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Toledo FA. Detecção de diferentes microrganismos na periodontite 
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produção de MMP-2 e MMP-9 [dissertação mestrado]. Araraquara: 
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Resumo 

A periodontite é uma doença infecciosa caracterizada pela secreção 

de uma variedade de mediadores inflamatórios que levam a 

destruição dos tecidos de suporte dental, incluindo o osso alveolar e 

possível perda dos dentes, em associação com a infecção por 

múltiplas espécies de bactérias gram-negativas.  Estima-se que mais 

de 400 espécies microbianas colonizam o biofilme dental e algumas 

das espécies bucais relacionadas à doença periodontal apresentem-se 

no biofilme subgengival incluindo Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia, Treponema denticola. Entretanto, outros 

microrganismos podem também estar relacionados a patologia desta 

doença, como Filifactor alocis, Prevotella tannerae e Candida albicans.  

Estes microrganismos juntamente com seus subprodutos como as 

endotoxinas liberadas no meio extracelular levam ao estímulo da 

glicoproteina Indutora de Metaloproteinases (EMMPRIN-CD147) a 

qual estimula a liberação de metaloproteinases da matriz (MMPs) 

pelas células do hospedeiro, por exemplo, fibroblastos e células 

endoteliais levando assim a destruição tecidual.  Com o objetivo de 

detectar novos patógenos relacionados à doença periodontal como F. 

alocis, P. tannerae, C. albicans e T. denticola e também avaliar a 

glicoproteína EMMPRIN (CD- 147) e sua correlação com MMP-2 e 

MMP-9 em amostras de fluido subgengival de pacientes com 

periodontite crônica, foram coletadas amostras de fluido subgengival 

de sítios sadios e doentes de 20 indivíduos com periodontite crônica 

antes do tratamento periodontal básico, e após um período de 60 

dias do tratamento foi realizada nova coleta de sítios sadios e 

doentes. Os respectivos DNAs foram extraídos e trechos do gene 16S 

foram amplificados e posteriormente realizados PCR convencional 
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para a análise microbiológica dos microrganismos em estudo. Para a 

análise imunológica e quantificação de EMMPRIN-CD147, MMP-2 e 

MMP-9 foi utilizado a técnica de ELISA-Sanduíche. Os resultados 

demonstraram que o grupo doente mostrou valores 

significativamente elevados de T. denticola, F. alocis e P. tannerae 

quando comparado com sítios sadios. MMP-2 e MMP-9 foram 

detectados em concentrações elevadas, com redução 

estatisticamente significativa após o tratamento periodontal para 

MMP-2 e sem correlação com EMMPRIN.   

 

Palavras-chave: Metaloproteinase de matriz. Treponema denticola. 

Candida albicans. Periodontite crônica. Reação em cadeia da 

polimerase.  
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Toledo FA. Detection of different microorganisms in chronic 
periodontitis, glycoprotein EMMPRIN (CD-147) and its correlation with 
production of MMP-2 and MMP-9 [dissertação 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), 
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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. 
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1 Introdução 

A periodontite é uma doença infecciosa de patogênese 

complexa que se caracteriza clinicamente pela destruição dos tecidos 

de suporte do dente, podendo evoluir até a perda dentária, e que 

possui como fator etiológico local o biofilme dental. Este biofilme e as 

respostas associadas ao hospedeiro estão envolvidos na patogênese 

da doença periodontal (Bordador et al.15, 2000; Gomes et al.33, 2008; 

Guiver et al.35, 2001; Laugisch et al.61, 2012; Moore et al.68, 1994; 

Roças et al.85, 2009).  

Um importante passo para compreender a patogênese da 

periodontite e qualquer outra doença infecciosa causada por uma 

microbiota variada é obter descrições detalhadas das diversas 

espécies envolvidas (Genco et al.32, 1996; Huse et al.43, 2008). Com 

isso o diagnóstico microbiológico baseado em cultura bacteriana ou 

técnicas de biologia molecular tornam-se ferramentas de grande valia 

no estudo e na compreensão dos microrganismos envolvidos na 

patogênese da doença periodontal (Paster et al.78, 2001).  Os 

periodontopatógenos são microrganismos gram-negativos anaeróbios 

restritos e facultativos e o Porphyromonas gingivalis, Treponema 

denticola e Tanerella forsythia, são as principais espécies bacterianas 

associadas à doença periodontal, possuindo importante papel dessa 

patogênese (Hanazawa et al.39, 1985; Huse et al.43, 2008; Lauer-

Fields et al.60, 2003; Paster et al.78, 2001).  
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Diversos estudos tem demonstrado a presença de novas 

espécies associados às doenças periodontais e estes microrganismos 

ainda necessitam serem melhor estudados a fim de se verificar a sua 

relação com essa patologia (Kerkela et al.54, 2003; O´Shea et al.74, 

1992). Dentre esses patógenos, o Filifactor alocis e Prevotella 

tannerae foram inicialmente encontrados em infecções originárias da 

polpa, sendo posteriormente também isolados de bolsas periodontais 

e outros sítios da cavidade bucal. Assim permanece uma lacuna para 

determinar sua prevalência e real papel na periodontite (Allen5, 1992; 

Chang et al.19, 2002; Kanekura et al.52, 2000) sendo que esses 

microrganismos poderiam estar significantemente associadas com a 

doença periodontal por encontrarem-se em maiores concentrações 

em sítios doentes quando comparados à sítios sadios (Chang et al.19, 

2002).  

 A presença de endotoxinas relacionadas aos microrganismos 

no sulco gengival desencadeia o estímulo das células do hospedeiro 

na produção de algumas glicoproteínas, que podem estar 

relacionadas com a reabsorção óssea, como o indutor de 

metaloproteinases (EMMPRIN-CD147) (Alexander et al.4, 1996; Eick 

et al.24, 2002; Nehme et al.72, 1993; Samaranayake et al.88, 2002). O 

EMMPRIN é uma molécula membro da super família das 

imunoglobulinas descrito por Biswas13 (1982) e que pode promover a 

expressão e ativação de metaloproteinases (MMP) (Chang et al.19, 

2002), que são enzimas relacionadas à degradação de matriz 
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extracelular em processos fisiológicos e patológicos, sendo 

consideradas as principais responsáveis pela perda tecidual 

característica da doença periodontal. 

Com o aprimoramento de técnicas moleculares, os 

conhecimentos sobre a etiopatogênese de várias doenças, avançam 

de forma rápida, e consequentemente os diagnósticos ganham 

notáveis reforços permitindo traçar melhores protocolos de 

tratamentos para as mais variadas patologias que envolvem o estudo 

da doença periodontal (Barbosa e Silva et al.10, 2006; Iacono et al.44, 

2007; Jalava et al.45, 1999; Reynolds et al.84, 1994; Siqueira-Júnior 

et al.98, 2000).  

A análise da literatura disponível demonstra uma preocupação 

constante dos pesquisadores em ampliar os conhecimentos que 

envolvem o estudo da doença periodontal relacionado aos 

microrganismos, contribuindo para um maior entendimento desse 

processo levando assim, os pesquisadores a ampliar os estudos nessa 

área de atuação.  
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2 Revisão da Literatura 

 

2.1 Métodos de Identificação Microbiana 

A doença periodontal consiste em uma infecção, que difere das 

demais patologias por ser acometida por uma variedade de 

microrganismos, particularmente anaeróbios gram-negativos 

(Dymock et al.23, 2006; Garlet et al.31, 2006; Nonnenmacher et al.73, 

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 saúde e doença periodontal. 

Técnicas de biologia molecular têm sido ferramentas de grande 

valia para pesquisadores no intuito de detectar espécies de difícil 

cultivo ou não cultiváveis e servem de apoio na etiologia das 

pesquisas e tratamentos clínicos para a seleção do tratamento 

periodontal básico e complementar. Assim o avanço nos métodos 

diagnósticos e desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, 

permitem um melhor entendimento sobre o papel desses novos 

microrganismos na patogênese da doença periodontal (Barbosa e 

Silva et al.10, 2006).  

 Um método de identificação microbiana rápida e confiável é útil 

para associar organismos específicos com doença periodontal. As 

técnicas de identificação microbiana periodontal incluem cultura, 

métodos de diagnósticos moleculares. Entretanto, métodos de cultura 
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são demorados, caros e o crescimento de alguns microrganismos 

pode ser falho. 

 A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) oferece um método 

de detecção altamente sensível e específico para as bactérias em 

amostras biológicas (Ashimoto et al.8, 1996). O PCR tornou-se uma 

importante ferramenta de diagnóstico microbiológico, por ser um 

método rápido, sensível e específico na detecção de microrganismos. 

Baseia-se na detecção de sequências específicas de DNA e consegue 

distinguir espécies bacterianas semelhantes, como Prevotella 

intermedia e Prevotella nigrescens. O método de PCR convencional é 

efetivo na detecção de microrganismos de difícil cultivo e detecta 

seres viáveis como não viáveis. Porém, pode não ser capaz de 

detectar microrganismos em baixas quantidades (Moore et al.69, 

1994). 

2.2 Filifactor alocis 

A periodontite é uma infecção bacteriana crônica inflamatória 

que leva à destruição do ligamento periodontal e do osso de suporte 

ao dente. Sua etiologia tem sido um campo vasto de pesquisa nos 

últimos tempos de modo que a bolsa periodontal é capaz de 

acomodar um grande número de patógenos, de modo que, é difícil 

diferenciar entre bactérias comensais e patógenos verdadeiros. 
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 Nas últimas décadas, a pesquisa científica detectou um número 

crescente de espécies bacterianas no biofilme subgengival e outros 

habitats da cavidade oral humana (Dymock et al.23, 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.38, 1992). É um 

microganismo gram-positivo, obrigatoriamente anaeróbio, porém 

seus mecanismos de patogenicidade não são muito bem 

reconhecidos. Foi descoberto em pacientes que sofrem de 

periodontite crônica generalizada por Paster  et al.78, 2001. F.alocis 

foi detectado em número elevado em pacientes com deterioração 

periodontal em comparação com pacientes com condições 

periodontais estáveis, sendo assim, proposto como um potencial 

marcador para a doença periodontal ativa (Kerkela et al.54, 2003; 

Stingu et al.105, 2012). 

2.3 Prevotella tannerae 

O desenvolvimento de técnicas de isolamento de espécies 

bacterianas  possibilitou a identificação de novas espécies ou de 

novas renomeações. O gênero Prevotella é composto em sua maioria 

por microrganismos sacarolíticos 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.49, 1997. 
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Prevotella tannerae obtido do fluido gengival humano é um 

microrganismo obrigatoriamente anaeróbio, não-formador de 

esporos, sem mobilidade, gram-negativo, apresenta-se em forma de 

bastonete, fermentador de carboidratos e produtor de ácido succínico 

e acético. Algumas cepas de Prevotella tannerae produzem colônias 

que apresentam pigmento preto e que crescem obrigatoriamente em 

ágar-sangue (McAvin et al.64, 2001). 

 

2.4 Treponema denticola 

 

O gênero Treponema são microrganismos espiroquetas 

helicoidais, móveis e gram-negativo. O Treponema denticola é uma 

espécie periodontopatógena explícita pertencente ao complexo 

vermelho. Este complexo é de particular interesse, pois está 

associado ao sangramento à sondagem periodontal, um importante 

parâmetro das doenças periodontais destrutivas (Nonnenmacher et 

al.73, 2004). Portanto, relacionado à destruição tecidual característica 

da doença periodontal Estritamente anaeróbio, sendo o 

periodontopatógeno mais sensível ao oxigênio. Seu sítio ecológico 

primário é o biofilme subgengival, vilosidades da língua e tonsilas. 

Possui a capacidade de invadir tecidos e de se coagregar com o 

Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, sendo, 

portanto, um microrganismo com importância na progressão da 

doença 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 colágeno e até mesmo a dentina. O 

Treponema denticola produz enzimas proteolíticas, que podem 

destruir as imunoglobulinas (IgA, IgM, IgG). É também associado à 

etiologia da periodontite crônica, periodontite agressiva, gengivite 

ulcerativa necrosante e gengivite associada ao sistema endócrino. 

2.5 Candida albicans 

Os fungos são seres uni ou multicelulares que habitam diversos 

ecossistemas, sendo classificados como Reino Fungi (Simonson,96 

1992). O Reino Fungi é responsável por abrigar uma vasta 

diversidade de espécies; no entanto, poucas dessas espécies 

produzem doença em seres humanos. Entre os principais patógenos 

fúngicos estão as espécies de leveduras do gênero Candida. Essas 

espécies podem causar diversas doenças, que variam de infecções 

mucosas superficiais, até infecções invasivas potencialmente fatais.  

Este gênero é composto por cerca de 150 espécies de 

leveduras, das quais algumas apresentam importância médica, 

incluindo C. albicans, C. tropicalis, C.parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, 

C. glabrata, C. guilliermondii e C. dubliniensis (Boutaga16, 2007). 

C. albicans é a espécie mais frequentemente isolada do 

organismo humano, tanto como microrganismo comensal como 
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patógeno oportunista (Boutaga16, 2007). Infecções causadas por C. 

albicans também estão associadas a pacientes em tratamento com 

quimioterápicos, antibióticos de amplo espectro e corticosteróides, 

deficiência na imunidade celular, transplantes, uso de cateter venoso, 

respiração bucal, uso de próteses totais e aparelhos ortodônticos, 

entre outros (Alexander et al.4, 1996). 

Esta espécie tem sido considerada importante patógeno, 

principalmente por viver como comensal e causar infecções em vários 

grupos populacionais humanos e em diferentes sítios anatômicos, 

cada qual com suas condições ambientais distintas (Pinheiro et al.81, 

2003). 

Quando coloniza superfícies epiteliais, C. albicans encontra-se 

na forma leveduriforme. Ambientes favoráveis 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 inflamações (Huse et al.43, 2008).  

Na cavidade oral, Candida albicans coloniza a língua, palato e 

mucosa bucal e pode ocorrer na placa subgengival de adultos com 

periodontite crônica. No estudo de Reynaud et al.83 2001, a 

prevalência de indivíduos examinados com Candida em  bolsas 

periodontais foi em torno de 15,6%. Candida albicans também pode 

contribuir com o desenvolvimento de doença periodontal necrosante 

em pacientes portadores de HIV (Murray70, 2001). 
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2.6 EMMPRIN (CD-147) 

CD-147 é uma proteína de membrana amplamente expressa no 

plasma e que tem implicação em uma variedade de atividades 

fisiológicas e patológicas. É mais conhecido por sua capacidade de 

funcionar como indutor de metaloproteinases da matriz extracelular, 

vindo daí seu outro nome para essa proteína, EMMPRIN, mas também 

tem sido demonstrado que essa proteína tem a capacidade de regular 

a expressão de linfócitos e atuar na espermatogênese (Siqueira-

Júnior et al.98, 2011). 

 EMMPRIN tem sido caracterizada sob uma variedade de nomes 

em diferentes espécies: antígeno OX-47 e CE9 em ratos (Feres et 

al.28, 2001; Montagner et al.67, 2012), GP42 e basigina em 

camundongos (Altruda et al.6, 1989; Laugisch et al.61, 2012). Em 

seres humanos, esta proteína foi descoberta por Biswas et al.14 1995, 

como fator estimulante de colagenase de células derivadas de tumor. 

Mais tarde verificou-se que o CD147 se expressa não só sobre o 

câncer, mas também sobre as células normais (Biswas13, 1982; 

Dahlén et al.20, 2006), em diferentes tipos celulares, incluindo células 

hematopoiéticas, células epiteliais e endoteliais (Dahlén et al.20, 

2006). É uma proteína de cadeia longa de aminoácidos com uma 

massa molecular estimada entre 44 a 66 kDa (Emingil et al.25, 2008). 

Sua expressão desencadeia a produção e secreção de grandes 

quantidades de MMPs por fibroblastos e células endoteliais. Altos 

níveis de EMMPRIN solúvel em fluido gengival foram associados a 
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graves níveis de inflamação periodontal, sendo mais encontrado em 

sítios que apresentam gengiva inflamada do que na gengiva saudável 

(Emingil et al.25, 2008). 

Emingil et al.26 2006, avaliaram a expressão de MMP-7 e 

EMMPRIN em amostras de fluido crevicular de pacientes com 

diferentes tipos de doença periodontal e sugeriram que EMMPRIN 

estaria relacionado com o aumento da severidade da doença 

periodontal e que esta molécula pode estar associada com a 

regulação e progressão desta doença. 

Curiosamente, terapias periodontais que resultem em melhoria 

de parâmetros clínicos estão associados a níveis reduzidos de 

EMMPRIN em fluido gengival crevicular. Para fornecer mais apoio ao 

papel do EMMPRIN na periodontite, Liu et al.62 2010, estudaram 

periodontite induzida por ligaduras em ratos e demonstraram que a 

expressão de EMMPRIN é dependente da inflamação correlacionada 

com a perda de osso alveolar e degradação de fibras colágenas. 

 

2.7 Metaloproteinases de matriz (MMPs) 

A matriz extracelular é constituída por um complexo, em 

proporções variáveis, de inúmeras proteínas fibrosas (colágeno e 

elastina) embebidas em um gel hidrofílico de polissacarídeos, que se 

organizam formando uma rede, em parte responsável pela grande 

diversidade morfológica, funcional e patológica dos diversos tecidos. 

A quantidade de matriz é variável 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 influência 

no desenvolvimento, migração, proliferação, forma e funções 

metabólicas das células (Jervøe-Storm et al.47, 2005). 

As metaloproteinase de matriz (MMPs) influenciam diversos 

processos fisiológicos e patológicos, incluindo aspectos do 

desenvolvimento embriogênico, morfogênese tecidual, processo de 

reparo e doenças inflamatórias. MMPs compreendem um grupo de 

contínuo crescimento de enzimas proteolíticas dependentes de zinco 

e cálcio divididas de acordo com a especificidade do substrato. Assim, 

subdividem-se em colagenases (MMP-1/ colagenase de fibroblastos, 

MMP-8/colagenase de neutrófilos, 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 macrófagos (Birkedal-

Hansen et al.11, 1993).  

As metalopoteinases são expressas por diversas células 

estromais em respostas a estímulos, como também, pela maioria das 

células inflamatórias que invadem o tecido durante eventos de 

remodelamento in vivo (Birkedal-Hansen et al.11, 1993). 

O conhecimento de sua estrutura terciária é crucial para o 

completo entendimento de suas propriedades funcionais e 

associações com disfunções.  
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Gelatinases A e B, MMP-2 e MMP-9 respectivamente, são 

distinguidas pela inserção de três repetições cabeça-cauda ricas em 

cisteína, em seus domínios catalíticos. A atividade da gelatinase A foi 

observada no tecido sinovial reumatóide 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 seqüência da MMP-2 inclui um domínio 

com uma tripla repetição de fibronectina tipo II inserida no seu 

domínio catalítico, contribuindo para a ligação da enzima ao substrato 

da gelatina. Isto faz da MMP-2 uma das metaloproteinases com 

estrutura mais longa (Miyauchi et al.66, 1990).  

Outra gelatinase, em leucócitos polimorfonucleares, foi descrita 

por Sopata et al.101 1974. Uma enzima similar encontrada em 

macrófagos de coelhos era capaz de digerir o colágeno tipo V, 

permitindo uma designação inicial de colagenase tipo V. A atividade 

da colagenase e da gelatinase de neutrófilos foi separada, as enzimas 

purificadas e caracterizadas seguindo a seqüência de cDNA. 

Gelatinase B, ou MMP-9, estruturalmente, é a maior das gelatinases, 

incluindo três domínios de fibronectina e um domínio colagênico tipo 

V. O peso molecular de cerca de 92 kDa permitiu outra designação: 

gelatinase B 92 kDa (Miyauchi et al.66, 1990).  

As MMPs são sintetizadas como zimogênios inativos que 

requerem ativação. Posteriormente, mostrou-se a existência de 
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inibidores endógenos de MMPs, chamados inibidores teciduais de 

metaloproteinases (TIMPs) (Nagase et al.71, 2006). Existem ainda 

MMPs com perfil próprio de expressão, localização na superfície 

celular, ativação, inibição e degradação, bem como espectro de 

substratos preferenciais. 

A multiplicidade das MMPs com funções distintas e às vezes 

sobrepostas, provavelmente atua como uma proteção contra 

qualquer perda de controle regulatório. 

Entre outras atividades, as MMPs são enzimas responsáveis 

pela degradação das fibras colágenas inseridas na raiz dentária, 

permitindo a migração apical e a extensão lateral do epitélio da bolsa 

periodontal. A seqüela clínica do aumento patológico da destruição do 

colágeno é a perda de inserção e formação da bolsa periodontal 

(Ryan et al.86, 2000).  

Cada um dos principais tipos celulares do tecido periodontal de 

humanos é 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 não necessariamente 

responderão da mesma maneira a uma determinada citocina. Em 

função disto, e das várias interações sinergísticas e antagônicas que 

existem entre duas ou mais citocinas, parece que diferentes 

infiltrados inflamatórios podem variar consideravelmente no que se 
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refere ao potencial destrutivo (Reynolds et al.84, 1994; Séeguier et 

al.92, 2000). Este fato pode ser a chave para entender porque a 

inflamação gengival pode ou não evoluir para a destruição tecidual e 

perda de inserção (Birkedal-Hansen et al.12, 2008). 

Apesar das diferenças com relação às taxas de hidrólise de 

colágeno entre as diferentes MMPs, os sítios de hidrólise no colágeno 

têm sido determinados para várias MMPs e ocorrem na mesma região 

do colágeno intersticial. De qualquer forma três aspectos devem ser 

considerados para a atividade colagenolítica: a habilidade de ligar-se 

ao colágeno eficientemente, a habilidade de desenrolar a tripla hélice 

e a habilidade de clivar as tiras individuais da tripla hélice (Lauer-

Fields et al.60, 2003). 

Tabela 1 - Expressão de Metaloproteinase pelos 5 principais tipos celulares 

Leucócito MMP-8, MMP-9 

Fibroblasto MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-11 

Queratinócito MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-10 

Macrófago 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 várias doenças inflamatórias 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 nível e grau de ativação destas 

enzimas parece aumentar com o aumento da atividade e gravidade 
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da doença periodontal e diminuir em seguida ao tratamento com 

raspagem e alisamento radicular (Lauer-Fields et al.60, 2003).  

 Os colágenos tipo I e III produzidos pelos fibroblastos do 

ligamento periodontal e gengiva, são os componentes predominantes 

da matriz extracelular do periodonto. A clivagem inicial do colágeno 

do ligamento periodontal e da gengiva é uma peça chave das lesões 

periodontais progressivas e ativas causada por colagenases 

intersticiais derivadas de células do hospedeiro (Killi et al.55, 2002). A 

destruição irreversível dos tecidos periodontais normalmente 

associada ao aprofundamento do sulco gengival diferencia a 

periodontite da gengivite, sendo refletida pela presença de MMP-2 e 

MMP-9 em altos níveis em sítios acometidos com doença periodontal 

ativa. Na gengivite pode haver níveis ligeiramente elevados de MMP-2 

e MMP-9, mas ela estará na proforma latente e inativa (Socransky et 

al.100, 1998). Em função destas evidências, vários estudos têm 

avaliado o papel e o valor diagnóstico das formas de gelatinase no 

tecido conjuntivo de portadores de doença periodontal e perimplantar 

nas mais diversas situações (Ryan et al.86, 2000). 

É importante ressaltar que a presença de MMPs no fluido 

gengival crevicular não necessariamente indica que as MMPs medidas 

no fluido estão presentes no tecido na mesma concentração ou na 

mesma forma (latente ou ativa). Já que as MMPs podem ligar-se às 

proteínas da matriz sem clivagem, supõe-se que haja variação 

considerável entre os níveis do fluido crevicular e tecido. De fato, a 
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quantidade de enzima no fluido gengival crevicular pode 

simplesmente refletir a liberação de enzimas não ligadas na lâmina 

própria da gengiva ou, alternativamente, a liberação da enzima de 

células presentes no fluido gengival crevicular (Tanabe et al.106, 

2008).
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3 Proposição 

 O presente estudo apresentou como objetivos: 

� Avaliar a prevalência dos patógenos P. tannerae, F. alocis, C. 

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

periodontite crônica.  

� Avaliar a prevalência da glicoproteína Indutora de 

Metaloproteinases (EMMPRIN-CD147) em sítios periodontais de 

pacientes com periodontite crônica. 

� Correlacionar o papel do EMMPRIN-CD147 com a produção de 

MMP-2 e MMP-9. 
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4 Material e método 

A amostragem de fluido gengival utilizada nesse trabalho 

correspondentes aos sítios sadios e doentes (ausência e presença de 

periodontite crônica) foi obtida de pesquisa prévia realizada no 

Laboratório de Microbiologia e Biologia Molecular sob orientação da 

Profª Drª. Denise Madalena Palomari Spolidorio e envolveu o 

recrutamento de pacientes da Clínica de Periodontia do Curso de Pós-

Graduação em Odontologia do Departamento de Diagnóstico e 

Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP sob 

orientação clínica da Profa. Dra. Rosemary Adriana Chiérici 

Marcantonio. O artigo científico decorrente desta pesquisa prévia está 

em análise para publicação em revista científica. 

A seguir, estão descritas como foram obtidas as amostras e a 

descrição da metodologia empregada. 

4.1 Perfil da amostra 

O cálculo da amostra foi baseado nos dados publicados em 

estudo prévio recente que utilizaram técnica de PCR em tempo real 

na detecção de patógenos (Jervøe-Storm et al.48, 2007). Foi 

considerado o poder do teste de 90%, nível de significância de 5% e 

a diferença a ser detectada de 1,5 mm e como parâmetro, a 

profundidade de sondagem. A diferença padronizada do poder de 

estudo em 0,95 (1-β=0,95) e um intervalo de confiança α=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 possíveis perdas que poderiam ocorrer. 

Para este estudo, foram selecionados 20 pacientes que 

procuraram a Clínica de Periodontia do curso de pós-graduação em 

Odontologia do Departamento de Diagnóstico e Cirurgia da Faculdade 

de Odontologia de Araraquara – UNESP, sendo 8 homens e 12 

mulheres, com idade entre 35 e 55 anos que apresentavam doença 

periodontal crônica moderada ou severa generalizada segundo os 

critérios estabelecidos pela Academia Americana de Periodontia 

(Armitage7, 1999). 

Os critérios de inclusão foram: 1) idade entre 25 e 55 anos; 2) 

presença no mínimo de 20 dentes; 3) mínimo de 3 sítios não 

adjacentes com sangramento a sondagem (SS), perda de inserção ≥ 

3mm e Profundidade de Sondagem (PS) ≥ 5mm e 3 sítios sadios com 

ausência de SS e PS ≤ 3mm; 4) Apresentar no máximo 3 dentes com 

presença de lesões de furca grau II segundo segundo os critérios 

estabelecidos pela Academia Americana de Periodontia7.  

Os critérios de exclusão foram: 1) tratamento periodontal nos 

últimos 12 meses; 2) doença sistêmica com interferência no processo 

saúde-doença periodontal, como diabetes mellitus, doença 

cardiovascular, hipertensão; 3) uso de antibiótico nos últimos seis 

meses; 4) uso de antinflamatórios e antissépticos bucais nos últimos 

três meses; 5) gestação, amamentação ou uso de contraceptivos 

hormonais; 6) fumantes e ex-fumantes a menos de 5 anos. Cada 
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voluntário recebeu as informações a respeito da pesquisa, seus 

objetivos, importância e benefícios. A adesão do paciente à pesquisa 

foi de forma espontânea. Para isso todos assinaram termo de 

consentimento livre e esclarecido (Anexo 2), elaborado de acordo 

com as normas do Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos 

da Faculdade de Odontologia de Araraquara-UNESP (protocolo 

nº26/2008 – Anexo 1) e somente após assinatura do mesmo, este foi 

considerado participante do estudo.  

 

4.2 Adequação do meio bucal 

Os pacientes receberam instrução de higiene oral 

semanalmente durante 30 dias para utilização de escova dental pela 

técnica de Bass, creme dental Oral-B Pró-Saúde Menta Fresca 70g®, 

fio dental Oral-B Essential Floss 50m – Encerado Menta® e outros 

meios complementares (escova interdental compacta cônica Oral-B® 

e escova de língua Bitufo DuplaAção®, anti-séptico bucal Oral-B®) 

de acordo com as necessidades individuais de cada um. Estes 

procedimentos de adequação do meio bucal visaram a padronização 

do grau de higiene oral dos pacientes. Após 30 dias de instrução de 

higiene oral foi realizado o exame periodontal.  

 

4.3 Exame clínico 

Todos os índices clínicos bem como as coletas microbiológicas e 

imunológicas foram sempre realizados por um único 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 sítios apresentando 

profundidade de sondagem ≥ 5 mm foram selecioandos 

aleatoriamente em 10 pacientes (18 sítios por paciente em dentes 

multi e uni-radiculares). O examinador mensurou a profundidade da 

bolsa periodontal em 2 ocasiões, em um intervalo de 7 dias. Os dados 

foram submetidos a análise de concordância Kappa e obteve o valor 

de 0,915 com um intervalo de 95% de confiança. Portanto não houve 

diferenças estatisticamente significantes entre os exames e por isso o 

examinador foi considerado calibrado e cego para o grupo de estudo. 

O exame clínico foi realizado com o uso de sonda periodontal 

milimetrada tipo Willians®.  

Foram determinados os seguintes índices: índice de placa 

visível - (IPV) (Ainamo3, 1975); índice de sangramento marginal 

(ISM) (Ainamo3, 1975); profundidade de sondagem (PS); recessão 

gengival (RG); nível de inserção clínica (NIC); sangramento à 

sondagem (SS) foi determinado através da presença (+) ou ausência 

(–) de sangramento observado durante 30 segundos, após a primeira 

inserção da sonda na bolsa periodontal; mobilidade e lesão de furca.  

Para seleção dos dentes para coleta do fluido crevicular em 

caso de mais de dois sítios doentes e sadios foi padronizado a escolha 

de sítios superiores posteriores não vizinhos para os sítios doentes e 

superiores anteriores não vizinhos para os sítios sadios.  
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Foram selecionados por paciente, dois sítios doentes e 

sangrantes com profundidade de sondagem maior ou igual a 5 mm e 

perda de inserção maior ou igual a 3 mm e dois sítios sadios com 

ausência de perda de inserção e sangramento e profundidade de 

sondagem menor que 3 mm. Os dentes selecionados não 

apresentaram qualquer disfunção em relação à oclusão, utilização de 

prótese e restaurações.  

4.4 Análise microbiológica 

4.4.1 Coleta das amostras 

Após 1 semana da realização do exame clínico, o biofilme 

bacteriano supragengival foi removido com o auxilio de gaze estéril. 

Foi feita uma lavagem e a área foi isolada com rolo de algodão e o 

sítio foi seco com jato de ar. Dois cones de papel Endo Points® (nº 

30) estéril (primeiramente foi inserido o primeiro e após 5 minutos de 

sua remoção foi inserido o segundo cone) foram introduzidos no sulco 

ou bolsa gengival até a porção mais apical (portanto, foram coletados 

4 sítios por paciente; 2 sadios e 2 doentes para a técnica de PCR ) 

por um período 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 μL de tampão TE (10 

mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0) e congelados à -20ºC até 

a extração do DNA para análise microbiológica por PCR semi-

quantitativo.  

4.4.2 Preparo das Cepas Padrão 
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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 câmara de anaerobiose a 37ºC com 80% N2, 10% CO2, 

10% H2 e Candida albicans (ATCC 36802) foi incubada a 37oC em 

aerobiose para servirem como padrão para posterior comparação com 

as amostras obtidas de pacientes.  

Inicialmente os microrganismos foram cultivados em placas 

contendo Tryptic Soy Broth (TSB) suplementado (extrato de 

levedura, hemina, menadiona, ágar e sangue desfibrinado de 

carneiro) e Candida albicans foi cultivada em Sabouraud Dextrose 

Agar. Após o crescimento bacteriano e fúngico, cada microrganismo 

foi transferido para tubos com 5ml TSB caldo e foram incubados 

novamente com o tempo que varia de acordo com as exigências 

fisiológicas de cada microrganismo para seu crescimento. Após o 

crescimento, foram realizadas 10 diluições seriadas em solução salina 

de cada microrganismo e semeadas em placas de cultura para 

determinação do valor de UFC (Unidades formadoras de colônias) por 

ml. Após o crescimento e contagem de UFC/ml, os microrganismos 

foram coletados, lavados, centrifugados e congelados a -20oC para 

posterior extração de DNA.  

 

4.4.3 Preparo das Amostras Coletadas 

As amostras obtidas dos sítios foram descongeladas a 

temperatura ambiente e agitadas em vortex por um minuto. Em 
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seguida, foram fervidas a 97 ºC por 10 minutos e centrifugadas a 

10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi colocado em novo 

tubo contendo 100μL de TE e a extração do DNA bacteriano foi 

realizada com fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1), para 

remoção de proteínas e separação de ácidos nucléicos seguido da 

precipitação com sal/etanol e posteriormente ressuspendido em TE  

(10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0)  e    congeladas  a -

20oC até serem processadas. O mesmo procedimento foi utilizado 

para purificação do DNA bacteriano a partir da cultura pura de cada 

espécie de interesse, para uso em controles positivos.  

 

4.4.4 Reação em Cadeia da Polimerase semi-quantitativo - 

PCR 

Para análise microbiológica foi utilizada a reação de polimerase 

em cadeia (PCR), para identificar a presença das seguintes bactérias: 

T. denticola (Td), F. alocis (Fa), P. tannerae (Pt) e Candida albicans 

(Ca).  

Os pares de oligonucleotídeos (5’ – 3’), ou seja, os primers 

específicos para cada bactéria foram sintetizados pela Life 

Technologies do Brasil Ltda., São Paulo – SP.  

As sequências utilizadas para as bactérias estão descritas na 

Tabela 2 e foram baseadas no estudo de Ashimoto et al6. (1996).  

Inicialmente a presença de bactérias foi confirmada através de 

reação de polimerase em cadeia (PCR), realizada em termociclador 
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convencional (MyCyclerTMthermal cycler - BioRad) utilizando 

oligonucleotídeos inespecíficos.  

PC3mod = 5’ GGACTAAGGGTATCTAAT 3’  

POmod= 5’ AGAGTTTGATCTGG 3’  

As amostras positivas para a reação inespecífica foram, então, 

processadas em reação de PCR, utilizando os oligonucleotídeos 

(Tabela 2).  

Tabela 2 - Oligonucleotídeos para a identificação das espécies avaliadas 

Microrganismo Oligonucleotídeos Fragmento 
esperado 

Referências 

T. denticola 5’ TAA TAC CGA ATG TGC TCA TTT ACA T 3’ 

5’ TCA AAG AAG CAT TCC CTC TTC TTC TTA 3’ 

316pb Ashimoto et al8., 
1996 

F. alocis 5’ CAG GTG GTT TAA CAA GTT AGT GG 3’ 

5’ CTA AGT TGT CCT TAG CTG TCT CG 3’   

594 pb Rôças et al85., 2003 

P. tannerae 5’CCA CAT ATC GCA TCT GAC GTG 3’ 

5’TCA ATC TGC ACC CTA CTT GG 3’ 

536 pb Seol et al93., 2006 

C. albicans 5’GGG TTT GCT TGA AAG ACG GTA 3’ 

5’ TTG AAG ATA TAC GTG GTG GAC GTT A 3’ 

    452 pb Sardi et al89., 2011 

 

4.4.5 Otimização das Reações 

Os oligonucleotídeos foram dissolvidos em solução estéril 

contendo Tris HCl (10mM – pH 7,6) e EDTA (1mM – pH 8,0) em 

volume calculado para concentração final de 25 μM.  

As reaηυes de PCR foram realizadas em tubos especνficos e 

otimizadas para cada oligonucleotνdeo especνfico utilizado. A reaηγo 

de PCR foi realizada em volume final de 25 μL, contendo 

aproximadamente 1 μM de cada oligonucleotídeo da bactéria 
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especifica (Invitrogen Tech-LineSM), 100 μM de dNTPs (Invitrogen 

Tech-LineSM) 1 a 2,5mM de Mg2+ e, de 0,625 a 2 U de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen Tech-LineSM). Os tubos com as amostras 

foram submetidas ao Vortex por 10 segundos para homogeneização 

da solução e, em seguida, foi obtida uma alíquota. Todas as reações 

foram realizadas na presença de controle positivo, contendo DNA 

genômico específico da bactéria em análise, e controle negativo, sem 

DNA molde.  

A presença do DNA amplificado foi observada em eletroforese 

em gel de agarose a 1% (Invitrogen Tech-LineSM) em solução 

tamponada TBE 1X (Tris 1M; Ácido bórico 0,9M; EDTA 0,5M) e 

acrescido de 0,5 uL do corante de brometo de etídio (Invitrogen 

Tech-LineSM). As bandas presentes no gel foram observadas 

imediatamente com o auxílio de transluminador de luz ultravioleta e a 

seguir foi obtida imagem digitalizada do gel para documentação e 

análise (Image Quant 100 – GE Healthcare). As fotografias obtidas 

foram armazenadas para posterior análise da presença das bactérias 

investigadas. 

 

4.5 Análise Imunológica  

 Os exames imunológicos foram realizados em duplicata, 

para cada sítio.  

 

4.5.1 Coleta das Amostras. 
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A coleta para o exame imunológico foi realizada após o término 

da coleta microbiológica, período de aproximadamente 10 minutos 

para cada sítio coletado, para evitar possíveis interferências de 

contaminação. Para essa nova coleta, o fluido crevicular foi colhido 

com filtro especial para fluido gengival (PerioPaper#) que, após 

isolamento do campo, foi introduzido no sulco gengival 

permanecendo durante 30 segundos. Após sua remoção, este foi 

medido utilizando-se o equipamento específico para esta metodologia 

(Periotron 8000*). Como meio de transporte do fluido coletado, 

foram utilizados 100 μL de uma solução à base de PBS associada a 

um coquetel de inibidores de protease (Tabela 3), para a manutenção 

da viabilidade das  substâncias e  imediatamente  congelados em 

freezer à –20oC.  

Tabela 3 - Composição do coquetel imunológico 

- solução tampão fosfato                   500 ml 

- soro de albumina bovina (BSA, 1mg/ml)      500 μg 

- antipain (1μg/ml)                               500 μg 

- aprotinin (1μg/ml)                       500 μg 

- leupeptin hydrochloride (1μg/ml)                               500 μg 

- N-ethylmaleimide (1mM)                              62,5 mg 

-N-Dodecyl-N,N-Dimethyl-3-Ammonio-1-propanesulfonate (50μg/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 enzimático para imunoensaio Duo 
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Set ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) específico foi 

utilizado para medir a quantidade de EMMPRIN (CD-147), presente 

nas amostras de fluido crevicular. A concentração de EMMPRIN nas 

amostras é diretamente proporcional à intensidade de coloração 

(absorbância a 450 nm) resultante da aplicação do reagente 

estreptavidina conjugada com peroxidase (Streptavidin–HRP). O teste 

foi realizado seguindo-se as instruções do fabricante. Os padrões 

foram obtidos a partir de oito diluições seriadas formadas por uma 

solução de EMMPRIN padrão que apresenta concentração inicial de 

40000 pg/ml. Primeiramente em cada poço foi adicionado 50 μl do 

Diluente de Ensaio (Assay Diluent RD1X), seguindo com o acréscimo 

de 50 μl dos padrões e das amostras em cada poço. A placa foi 

coberta com o adesivo de proteção e incubada por 2 horas em 

temperatura ambiente no agitador. Após esse período o conteúdo dos 

poços foram removidos e a placa lavada 4 vezes com a solução 

tampão (Wash Buffer). Após a lavagem foi adicionado a cada poço 

200 μl do anticorpo específico para detecção de EMMPRIN (EMMPRIN 

Conjugate). Novamente a placa foi incubada por um novo período de 

2 horas e após esse período repetiu-se a lavagem e aspiração com a 

solução tampão. A cada poço foram adicionados 200 ul do substrato 

composto pelos reagentes de cor (peróxido de hidrogênio estabilizado 

e cromógeno tetrametilbenzidina estabilizado). Após 30 minutos de 

incubação em temperatura ambiente e sob proteção da luz foi 

adicionado 50 μl solução finalizadora (Stop Solution – ácido sulfúrico) 
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em cada poço. Ao término foi feita a leitura das placas com 

absorbância de 450 nm.  

A absorbância foi convertida na concentração de EMMPRIN por 

amostra, de acordo com as curvas padrões, em cada tempo, e os 

resultados finais foram expressos em microgramas por mililitro 

(μg/ml) de concentração de EMMPRIN presente no fluido crevicular. 

 

4.5.3 MMP-2 e MMP-9  

O conteúdo de MMP-2 e MMP-9 nas amostras de fluido 

crevicular gengival foi medido com Kit ELISA comercialmente 

disponível (R & D Systems Inc., Minneapolis, MN, EUA). Os padrões 

foram obtidos a partir de diluições seriadas formadas por uma 

solução de MMP-2 e MMP-9 padrão que apresentam concentração 

inicial respectivamente de 100 ng/ml e 20 ng/ml. 

As amostras foram diluídas e adicionadas a uma placa de 

poliestireno de 96 poços, coberta previamente com anticorpos 

monoclonais contra a MMP específica. Inicialmente foi adicionado a 

cada poço 100 μl do diluente de ensaio (Assay Diluent RD1-74 para 

MMP-2 e Assay Diluent RD1-34 para MMP-9). Em cada poço foram 

dispensados 50 μl da amostra para análise de MMP-2 e 100 μl da 

amostra para análise de MMP-9. A placa foi incubada por 2 horas em 

temperatura ambiente e, posteriormente, lavada com solução tampão 

(Wash Buffer). Foram adicionados a cada poço 200 μl de anticorpo 

policlonal contra a MMP específica total conjugada a peroxidase. 
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Novamente a placa foi incubada por 2 horas nas mesmas condições 

anteriores. A lavagem com solução tampão e a aspiração foram 

repetidas por mais quatro vezes. A cada poço foram adicionados 200 

μl do substrato contendo peróxido de hidrogênio e cromógeno 

tetrametilbenzidina estabilizado. Após 30 minutos de incubação em 

temperatura ambiente, foi adicionada a solução finalizadora (Stop 

solution – 50 μl de ácido sulfúrico em cada poço). A determinação da 

densidade óptica de cada poço foi realizada por espectrofotômetro 

com absorção a 450 nm. Cada placa possui uma curva padrão obtida 

pela diluição seriada de Solução Padrão da MMP específica fornecida 

pelo fabricante. 

 

4.6 Tratamento Periodontal Básico 

 

Após a coleta microbiológica, foi instituído o tratamento 

periodontal básico: raspagem, alisamento e polimento supragengival 

e após 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 dentária, sendo dois 

quadrantes por semana, sob anestesia local pela técnica de bloqueio 

regional e instrumentação manual com foices, limas e curetas 

universais e específicas (tipo Gracey) com duração de 45 a 60 

minutos por quadrante. Esta raspagem foi realizada até que a 
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superfície radicular se tornasse a mais lisa possível. O polimento foi 

executado imediatamente após a RAR com taça de borracha macia 

montada em motor de baixa rotação e pasta profilática de granulação 

fina na região raspada em cada sessão. Os pacientes também foram 

instruídos e motivados quanto à higienização bucal correta por meio 

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

 

4.7 Análise estatística 

Os dados das variáveis quantitativas (Niveis de EMMPRIN, 

MMPs) foram submetidos ao teste de Normalidade de D’Agostino para 

verificar se os mesmos ajustam-se a distribuição normal de 

probabilidades. Os dados das variáveis que satisfizeram essa 

condição foram submetidos a testes estatísticos paramétricos (Teste t 

de Student pareado ou ANOVA 1 critério) e os demais foram 

analisados utilizando-se testes estatísticos não paramétricos análogos 

aos paramétricos (Kruskall-Wallis ou Wilcoxon).  

Os dados das variáveis qualitativas (periodontopatógenos 

através do PCR convencional) foram dicotomizados em presente ou 

ausente e a análise estatística foi realizada por meio do teste Qui-

quadrado. 

O teste de Spearman Rank Correlation (R) foi utilizado para 

correlacionar os índices de EMMPRIN com a produção de MMP-2 e 

MMP-9, representado através da seguinte fórmula:   

R=       
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Os valores de R refletem a seguinte situação: resultados 

próximos de -1: correlação negativa. Próximo de 0: correlação não 

linear e resultados próximos de 1: correlação positiva. 

Para todos os testes foi considerado um nível de significância de 

5%, portanto, e foram considerados estatisticamente significantes 

todos os resultados que apresentaram valor de p�0,05. Os dados 

foram submetidos à análise estatística utilizando o software GraphPad 

Prism 5.0® (GraphPad Software, San Diego, CA), adequado e 

específico para os diferentes testes, nas diferentes análises 

estatísticas realizadas.  
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5 Resultado 

5.1 Padronização da metodologia 

A Tabela 4 mostra as condições de termociclagem e otimização 

de cada par de primer. Pode-se observar que há pequena variação na 

temperatura de desnaturação do DNA (94-96°C) comparando-se as 

reações entre os diferentes microrganismos. Os ciclos das reações 

variam entre 36 a 38 e a temperatura de anelamento dos primers 

ocorre entre 45°C para o primer inespecífico, 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 concentração de Mg2+ 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 - Condições de termociclagem e otimização de cada par de  

                  prime 

Primer Condição da reação       Concentração    
de  Mg2+ 

Unidades de Taq 

Primer 

inesp. 

96°C, 3 min (1 ciclo); 96°C, 30 s, 45°C, 30 s,  

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

2,5 mM 1U 

F. alocis 95°C, 2 min (1 ciclo); 94°C, 30 s, 55°C, 1 min, 

 72°C, 2 min (36 ciclos), 72°C, 10 min (1 ciclo) 

2,0 mM 2U 

P. tannerae 94°C, 5 min (1 ciclo); 94°C, 1 min, 56°C, 1 min,  

72°C, 2 min (36 ciclos), 72°C 10 min (1 ciclo) 

4,0 mM 1U 

C. albicans 94°C, 5 min (1 ciclo); 94°C, 1 min, 53°C, 1 min,  

72°C, 30 s (38 ciclos), 72°C, 10 min 

       2,5 mM 0,625U 

T. denticola 95°C, 2 min (1 ciclo); 95°C, 30 s, 60°C, 1 min, 

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

      1,0 mM 1,25U 
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5.2 Identificação microbiana 

O Gráfico 1 ilustra a presença de DNA  nas amostras (grupo 

doente e sadio) com a utilização de primer inespecífico. A presença 

de DNA foi positiva em 93,33% das amostras em ambos os grupos. 

Dos 20 pacientes iniciais, totalizando 40 sítios doentes e 40 

sítios sadios, houve perda de pacientes após o período de tratamento 

periodontal, deste modo, optou-se por utilizar apenas as amostras de 

pacientes presentes nos momentos antes e após terapia periodontal, 

totalizando 30 sítios doentes e 30 sítios sadios. 

Após o tratamento periodontal nenhuma bactéria foi detectada 

quando foi realizado o PCR convencional do gene 16srRNA, 

provavelmente por inadequação da técnica de extração, 

contaminação de amostras ou inadequação na armazenagem das 

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

 

Primer inespecífico

DOENTE SADIO
0

10

20

30

40
POSITIVO
NEGATIVO

GRÁFICO 1 - Detecção de DNA nas amostras com utilização de primer inespecífico por técnica de PCR
convencional.

p<0,0001 - Teste Qui-quadrado
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Pode-se observar no Gráfico 2 a prevalência dos 

microrganismos analisados (F. alocis, P. tannerae, T. denticola e o 

fungo C. albicans nos grupos doente e sadio). Nota-se maior 

presença de Filifactor alocis e Prevotella tannerae em 7 dos 30 sítios 

doentes (23,33%)  e em 3 dos 30 sítios sadios (10%). 

Não houve detecção de C. albicans em nenhum dos grupos 

(doente e sadio) utilizando a técnica de PCR convencional. T. 

denticola esteve presente em 9 dos 30 sítios doentes (30%) e em 5 

dos 30 sítios sadios (16,66%). 

*  diferença estatística entre grupos doente e sadio. p ‹ 0,01 (Teste Qui-quadrado). 

 
GRÁFICO 2 - Prevalência dos microrganismos nos sítios 

doentes e sadios por PCR convencional. 

 

A Tabela 5 ilustra comparativamente (%) a prevalência 

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

mais freqüente (30%), enquanto que F. alocis (23,33%) e P. 

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

Tabela 5 - Prevalência 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 Quantificação de EMMPRIN (CD-147) por ELISA 

No grupo sadio antes e após tratamento periodontal básico 

houve detecção muito abaixo do esperado da glicoproteína e das 

gelatinases. Devido a esse fator, os dados foram inviabilizados e não 

considerados nos resultados, visto a impossibilidade de diferenciar os 

dois grupos. A respectiva curva padrão de EMMPRIN encontra-se no 

apêndice (Figura A1). 

O resultado para a quantificação da glicoproteína EMMPRIN 

(CD-147) para sítios doentes antes e após tratamento periodontal 

básico pode ser observado no Gráfico 3. 

Os valores absolutos evidenciaram EMMPRIN em amostras de 

fluido subgengival antes e depois do tratamento periodontal básico, 

porém, em valores de 0,090 μg/ml para amostras antes do 

tratamento e 0,089 μg/ml para amostras após o tratamento 
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periodontal). Não houve diferença estatisticamente entre doente 

antes e doente depois (p › 0,05). 

EMMPRIN

DA 
DD 

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10
DA - DOENTE ANTES

DD - DOENTE DEPOIS

 

 Teste t de Student ( p › 0,05). 

GRÁFICO 3 – Quantificação (μg/ml) da glicoproteína EMMPRIN em sítios 

doentes antes e após terapia periodontal.  

5.4 Quantificação de MMPs por ELISA  

 O resultado para a quantificação de MMP-2 para sítios doentes 

antes e após tratamento periodontal básico estão representados no 

Gráfico 4. Curva padrão no apêndice (Figura A2). 

No grupo doente valores absolutos evidenciaram MMP-2 em 

amostras de fluido subgengival antes e depois do tratamento 

periodontal básico, com os respectivos valores (0,5224 μg/ml para 

amostras antes do tratamento e 0,3192 μg/ml para amostras após o 

tratamento periodontal). Houve diferença estatisticamente 
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significante para MMP-2 (p ‹ 0,01) com valores maiores para os sítios 

doente antes do tratamento periodontal. 

 

 

 

 

 

 

O Gráfico 5 ilustra a quantificação de MMP-9. Os valores de 

MMP-9 nas amostras do presente estudo evidenciaram os valores 

absolutos de 1,433 μg/ml e 1,192 μg/ml respectivamente para os 

grupos DA e DD. Não houve diferença estatisticamente significante 

entre os 2 grupos analisados (p › 0,05). Curva padrão no apêndica 

(Figura A3). 
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GRÁFICO 5 - Quantificação (ug/ml) de MMP-9 nos grupos DA e DD.

MMP-2
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GRÁFICO 4 - Quantificação (ug/ml) de MMP-2 nos grupos DA e DD.
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5.5 Correlação entre EMMPRIN (CD-147) e MMP-2 e MMP-9.  

 A correlação entre EMMPRIN e MMP-2, EMMPRIN e MMP-9 e 

MMP-2 e MMP-9 é apresentado nas Tabela 6. Não houve correlação 

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 correlação positiva entre 

as quantidades totais de MMP-2 e MMP-9 (R= 0,975, p ‹ 0,05). 

Tabela 6 - Correlação entre EMMPRIN e MMP-2, EMMPRIN e MMP-9 e 

                    MMP-2 e MMP-9 

 DA DD R 

EMMPRIN x 

MMP-2 (μg/ml) 

0,090 

0,5224 

0,089 

0,3192 

 

0,25 

EMMPRIN x 

MMP-9 

(μg/ml) 

0,090 

1,433 

0,089 

1,192 

 

-0.5 

MMP-2 x MMP-

9 

0,5224* 

1,433* 

0,3192* 

1,192* 

0,975 
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6 Discussão 

 A doença periodontal é uma doença infecciosa de patogênese 

complexa que se caracteriza clinicamente pela perda dos tecidos de 

suporte do dente. A análise da literatura disponível relata a 

ocorrência de mais de 700 espécies bacterianas no meio bucal, sendo 

que aproximadamente 400 espécies encontradas no biofilme 

subgengival são correlacionadas com a evolução desta patologia 

bucal (Aas et al.1, 2005; Iacono et al.44, 2007; O´Shea et al.74, 

1992). 

 As espécies bacterianas mais comuns relacionadas à doença 

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 início e progressão da doença periodontal (Aas et al.1, 2005; 

Chang et al.19, 2002; O´Shea et al.74, 1992). Dentre esses 

microrganismos e que mereceu destaque no presente estudo estão o 

Filifactor alocis, Prevotella tannerae e Candida albicans (Dong et al.22, 

2009; Holt et al.42, 2005; Martin et al.63, 2002; Simonson96, 1992). 

 Na odontologia, a cultura bacteriana é um método clássico de 

diagnóstico de microrganismos periodontopatogênicos residentes no 

biofilme subgengival. É um método capaz de identificar novas 

espécies, de oferecer mensuração quantitativa das espécies viáveis e 

de realizar teste de resistência antibiótica. O resultado disso é que a 
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cultura bacteriana é considerada o padrão ouro no diagnóstico 

microbiológico periodontal e continua sendo um importante meio de 

diagnóstico de diversas doenças (Atieh9, 2008). 

 Porém os métodos tradicionais para identificação de patógenos, 

do qual se destaca o método de cultura bacteriana, acarretam 

inúmeros problemas e falhas, sendo muitas vezes adequados para 

análise de rotina, mas nem sempre na detecção de microrganismos 

em particular. As limitações associadas aos métodos tradicionais 

consistem na incapacidade de detectar alguns microrganismos, por 

serem métodos limitados a patógenos com características de 

crescimento conhecidas; na fraca discriminação entre microrganismos 

com características comportamentais semelhantes; na aparência 

visual não específica; na detecção demorada de microrganismos de 

crescimento lento. Além disso, muitas bactérias, fora do seu habitat 

natural, desenvolvem mecanismos específicos de diferenciação celular 

como resposta à deficiência de nutrientes ou outros tipos de 

condições ambientais adversas como pH e a salinidade (Odden et 

al.75, 2001). 

 Deste modo, têm-se desenvolvido métodos moleculares 

adequados, por exemplo, a técnica de PCR permite, a partir de um 

pequeno fragmento do DNA de interesse, característico de um dado 

microrganismo, a sua amplificação até um número detectável. É 

possível, em poucas horas, a síntese in vitro de uma grande 

quantidade de um dado fragmento de DNA, cerca de 106 vezes ou 
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mais, a partir de poucas moléculas de um fragmento específico, sem 

que para isso seja necessária a sua clonagem prévia e replicação em 

célula hospedeira. Dessa forma, esse método de identificação torna-

se mais específico, menos suscetível a falhas e mais seguro que os 

outros métodos de identificação bacteriana. 

 Os protocolos de PCR descritos no capítulo de material e 

método revelaram, na sua maioria, eficácia, sensibilidade e boa 

resolução na detecção de genes específicos de cada microrganismo 

patogênico do presente estudo, em amostras de fluido subgengival de 

pacientes portadores de periodontite crônica. Para garantir que os 

resultados obtidos da pesquisa de microrganismos patogênicos por 

PCR estão corretos seguiram-se uma série de etapas para a 

implementação do padrão de reação de PCR para cada microrganismo 

estudado. A realização da técnica de pesquisa por PCR para Filifactor 

alocis, Prevotella tannerae e Treponema denticola estão de acordo 

com os resultados de Ashimoto et al.8 1996, Seol et al.93, 2006, 

Siqueira et al.97 2011, e Siqueira-Junior et al.98 2000 e conduziram a 

resultados de sucesso dada a obtenção de produtos da amplificação 

com o tamanho esperado, respectivamente 594 pb, 529 pb e 316 pb. 

O fato de não se verificar a presença das bandas correspondentes ao 

produto da amplificação de Candida albicans se dá pelo fato de que 

apesar do volume de amostra utilizado para o PCR, esta pode conter 

o microrganismo ou até não conter o microrganismo de interesse, 

impedindo dessa forma a visualização do fragmento de amplificação 
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esperado. Esses resultados com Candida albicans estão em desacordo 

com os achados de Sardi et al.89 2011, que através da utilização da 

técnica de PCR convencional encontrou diversas espécies do gênero 

Candida e outras bactérias periodontopatógenas em sítios acometidos 

com periodontite crônica e diabetes mellitus. 

 A implementação dos protocolos para a detecção dos 

microrganismos do presente estudo tornou-se de suma importância 

e, após otimização das condições de PCR, descritas na literatura 

(Paster et al.78 2001; Roças et al.85 2009), verificou-se que a partir 

de um menor volume de solução de DNA total, 2 μl, se observou a 

banda correspondente ao controle positivo. Os resultados negativos 

do PCR podem sugerir que as amostras analisadas estivessem 

danificadas devido à idade, tempo e condições de armazenagem bem 

como o tipo de microrganismo, que pode ter contribuído para a não 

ocorrência da amplificação, como também sugerido por Mineoka et 

al.65 2008 que encontrou resultados similiares na detecção de 

diversos periodontopatógenos, mas outros microrganismos não 

ocorreu a amplificação de DNA bacteriano. Por outro lado, dado que o 

controle positivo é visível, mas as amostras positivas não 

apresentaram as bandas correspondentes ao produto da amplificação, 

pode presumir-se a inexistência de C. albicans nas amostras do 

presente estudo. 

 Hannula et al.40 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 redução na contagem de 

leveduras quando estes microrganismos foram co-cultivados com 

Candida. Possivelmente metabólitos produzidos pelos anaeróbios 

poderiam interferir com a fisiologia do biofilme ou devido à presença 

de bactérias que poderiam inibir o crescimento do biofilme.  

Para analisar a composição da microbiota na mucosa e em 

sítios subgengivais de indivíduos saudáveis e em indivíduos com 

periodontite agressiva e periodontite crônica, Urzua et al.109 2008 

usaram métodos fenotípicos e genotípicos. Os autores observaram 

que C. albicans foi capaz de colonizar bolsas periodontais em 

pacientes com periodontite crônica, contrariando os achados do 

presente estudo. 

 Através da técnica de PCR convencional o patógeno T. denticola 

foi encontrado em maiores proporções (30%), nos sítios doentes do 

que em sítios sadios (16,66%). F. alocis e P. tannerae foram 

encontrados nas proporções de, 23,33% nos sítios doentes com e em 

10% dos sítios sadios. Esses achados estão de acordo com os estudos 

de Ashimoto et al.8 1996 e Siqueira et al.98 2000, nos quais 

encontram a presença de bactérias em maiores proporções em sítios 

doentes quando comparados a sítios sadios. Diversos trabalhos na 

literatura disponível também já identificaram com certa freqüência 

Treponema denticola (Mineoka et al.65 2008) em sítios acometidos 

com periodontite crônica e outros microrganismos como o Filifactor 

alocis vem sendo constantemente identificado em casos de infecções 
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endodônticas e periapicais e possivelmente pode estar associado 

também a casos de infecções periodontais (Sakamoto et al.87 2007; 

Simonson et al.96, 1992; Siqueira-Junior et al.97 2011), como sugere 

os resultados do presente estudo. Os resultados mostraram uma 

correlação significante entre a ocorrência de T. denticola, F. alocis e 

P. tannerae em síitos doentes (p ‹ 0,01) quando comparados com 

sítios sadios. Diante dos resultados obtidos e de acordo com o 

levantamento bibliográfico realizado, é importante ressaltar que a 

maioria das metodologias moleculares informa apenas a presença ou 

ausência de determinadas bactérias. Devemos atentar para a 

interpretação dessas informações, pois o número de bactérias 

encontradas pode ser significante em relação ao papel de cada 

espécie na etiopatogenia das alterações periodontais. Algumas 

bactérias podem representar apenas um papel ecológico enquanto 

outras estão diretamente ligadas aos danos causados ao hospedeiro 

(Pinheiro et al.81 2003). 

 Dessa maneira, novos estudos com amostragem maior devem 

ser realizados para melhor interpretação dos resultados e 

quantificação exata de microrganismos que geram a doença 

periodontal, através da técnica de PCR em tempo real, pois apenas a 

presença do microrganismo não significa que o sítio 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 serão correlacionados com a etiopatogenia da periodontite 

crônica. Entretanto, fica o desafio em meio à detecção de tantas 

espécies, de saber qual a importância e as implicações clínicas destes 

achados laboratoriais. De qualquer maneira, as interações 

bacterianas parecem ser o elemento chave para o crescimento e a 

sobrevivência dos microrganismos em seu habitat e consequente 

capacidade de produzir doença. Além disso, a complexidade do 

sistema subgengival periodontal favorece o surgimento de uma 

comunidade microbiana bastante diversificada. Assim, para um 

diagnóstico ideal seria necessário o uso conjunto de metodologias 

que fornece resultados de detecção, caracterização e quantificação 

para desenhar de forma mais completa o perfil das comunidades 

microbianas (Gomes et al.33, 2008; Jung et al.50,2001). 

Estudos de Dahlén20 2006, sugerem que P. tannerae e F. alocis 

poderiam estar significantemente associadas com a doença 

periodontal por encontrarem-se em maiores concentrações em sítios 

doentes quando comparados à sítios sadios. 

 A progressão da doença periodontal é caracterizada pelos 

processos de degradação da matriz extracelular e reabsorção óssea 

os quais resultam da reação imuno-inflamatória iniciada em resposta 

a agressão pelos microrganismos do biofilme dental e suas toxinas. A 

severidade do dano tecidual na doença periodontal é proporcional aos 

níveis de citocinas e mediadores pró-inflamatórios presentes nos 
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sítios periodontais doentes (Gabison et al.30, 2008; Nehme et al.72, 

1993). 

 Na complexa rede de citocinas estabelecida com a reação 

inflamatória associada à doença periodontal, diversos mediadores 

biológicos são produzidos, incluindo as metaloproteinases de matriz 

extracelular (MMPs), as quais podem ter um importante papel nos 

processos de degradação da matriz extracelular e reabsorção óssea. 

Sua relevância nestes processos está relacionada ao amplo padrão de 

substratos das metaloproteinases, que inclui colágenos tipo I, II e IV, 

e também ao fato dos tecidos periodontais mineralizados e não-

mineralizados apresentarem elevada proporção de colágeno em sua 

composição; o que justifica o papel de destaque desta colagenase no 

desenvolvimento das lesões periodontais e também em outras 

alterações de caráter inflamatório crônico com aspectos histológicos 

de degradação de matriz extracelular semelhantes aos da doença 

periodontal (Junqueira et al.51, 2000). 

 As MMPs constituem um grupo de endopeptidases cálcio-zinco 

dependentes, com atividade hidrolítica de amplo espectro para as 

proteínas e outros componentes extracelulares como colágeno, 

elastina, laminina, fibronectina e proteoglicanos (Birkedal-Hansen et 

al.11, 1993; Haffajee et al.38, 1992; Jervøe-Storm et al.47, 2005; 

Miyauchi et al.66, 1990). Essas enzimas estão amplamente 

distribuídas em indivíduos saudáveis, desempenhando papel 

importante em processos fisiológicos como a cicatrização de feridas e 
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a reabsorção óssea (Moore et al.69, 1994; Sardi et al.89, 2011). No 

entanto, o principal interesse nas MMPs diz respeito ao seu papel em 

certos mecanismos patológicos onde a proteólise da matriz 

extracelular é sua característica chave (Mineoka et al.65, 2008). 

 Diversos trabalhos demonstram que mediadores inflamatórios 

têm importante papel no estímulo da produção de MMPs por 

diferentes células como fibroblastos, neutrófilos, macrófagos, entre 

outras (Accorsi-Mendonça et al.2, 2008). Produtos bacterianos 

também podem estimular a produção de MMPs. Tanabe, Grenier106 

(2008), evidenciaram que o lipopolissacarídeo (LPS) de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans pode induzir macrófagos, 

alterando a secreção de MMP-9, fator de necrose tumoral-α e 

interleucina 1-β. Chang et al.19 2002, determinaram o efeito de 

Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas gingivalis, na 

produção e secreção de MMPs através da cultura celular de 

macrófagos. Os resultados apresentados neste trabalho indicaram a 

presença de MMP-2 e MMP-9 e o aumento de expressão desta 

gelatinase em sítios doentes antes do tratamento periodontal quando 

comparadas com sítios doentes depois do tratamento periodontal, 

como mostra os Gráficos 4 e 5. Deste modo, a produção e ativação 

de MMPs, induzidas por substâncias de origem microbiológicas, pode 

ser uma das vias de degradação tecidual na patogênese de lesões 

periodontais.  
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 Resultados de análises imunoquímicas (Sorsa et al.102, 2006) 

que usaram anticorpos específicos para MMP-2 e MMP-9 são 

consistentes com os resultados de vários de estudos enzimológicos 

prévios. Sorsa et al.102, (2006) demonstraram que MMP-2 e MMP-9 

são as gelatinases presentes na matriz extracelular de indivíduos com 

periodontite crônica. Além disto, estudos recentes através da técnica 

ELISA demonstraram que os níveis de MMP-2 e MMP-9 em portadores 

de periodontite crônica, reduziram significativamente após terapia 

periodontal de RAR (Tsarev et al.108, 2000), e que estão de acordo 

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

 Um outro fator estimulador da atividade gelatinolítica das MMPs 

é a enzima indutora de metaloproteinases, conhecida como EMMPRIN 

CD-147. EMMPRIN é encontrado na superfície de diversos tipos de 

células epiteliais, que podem induzir células do hospedeiro como a 

secretar MMPs (Person et al.80, 2008). Sua expressão desencadeia a 

produção de metaloproteinases por células endoteliais e fibroblastos, 

estando, portanto, relacionado com a severidade e progressão da 

doença periodontal (Eick et al.24, 2002; Emingil et al.26, 2006). 

Nesse estudo, foi analisada a incidência da expressão de 

EMMPRIN em amostras de fluido subgengival de pacientes portadores 

de periodontite crônica e associando os resultados com a produção de 

MMP-2 e MMP-9. Os resultados mostraram que EMMPRIN é detectado 

em sítios doentes e sadios e parece não estar diretamente 

relacionado na indução da expressão das metaloproteinases (Tabela 
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6). Foi relatado que a expressão de MMPS e provavelmente a 

gravidade da resposta inflamatória nos sitos acometidos com 

periodontite crônica é correlacionada com a quantidade de EMMPRIN 

presente em sítios periodontais doentes. O presente estudo aponta a 

idéia e sugere que EMMPRIN pode contribuir, pelo menos em parte, 

para aumentar os níveis de outras metaloproteinases da matriz 

extracelular do tecido conjuntivo periodontal, como relatado por 

Feldman et al.27 2011, onde níveis elevados de MMP-3 foram 

encontrados em sítios de periodontite ativos e que além de induzir a 

secreção de IL-6 em fibroblastos gengivais, EMMPRIN também 

aumenta a secreção de MMP-3. 

  ELISA é uma técnica baseada na reação antígeno/anticorpo. Os 

resultados apresentados mostraram os valores protéicos de EMMPRIN 

iguais nos sítios doentes antes e após terapia periodontal e MMP-2 e 

MMP-9 estatisticamente maiores em sítios doentes antes do 

tratamento periodontal básico quando comparados aos sítios doentes 

após o tratamento periodontal. O trabalho de Shin et al.94 2002, 

avaliaram a expressão protéica de MMP-2, MMP-9 e outras 

metaloproteinases através de ELISA, com anticorpos monoclonais, 

em tecidos pulpares inflamados e em lesões periapicais. Os autores 

evidenciaram valores maiores de MMP-2 e MMP-9 durante a 

inflamação pulpar e alta correlação positiva com a atividade 

gelatinolítica. Dessa maneira, esses estudos sugerem que as MMPs 

tem um importante papel na degradação de tecidos pulpares. Do 
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mesmo modo, pode-se sugerir esse papel gelatinolítico das MMPs nos 

tecidos periodontais, como demonstra os resultados acima, visto que, 

tecido pulpar e matriz extracelular são diferentes tipos de tecido 

conjuntivo. A maior incidência de MMPs em sítios doentes 

previamente ao tratamento periodontal demonstra ativa participação 

no desenvolvimento e manutenção na patogênese da doença 

periodontal. 

 Como a capacidade de EMMPRIN induzir a produção e secreção 

de MMPs por células do hospedeiro está bem documentada na 

literatura disponível (Gabison et al.30, 2005; Kanekura et al.52, 2000),  

funções adicionais de mecanismos de interação entre EMMPRIN e 

outras proteínas inflamatórias da periodontite poderiam ser 

estudadas,  para se compreender o papel desempenhado por 

EMMPRIN na inflamação e destruição dos tecidos acometidos por 

doença periodontal, como por exemplo a interação entre EMMPRIN e 

a secreção de citocinas pró-inflamatórias IL-6 e MMP-3 e proteínas 

quinases (MAPK), ou até mesmo como ocorre o mecanismo de 

transdução do sinal de ativação entre EMMPRIN e as MMPs. Estudos 

futuros envolvendo outras MMPs participantes no processo de 

degradação tecidual, através de diferentes estímulos, podem 

contribuir para esclarecer o processo inflamatório da doença 

periodontal. 

 Em função da complexidade das moléculas e respostas 

imunoinflamatórias envolvidas na progressão da doença periodontal, 
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verifica-se a necessidade de se estudar várias MMPs 

simultaneamente, destacando a presença da forma ativa já que esta 

reflete melhor a progressão temporal da lesão do que somente a 

quantidade total da enzima. 
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7 Conclusão 

 Baseado nos resultados obtidos e dentro das condições 

experimentais desse trabalho, conclui-se que: 

� Filifactor alocis e Prevotella tannerae podem ser 

considerados potenciais marcadores da doença periodontal; 

� O tratamento periodontal foi efetivo nos sítios doentes na 

redução dos níveis de MMP-2 e MMP-9. 

� EMMPRIN não está associada a produção de MMP-2 e MMP-9. 
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9 Apêndice 

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

Os valores de densidade óptica (DO), lidos com absorbância de 

450 nm e concentração do antígeno para detecção de EMMPRIN (CD-

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

 

Tabela A1 - Especificações de concentração do antígeno e DO para a 

curva padrão do ELISA. EMMPRIN (CD-147) 

 

Concentração 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 A1 - Curva 
padrão do EMMPRIN 
(CD-147) 
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Os valores de densidade óptica (DO), lidos com absorbância de 

450 nm e concentração do antígeno para detecção de MMP-2 e MMP-

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

respectivamente. 

Tabela A2 - Especificações de concentração do antígeno e DO para a 

curva padrão do ELISA. MMP-2 

Concentração 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 - Especificações de concentração do antígeno e DO para a 

cuva padrão do ELISA. MMP-9 

Concentração 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 padrão da 
MMP-2. 

FIGURA A3 - 
Curva padrão do 
MMP-9. 
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