refere ao potencial destrutivo (Reynolds et al.®%, 1994; Séeguier et
al.’?, 2000). Este fato pode ser a chave para entender porque a
inflamagao gengival pode ou nao evoluir para a destruicao tecidual e
perda de insercdo (Birkedal-Hansen et al.'?, 2008).

Apesar das diferencas com relacdao as taxas de hidrdlise de
colageno entre as diferentes MMPs, os sitios de hidrélise no colageno
tém sido determinados para varias MMPs e ocorrem na mesma regiao
do colageno intersticial. De qualquer forma trés aspectos devem ser
considerados para a atividade colagenolitica: a habilidade de ligar-se
ao colageno eficientemente, a habilidade de desenrolar a tripla hélice
e a habilidade de clivar as tiras individuais da tripla hélice (Lauer-
Fields et al.®®, 2003).

Tabela 1 - Expressao de Metaloproteinase pelos 5 principais tipos celulares

Leucocito MMP-8, MMP-9
Fibroblasto MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-11
Queratinocito MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-10
Macrofago MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9
Célula endotelial MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9

MMP-2 e MMP-9 tem despertado interesse por ser encontrada
em varias doencas inflamatdérias como periodontite, bronquite, asma
e artrite. Destacam-se juntamente com a MMP-8 por serem
predominantemente presentes no tecido gengival inflamado, saliva e
fluido sulcular e perimplantar. O nivel e grau de ativacdo destas

enzimas parece aumentar com o aumento da atividade e gravidade
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da doenca periodontal e diminuir em seguida ao tratamento com
raspagem e alisamento radicular (Lauer-Fields et al.®°, 2003).

Os colagenos tipo I e III produzidos pelos fibroblastos do
ligamento periodontal e gengiva, sao os componentes predominantes
da matriz extracelular do periodonto. A clivagem inicial do colageno
do ligamento periodontal e da gengiva é uma peca chave das lesbes
periodontais progressivas e ativas causada por colagenases
intersticiais derivadas de células do hospedeiro (Killi et al.”®, 2002). A
destruicdo irreversivel dos tecidos periodontais normalmente
associada ao aprofundamento do sulco gengival diferencia a
periodontite da gengivite, sendo refletida pela presenca de MMP-2 e
MMP-9 em altos niveis em sitios acometidos com doenca periodontal
ativa. Na gengivite pode haver niveis ligeiramente elevados de MMP-2
e MMP-9, mas ela estara na proforma latente e inativa (Socransky et
al.’®%, 1998). Em funcdo destas evidéncias, varios estudos tém
avaliado o papel e o valor diagnostico das formas de gelatinase no

tecido conjuntivo de portadores de doenca periodontal e perimplantar

nas mais diversas situacdes (Ryan et al.®¢, 2000).

E importante ressaltar que a presenca de MMPs no fluido
gengival crevicular nao necessariamente indica que as MMPs medidas
no fluido estao presentes no tecido na mesma concentracao ou na
mesma forma (latente ou ativa). J& que as MMPs podem ligar-se as
proteinas da matriz sem clivagem, supde-se que haja variagao

consideravel entre os niveis do fluido crevicular e tecido. De fato, a
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quantidade de enzima no fluido gengival crevicular pode
simplesmente refletir a liberacdo de enzimas nao ligadas na lamina
propria da gengiva ou, alternativamente, a liberacdo da enzima de
|.106’

células presentes no fluido gengival crevicular (Tanabe et a

2008).



3 Proposicao

O presente estudo apresentou como objetivos:

e Avaliar a prevaléncia dos patdégenos P. tannerae, F. alocis, C.

albicans, T. denticola, em bolsas periodontais de pacientes com
periodontite cronica.

Avaliar a prevaléncia da (glicoproteina Indutora de
Metaloproteinases (EMMPRIN-CD147) em sitios periodontais de
pacientes com periodontite cronica.

Correlacionar o papel do EMMPRIN-CD147 com a producao de

MMP-2 e MMP-9.



4 Material e método

A amostragem de fluido gengival utilizada nesse trabalho
correspondentes aos sitios sadios e doentes (auséncia e presenca de
periodontite cronica) foi obtida de pesquisa prévia realizada no
Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular sob orientacdo da
Proféa Dra. Denise Madalena Palomari Spolidorio e envolveu o
recrutamento de pacientes da Clinica de Periodontia do Curso de Pds-
Graduacdo em Odontologia do Departamento de Diagndstico e
Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP sob
orientacdo clinica da Profa. Dra. Rosemary Adriana Chiérici
Marcantonio. O artigo cientifico decorrente desta pesquisa prévia esta
em analise para publicacdo em revista cientifica.

A seguir, estao descritas como foram obtidas as amostras e a
descricao da metodologia empregada.
4.1 Perfil da amostra

O célculo da amostra foi baseado nos dados publicados em
estudo prévio recente que utilizaram técnica de PCR em tempo real
na deteccdo de patdgenos (Jervge-Storm et al.*®, 2007). Foi
considerado o poder do teste de 90%, nivel de significancia de 5% e
a diferenca a ser detectada de 1,5 mm e como parametro, a
profundidade de sondagem. A diferenca padronizada do poder de
estudo em 0,95 (1-=0,95) e um intervalo de confianca a=0,05
determinou uma amostra de pelo menos 17 pacientes para receber o

tratamento.
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Para o presente estudo foram selecionados 20 pacientes
considerando as possiveis perdas que poderiam ocorrer.

Para este estudo, foram selecionados 20 pacientes que
procuraram a Clinica de Periodontia do curso de pds-graduacdo em
Odontologia do Departamento de Diagnodstico e Cirurgia da Faculdade
de Odontologia de Araraquara - UNESP, sendo 8 homens e 12
mulheres, com idade entre 35 e 55 anos que apresentavam doenca
periodontal crénica moderada ou severa generalizada segundo os
critérios estabelecidos pela Academia Americana de Periodontia
(Armitage’, 1999).

Os critérios de inclusdo foram: 1) idade entre 25 e 55 anos; 2)
presenca no minimo de 20 dentes; 3) minimo de 3 sitios ndo
adjacentes com sangramento a sondagem (SS), perda de insergao =
3mm e Profundidade de Sondagem (PS) = 5mm e 3 sitios sadios com
auséncia de SS e PS < 3mm; 4) Apresentar no maximo 3 dentes com
presenca de lesdes de furca grau II segundo segundo os critérios
estabelecidos pela Academia Americana de Periodontia’.

Os critérios de exclusao foram: 1) tratamento periodontal nos
ultimos 12 meses; 2) doenca sistémica com interferéncia no processo
salde-doenca periodontal, como diabetes mellitus, doenca
cardiovascular, hipertensao; 3) uso de antibidtico nos ultimos seis
meses; 4) uso de antinflamatérios e antissépticos bucais nos ultimos
trés meses; 5) gestacdo, amamentagcdo ou uso de contraceptivos

hormonais; 6) fumantes e ex-fumantes a menos de 5 anos. Cada
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voluntario recebeu as informagdes a respeito da pesquisa, seus
objetivos, importancia e beneficios. A adesdo do paciente a pesquisa
foi de forma espontanea. Para isso todos assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 2), elaborado de acordo
com as normas do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (protocolo
n%26/2008 - Anexo 1) e somente apds assinatura do mesmo, este foi

considerado participante do estudo.

4.2 Adequacao do meio bucal

Os pacientes receberam instrucao de higiene oral
semanalmente durante 30 dias para utilizacao de escova dental pela
técnica de Bass, creme dental Oral-B Pré-Saude Menta Fresca 70g®,
fio dental Oral-B Essential Floss 50m - Encerado Menta® e outros
meios complementares (escova interdental compacta cénica Oral-B®
e escova de lingua Bitufo DuplaAcao®, anti-séptico bucal Oral-B®)
de acordo com as necessidades individuais de cada um. Estes
procedimentos de adequacao do meio bucal visaram a padronizagao
do grau de higiene oral dos pacientes. Apds 30 dias de instrucao de

higiene oral foi realizado o exame periodontal.

4.3 Exame clinico
Todos os indices clinicos bem como as coletas microbioldgicas e

imunoldgicas foram sempre realizados por um Unico examinador
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cego, treinado e previamente calibrado para o momento do exame e
grupo de paciente avaliado.

Para calibrar o examinador do estudo, 180 sitios apresentando
profundidade de sondagem = 5 mm foram selecioandos
aleatoriamente em 10 pacientes (18 sitios por paciente em dentes
multi e uni-radiculares). O examinador mensurou a profundidade da
bolsa periodontal em 2 ocasides, em um intervalo de 7 dias. Os dados
foram submetidos a analise de concordancia Kappa e obteve o valor
de 0,915 com um intervalo de 95% de confianca. Portanto nao houve
diferencas estatisticamente significantes entre os exames e por isso o
examinador foi considerado calibrado e cego para o grupo de estudo.

O exame clinico foi realizado com o uso de sonda periodontal
milimetrada tipo Willians®.

Foram determinados os seguintes indices: indice de placa
visivel - (IPV) (Ainamo?, 1975); indice de sangramento marginal
(ISM) (Ainamo?®, 1975); profundidade de sondagem (PS); recess&o
gengival (RG); nivel de insercao clinica (NIC); sangramento a
sondagem (SS) foi determinado através da presenca (+) ou auséncia
(-) de sangramento observado durante 30 segundos, apds a primeira
insercao da sonda na bolsa periodontal; mobilidade e lesao de furca.

Para selecao dos dentes para coleta do fluido crevicular em
caso de mais de dois sitios doentes e sadios foi padronizado a escolha
de sitios superiores posteriores nao vizinhos para os sitios doentes e

superiores anteriores nao vizinhos para os sitios sadios.
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Foram selecionados por paciente, dois sitios doentes e
sangrantes com profundidade de sondagem maior ou igual a 5 mm e
perda de insercao maior ou igual a 3 mm e dois sitios sadios com
auséncia de perda de insercdo e sangramento e profundidade de
sondagem menor que 3 mm. Os dentes selecionados nao
apresentaram qualquer disfuncao em relacdo a oclusao, utilizacdo de
protese e restauracoes.

4.4 Analise microbioldgica
4.4.1 Coleta das amostras

Apdés 1 semana da realizacdo do exame clinico, o biofilme
bacteriano supragengival foi removido com o auxilio de gaze estéril.
Foi feita uma lavagem e a area foi isolada com rolo de algodao e o
sitio foi seco com jato de ar. Dois cones de papel Endo Points® (n°
30) estéril (primeiramente foi inserido o primeiro e apds 5 minutos de
sua remocao foi inserido o segundo cone) foram introduzidos no sulco
ou bolsa gengival até a porcdo mais apical (portanto, foram coletados
4 sitios por paciente; 2 sadios e 2 doentes para a técnica de PCR )
por um periodo de tempo de 30 segundos, sendo assim coletadas as
amostras do biofilme subgengival. Os cones de papel foram colocados
em tubos tipo eppendorf estéril contendo 500 pL de tampdo TE (10
mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0) e congelados a -20°C até
a extracdo do DNA para analise microbiolégica por PCR semi-
quantitativo.

4.4.2 Preparo das Cepas Padrao
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Inicialmente os microrganismos T. denticola (ATCC 35405), F.
alocis (ATCC 35896) e P. tannerae (ATCC 51259) foram cultivados e
mantidos em cdmara de anaerobiose a 37°C com 80% N, 10% CO,,
10% H, e Candida albicans (ATCC 36802) foi incubada a 37°C em
aerobiose para servirem como padrao para posterior comparagao com
as amostras obtidas de pacientes.

Inicialmente os microrganismos foram cultivados em placas
contendo Tryptic Soy Broth (TSB) suplementado (extrato de
levedura, hemina, menadiona, agar e sangue desfibrinado de
carneiro) e Candida albicans foi cultivada em Sabouraud Dextrose
Agar. Apds o crescimento bacteriano e flngico, cada microrganismo
foi transferido para tubos com 5ml TSB caldo e foram incubados
novamente com o tempo que varia de acordo com as exigéncias
fisioldgicas de cada microrganismo para seu crescimento. Apds o
crescimento, foram realizadas 10 diluicdes seriadas em solugao salina
de cada microrganismo e semeadas em placas de cultura para
determinacao do valor de UFC (Unidades formadoras de col6nias) por
ml. Apds o crescimento e contagem de UFC/mI, os microrganismos
foram coletados, lavados, centrifugados e congelados a -20°C para

posterior extracao de DNA.

4.4.3 Preparo das Amostras Coletadas
As amostras obtidas dos sitios foram descongeladas a

temperatura ambiente e agitadas em vortex por um minuto. Em
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seguida, foram fervidas a 97 °C por 10 minutos e centrifugadas a
10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi colocado em novo
tubo contendo 100uL de TE e a extracao do DNA bacteriano foi
realizada com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), para
remocao de proteinas e separacdao de acidos nucléicos seguido da
precipitacao com sal/etanol e posteriormente ressuspendido em TE
(10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0) e congeladas a -
20°C até serem processadas. O mesmo procedimento foi utilizado
para purificacao do DNA bacteriano a partir da cultura pura de cada

espécie de interesse, para uso em controles positivos.

4.4.4 Reacao em Cadeia da Polimerase semi-quantitativo -
PCR

Para analise microbioldgica foi utilizada a reacao de polimerase
em cadeia (PCR), para identificar a presenca das seguintes bactérias:
T. denticola (Td), F. alocis (Fa), P. tannerae (Pt) e Candida albicans
(Ca).

Os pares de oligonucleotideos (5’ - 3’), ou seja, os primers
especificos para cada bactéria foram sintetizados pela Life
Technologies do Brasil Ltda., Sao Paulo - SP.

As sequéncias utilizadas para as bactérias estdo descritas na
Tabela 2 e foram baseadas no estudo de Ashimoto et al®. (1996).

Inicialmente a presenca de bactérias foi confirmada através de

reacao de polimerase em cadeia (PCR), realizada em termociclador
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convencional (MyCyclerTMthermal cycler - BioRad) utilizando
oligonucleotideos inespecificos.
PC3mod = 5" GGACTAAGGGTATCTAAT 3’
POmod= 5" AGAGTTTGATCTGG 3’

As amostras positivas para a reacdo inespecifica foram, entdo,
processadas em reacao de PCR, utilizando os oligonucleotideos
(Tabela 2).

Tabela 2 - Oligonucleotideos para a identificacdo das espécies avaliadas

Microrganismo Oligonucleotideos Fragmento Referéncias
esperado
T. denticola 5" TAATAC CGAATG TGCTCATTTACAT3 316pb Ashimoto et als.,
1996

5" TCA AAG AAG CATTCCCTCTTCTTCTTA 3’

F. alocis 5’ CAG GTG GTT TAA CAA GTT AGT GG 3’ 594 pb Récas et al®., 2003

5" CTA AGT TGT CCT TAG CTG TCT CG 3’

P. tannerae 5CCA CAT ATC GCA TCT GAC GTG 3’ 536 pb Seol et al’*., 2006

5'TCA ATCTGCACCCTACTT GG 3

C. albicans 5'GGG TTT GCT TGA AAG ACG GTA 3’ 452 pb Sardi et al*., 2011
5’ TTG AAG ATA TAC GTG GTG GACGTT A 3’

4.4.5 Otimizacao das Reacoes

Os oligonucleotideos foram dissolvidos em solugdao estéril
contendo Tris HClI (10mM - pH 7,6) e EDTA (1mM - pH 8,0) em
volume calculado para concentracgao final de 25 pM.

As reanues de PCR foram realizadas em tubos especvficos e
otimizadas para cada oligonucleotvdeo especvfico utilizado. A reanyo
de PCR foi realizada em volume final de 25 pL, contendo

aproximadamente 1 pM de cada oligonucleotideo da bactéria
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especifica (Invitrogen Tech-LineSM), 100 pM de dNTPs (Invitrogen
Tech-LineSM) 1 a 2,5mM de Mg®* e, de 0,625 a 2 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen Tech-LineSM). Os tubos com as amostras
foram submetidas ao Vortex por 10 segundos para homogeneizagao
da solucao e, em seguida, foi obtida uma aliquota. Todas as reacoes
foram realizadas na presenca de controle positivo, contendo DNA
gendmico especifico da bactéria em andlise, e controle negativo, sem
DNA molde.

A presenca do DNA amplificado foi observada em eletroforese
em gel de agarose a 1% (Invitrogen Tech-LineSM) em solugao
tamponada TBE 1X (Tris 1M; Acido bérico 0,9M; EDTA 0,5M) e
acrescido de 0,5 uL do corante de brometo de etidio (Invitrogen
Tech-LineSM). As bandas presentes no gel foram observadas
imediatamente com o auxilio de transluminador de luz ultravioleta e a
seguir foi obtida imagem digitalizada do gel para documentacao e
andlise (Image Quant 100 - GE Healthcare). As fotografias obtidas
foram armazenadas para posterior anadlise da presenca das bactérias

investigadas.
4.5 Analise Imunolodgica
Os exames imunoldgicos foram realizados em duplicata,

para cada sitio.

4.5.1 Coleta das Amostras.
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A coleta para o exame imunoldgico foi realizada apds o término
da coleta microbioldgica, periodo de aproximadamente 10 minutos
para cada sitio coletado, para evitar possiveis interferéncias de
contaminagao. Para essa nova coleta, o fluido crevicular foi colhido
com filtro especial para fluido gengival (PerioPaper#) que, apds
isolamento do campo, foi introduzido no sulco gengival
permanecendo durante 30 segundos. Apds sua remocdo, este foi
medido utilizando-se o equipamento especifico para esta metodologia
(Periotron 8000*). Como meio de transporte do fluido coletado,
foram utilizados 100 yL de uma solugao a base de PBS associada a
um coquetel de inibidores de protease (Tabela 3), para a manutengao
da viabilidade das substancias e imediatamente congelados em
freezer a -20°C.

Tabela 3 - Composicao do coquetel imunolégico

- solucdo tampao fosfato 500 ml
- soro de albumina bovina (BSA, 1mg/ml) 500 ug
- antipain (1ug/ml) 500 ug
- aprotinin (1pg/ml) 500 pg
- leupeptin hydrochloride (1pg/ml) 500 pg
- N-ethylmaleimide (1mM) 62,5 mg
-N-Dodecyl-N,N-Dimethyl-3-Ammonio-1-propanesulfonate (50ug/ml) 25,0 mg

# Periopaper (Gingival Fluid Collection Strips)- ProFlow Inc.
* Periotron 8000- Oraflow Inc. 9

4.5.2 EMMPRIN (CD-147)

As amostras do fluido coletado foram descongeladas, agitadas

em vortex e centrifugadas. O kit enzimatico para imunoensaio Duo
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Set ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) especifico foi
utilizado para medir a quantidade de EMMPRIN (CD-147), presente
nas amostras de fluido crevicular. A concentracao de EMMPRIN nas
amostras é diretamente proporcional a intensidade de coloragao
(absorbancia a 450 nm) resultante da aplicacdo do reagente
estreptavidina conjugada com peroxidase (Streptavidin-HRP). O teste
foi realizado seguindo-se as instrucdoes do fabricante. Os padroes
foram obtidos a partir de oito diluicdes seriadas formadas por uma
solugao de EMMPRIN padrao que apresenta concentragao inicial de
40000 pg/ml. Primeiramente em cada pogo foi adicionado 50 pl do
Diluente de Ensaio (Assay Diluent RD1X), seguindo com o acréscimo
de 50 pl dos padrdes e das amostras em cada pocgo. A placa foi
coberta com o adesivo de protecao e incubada por 2 horas em
temperatura ambiente no agitador. Apds esse periodo o conteddo dos
pocos foram removidos e a placa lavada 4 vezes com a solugao
tampao (Wash Buffer). Apds a lavagem foi adicionado a cada pogo
200 pl do anticorpo especifico para deteccdo de EMMPRIN (EMMPRIN
Conjugate). Novamente a placa foi incubada por um novo periodo de
2 horas e apds esse periodo repetiu-se a lavagem e aspiracdo com a
solugao tampao. A cada pogo foram adicionados 200 ul do substrato
composto pelos reagentes de cor (perdxido de hidrogénio estabilizado
e cromdgeno tetrametilbenzidina estabilizado). Apds 30 minutos de
incubacao em temperatura ambiente e sob protecao da luz foi

adicionado 50 pl solucdo finalizadora (Stop Solution - acido sulfurico)
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em cada poco. Ao término foi feita a leitura das placas com
absorbancia de 450 nm.

A absorbancia foi convertida na concentracao de EMMPRIN por
amostra, de acordo com as curvas padroes, em cada tempo, e os
resultados finais foram expressos em microgramas por mililitro

(Mg/ml) de concentracao de EMMPRIN presente no fluido crevicular.

4.5.3 MMP-2 e MMP-9

O conteudo de MMP-2 e MMP-9 nas amostras de fluido
crevicular gengival foi medido com Kit ELISA comercialmente
disponivel (R & D Systems Inc., Minneapolis, MN, EUA). Os padroes
foram obtidos a partir de diluicdoes seriadas formadas por uma
solugao de MMP-2 e MMP-9 padrao que apresentam concentragao
inicial respectivamente de 100 ng/ml e 20 ng/ml.

As amostras foram diluidas e adicionadas a uma placa de
poliestireno de 96 pogos, coberta previamente com anticorpos
monoclonais contra a MMP especifica. Inicialmente foi adicionado a
cada poco 100 pl do diluente de ensaio (Assay Diluent RD1-74 para
MMP-2 e Assay Diluent RD1-34 para MMP-9). Em cada pogo foram
dispensados 50 pl da amostra para anadlise de MMP-2 e 100 pl da
amostra para analise de MMP-9. A placa foi incubada por 2 horas em
temperatura ambiente e, posteriormente, lavada com solugao tampao
(Wash Buffer). Foram adicionados a cada poco 200 ul de anticorpo

policlonal contra a MMP especifica total conjugada a peroxidase.
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Novamente a placa foi incubada por 2 horas nas mesmas condigoes
anteriores. A lavagem com solucao tampao e a aspiracao foram
repetidas por mais quatro vezes. A cada poco foram adicionados 200
Ml do substrato contendo perdxido de hidrogénio e cromogeno
tetrametilbenzidina estabilizado. Apdés 30 minutos de incubacdo em
temperatura ambiente, foi adicionada a solucao finalizadora (Stop
solution — 50 ul de acido sulfurico em cada poco). A determinacao da
densidade Optica de cada poco foi realizada por espectrofotdmetro
com absorcao a 450 nm. Cada placa possui uma curva padrao obtida
pela diluicdo seriada de Solucao Padrdao da MMP especifica fornecida

pelo fabricante.

4.6 Tratamento Periodontal Basico

Apds a coleta microbioldgica, foi instituido o tratamento
periodontal basico: raspagem, alisamento e polimento supragengival
e apos 7 dias foi realizado a raspagem e alisamento radicular
subgengival (RAR).

Os pacientes foram submetidos aos procedimentos de
raspagem supra e subgengival de toda a arcada dentaria, sendo dois
quadrantes por semana, sob anestesia local pela técnica de bloqueio
regional e instrumentacao manual com foices, limas e curetas
universais e especificas (tipo Gracey) com duracdao de 45 a 60

minutos por quadrante. Esta raspagem foi realizada até que a
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superficie radicular se tornasse a mais lisa possivel. O polimento foi
executado imediatamente apdés a RAR com taca de borracha macia
montada em motor de baixa rotacao e pasta profilatica de granulacdo
fina na regido raspada em cada sessdo. Os pacientes também foram
instruidos e motivados quanto a higienizacdo bucal correta por meio

de ensino da técnica de escovacdo (método de Bass) e fio dental.

4.7 Analise estatistica

Os dados das varidveis quantitativas (Niveis de EMMPRIN,
MMPs) foram submetidos ao teste de Normalidade de D’Agostino para
verificar se 0s mesmos ajustam-se a distribuicao normal de
probabilidades. Os dados das varidveis que satisfizeram essa
condicao foram submetidos a testes estatisticos paramétricos (Teste t
de Student pareado ou ANOVA 1 critério) e os demais foram
analisados utilizando-se testes estatisticos ndo paramétricos analogos
aos paramétricos (Kruskall-Wallis ou Wilcoxon).

Os dados das varidveis qualitativas (periodontopatégenos
através do PCR convencional) foram dicotomizados em presente ou
ausente e a andlise estatistica foi realizada por meio do teste Qui-
quadrado.

O teste de Spearman Rank Correlation (R) foi utilizado para
correlacionar os indices de EMMPRIN com a producao de MMP-2 e
MMP-9, representado através da seguinte férmula:

R=
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Os valores de R refletem a seguinte situacao: resultados
proximos de -1: correlacdao negativa. Proximo de 0: correlagdo nao
linear e resultados préximos de 1: correlacdo positiva.

Para todos os testes foi considerado um nivel de significancia de
5%, portanto, e foram considerados estatisticamente significantes
todos os resultados que apresentaram valor de p<0,05. Os dados
foram submetidos a analise estatistica utilizando o software GraphPad
Prism 5.0® (GraphPad Software, San Diego, CA), adequado e
especifico para os diferentes testes, nas diferentes analises

estatisticas realizadas.



5 Resultado

5.1 Padronizacao da metodologia

A Tabela 4 mostra as condigoes de termociclagem e otimizagao
de cada par de primer. Pode-se observar que ha pequena variagao na
temperatura de desnaturacao do DNA (94-96°C) comparando-se as
reacoes entre os diferentes microrganismos. Os ciclos das reacoes
variam entre 36 a 38 e a temperatura de anelamento dos primers
ocorre entre 45°C para o primer inespecifico, 55°C para o F. alocis,
56°C para o P. tannerae, 53°C para a C. albicans e 60°C para o T.
denticola. A concentracdo de Mg?* utilizada varia entre 1,0 mM a 4,0
mM e as unidades de Taq entre 0,625U para a C. albicans até 2U
para o F. alocis.

Tabela 4 - Condigdes de termociclagem e otimizacao de cada par de

prime
Primer Condicao da reagao Concentragao Unidades de Taq
de Mg®*

Primer 96°C, 3 min (1 ciclo); 96°C, 30 s, 45°C, 30 s, 2,5 mM 1U

inesp. 72°C, 30 s (30 ciclos), 72°C, 10 min (1 ciclo)

F. alocis 95°C, 2 min (1 ciclo); 94°C, 30 s, 55°C, 1 min, 2,0 mM 2U
72°C, 2 min (36 ciclos), 72°C, 10 min (1 ciclo)

P. tannerae 94°C, 5 min (1 ciclo); 94°C, 1 min, 56°C, 1 min, 4,0 mM 1U
72°C, 2 min (36 ciclos), 72°C 10 min (1 ciclo)

C. albicans 94°C, 5 min (1 ciclo); 94°C, 1 min, 53°C, 1 min, 2,5mM 0,625U

72°C, 30 s (38 ciclos), 72°C, 10 min
T. denticola 95°C, 2 min (1 ciclo); 95°C, 30 s, 60°C, 1 min, 1,0 mM 1,25U

72°C, 1 min (36 ciclos); 72°C, 2 min
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5.2 Identificacao microbiana

O Grafico 1 ilustra a presenca de DNA nas amostras (grupo
doente e sadio) com a utilizacdo de primer inespecifico. A presenca
de DNA foi positiva em 93,33% das amostras em ambos os grupos.

Dos 20 pacientes iniciais, totalizando 40 sitios doentes e 40
sitios sadios, houve perda de pacientes apos o periodo de tratamento
periodontal, deste modo, optou-se por utilizar apenas as amostras de
pacientes presentes nos momentos antes e apos terapia periodontal,
totalizando 30 sitios doentes e 30 sitios sadios.

Apds o tratamento periodontal nenhuma bactéria foi detectada
quando foi realizado o PCR convencional do gene 16srRNA,
provavelmente por inadequacdao da técnica de extracao,
contaminacao de amostras ou inadequagao na armazenagem das

amostras. Dessa forma optou-se por nao mostrar esses dados.

Primer inespecifico
40-
@ POSITIVO

@l NEGATIVO
304

’

SITIOS

DOENTE SADIO

GRAFICO 1 - Detecgéo de DNA nas amostras com utilizag8o de primer inespecifico por técnica de PCR
convencional.
p<0,0001 - Teste Qui-quadrado
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Pode-se observar no Grafico 2 a prevaléncia dos
microrganismos analisados (F. alocis, P. tannerae, T. denticola e o
fungo C. albicans nos grupos doente e sadio). Nota-se maior
presenca de Filifactor alocis e Prevotella tannerae em 7 dos 30 sitios
doentes (23,33%) e em 3 dos 30 sitios sadios (10%).

Nao houve deteccao de C. albicans em nenhum dos grupos
(doente e sadio) utilizando a técnica de PCR convencional. T.
denticola esteve presente em 9 dos 30 sitios doentes (30%) e em 5

dos 30 sitios sadios (16,66%).

" diferenga estatistica entre grupos doente e sadio. p < 0,01 (Teste Qui-quadrado).

GRAFICO 2 - Prevaléncia dos microrganismos nos sitios

doentes e sadios por PCR convencional.

A Tabela 5 ilustra comparativamente (%) a prevaléncia

observada na distribuicao de F. alocis, P. tannerae, T. denticola por
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PCR convencional. No grupo doente, T. denticola foi 0 microrganismo

mais frequente (30%),

enquanto que F. alocis (23,33%) e P.

tannerae (23,33%) foram encontrados em menores proporgoes.

Tabela 5 - Prevaléncia dos microrganismos nos grupos doente

e sadio

Microrganismo Grupo Doente Grupo Sadio
F. alocis 23,33% 10%
P. tannerae 23,33% 10%
C. albicans 0% 0%
T. denticola 30% 16,66%

5.3 Quantificacdo de EMMPRIN (CD-147) por ELISA

No grupo sadio antes e apds tratamento periodontal basico
houve deteccdo muito abaixo do esperado da glicoproteina e das
gelatinases. Devido a esse fator, os dados foram inviabilizados e nao
considerados nos resultados, visto a impossibilidade de diferenciar os
dois grupos. A respectiva curva padrao de EMMPRIN encontra-se no
apéndice (Figura Al).

O resultado para a quantificacdao da glicoproteina EMMPRIN
(CD-147) para sitios doentes antes e apods tratamento periodontal
basico pode ser observado no Grafico 3.

Os valores absolutos evidenciaram EMMPRIN em amostras de
fluido subgengival antes e depois do tratamento periodontal basico,
porém, em valores de 0,090 ug/ml para amostras antes do

tratamento e 0,089 upg/ml para amostras apds o tratamento
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periodontal). Nao houve diferenca estatisticamente entre doente

antes e doente depois (p > 0,05).

EMMPRIN
0.101
EZE DA - DOENTE ANTES
0.08- IiEEEEEEEEENENN] m DD_DOENTE DEPO'S
E 0.06- : ]
‘\ l.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I
g 0.04- IiEEEEEEEEENENN]
0.024 E e e e !
O . 0 0 E lI.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.II

N >
Teste t de Student ( p > 0,05).

GRAFICO 3 - Quantificacdo (ug/ml) da glicoproteina EMMPRIN em sitios

doentes antes e apos terapia periodontal.

5.4 Quantificacao de MMPs por ELISA

O resultado para a quantificacdo de MMP-2 para sitios doentes
antes e apos tratamento periodontal basico estdao representados no

Grafico 4. Curva padrao no apéndice (Figura A2).

No grupo doente valores absolutos evidenciaram MMP-2 em
amostras de fluido subgengival antes e depois do tratamento
periodontal basico, com os respectivos valores (0,5224 pg/ml para
amostras antes do tratamento e 0,3192 pg/ml para amostras apds o

tratamento periodontal). Houve  diferenca estatisticamente
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significante para MMP-2 (p < 0,01) com valores maiores para os sitios

doente antes do tratamento periodontal.

MMP-2
0.8
DA - DOENTE ANTES
&= DD - DOENTE DEPOIS
0.6-
£
S 047
=
0.2
0.0

OV QOTnsmwnmmn—p ¢ 0,01
GRAFICO 4 - Quantificag&o (ug/ml) de MMP-2 nos grupos DA e DD.

O Gréafico 5 ilustra a quantificacgdo de MMP-9. Os valores de
MMP-9 nas amostras do presente estudo evidenciaram os valores
absolutos de 1,433 pg/ml e 1,192 pg/ml respectivamente para os
grupos DA e DD. Nao houve diferenca estatisticamente significante

entre os 2 grupos analisados (p > 0,05). Curva padrao no apéndica

(Figura A3).
MMP-9
2.07
E=E) DA - DOENTE ANTES
& DD - DOENTE DEPOIS
1.54 ]
.
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- osd B e,
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GRAFICO 5 - Quantificag&o (ug/ml) de MMP-9 nos grupos DA e DD.
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5.5 Correlacao entre EMMPRIN (CD-147) e MMP-2 e MMP-9.

A correlagao entre EMMPRIN e MMP-2, EMMPRIN e MMP-9 e
MMP-2 e MMP-9 é apresentado nas Tabela 6. Nao houve correlacdo
entre a quantidade total de EMMPRIN e MMP-2 (R= 0,25) e EMMPRIN
e MMP-9 (R= - 0,5, p < 0,0001). Houve forte correlacao positiva entre

as quantidades totais de MMP-2 e MMP-9 (R= 0,975, p < 0,05).
Tabela 6 - Correlagao entre EMMPRIN e MMP-2, EMMPRIN e MMP-9 e

MMP-2 e MMP-9

DA DD R
EMMPRIN x 0,090 0,089
MMP-2 (ug/ml) 0,5224 0,3192 0,25
EMMPRIN x 0,090 0,089
MMP-9 1,433 1,192 -0.5
(ng/ml)
MMP-2 x MMP- 0,5224* 0,3192* 0,975
9 1,433% 1,192%*

*p 0,05




6 Discussao

A doenca periodontal é uma doenga infecciosa de patogénese
complexa que se caracteriza clinicamente pela perda dos tecidos de
suporte do dente. A analise da literatura disponivel relata a
ocorréncia de mais de 700 espécies bacterianas no meio bucal, sendo
que aproximadamente 400 espécies encontradas no biofilme
subgengival sao correlacionadas com a evolucao desta patologia
bucal (Aas et al.!, 2005; lacono et al.**, 2007; O Shea et al.”¥,

1992).

As espécies bacterianas mais comuns relacionadas a doenca
periodontal incluem Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tanerella forsythia, Treponema denticola e
Prevotella intermedia. Contudo, outras espécies vem sendo estudadas
e descritas na literatura e que possivelmente podem estar associadas
com o inicio e progressdo da doenca periodontal (Aas et al.?, 2005;

1.1, 2002; O’Shea et al.”*, 1992). Dentre esses

Chang et a
microrganismos e que mereceu destaque no presente estudo estao o
Filifactor alocis, Prevotella tannerae e Candida albicans (Dong et al.??,

2009; Holt et al.*?, 2005; Martin et al.®3, 2002; Simonson®®, 1992).

Na odontologia, a cultura bacteriana € um método classico de
diagndstico de microrganismos periodontopatogénicos residentes no
biofilme subgengival. E um método capaz de identificar novas
espécies, de oferecer mensuracdo quantitativa das espécies viaveis e

de realizar teste de resisténcia antibiotica. O resultado disso é que a
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cultura bacteriana é considerada o padrdo ouro no diagndstico
microbioldgico periodontal e continua sendo um importante meio de

diagnoéstico de diversas doencas (Atieh®, 2008).

Porém os métodos tradicionais para identificacdo de patdgenos,
do qual se destaca o método de cultura bacteriana, acarretam
inUmeros problemas e falhas, sendo muitas vezes adequados para
anadlise de rotina, mas nem sempre na deteccao de microrganismos
em particular. As limitacbes associadas aos métodos tradicionais
consistem na incapacidade de detectar alguns microrganismos, por
serem métodos limitados a patdégenos com caracteristicas de
crescimento conhecidas; na fraca discriminagao entre microrganismos
com caracteristicas comportamentais semelhantes; na aparéncia
visual ndo especifica; na deteccdo demorada de microrganismos de
crescimento lento. Além disso, muitas bactérias, fora do seu habitat
natural, desenvolvem mecanismos especificos de diferenciacdo celular
como resposta a deficiéncia de nutrientes ou outros tipos de
condicoes ambientais adversas como pH e a salinidade (Odden et

al.”®, 2001).

Deste modo, tém-se desenvolvido métodos moleculares
adequados, por exemplo, a técnica de PCR permite, a partir de um
pequeno fragmento do DNA de interesse, caracteristico de um dado
microrganismo, a sua amplificacdo até um nUmero detectdvel. E
possivel, em poucas horas, a sintese in vitro de uma grande

quantidade de um dado fragmento de DNA, cerca de 10° vezes ou
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mais, a partir de poucas moléculas de um fragmento especifico, sem
que para isso seja necessaria a sua clonagem prévia e replicagdo em
célula hospedeira. Dessa forma, esse método de identificacdo torna-
se mais especifico, menos suscetivel a falhas e mais seguro que os

outros métodos de identificacao bacteriana.

Os protocolos de PCR descritos no capitulo de material e
método revelaram, na sua maioria, eficacia, sensibilidade e boa
resolucdo na deteccao de genes especificos de cada microrganismo
patogénico do presente estudo, em amostras de fluido subgengival de
pacientes portadores de periodontite crénica. Para garantir que os
resultados obtidos da pesquisa de microrganismos patogénicos por
PCR estao corretos seguiram-se uma série de etapas para a
implementacgao do padrao de reagao de PCR para cada microrganismo
estudado. A realizacdao da técnica de pesquisa por PCR para Filifactor
alocis, Prevotella tannerae e Treponema denticola estao de acordo
com os resultados de Ashimoto et al.® 1996, Seol et al.’®, 2006,
Siqueira et al.®” 2011, e Siqueira-Junior et al.’® 2000 e conduziram a
resultados de sucesso dada a obtencao de produtos da amplificacao
com o tamanho esperado, respectivamente 594 pb, 529 pb e 316 pb.
O fato de nao se verificar a presenca das bandas correspondentes ao
produto da amplificacdo de Candida albicans se da pelo fato de que
apesar do volume de amostra utilizado para o PCR, esta pode conter
0 microrganismo ou até ndao conter o microrganismo de interesse,

impedindo dessa forma a visualizacao do fragmento de amplificagao
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esperado. Esses resultados com Candida albicans estao em desacordo
com os achados de Sardi et al.®® 2011, que através da utilizagdo da
técnica de PCR convencional encontrou diversas espécies do género
Candida e outras bactérias periodontopatégenas em sitios acometidos

com periodontite cronica e diabetes mellitus.

A implementacao dos protocolos para a deteccao dos
microrganismos do presente estudo tornou-se de suma importancia
e, ap6s otimizacdo das condicdes de PCR, descritas na literatura
(Paster et al.”® 2001; Rogas et al.®> 2009), verificou-se que a partir
de um menor volume de solucao de DNA total, 2 ul, se observou a
banda correspondente ao controle positivo. Os resultados negativos
do PCR podem sugerir que as amostras analisadas estivessem
danificadas devido a idade, tempo e condicdes de armazenagem bem
como o tipo de microrganismo, que pode ter contribuido para a nao
ocorréncia da amplificacdo, como também sugerido por Mineoka et
al.°®> 2008 que encontrou resultados similiares na deteccdo de
diversos periodontopatdogenos, mas outros microrganismos nao
ocorreu a amplificacao de DNA bacteriano. Por outro lado, dado que o
controle positivo é visivel, mas as amostras positivas nao
apresentaram as bandas correspondentes ao produto da amplificagao,
pode presumir-se a inexisténcia de C. albicans nas amostras do

presente estudo.

Hannula et al.*® 2001, em estudo in vitro, avaliaram o efeito de

algumas bactérias sobre o biofilme de Candida, incluindo Prevotella
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nigrences e P. gingivalis, observando reducao na contagem de
leveduras quando estes microrganismos foram co-cultivados com
Candida. Possivelmente metabdlitos produzidos pelos anaerdbios
poderiam interferir com a fisiologia do biofilme ou devido a presenca

de bactérias que poderiam inibir o crescimento do biofilme.

Para analisar a composicao da microbiota na mucosa e em
sitios subgengivais de individuos saudaveis e em individuos com
periodontite agressiva e periodontite crénica, Urzua et al.'®® 2008
usaram métodos fenotipicos e genotipicos. Os autores observaram
que C. albicans foi capaz de colonizar bolsas periodontais em
pacientes com periodontite cronica, contrariando os achados do

presente estudo.

Através da técnica de PCR convencional o patégeno T. denticola
foi encontrado em maiores proporcoes (30%), nos sitios doentes do
que em sitios sadios (16,66%). F. alocis e P. tannerae foram
encontrados nas proporgoes de, 23,33% nos sitios doentes com e em
10% dos sitios sadios. Esses achados estdo de acordo com os estudos
de Ashimoto et al.® 1996 e Siqueira et al.°® 2000, nos quais
encontram a presenga de bactérias em maiores proporgdes em sitios
doentes quando comparados a sitios sadios. Diversos trabalhos na
literatura disponivel também ja identificaram com certa freqliéncia
Treponema denticola (Mineoka et al.®® 2008) em sitios acometidos
com periodontite crénica e outros microrganismos como o Filifactor

alocis vem sendo constantemente identificado em casos de infecgoes
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endodoOnticas e periapicais e possivelmente pode estar associado
também a casos de infeccdes periodontais (Sakamoto et al.®” 2007;
Simonson et al.®®, 1992; Siqueira-Junior et al.’” 2011), como sugere
os resultados do presente estudo. Os resultados mostraram uma
correlacdo significante entre a ocorréncia de T. denticola, F. alocis e
P. tannerae em siitos doentes (p < 0,01) quando comparados com
sitios sadios. Diante dos resultados obtidos e de acordo com o
levantamento bibliografico realizado, é importante ressaltar que a
maioria das metodologias moleculares informa apenas a presencga ou
auséncia de determinadas bactérias. Devemos atentar para a
interpretacdo dessas informacgdes, pois o numero de bactérias
encontradas pode ser significante em relagao ao papel de cada
espécie na etiopatogenia das alteracdes periodontais. Algumas
bactérias podem representar apenas um papel ecolégico enquanto
outras estao diretamente ligadas aos danos causados ao hospedeiro

(Pinheiro et al.®! 2003).

Dessa maneira, novos estudos com amostragem maior devem
ser realizados para melhor interpretagao dos resultados e
quantificacao exata de microrganismos que geram a doenca
periodontal, através da técnica de PCR em tempo real, pois apenas a
presenca do microrganismo ndo significa que o sitio possa ser

considerado doente.

Através dos relatos da literatura e os resultados apresentados

no presente trabalho, pode-se observar que novos microrganismos
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ainda serao correlacionados com a etiopatogenia da periodontite
cronica. Entretanto, fica o desafio em meio a deteccdao de tantas
espécies, de saber qual a importancia e as implicacdes clinicas destes
achados laboratoriais. De qualquer maneira, as interagoes
bacterianas parecem ser o elemento chave para o crescimento e a
sobrevivéncia dos microrganismos em seu habitat e consequente
capacidade de produzir doenca. Além disso, a complexidade do
sistema subgengival periodontal favorece o surgimento de uma
comunidade microbiana bastante diversificada. Assim, para um
diagndstico ideal seria necessario o uso conjunto de metodologias
que fornece resultados de deteccao, caracterizagao e quantificagao
para desenhar de forma mais completa o perfil das comunidades

microbianas (Gomes et al.*3, 2008; Jung et al.”%,2001).

Estudos de Dahlén?® 2006, sugerem que P. tannerae e F. alocis
poderiam estar significantemente associadas com a doenga
periodontal por encontrarem-se em maiores concentragcdes em sitios

doentes quando comparados a sitios sadios.

A progressdo da doenca periodontal é caracterizada pelos
processos de degradacdo da matriz extracelular e reabsorcao dssea
0s quais resultam da reacdo imuno-inflamatdria iniciada em resposta
a agressao pelos microrganismos do biofilme dental e suas toxinas. A
severidade do dano tecidual na doenca periodontal é proporcional aos

niveis de citocinas e mediadores proé-inflamatérios presentes nos
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sitios periodontais doentes (Gabison et al.?°, 2008; Nehme et al.”?,

1993).

Na complexa rede de citocinas estabelecida com a reagao
inflamatoria associada a doenca periodontal, diversos mediadores
bioldgicos sdo produzidos, incluindo as metaloproteinases de matriz
extracelular (MMPs), as quais podem ter um importante papel nos
processos de degradacdo da matriz extracelular e reabsorcao dssea.
Sua relevancia nestes processos esta relacionada ao amplo padrao de
substratos das metaloproteinases, que inclui colagenos tipo I, II e 1V,
e também ao fato dos tecidos periodontais mineralizados e nao-
mineralizados apresentarem elevada proporcao de colageno em sua
composicao; o que justifica o papel de destaque desta colagenase no
desenvolvimento das lesbes periodontais e também em outras
alteragdes de carater inflamatoério cronico com aspectos histolédgicos
de degradacao de matriz extracelular semelhantes aos da doenca

periodontal (Junqueira et al.”!, 2000).

As MMPs constituem um grupo de endopeptidases calcio-zinco
dependentes, com atividade hidrolitica de amplo espectro para as
proteinas e outros componentes extracelulares como colageno,
elastina, laminina, fibronectina e proteoglicanos (Birkedal-Hansen et
al.!’, 1993; Haffajee et al.’®, 1992; Jervge-Storm et al.*’, 2005;
Miyauchi et al.®®, 1990). Essas enzimas estdo amplamente
distribuidas em individuos saudaveis, desempenhando papel

importante em processos fisioldgicos como a cicatrizacao de feridas e
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a reabsorcdo dssea (Moore et al.®?, 1994; Sardi et al.®?, 2011). No
entanto, o principal interesse nas MMPs diz respeito ao seu papel em
certos mecanismos patoldogicos onde a protedlise da matriz

extracelular é sua caracteristica chave (Mineoka et al.®>, 2008).

Diversos trabalhos demonstram que mediadores inflamatorios
tém importante papel no estimulo da producao de MMPs por
diferentes células como fibroblastos, neutréfilos, macréfagos, entre
outras (Accorsi-Mendonca et al.?, 2008). Produtos bacterianos
também podem estimular a producdo de MMPs. Tanabe, Grenier!®®
(2008), evidenciaram que o lipopolissacarideo (LPS) de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans pode induzir macroéfagos,
alterando a secrecao de MMP-9, fator de necrose tumoral-a e
interleucina 1-B. Chang et al.'® 2002, determinaram o efeito de
Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas gingivalis, na
producdo e secrecao de MMPs através da cultura celular de
macrofagos. Os resultados apresentados neste trabalho indicaram a
presenca de MMP-2 e MMP-9 e o aumento de expressao desta
gelatinase em sitios doentes antes do tratamento periodontal quando
comparadas com sitios doentes depois do tratamento periodontal,
como mostra os Graficos 4 e 5. Deste modo, a producdo e ativagao
de MMPs, induzidas por substancias de origem microbioldgicas, pode
ser uma das vias de degradacao tecidual na patogénese de lesodes

periodontais.
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Resultados de andlises imunoquimicas (Sorsa et al.'°?, 2006)
que usaram anticorpos especificos para MMP-2 e MMP-9 sdo
consistentes com os resultados de varios de estudos enzimoldgicos
prévios. Sorsa et al.'°?, (2006) demonstraram que MMP-2 e MMP-9
sdo as gelatinases presentes na matriz extracelular de individuos com
periodontite cronica. Além disto, estudos recentes através da técnica
ELISA demonstraram que os niveis de MMP-2 e MMP-9 em portadores
de periodontite crbonica, reduziram significativamente apds terapia
periodontal de RAR (Tsarev et al.'®®, 2000), e que estdo de acordo

com os resultados aqui apresentados (Graficos 4 e 5).

Um outro fator estimulador da atividade gelatinolitica das MMPs
é a enzima indutora de metaloproteinases, conhecida como EMMPRIN
CD-147. EMMPRIN é encontrado na superficie de diversos tipos de
células epiteliais, que podem induzir células do hospedeiro como a
secretar MMPs (Person et al.®°, 2008). Sua expressdo desencadeia a
producao de metaloproteinases por células endoteliais e fibroblastos,
estando, portanto, relacionado com a severidade e progressao da

doenca periodontal (Eick et al.?*, 2002; Emingil et al.*®, 2006).

Nesse estudo, foi analisada a incidéncia da expressdo de
EMMPRIN em amostras de fluido subgengival de pacientes portadores
de periodontite cronica e associando os resultados com a producado de
MMP-2 e MMP-9. Os resultados mostraram que EMMPRIN é detectado
em sitios doentes e sadios e parece ndo estar diretamente

relacionado na inducao da expressao das metaloproteinases (Tabela
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6). Foi relatado que a expressao de MMPS e provavelmente a
gravidade da resposta inflamatéoria nos sitos acometidos com
periodontite cronica é correlacionada com a quantidade de EMMPRIN
presente em sitios periodontais doentes. O presente estudo aponta a
idéia e sugere que EMMPRIN pode contribuir, pelo menos em parte,
para aumentar os niveis de outras metaloproteinases da matriz
extracelular do tecido conjuntivo periodontal, como relatado por
Feldman et al.?” 2011, onde niveis elevados de MMP-3 foram
encontrados em sitios de periodontite ativos e que além de induzir a
secrecdo de IL-6 em fibroblastos gengivais, EMMPRIN também

aumenta a secrecao de MMP-3.

ELISA é uma técnica baseada na reacao antigeno/anticorpo. Os
resultados apresentados mostraram os valores protéicos de EMMPRIN
iguais nos sitios doentes antes e apds terapia periodontal e MMP-2 e
MMP-9 estatisticamente maiores em sitios doentes antes do
tratamento periodontal basico quando comparados aos sitios doentes
apos o tratamento periodontal. O trabalho de Shin et al.’* 2002,
avaliaram a expressdo protéica de MMP-2, MMP-9 e outras
metaloproteinases através de ELISA, com anticorpos monoclonais,
em tecidos pulpares inflamados e em lesdes periapicais. Os autores
evidenciaram valores maiores de MMP-2 e MMP-9 durante a
inflamagao pulpar e alta correlagao positiva com a atividade
gelatinolitica. Dessa maneira, esses estudos sugerem que as MMPs

tem um importante papel na degradacao de tecidos pulpares. Do
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mesmo modo, pode-se sugerir esse papel gelatinolitico das MMPs nos
tecidos periodontais, como demonstra os resultados acima, visto que,
tecido pulpar e matriz extracelular sao diferentes tipos de tecido
conjuntivo. A maior incidéncia de MMPs em sitios doentes
previamente ao tratamento periodontal demonstra ativa participagao
no desenvolvimento e manutencdao na patogénese da doenca

periodontal.

Como a capacidade de EMMPRIN induzir a producao e secrecao
de MMPs por células do hospedeiro estd bem documentada na
literatura disponivel (Gabison et al.3°, 2005; Kanekura et al.>?, 2000),
fungdes adicionais de mecanismos de interacao entre EMMPRIN e
outras proteinas inflamatérias da periodontite poderiam ser
estudadas, para se compreender o papel desempenhado por
EMMPRIN na inflamacao e destruicao dos tecidos acometidos por
doenca periodontal, como por exemplo a interacao entre EMMPRIN e
a secrecao de citocinas pré-inflamatérias IL-6 e MMP-3 e proteinas
quinases (MAPK), ou até mesmo como ocorre o mecanismo de
transducao do sinal de ativacao entre EMMPRIN e as MMPs. Estudos
futuros envolvendo outras MMPs participantes no processo de
degradacao tecidual, através de diferentes estimulos, podem
contribuir para esclarecer o processo inflamatério da doencga

periodontal.

Em funcdao da complexidade das moléculas e respostas

imunoinflamatorias envolvidas na progressao da doenca periodontal,
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verifica-se a necessidade de se estudar varias MMPs
simultaneamente, destacando a presenca da forma ativa ja que esta
reflete melhor a progressao temporal da lesao do que somente a

guantidade total da enzima.



7 Conclusao

Baseado nos resultados obtidos e dentro das condigdes

experimentais desse trabalho, conclui-se que:

e Filifactor alocis e Prevotella tannerae podem ser

considerados potenciais marcadores da doencga periodontal;

e O tratamento periodontal foi efetivo nos sitios doentes na

reducdo dos niveis de MMP-2 e MMP-9.

e EMMPRIN ndo estd associada a producdo de MMP-2 e MMP-9.



8 Referéncias*

1- Aas JA, Paster BJ], Stokes LN, Olsen I, Dewhirst FE. Defining the
normal bacterial flora of the oral cavity. J Clin Microbiol. 2005; 43:

5721-32.

2- Accorsi-Mendonga T, Paiva KB, Zambuzzi WF, Cestari TM, Lara VS,
Sogayar MC, et al. Expression of matrix metalloproteinase -2 and -9
and RECK during alveolar bone regeneration in rat. J Mol Histol.

2008; 39: 201-8.

3- Ainamo J, Bay I. Problems and proposals for recording gingivitis

and plaque. Int Dent J. 1975; 25: 229-35.

4- Alexander DC, Martin JC, King PJ], Powell JR, Caves ], Cohen ME.
Interleukin-1 beta, prostaglandin E2, and imunoglobulin G subclasses
in gingival fluid in patients undergoing periodontal therapy. J

Periodontol. 1996; 67: 755-72.

5- Allen CM. Diagnosing e managing oral candidosis. J Am Dent

Assoc. 1992;123:77-8.

6- Altruda F, Cervella P, Gaeta ML et al. Cloning of cDNA for a novel
mouse membrane glycoprotein (gp42): shared identity to
histocompatibility antigens, immunoglobulins and neural-cell adhesion

molecules. Gene. 1989; 85: 445-51.

*De acordo com o estilo Vancouver. Disponivel em:

http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html



73

7- Armitage GC. Development of a classification system for

periodontal diseases and conditions. Ann Periodontol. 1999; 4: 1-6.

8- Ashimoto A, Chen C, BakKer I, Slots J. Polymerase chain reaction
detection of 8 putative periodontal pathogens in subgingival plaque of
gingivitis and advanced periodontitis lesions. Oral Microbiol Immunol.

1996, 11: 266-73.

9- Atieh MA. Accuracy of real-time polymerase chain reaction versus
anaerobic culture in detection of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans and Porphyromonas  gingivalis: a

mataanalysis. J Periodontol. 2008; 79: 1620-9.

10- Barbosa e Silva E, Peruchi CMS, Toledo BEC. Bases clinicas e
bioldgicas do estagio atual da terapia periodontal mecénica. RPE: Rev

Int Periodontia Clin. 2006; 3: 89-99.

11- Birkedal-Hansen H, Moore WG, Bodden MK, Windsor L], Birkedal-
Hansen B, DeCarlo A, et al. Matrix metalloproteinases: a review. Crit

Rev Oral Biol Med. 1993; 4: 197-250.

12- Birkedal-Hansen H, Yamada S, Windsor ], Pollard AH, Lyons G,
Stetler-Stevenson W et al. Matrix Metalloproteinases. Curr Protoc Cell
Biol. 2008;10: 10-8.

13- Biswas, C. Tumor cell stimulation of collagenase production by

fibroblasts. Biochem Biophys Res Commun. 1982; 109: 1026-34.



74

14- Biswas C, Zhang Y, DeCastro R, Guo H, Nakamura T, Kataoka H,
et al. The human tumor cellderived collagenase stimulatory factor
(renamed EMMPRIN) is a member of the immunologlobulin
superfamily. Cancer Res. 1995; 55: 434-9.

15- Bordador LC, Li X, Toole B, Chen B, Regezi ], Zardi L, et al.
Expression of emmprin by oral squamous cell carcinoma. Int ]

Cancer. 2000; 85:347-52.

16- Boutaga K, Savelkoul PH, Winkel EG, van Winkelhoff AJ.
Comparison of subgingival bacterial sampling with oral lavage for
detection and quantification of periodontal pathogens by real-time

polymerase chain reaction. J Periodontol. 2007; 78: 79-86.

17- Cannon RD, Holmes AR, Mason AB, Monk BC. Oral Candida:
clearance, colonization, or candidiasis? J Dent Res. 1995; 74:152-61.
18- Chau I, Rigg A, Cunningham D. Matrix metalloproteinase
inhibitors an emphasis on gastrointestinal malignancies. Crit Rev

Oncol Hematol. 2003; 45: 151-76.

19- Chang Y, Lai C, Yang S, Chan Y, Hsieh Y. Stimulation of matrix
metalloproteinases by black-pigmented Bacteroides in human pulp

and periodontal ligament cell cultures. J Endod. 2002; 28: 90-3.

20- Dahlén G, Leonhardt A. A new checkerboard panel for testing
bacterial markers in periodontal disease. Oral Microbiol Immunol.

2006; 21: 6-11.



75

21- DeCastro R, Zhang Y, Guo H. Human keratinocytes Express
EMMPRIN, an extracellular matrix metalloproteinase inducer. J Invest
Dermatol. 1996; 106: 1260-5.

22- Dong W, Xiang J, Li C, Cao Z, Huang Z. Increased expression of
extracellular matrix metalloproteinase inducer is associated with
matrix metalloproteinase-1 and -2 in gingival tissues from patients

with periodontitis. J Periodontal Res. 2009; 44: 125-32.

23- Dymock D, Weightman AJ, Scully C, Wade WG: Molecular
analysis of microflora associated with dentoalveolar abscesses. J Clin
Microbiol. 1996, 34: 537-42.

24- Eick S, Pfister W. Comparison of microbial cultivation and a
commercial nucleic acid based method for detection of
periodontopathogenic species in subgingival plaque samples. ] Clin
Periodontol. 2002; 29:638-44.

25- Emingil G, Atilla T, Sorsa T, Tervahartiala T. The efect of
adjunctive subantimicrobial dose doxycycline therapy on GCF
EMMPRIN levels in chronic periodontitis. J Periodontol. 2008; 79:

469-76.

26- Emingil G, Tervahartiala T, Mantyla P, Maatta M, Sorsa T, Atilla G.
Gingival crevicular fluid matrix metalloproteinase (MMP)-7,
extracellular MMP inducer, and tissue inhibitor of MMP-1 levels in

periodontal disease. J Periodontol. 2006; 77: 2040-50.



76

27- Feldman M, La VD, Bedran T, Spolidorio D, Grenier D.
Porphyromonas gingivalis-mediated shedding of extracellular matrix
metalloproteinase inducer (EMMPRIN) by oral epithelial cells: a
potential role in inflammatory periodontal disease. Microbes Infect.

2011; 13: 1261-9.

28- Feres M, Gongalves C. O impacto do diagnostico microbioldgico
na terapéutica periodontal. In: Opperman RC, Rosing CK. Periodontia

ciéncia e clinica. Sao Paulo: Artes Médicas; 2001. p. 39-56.

29- Fossum S, Mallet S, Barclay AN. The MRC OX-47 antigen is a
member of the immunoglobulin superfamily with an unusual

transmembrane sequence. Eur J Immunol. 1991; 21: 671-9.

30- Gabison EE, Hoang-Xuan T, Mauyiel A, Menashi S.
EMMPRIN/CD147, an MMP modulator in cancer, development and

tissue repair. Biochimie. 2008; 87: 361-8.

31- Garlet GP, Cardoso CR, Silva TA, Ferreira BR, Avila-Campos MJ,
Cunha FQ, et al. Cytokine pattern determines the progression of
experimental periodontal disease induced by Actinobacillus
actinomycetemcomitans through the modulation of MMPs, RANKL,
and their physiological inhibitors. Oral Microbiol Immunol. 2006; 21:

12-20.

32- Genco RJ, Kornman K, Williams R, Offenbacher S, Zambon 1]J,
Ishikawa I. Consensus report periodontal disease: pathogenesis and

microbial factors. Ann Periodontol. 1996; 1: 926-32.



77

33- Gomes BPFA, Pinheiro ET, Jacinto RC, Zaia AA, Ferraz CCR,
Souza-Filho F]. Microbial analysis of canals of root-filled teeth with
periapical lesions using polymerase chain reaction. J Endod. 2008;
34: 537-40.

34- Guillot E, Mouton C. PCR-DNA probe assays for identification and
detection of Prevotella intermedia sensu strictco and Prevotella

nigrescens. J Clin Microbiol. 1997; 35: 1876-82.

35- Guiver M, Levi K, Oppenheim BA. Rapid identification of Candida

species byTagMan PCR. ] Clin Pathol. 2001; 54: 362-6.

36- Guo H, Zucker S, Gordon MK, Toole BP, Biswas C. Stimulation of
matrix metalloproteinase production by recombinant extracellular
matrix metalloproteinase inducer from transfected Chinese hamster

ovary cells. J Biol Chem. 1997; 3(272): 24-7.

37- Haffajee AD, Socransky SS. Microbial etiological agents of

destructive periodontal disease. Periodontol 2000. 1994; 5: 78-111.

38- Haffajee AD, Socransky SS, Smith C, Dibart S. The use of DNA
probes to examine the distribution of subgingival species in subjects
with different leves of periodontal destruction. ] Clin Periodontol.

1992: 19: 84-91.



78

39- Hanazawa S, Nakasa K, Ohmori Y, Miyoshi T, Amano S, Kitano S.
Functional role of interleukin—-1 in periodontal disease: induction of
interleukin 1 production by Bacteroides gingivalis lipopolysaccharides
in peritoneal macrophages from C3H/HeN and C3H/Hel mice. Infect

Imm. 1985; 50: 262-70.

40- Hannula ], Dogan B, Slots ], Okte E, Asikainen S. Subgingival
strains of Candida albicans in relation to geographical origin and
occurrence of periodontal pathogenic bacteria. Oral Microbiol

Immunol. 2001; 16: 113-8.

41 - Heikinheimo K, Salo T. Expression of basement membrane type
IV collagen and type IV collagenases (MMP-2 and MMP-9) in human
fetal teeth. J Dent Res. 1995; 74: 1226-34.

42- Holt SC, Ebersole JL. Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola, and Tannerella forsythia: the “red complex”, a prototype
polybacterial pathogenic consortium in periodontitis. Periodontol

2000. 2005; 38: 72-122.

43- Huse SM, Dethlefsen L, Huber JA, Mark Welch D, Relman DA,
Sogin ML. Exploring microbial diversity and taxonomy using SSU
rRNA hypervariable tag sequencing [Internet]. PLoS Genet. 2008;
4(11): e1000255. Epub 2008 Nov 21. Disponivel em:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19023400




79

44- Tacono KT, Brown AL, Greene MI, Saouaf SJ]. CD147
immunoglobulin superfamily receptor function and role in pathology.

Exp Mol Pathol. 2007; 83: 283-95.

45- Jalava J, Eerola E. Phylogenetic analysis of Fusobacterium alocis
and Fusobacterium sulci based on 16S rRNA gene sequences:
proposal of Filifactor alocis (Cato, Moore and Moore) comb. nov. and
Eubacterium sulci (Cato, Moore and Moore) comb. nov. Int J Syst
Bacteriol. 1999, 49(Pt 4): 1375-9.

46- Jarvensivu A, Hietanen J, Rautemaa R, Sorsa T, Richardson M.
Candida vyeast in chronic periodontitis tissues and subgingival

microbial biofilms in vivo. Oral Dis. 2004; 10: 106-12.

47- Jervge-Storm PM, Koltzscher M, Falk W, Doérfler A, Jepsen F.
Comparison of culture and real-time PCR for detection and
quantification of five putative periodontopathogenic bacteria in

subgingival plaque samples. J Clin Periodontol. 2005; 32: 778-83.

48- Jervge-Storm PM, Alahdab H, Koltzscher M, Koltzscher M,
Fimmers R, Jepsen S. Comparison of curet and paper point sampling
of subgingival bacteria as analyzed by real-time polymerase chain

reaction. J Periodontol. 2007; 78: 909-17.

49- Jousimies-Somer H. Recently described clinically important
anaerobic bacteria: taxonomic aspects and update. Clin Infect Dis.

1997; 25(Suppl 2): 578-87.



80

50- Jung 1Y, Choi BK, Kum KY, Yoo Y], Yoon TC, Lee SJ] et al.
Identification of oral spirochetes at the species level and their
association with other bacteria in endodontic infections. Oral Surg
Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2001; 92: 329-34.

51- Junqueira LC, Carneiro J. Biologia celular e molecular. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan; 2000.

52- Kanekura T, Chen X, Kanzaki T. Basigin (CD147) is expressed on
melanoma cells and induces tumor cell invasion by stimulating
production of matrix metalloproteinases by fibroblasts. Int J Cancer.

2000; 99: 520-8.

53- Kanekura T, Miyauchi T, Tashiro M, Muramatsu T. Basigin, a new
member of the immunoglobulin superfamily: genes in different
mammalian species, glycosylation changes in the molecule from adult
organs and possible variation in the N-terminal sequences. Cell Struct

Funct. 1991; 16: 23-30.

54- Kerkela E, Saarialho-Kere U. Matrix metalloproteinase in tumor
progression: focus on basal and squamous cell skin cancer. Esp

Dermatol. 2003; 12: 109-25.

55- Kiili M, Cox SW, Chen HY, Wahlgren ], Maise P, Eley BM, et al.
Collagenase-2 (MMP-8) and collagenase-3 (MMP-13) in adult
periodontitis: molecular forms and levels in gingival crevicular fluid
and immunolocalization in gingival tissue. J Clin Periodontol. 2002;

29: 224-32.



81

56- Kozarov E, Sweier D, Shelburne C, Progulske-Fox A, Lopatin D.
Detection of bacterial DNA in atheromatous plaques by quantitative

PCR. Microbes Infect. 2006; 8: 687-93.

57- Kuboniwa M, Amana A, Shizukuishi S. Hemoglobin-binding
protein purified from Porphyromonas gingivalis is identical to lysine-
specific cysteine proteinase(Lysgingipain). Biochem Biophys Res

Commun. 1998; 249: 38-43.

58- Kumar PS, Griffen AL, Barton JA, Paster BJ, Moeschberger ML,
Leys EJ. New bacterial species associated with chronic periodontitis. J

Dent Res. 2003; 82: 338-44.

59- Lauer-Fields JL, Juska D, Fields GB. Matrix metalloproteinases

and collagen catabolism. Biopolymers. 2002; 66: 19-32.

60- Lauer-Fields JL, Sritharan T, Stack MS, Nagase H, Fields GBI.
Selective hydrolysis of triple-helical substrates by matrix

metalloproteinase-2 and -9. J Biol Chem. 2003; 278: 18140-5.

61- Laugisch O, Schacht M, Guentsch A, Kantyka T, Sroka A,
Stennicke HR. Periodontal pathogens affect the level of protease
inhibitors in gingival crevicular fluid. Mol Oral Microbiol. 2012; 27
:45-56

62- Liu L, Li C, Cai X, Xiang J, Cao Z, Dong W. The temporal
expression and localizations of extracellular matrix metalloproteinase

inducer (EMMPRIN) during the development of periodontitis in an

animal model. J. Periodontal Res. 2010; 45: 541-9.



82

63- Martin EF, Nadkarni MA, Jacques NA, Hunter N. Quantitative
microbiological study of human carious dentine by culture and real-
time PCR: association of anaerobes with histopathological changes in
chronic pulpitis J Clin Microbiol. 2002; 40: 1698-704.

64- McAvin JC, Reilly PA, Roudabush RM. Sensitive and specific
method for rapid identification of Streptococcus pneumonia using

real-time fluorescence. J Clin Microbiol. 2001; 39: 3446-51.

65- Mineoka T, Awano S, Rikimaru T, Kurata H, Yoshida A, Ansai T, et
al. Site-Specific development of periodontal disease is associated with
increased levels of Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola,
and Tannerella forsythia in subgingival plaque. ] Periodontol. 2008;

79: 670-6.

66- Miyauchi T, Kanekura T, Yamaoka A, Ozawa M, Myyazawa S,
Muramatsu T. Basigin, a new broadly distributed member of the
immunoglobulin superfamily, has strong homology with both the
immunoglobulin  V domain and the beta-chain of major
histocompatiblity complex class II antigen. ] Biochem. 1990; 107:
316-23.

67- Montagner F, Jacinto RC, Signoretti FG, Sanches PF, Gomes BP.
Clustering behavior in microbial communities from acute endodontic

infections. J Endod. 2012; 38: 158-62



83

68- Moore LV, Johnson JL, Moore WE. Descriptions of Prevotella
tannerae sp. And Prevotella enoeca sp. From the human gingival
crevice and emendation of the description of Prevotella

zoogleoformans. Int J Syst Bacteriol. 1994; 44: 599-602.

69- Moore WE, Moore LV. The bacteria of periodontal diseases.

Periodontol 2000. 1994; 5: 66-77.

70- Murray GI. Matrix metalloproteinases: a multifunctional group of
molecules. J Pathol. 2001; 195: 135-7.

71- Nagase H, Visse R, Murphy G. Structure and function of matrix
metalloproteinases and TIMPs [review]. Cardiovasc Res. 2006; 69:

562-73.

72- Nehme CL, Cesario MM, Myles DG, Koppel DE, Bartles JR.
Breaching the diffusion barrier that compartmentalizes the
transmenbrane glycoprotein CE9 to the posterior-tail plasma
membrane domain of the rat spermatozoon. J Cell Biol. 1993; 120:
687-94.

73- Nonnenmacher C, Dalpke A, Mutters R, Heeg K. Quantitative
detection of periodontopathogens by real-time PCR. J Microbiol

Methods. 2004; 59: 117-25.



84

74- O Shea M, Willenbrock F, Williamson RA, Cockett MI, Freedman
RB, Reynolds J]J, et al. Site-directed mutations that after the
inhibitory activity of the issue inhibitor of metalloproteinases-1:
importance of the N-terminal region between cysteine 3 and cysteine

13. Biochemistry. 1992; 31(42):10146-52.

75- Odden A., Athreya V, Linnell JD, Karanth KU. The effect of
Streptococcus mutans and Candida albicans biofilms formed on

different surfaces. J Bacteriol. 2001; 183: 3526-32.

76- Offenbacher S, Katz V, Fertik G, Collins J, Boyd D, Maynor G, et
al. Periodontal infection as a possible risk factor for preterm low birth

weight. J Periodontol. 1996; 67: 1103-13.

77- Page R. The role of inflammatory mediators in the pathogenesis

of periodontal disease. ] Periodontal Res. 1991; 26: 230-42.

78- Paster B], Boches SK, Galvin JL, Ericson RE, Lau CN, Levanos VA,
et al. Bacterial diversity in human subgingival plaque. ] Bacteriol.

2001; 183: 3770-83.

79- Pereira-Cenci T, Deng DM, Kraneveld EA, Manders EMM, Del Bel
Cury AA, et al. The effect of Streptococcus mutans and Candida
glabrata on Candida albicans biofilms formed on different surfaces.

Arch Oral Biol. 2008; 53: 755-64.



85

80- Persson GR, Hitti J, Paul K, Hirschi R, Weibel M, Rothen M, et al.
Tannerella forsythia and Pseudomonas aeruginosa in subgingival
bacterial samples from parous women. J Periodontol. 2008; 79: 508-

16.

81- Pinheiro ET, Gomes BPFA, Ferraz CCT, Sousa ELR, Teixeira FB,
Souza-Filho FJ. Microrganisms from canals of root-filled teeth with

periapical lesions. Int Endod J. 2003; 36: 1-11.

82- Raj PA, Rajkumar L, Dentino AR. Novel molecules for intra-oral
delivey of antimicrobials to prevent and treat oral infectious diseases.

Biochem J. 2008; 409: 601-9.

83- Reynaud AH, Nygaard-@stby B, Boygard GK, Eribe ER, Olsen I,
Gjermo P. Yeasts in periodontal pockets. J Clin Periodontol. 2001; 28:

860-4.

84- Reynolds J]J, Hembry RM, Meikle MC. Connective tissue
degradation in health and periodontal disease and the roles of matrix
metalloproteinases and their natural inhibitors. Adv Dent Res. 1994;

8: 312-9.

85- Rocas IN, Siqueira JF Jr. Prevalence of new candidate pathogens
Prevotella baroniae, Prevotella multisaccharivorax and as-yet-
uncultivated Bacteroides clone X083 in primary endodontic infections.

J Endod. 2009; 35: 1359-62.



86

86- Ryan ME, Golub LM. Modulation of matrix metalloproteinase
activities in periodontitis as a treatment strategy. Periodontol 2000.

2000; 24: 226-38

87- Sakamoto M, Siqueira-Junior JF, Rocas IN, Benno Y. Bacterial
reduction and persistence after endodontic treatment procedures.

Oral Microbiol Immunol. 2007; 22: 19-23.

88- Samaranayake LP, Cheung LK, Saramanayake YH. Candidiasis
and other fungal diseases of the mounth. Dermatol Ther. 2002; 15:

251-69.

89- Sardi JCO, Duque C, Camargo GACG, Hofling JF, Gongalves RG.
Periodontal conditions and prevalence of putative
periodontopathogens and Candida spp. Ininsulin-dependent type 2
diabetic patients with chronic periodontitis — A pilot study. Arch Oral
Biol. 2011; 56: 1098-105

90 - Sato T, Ota T, Watanabe M, Imada K, Nomizu M, Ito A.
Identification of an active site of EMMPRIN for the augmentation of
matrix metalloproteinase-1 and -3 expression in a co-culture of
human uterine cervical carcinoma cells and fibroblasts. Gynecol
Oncol. 2009; 114: 337-42.

91- Schmid J, Herd S, Hunter PR, Cannon RD, Yasin MSM, Samad S
et al. Evidence for a general-purpose genotype in Candida albicans,
highly prevalent in multiple geographical regions, patiens types and

types of infection. Microbiology. 1999; 145:2405-13.



87

92- Séeqguier S, Godeau G, Brousse N. Collagen fibers and
inflammatory cells in healthy and diseased human gingival tissues: a
comparative and quantitative study by immunohistochemistry and
automated image analysis. ] Periodontol. 2000; 71: 1079-85.

93- Seol JH, Cho BH, Chung CP, Bae KS. Multiplex polymerase chain
reaction detection of black-pigmented bacteria in infections of
endodontic origin. J Endod. 2006; 32: 110-4.

94- Shin SJ], Lee JL, Baek SH, Lim SS. Tissue levels of matrix
metalloproteinases in pulps and periapical lesions. J Endod. 2002; 28:
313-5.

95- Shirtliff ME, Peters BM, Jabra-Rizk MA. Cross-
kingdominteractions: Candida albicans and bacteria. FEMS Microbiol

Lett. 2009; 299: 1-8

96- Simonson LG, Robinson PJ], Pranger R], Cohen ME, Morton HE.
Treponema denticola and Porphyromonas gingivalis as prognostic
markes following periodontal treatment. ] Periodontol. 1992; 63:

270-3.

97- Siqueira JF, Rocas I. Simultaneos Detection of Dialister
pneumosintes and Filifactor alocis in Endodontic Infections by
16SrDNA-directed Multiplex PCR. Mol Oral Microbiol. 2011; 26: 365-

73.



88

98- Siqueira-Junior JF, Rogas IN, Faveri A, Santos KRN. Detection of
Treponema denticola in endodontic infection by 16S rRNA gene
directed polymerase chain reaction. Oral Microbiol Immunol. 2000;

15: 335-7.

99- Sixou M. Diagnostic testing as a supportive measure of treatment

strategy. Oral Dis. 2003; 9: 54-62.

100- Socransky SS, Haffajee AD, Cugini MA, Smith C, Kent RL Jr.
Microbial complexes in subgingival plaque. J Clin Periodontol. 1998;

25: 134,

101- Sopata I, Dancewicz AM. Presence of a gelatin-specific
proteinase and its latent form in human leucocytes. Biochim Biophys

Acta. 1974; 370: 510-23.

102- Sorsa T, Tjarderhane L, Konttinen YT, Lauhio A, Salo T, Lee HM,
et al. Matrix metalloproteinases: contribution to pathogenesis,
diagnosis and treatment of periodontal inflammation. Ann Med. 2006;

38: 306-21.

103- Stashenko P, Fujiyoshi P, Obermesser MJ], Prostak L, Haffajee
AD, Socransky SS. Levels of interleukin 1 in tissue from sites of

active periodontal disease. ] Clin Periodontol. 1991; 18: 548-54.

104- Sternlicht MD, Werb Z. How matrix metalloproteinases regulate

cell behavior [review]. Annu Rev Cell Dev Biol. 2001; 17: 463-516.



89

105- Stingu CS, Jentsch H, Eick S, Schaumann R, Knofler G, Rodloff
A. Microbial profile of patients with periodontitis compared with

healthy subjects. Quintessence Int. 2012; 43: 23-31.

106- Tanabe SI, Grenier D. Macrophage tolerance response to
Aggregatibacter actinomycetemcomitans lipopolysaccharide induces
differential regulation of tumor necrosis factor-alpha, interleukin-1
beta and matrix metalloproteinase 9 secretion. ] Periodontal Res.

2008; 43: 372-7.

107- Tavares WL Neves de Brito LC, Teles RP, Massara ML, Ribeiro
Sobrinho AP, Haffajee AD, et al. Microbiota of deciduos endodontic
infections analysed by MDA and Checkerboard DNA-DNA

hybridization. Int Endod J. 2011; 44: 225-35. -

108-Tsarev VN, Nikolaeva EN, Nosik AS. Use of molecular genetic
systems for diagnostics of inflammatory diseases of oral mucosa and

periodontium. Zh Mikrobiol Epidemiol Immunobiol. 2000; 7: 69-73.

109- Urzua B, Hermosilla G, Gamonal ], Morales-Bozol, Canals M,
Barahona S, et al. Yeast diversity in he oral microbiota of subjects
with periodontitis: Candida albicans and Candida dubliniensis coloniza

the periodontal pockets. Med Mycol. 2008; 46: 789-93.

110- Vu TH, Werb Z. Matrix metalloproteinase: effectors of

development and normal physiology. Genes Dev. 2000; 14: 2123-33.



90

111- Whittaker RH, Margulis L. Protist classification and the Kingdoms
of organisms. Byosystems. 1978; 10: 3-18.

112- Yurchenki V, S. Constant, Eisenmesser E, Burkrinsky M.
Cyclophilin-CD147 interactions: a new target for anti-inflammatory
therapeutics. Clin Experiment Immunol. 2010; 160: 305-17.

113- Zambon J1J. Periodontal diseases: microbial factors. Ann

Periodontol. 1996; 1: 879-925.

114- Zijnge V, Harmsen HIM, Kleinfelder JW, van der Rest ME,
Degener JE, Weelling GW. Denaturing gradient gel electrophoresis
analysis to study bacterial community structure in pockets of

periodontitis patients. Oral Microbiol Immunol. 2003; 18: 59-65.

115- Zucker S, Hymowitz M, Rollo EE, Mann R, Conner CE, Cao J, et
al. Tumorigenic potential of extracellular matrix metalloproteinase

inducer. Am ] Pathol. 2001; 158: 1921.



9 Apéndice

9.1 Curva padrao de EMMPRIN (CD-147) e MMPs.

Os valores de densidade optica (DO), lidos com absorbancia de

450 nm e concentracao do antigeno para deteccdao de EMMPRIN (CD-

147) estao descritos na Tabela 7 e representados na Figura 1.

Tabela A1l - Especificacdes de concentracao do antigeno e DO para a

curva padrao do ELISA. EMMPRIN (CD-147)

Concentracao do Ag (pg/ml) EMMPRIN (DO)

4000 2,027
2000 1,128
1000 0,614
500 0,316
250 0,163
125 0,086
62,5 0,048

0 0,010

FIGURA Al - Curva
padrao do EMMPRIN
(CD-147)
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Os valores de densidade o6ptica (DO), lidos com absorbancia de

450 nm e concentracao do antigeno para deteccdo de MMP-2 e MMP-

9 estao descritos na Tabela 8 e 9 e representados nas Figuras 2 e 3

respectivamente.

Tabela A2 - Especificacdes de concentracdao do antigeno e DO para a

curva padrao do ELISA. MMP-2

Concentracao do Ag (ng/ml) MMP-2 (DO)
50 2,600
25 1,530
12,5 0,851
6,25 0,454
3,13 0,238
1,56 0,132
0,78 0,078
0 0,024

Tabela A3 - Especificagdes de concentracdo do antigeno e DO para a

cuva padrao do ELISA. MMP-9

Concentracao do Ag (ng/ml) MMP-9 (DO)

20 2,662

10 1,640

5 0,904

2,5 0,520

1,25 0,290

0,625 0,172

0,312 0,110

0 0,040
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FIGURA A2 -
Curva padrao da
MMP-2.

FIGURA A3 -

Curva padrao do
MMP-9.
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