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RESUMO

Palavras-chave: Enzimas, A patogénese das periodontites esta associada a produgao de varias
diagnéstico periodontal, fluido

. enzimas, liberadas por células conjuntivas, epiteliais ou inflamatorias,
gengival.

e a analise bioquimica do fluido gengival oferece um método nao
invasivo de detecta-las. Estudos que correlacionam essas enzimas
com atividade de doenca periodontal foram revisados, enfocando as
enzimas proteoliticas e hidroliticas oriundas de células inflamatérias

€ 0s potenciais marcadores de morte celular.
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INTRODUGCAO

Historicamente, as doencas
periodontais tém sido diagnosti-
cadas e as necessidades de tra-
tamento determinadas com base
na mensuracao de suas seqile-
las. Embora tenha valor discrimi-
natério quanto a auséncia da pa-
tologia, a utilizagao de parametros
clinicos isoladamente nao confe-
re nenhuma previsibilidade no que
diz respeito a progressao da do-
enca, representando apenas o
resultado da perda de insergao
acumulada.

A analise bioquimica dos cons-
tituintes do fluido crevicular
gengival tem atraido grande inte-
resse dos pesquisadores no in-
tuito de desenvolver um teste di-
agnostico capaz de identificar e
quantificar a progresséao da doen-
¢a. Os principais componentes
do fluido gengival passiveis de se-
rem utilizados como marcadores
para diagndstico de atividade de
doenca periodontal sdo: bactéri-
as subgengivais e seus produtos,
mediadores inflamatorios e imu-
nes, enzimas hidroliticas e
proteoliticas liberadas por células
inflamatoérias, enzimas liberadas
por morte celular e produtos da
degeneracéo tecidual. Esta revi-
sdo se restringira as enzimas do
hospedeiro presentes no fluido
gengival, avaliando o seu poten-
cial como biomarcadores de ati-
vidade de doenca periodontal em
testes diagnosticos.

REVISAO DE LITERATURA

ENZIMAS PROTEOLITICAS

Colagenase
As colagenases sdo endope-
ptidases dependentes de ions zin-
Co, que agem em pH, temperatu-
ra e osmolaridade fisiologicos

para clivar a regido de tripla héli-
ce do colageno intersticial
(McCulloch, 1994). Essas
enzimas sdo membros da fami-
lia das metaloproteinases, sendo
em namero de trés: a MMP-1, sin-
tetizada por fibroblastos, células
epiteliais e macréfagos; a MMP-
8, liberada por neutroéfilos; e a
MMP-13, que demonstrou recen-
temente ser produzida por célu-
las epiteliais e mesenquimais nos
tecidos conjuntivos inflamados e
em remodelagéo, e em sitios du-
rante a cicatrizagdo (Romanelli et
al., 1999). A regulacédo da cola-
genase € um processo comple-
X0, envolvendo sintese, secre¢ao
na sua forma latente, ativagéo
proteolitica por enzimas, como a
plasmina tecidual, e inibigcao
enzimatica através das molécu-
las inibidoras teciduais das
metaloproteinases (TIMPs) e a-2
macroglobulina (Page, 1992).

Em periodontite induzida por
ligadura em cées, os niveis de
colagenase foram correlaciona-
dos com perda de insergao
periodontal, havendo predomi-
nancia da enzima latente e seus
inibidores em sitios com gengivite
e saudaveis (Kryshtalskyj &
Sodek, 1987). Em humanos, hou-
ve uma correlagéo positiva entre
a concentrac&o da colagenase
ativa e a severidade da doenca
(Villela et al., 1987). Observou-se
redugéo substancial dos seus ni-
veis apos terapia (Larivée et al.,
1986).

Um estudo longitudinal condu-
zido por Lee et al., em 1995, de-
monstrou uma elevagao na con-
centragéo da enzima latente, que
atingiu o dobro em individuos com
inflamagé@o, mas sem perda 6s-
sea, comparando-se aqueles
com lesdes progressivas. Esses
ultimos atingiram cinco a seis
vezes a concentragédo da enzima
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ativa em relacéo aos demais. Em

sitios com periodontite refrataria

de fumantes, observou-se uma

correlagédo significativa entre pro-

fundidade de sondagem e niveis

de colagenase (Séder, 1999).
Elastase

A elastase é uma endopepti-
dase serina produzida no tecido
gengival por neutréfilos, sendo
armazenada nos granulos azuré6-
filos dessas células na sua for-
ma inativa, provavelmente ligada
ainibidores como o a1-inibidor de
proteinase e a2-macroglobulina
(McCulloch, 1994). A elastase de
neutréfilos exibe atividade prote-
olitica sobre varios substratos
além da elastina, incluindo
colageno e proteoglicanas
(Palcanis et al., 1992). Ela tam-
bém pode ativar a colagenase la-
tente, pois as colagenases séo
incapazes de degradar colageno
até que a regido do peptideo ter-
minal da molécula seja primeiro
clivada, e essa fungédo pode ser
exercida pela elastase (Eley &
Cox, 1998).

Os niveis dessa enzima
correlacionam-se significativa-
mente com parametros clinicos
da periodontite, assim como
seus niveis reduzem-se apos te-
rapia, atingindo nivel zero ou mui-
to baixos em sitios saudaveis
(Eley & Cox,1993). Niveis eleva-
dos foram também observados
em sitios refratarios, quando
comparados a sitios que respon-
deram a terapia (Jin et al., 1995),
e em sitios de fumantes quando
comparados a nao fumantes
(Séder, 1999), a despeito de in-
flamacao gengival e destruicdo
periodontal similares.

Utilizando um teste do tipo
“chairside” a fim de avaliar a ha-
bilidade previsora para perda de
insercado da elastase no fluido
gengival, Palcanis et al. (1992) e
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Armitage et al. (1994) concluiram
que o nivel total de elastase foi
significativamente mais elevado
em sitios com periodontite pro-
gressiva versus sitios quies-
centes. Eley & Cox (1996a) de-
tectaram niveis bem acima dos
valores criticos para concentra-
cao e atividade total da elastase
em sitios com perda de insercéo
rapida em relagéo a sitios contro-
les nos mesmos pacientes, inclu-
sive em periodo previsor, trés
meses antes.
Catepsinas Be L

As catepsinas B e L sdo uma
familia de proteases-cisteinas
que agem em pH acido e estao
primariamente envolvidas na de-
gradacao intracelular, embora, ao
serem liberadas no meio externo,
possam degradar componentes
da matriz extracelular, incluindo
colageno, durante o processo in-
flamatério, particularmente duran-
te a reabsorgéo 6ssea ativa. Es-
sas enzimas estéo presentes em
fibroblastos, macrofagos e
osteoclastos, sendo inibidas pela
a2-macroglobulina e inibidores
teciduais conhecidos como
cistatinas (Page, 1992). Eley &
Cox (1996Db) correlacionaram po-
sitivamente niveis de catepsina B
e atividade de doenca periodontal,
tanto no momento da perda de
insercdo como em periodo
previsor.

Dipeptidilpeptidases Il e IV
(DPPs Il e IV)

As DPPs |l e IV sédo enzimas
lisossomiais presentes no fluido
e tecido gengival, sendo ativas em
pH acido e alcalino, respectiva-
mente. ADPP |l esta presente em
fibroblastos do tecido gengival
(Kennett et al.,1996) e em
macréfagos no fluido gengival
(Lamster et al., 1989). A DPP IV
esta presente em macrofagos,
fibroblastos e linfécitos T (Kennett
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etal.,1996), podendo também ser
proveniente de Porphyromonas
gingivalis (Cox & Eley, 1989).
Ambas as proteases foram avali-
adas em estudo longitudinal por
Eley & Cox(1996a), durante dois
anos, ao longo dos quais se ob-
servou que os niveis de atividade
total e concentragdo das DPPs Il
e IV nos sitios que perderam in-
sergéo foram consideravelmente
mais altos e acima de valores
considerados criticos, compara-
dos aos grupos controles, no
momento em que foi detectada a
perda e trés meses previamente.
Triptase

A triptase tem sido localizada
em mastécitos do tecido gengival
associada a heparina, formando
um tetrdmero ativo, sendo libera-
da durante a degranulacao des-
sas células. Sua atividade esta
presente em larga escala no te-
cido gengival e de forma reduzi-
da no fluido gengival, quando ana-
lisada bioquimicamente (Cox &
Eley, 1989). Nao existem estudos
longitudinais na literatura sobre
essa enzima.

ENZIMAS HIDROLITICAS

b-glicuronidase e
arilsulfatase

A b-glicuronidase e a arilsulfa-
tase sdo enzimas lisossomiais
envolvidas na degradagéo das
glicosaminoglicanas, sendo en-
contradas em leucocitos polimor-
fonucleares, embora possam
também ser liberadas por outros
granulécitos e bactérias
(McCulloch, 1994). A b-
glicuronidase (bG) é uma
hidrolase acida considerada um
marcador da liberag&o primaria de
granulos por PMNs, sendo obser-
vados dois picos de sua ativida-
de no fluido gengival, o primeiro
em pH acido, representando sua
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origem lisossomial; e o segundo,
menos pronunciado, em pH neu-
tro, representando sua origem
bacteriana (Lamster et al., 1989).

Lamster et al., em 1988, avali-
aram pacientes com distintos
padroes de progressao da
periodontite do adulto, observan-
do um aumento significativo dos
niveis de bG no fluido gengival
daqueles que sofreram atividade
de doenga, niveis que alcanga-
ram até quatro vezes a média da
populagcdo nos pacientes com
progressao da doencga de padrao
localizado. O potencial diagnosti-
co da arilsulfatase, que também
foiincluida nesse estudo, foi con-
siderado baixo.

Esses resultados foram sub-
seqgilentemente confirmados por
dois estudos longitudinais do
mesmo grupo de pesquisa
(Lamster et al., 1991; Lamster &
Grbic, 1995), incluindo um estu-
do multicentro que examinou a
atividade de bG no fluido, por meio
de um teste fluorimétrico, indican-
do que niveis enzimaticos persis-
tentemente elevados estavam
associados ao aumento de seis
a quatorze vezes no risco para
perda de insercao durante o peri-
odo de monitoragéo.

Fosfatase Acida e Alcalina

As fosfatases alcalina e acida
estao entre as enzimas mais
comumente associadas ao me-
tabolismo 6sseo. Os niveis de
fosfatase alcalina, presentes em
osteoblastos e neutrdfilos, encon-
tram-se freqiientemente eleva-
dos quando a formagao 6ssea
esta aumentada, assim como em
doencas hepatobiliares e gravi-
dez. A fosfatase acida esta pre-
sente em osteoclastos e neutré-
filos e & considerada um marca-
dor lisossomial (Binder et al.,
1987), embora também possa
originar-se de células epiteliais
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descamadas, macroéfagos e va-
rias bactérias, incluindo
Actinobacillus, Capnocytophaga
e Veillonella. Niveis elevados de
fosfatase acida no soro sao
freqlientemente vistos em indivi-
duos com carcinoma prostatico,
sendo essa fosfatase utilizada
como marcador tumoral
(Wingaarden et al.,1993).

Binder et al., em 1987, busca-
ram relacionar niveis de ambas
as fosfatases a perda de inser-
¢ao>2mm, demonstrando que si-
tios ativos atingiram vinte vezes
os niveis médios de fosfatase al-
calina encontrados no soro. Utili-
zando-se 0 mais favoravel valor
de corte, 73% dos sitios ativos fo-
ram corretamente identificados. A
selecdo de valores de corte distin-
tos n&o melhorou a discriminagéao
da fosfatase acida como teste di-
agnostico.

Mieloperoxidase, Lisozima
e Lactoferrina

Mieloperoxidase, lisozima e
lactoferrina, encontradas em
PMNs, exercem agéo antibacte-
riana, respectivamente, por atuar
na geragéo de ion hipoclorito, por
causar lise a parede celular de
bactérias e por privar microrga-
nismos do ferro, elemento essen-
cial ao seu metabolismo (Eley &
Cox, 1998; McCulloch, 1994).

Os niveis da mieloperoxidase
no fluido gengival podem ser me-
didos espectrofotometricamente
e estdo mais elevados em sitios

periodontais que em controles,

reduzindo-se consideravelmente
apoés terapia periodontal, muito
embora sua atividade ndo tenha
se correlacionado com indices
clinicos de severidade de doen-
ca (Smith et al., 1986). A ativida-
de de lisozima e lactoferrina foi
quantificada no fluido por
imunoeletroforese, resultando em
niveis significativamente elevados

de lisozima em pacientes com
PJL quando comparados aqueles
com periodontite do adulto e
gengivite. Os niveis de lactoferrina
néo diferiram entre as trés formas
de doenga periodontal (Friedman
etal., 1983).

ENZIMAS LIBERADAS POR
MORTE CELULAR

Aspartato Aminotransferase
(AST)

A aspartato aminotransferase
(AST) é uma enzima citoplas-
matica soluvel liberada no espa-
¢o extracelular por células em
mecanismo de morte celular, fe-
ndmeno integral e essencial a
destruicdo dos tecidos perio-
dontais. Sua determinagdo no
soro, fluido cérebro-espinhal e li-
quido sinovial tem sido usada ha
muitos anos na Medicina como
indicador de morte celular e
necrose tecidual em doencgas
como infarto do miocardio (Cam-
pos Jr. et al., 1999; Chambers et
al., 1991; McCulloch, 1994).

Em cées, os niveis de AST no
fluido gengival elevaram-se signi-
ficativamente durante o desenvol-
vimento de periodontite induzida
por ligadura (Chambers et al.,
1984). Persson et al. (1990), em
estudo longitudinal em humanos,
demonstraram que sitios com
perda de inser¢cdo confirmada
atingiram, em média, 725 unida-
des de AST acima dos sitios es-
taveis. Valores maximos enzima-
ticos foram também associados
ainflamacgéao severa, com valores
~600 unidades acima dos encon-
trados para os sitios com mode-
rada ou nenhuma inflamagéo.
Subseqgiientemente, Chambers
et al., em 1991, sugeriram uma
forte correlagéo entre os niveis de
AST e perda de insergéo perio-
dontal, embora esclarecessem
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que associacgdes similares des-
sa enzima em sitios com inflama-
¢ao pudessem também ocorrer.

Os dados obtidos por Persson
& Page, em 1992, subsidiaram a
escolha de AST 800mIU como o
mais apropriado ponto de corte
para distinguir sitios em risco de
futura perda de insergédo daque-
les inativos. Um estudo multi-
centro, no ano seguinte, avaliou
a associagao de um teste tipo
“chairside” mensurando os niveis
de AST no fluido gengival e outras
medidas clinicas da doenga,
antes e ap0os terapia periodontal.
A porcentagem de sitios AST po-
sitivos, atestada por teste
colorimétrico dicétomo, foi signi-
ficativamente reduzida pds-trata-
mento para pacientes nos trés
centros (Persson et al., 1995).

Desidrogenase Latica

Assim como a AST, a desidro-
genase latica € uma enzima
citoplasmatica sollvel liberada
durante o processo de morte
celular. Um estudo longitudinal,
conduzido por Lamsteretal. (1988),
concluiu ndo haver correlagéao
significante entre atividade de
LDH persistentemente elevada e
sitios com perda de insergao.

No Quadro 1, apresenta-se
uma sintese dos estudos relaci-
onando as enzimas do hospedei-
ro no fluido gengival a atividade de
doenca periodontal.

DISCUSSAO

Certos obstaculos necessitam
ser ultrapassados até que testes
diagnésticos baseados em
marcadores enzimaticos partici-
pem da rotina da clinica
periodontal, detectando a doenca
incipiente e monitorando fatores
de risco que possam predispor
pacientes a futuros episédios de
destruigéo. Isso inclui um consen-
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Quadro 1 - Estudos relacionando as enzimas do hospedeiro no fluido gengival com a atividade de doenca periodontal

ENZIMAS AUTOR ANO DURACi\O“ 50LD STANDARO”SENSIBILIDADEESPECIFICIDADEV. PREV.
(meses) (+) 1 ()
COLAGENASE LEE et al. 1995 12 meses PI.C. ® 2mm - - -
PALCANIS et al. | 1992 6 meses PILC. 3 1mm 82% 66% -
P.O.R. * 0,1mm :
ELASTASE | ARMITAGE et al. | 1994 6 meses PIC. ® 1mm 78% 62%
P.OR. * 0,1mm
ELEY e COX | 1996 24 meses P.I.C. 2 0,85mm AT /1 00% 99,9% 95,7% / 100%
POR. *1mm C.E. /100% 99.9% 68,5% / 100%
CATEPSINAB | ELEY e COX [1996 24 meses P.I.C. ® 0,83mm AT / 100% 99,83% 86,5% / 100%
PO.R. ® 1mm C.E. / 100% 99.75% 81,1% / 100%
DPP Il ELEY e COX | 1996 24 meses PIC. 2 0,82mm AT [100% 99,6% 71,0% / 100%
PO.R. 2 1mm C.E. / 100% 99,3% 60,7% / 100%
DPP IV ELEY e COX | 1996 24 meses PIC. * 0,82mm AT. /100% 99,5% 66,2% / 100%
PO.R. ® 1mm C.E. / 100% 99.2% 55.0% / 100%
TRIPTASE - - - - - - -
LAMSTER et al. | 1988 6 meses PIC. 3 2mm 89% 89% -
BG LAMSTER et al. | 1991 12 meses PIC. 3 2mm 92% 86% 88%
LAMSTER et al. | 1995 6 meses PIC. ® 2mm - - -
ARILSULFATASH LAMSTER et al. | 1988 6 meses PI.C. 3 2mm 56% 74% -
F. ACIDA BINDER et al. 1987 2 meses P.I.C. 2 2mm - - -
F. ALCALINA | BINDER et al. 1987 2 meses PI.C. 3 2mm 73% 63% -
MPO LISOZIMA - - - - . - -
LACTOFERRINA
PERSON et al. | 1990 24 meses PIC. * 2mm - - -
AS.T. CHAMBERS et al. | 1991 24 meses PIC. 3 2mm - - -
PERSON & PAGE] 1992 24 meses PI.C. 3 2mm 93% 68% -
LDH LAMSTER et al. | 1988 6 meses PI.C. ® 2mm 44% 96% -

P.I.C. : perda de insercao clinica/ P.O.R. : perda 6ssea radiografica
A.T. : atividade total enzimatica / C.E. : concentragdo enzimatica

s0 quanto a técnica para coleta
de amostras do fluido gengival,
quanto a computacéo da ativida-
de enzimatica (nivel total versus
concentragéo) e sobretudo quan-
to ao “gold standard” ao qual os
resultados dos testes sdo com-
parados. Niveis distintos de per-
da de insercao clinica tém sido
adotados como valores de corte
para progressdo da doenga, o
que afeta a prevaléncia e o padrao
de destruicdo periodontal, dificul-
tando a comparacéao entre resul-
tados de pesquisas sobre um
mesmo marcador. Por fim, a va-
lidacdo de um teste diagndstico
requer valores aceitaveis de sen-
sibilidade, especificidade e valo-
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res previsores, em pesquisas
epidemiologicas. Os dois primei-
ros dados sao apresentados pela
maioria dos estudos, contudo
apenas alguns fornecem valores
previsores de grande importancia
na medida em que consideram a
prevaléncia da doenca (Lamster
& Grbic,1995).

Evidéncias atualmente dispo-
niveis sugerem, como marcado-
res enzimaticos promissores na
deteccédo da atividade de doenga
periodontal, a elastase, catepsina
B, dipeptidilpeptidases Il e IV, b-
glicuronidase e AST. Com exce-
¢cado desta ultima, as enzimas
mencionadas sugerem, em estu-
dos longitudinais, que séo
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previsoras para a progressao da
doenga. A habilidade previsora
para perda de insercdo da
elastase tem sido extensivamen-
te pesquisada, assim como a da
b-glicuronidase, nos estudos de
Lamster et al., o que tem resulta-
do no desenvolvimento de testes
do tipo “chairside” envolvendo
essas enzimas. Ja as enzimas
DPP Il e IV e a catepsina B, que
apresentaram valores de sensi-
bilidade e especificidade préximos
a 100% em estudos longitudinais
conduzidos por Eley & Cox
(1996b), necessitam de novos
estudos comprobatorios. A litera-
tura carece de estudos longitudi-
nais relacionando a atividade de
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colagenase no fluido com a per-
da de insergao. Novos testes de-
vem ser especificos para MMP-
8, produzida por PMNs, ja que a
sua forma ativada é a maior res-
ponsavel pela destruicdo dos te-
cidos periodontais. A MMP-1 e a
MMP-13, que também contribuem
para a atividade enzimatica total,
parecem estar associadas ao re-
paro tecidual e a remodelagéo
tecidual durante o curso da doen-
ca (Romanelli et al., 1999). A
lisozima, lactoferrina e fosfatase
acida ndo exibiram potencial di-
agnostico para perda de inser¢ao;
assim como a fosfatase alcalina,
que, apesar de manter essa cor-
relacao positiva, conferiu ao tes-
te valor previsor baixo (Binder et
al., 1987).

O nivel de AST no fluido
correlacionou-se significativamen-
te com atividade/ severidade de do-
enca, embora tenham sido relata-
das flutuagdes na sua atividade,
bem como a existéncia de niveis
enzimaticos elevados em sitios
com gengivite e sitios periodontais
quiescentes (Chambers et al.,
1991; Persson & Page, 1992). A
desidrogenase latica apresentou
uma baixa sensibilidade, caracte-
ristica também compartilhada
pela arilsulfatase, que demons-
trou estar mais relacionada com
o grau de inflamagéo dos tecidos
(Lamster, 1988).

CONCLUSOES

1. Enzimas liberadas por células
inflamatérias estao provavelmente
associadas a inflamacgéo gengival,
presente mesmo na auséncia de
perda de insergdo. E essencial,
portanto, que o marcador enzi-
matico demonstre uma associa-
¢ao consistente com atividade de
D.P., independentemente da sua
relagéo com inflamacéo.

2. Dos potenciais marcadores des-
critos, elastase, catepsina B,
DPPs Il e IV e bG, parecem de-
monstrar, longitudinalmente, serem
previsores quanto a progressao da
doenca periodontal, embora valo-
res de sensibilidade, especificidade
e valores previsores necessitem
ser esclarecidos melhor.

3. AST tem sido correlacionada
com atividade/severidade de do-
enga, embora ela mensure a des-
truicéo tecidual em dado momen-
to, ndo estando diretamente as-
sociada a eventos celulares ou
bioquimicos que conduzem a per-
da de insercao.

4. Uma estratégia efetiva para
identificar pacientes em risco para
doencga periodontal progressiva
seria a associagdo de testes en-
volvendo diferentes marcadores.

ABSTRACT

HOST ENZYMES IN GINGIVAL
CREVICULAR FLUIDAS
POTENTIAL DIAGNOSTIC
INDICATORS OF
PERIODONTAL DISEASE
ACTMITY

Periodontitis pathogenesis is
associated with the production of a
great number of enzymes,
released by stromal, epithelial or
inflammatory cells, and
biochemical analysis of gingival
crevicular fluid provides a
noninvasive method of their
identification. Studies correlating
these enzymes with periodontal
disease activity are examined,
focusing proteolytic and hydrolytic
enzymes of inflammatory cell origin
and potential markers of cell death.

Keywords: Enzymes,
periodontal disease diagnostic,
gingival crevicular fluid.
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