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® RESUMO: Foi analisado nos diferentes graus evolutivos da doenga periodontal inflamatéria em
humanos, o nivel de enzimas lisossomais fosfatase acida, beta hexosaminidase e aril sulfatase. De
acordo com a analise dos resultados obtidos, nas condigdes em que foi realizado o estudo, pode-se
chegar as seguintes conclusdes: as trés enzimas aumentam de nivel durante a doenga periodontal
inflamatoria; a beta hexosaminidase mostrou uma tendéncia acentuada a elevagao de acordo com a
progressdo da doenca periodontal inflamatoria; a aril sulfatase mostrou uma tendéncia a aumentar o
nivel principalmente nas fases incipientes da gengivite.
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Introducgao

A etiologia e patogénese da doenga periodontal inflamatéria no homem esta
intimamente associada ao acumulo de bactérias na margem gengival®2846, Entretanto,
nao esta claro como a placa bacteriana realmente promove a destruigdo do tecido
periodontal no hospedeiro.

Evidéncias indicam que a presenga de placa bacteriana, seus constituintes,
substancias por ela elaborada e produtos do seu metabolismo, induzem um
processo inflamatério que se inicia no tecido conjuntivo adjacente & margem
gengival®.
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Dentre 0s mecanismos que compdem este processo inflamatério, alguns previ-
nem a difusdo de microorganismos nos tecidos, mas, por outro lado, provocam
alteragdes teciduais locais enquanto a placa bacteriana estiver presente!23.1027.28.37.4445

Estas alteragbes teciduais, que ocorrem no decorrer da doenga periodontal
inflamatéria, tém sido associadas em grande parte a atividade enzimatica que pode
ter origem a partir de bactérias*, células de defesa81317.21.22324147 células epite-
liaig?1221.243 g fibroblastog!22224,

Por estes fatores, estabelecer uma relagio especifica entre um marcador bioqui-

“mico nos fluidos e tecidos bucais, e o diagnéstico e a evolugédo da doenga periodontal
inflamatoria, tem sido tema de intensa investigagdo6.6.9.14.15.1820

E objetivo deste estudo dosar como marcadores bioquimicos as enzimas lisos-
somais fosfatase 4cida, beta hexosaminidase e ari] sulfatase, em extratos de tecido
gengival, alem de verificar uma possivel correlagao do nivel destas enzimas lisosso-
mais com os diferentes graus evolutivos da doenga periodontal inflamatéria.

Material e método

1. Selegao dos pacientes

Foram selecionados 60 pacientes portadores de doenga periodontal inflamatéria
ndo tratada e 10 pacientes saudaveis do sexo masculino, com idades entre 14 e 51
anos.

Através de exame clinico e radiografico, os pacientes com gengiva normal (N)
e com gengivite (GI, GII, GIII) foram classificados com base no indice de Loe &
Silness®. Para classificar os pacientes com periodontite (PI, PII, PIII), utilizou-se o
indice de Ramfjord.

Apo6s determinado o indice da doenga periodontal inflamatéria, foi possivel
classificar os 70 pacientes em 7 grupos com 10 individuos, nos quais realizaram-se
bidpsias, utilizando-se a técnica de gengivoplastia para os pacientes com gengiva
normal e com gengivite. Para os pacientes que apresentavam periodontite, utilizou-se
a técnica de retalho de Widman modificado3.

2. Obtengao do extrato de tecido gengival

Cada amostra de tecido gengival foi cortada e homogeneizada com tampao
acetato 0,3M, EDTA 1 mM pH 5,0, numa concentragao final de 10% (peso/volume),
em um homogeneizador de tecido n® AA-40.
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O homogenado foi centrifugado em uma centrifuga de mesa Sorvall modelo NSE
a 3000 RPM durante 10 minutos, a 4°C. As amostras foram mantidas em gelo moido.

Apés isto, realizou-se um estudo do tempo de incubagéo para a dosagem da
atividade das enzimas, utilizando-se para cada uma 0,1 mldo sobrenadante 1med1a--‘
tamente apos a centrifugagao. : e

3. Dosagem da atividade da beta hexosaminidase® '

A atividade da beta hexosaminidase foi determinada a 37°C, usando-se 0,5 ml
- de p-nitrofenil-N-Acetil-Beta-D-glucosaminida 3 mM em tampao acetato 100 mM pH
4,5. Apés incubagao por 30 minutos, a reagao foi parahsada pela adigdo de 1,0 ml de
NaOH 1,0N.

A densidade ética foi lida a 400 nm. A unidade de atividade enzimatica definiu-se
como 1 micro mol de p — nitrofenol liberado por minuto, sendo o coeficiente de extingao
molar do p nitrofenol 1,8x10* M cm. A atividade especifica definiu-se como nimero
de unidades enzimaticas/mg de tecido.

4. Dosagem da atividade da fosfatase acida®

A atividade da fosfatase acida foi determinada a 37°C, usando-se 1,0 ml de
p-nitrofenil-fosfato 5 mM em tampao acetato 100 mM pH 5,0. Ap6s incubagao por 10
minutos, a reagéo foi paralisada pela adi¢ao de 1,0 ml de NaOH 1,0N. A densidade
6tica foi lida a 400 nm. Uma unidade de atividade enzimatica definiu-se como 1 micro
mol de p-nitrofenol liberada por minuto. O coeficiente de extingdo molar usado foi
1,8x10* M! cm. A atividade especifica foi definida como numero de unidades
enzimaticas/mg de tecido.

5. Dosagem da atividade da aril sulfatase*

-A atividade da aril sulfatase foi determinada a 37°C, usando-se 0,5 ml de
p-nitrocatecol-sulfato 5 mM em tampéo acetato 100 mM pH 5,0. Apds incubagéo
por 30 minutos, a reagéo foi paralisada pela adigdo de 1,0 ml de NaOH 1,0N. A.
densidade 6tica foi lida a 515 nm. A unidade de atividade enzimatica definiu-se
como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 micro mol de substrato/minuto e a
atividade especifica foi definida como o numero de unidades enzimaticas/mg de
tecido.

O coeficiente de extingdo molar do p-nitrocatecol é 1,24 x 10* Mt cm1.
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Resultado

As Tabelas 1, 2 e 3 demonstram os resultados das quantificagdes das trés
enzimas estudadas em unidades enziméticas por mg de tecido, bem como as
respectivas médias e desvios padrao para cada um dos 7 grupos estudados.

Os Gréficos 1, 2 e 3 representam as médias aritméticas dos resultados das
quantificagdes enzimaticas de cada grupo para as trés enzimas estudadas.

Tabela 1 — Médias e desvios padrdo das concentragdes de beta hexosaminidase em
unidades enzimaticas/mg de tecido

Amostras N Gl Gl GIII PI PII PIII
1 0,52 0,64 0,65 1,31 0,96 1,10 1,41
2 0,30 0,85 0,88 1,48 0,70 1,61 1,19
3 0,73 0,91 1,42 1,49 0,51 1,20 0,63
4 0,55 0,79 1,03 1,67 1,73 1,01 3,37
5 0,35 0,39 0,41 1,30 1,49 1,17 2,65
6 0,56 0,25 0,52 1,9 1,53 1,36 1,88
7. 0,83 0,46 1,54 1,86 0,94 2,00 3,41
8 0,52 1,156 0,75 1,06 0,71 1,67 2,59
9 0,78 0,66 0,67 1,46 1,38 1,36 1,10
10 0,61 0,31 0,82 1,96 0,44 1,60 1,63
Média 0,57 0,64 0,85 1,64 1,03 1,38 1,97
Desvio padrao 0,17 0,29 0,37 0,29 0,46 0,29 0,96
N = normal
GI = gengivite grau | PI = pericdontite grau 1
GII = gengivite grau I PII = periodontite grau 11
GIII = gengivite grau I PIII = periodontite grau III

Tabela 2 - Médias e desvios padrac das concentragbes de fosfatase acida em
unidades enzimaticas/mg de tecido

Amostras N Gl Gl GIII PI Pl PII
1 8,43 6,36 5,63 17,63 . 9,89 6,06 8,33
2 6,37 5,25 6,65 16,95 3,37 14,21 12,72
3 12,25 9,49 12,25 17,04 6,19 10,47 14,55
4 8,06 7,24 9,97 17,21 15,97 5,53 15,64
5 6,33 2,00 4,29 12,61 15,63 15,15 14,57
6 7.75 2,67 6,32 26,29 15,86 6,81 12,38
7 13,88 3,90 13,87 9,97 2,98 9,76 8,95
8 5,82 15,68 7.24 9,37 5,41 3,08 8,17
9 5,96 11,70 5,67 7.26 8,87 3,28 ‘8,24
10 ) 3,86 4,36 10,45 7.89 5,10 4,36 - 697
Média ) 7.87 6,86 8,22 14,20 8,92 7.87 11,05
Desvio padrao 3,05 4,31 3,20 5,90 5,21 4,34 3,24
N = normal '
GI = gengivite grau [ PI = periodontite grau I
GII = gengivite grau Il PII = periodontite grau II
GIII = gengivite grau [II PIII = pericdontite grau 1T
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Tabela 3 — Médias e desvios padrdo das concentragdes de aril sulfatase em unidades

enzimaticas/mg de tecido

Amostras N Gl GI GII PI Pl PII
1 0,17 0,34 0,18 1,61 0,62 0,40 0,06
2 0.82 3.16 0,34 1,68 0,78 2,31 1,39
3 0,51 0,99 1,69 1,30 0,29 0,39 1,97
4 1,44 0,42 1,95 0,69 0,79 0,29 2,46
5 1,26 1,25 2,06 2,05 0,60 1,69 1,27
6 1.74 1,88 2,27 1,77 0,63 2,59 0,87
7 1.41 1,94 0,81 0,49 0,17 0,69 0,95
8 0,02 2,73 0,37 0,17 0,16 0,12 0,76
9 0,16 2,11 1,06 0,32 0,35 0,11 1,26.
10 0,02 2,68 1,42 0,60 0,09 0,17 0,32
Média 0,76 1,75 1,20 1,04 0,43 0,87 1,13
Desvio padrdo 0,66 0,97 0,76 0,68 0,26 0,95 0,71
N = normal ) .
GI = gengivite grau [ PI = periodontite grau |
GII'= gengivite grau If PII = periodontite grau Il
GIII = gengivite grau IlI PIII = periodontite grau III
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GRAFICO 1 - Representagio grafica das médias aritméticas da beta hexosaminidase, dadas em unidades enzimaticas/mg de tecido.
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GRAFICO 2 - Representagdo grafica das médias aritméticas da fosfatase 4cida, dadas em unidades enzimaticas/mg de tecido.
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GRAFICO 3 - Representagio grafica das médias aritméticas da aril sulfatase, dadas em unidades enzimaticas/mg de tecido.
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Discussao

Um método bioquimico que confirmasse precocemente o estagio da doenga
periodontal inflamatéria, auxiliaria bastante o seu diagnéstico e tratamento, permitin-
do, principalmente, o estabelecimento de medidas preventivas em niveis mais baixos.

Para esta tentativa, as enzimas lisossomais beta hexosaminidase, fosfatase acida
e aril sulfatase foram analisadas em nosso estudo.

Pela andlise dos resultados da beta hexosaminidase, observamos que esta
enzima mostra uma tendéncia acentuada as elevag¢des de acordo com a progressao
da doenga periodontal inflamatéria.

Este pode ser um dado indicativo de que esta enzima é derivada quase que
exclusivamente do tecido periodontal. Além disso, a solubilidade da beta hexosami-
nidase no meio de extragdo empregado é homogéneo, parecendo nio haver enzima
latente. Este fato parece demonstrar que as células que contém beta hexosaminidase
recebem estimulos constantes para a produgéo e liberagao da enzima, de acordo com
a evolugdo da placa bacteriana e da doenga periocdontal inflamatéria.

A beta hexosaminidase parece ser a enzima lisossomal que melhor responde &
agressao do tecido periodontal, mas, infelizmente, ndo temos dados na literatura que

- permitam um melhor estudo comparativo dos nossos resultados. Entretanto, os
presentes resultados in vivo concordam plenamente com agqueles in vitro, realizados
com cultura de macrofagos submetidos & estimulagéo pela placa bacteriana??32,

A fosfatase 4cida apresenta uma variagao bastante acentuada nos diversos graus
da doenga periodontal inflamatéria, permitindo deduzir que grande parte da enzima
pode ser liberada na gengivite provavelmente pela presenc¢a® e grande atividade de
leucécitos polimorfonucleares 17.22:41.47,

Na periodontite o nivel elevado da fosfatase acida poderia ser devido a grande
destruigdo tecidual, pois células epiteliais”1217.2224.3 ¢ fibroblastos!22224, por apresen-
tarem atividade desta enzima, ao serem destruidos, poderiam libera-la. Corroboram
os nossos resultados, diversos estudos da fosfatase acida realizados no decorrer da
doenga periodontal inflamatoéria em varios locais, como na saliva'®2% na saliva e no
sangue®, no soro'®, no sangue'® e tecidos gengivais®914.16.40.49

Estas analises levam a supor que a fosfatase &cida realmente tem participagéo
efetiva na destruigao tecidual durante a doenga periodontal inflamatéria.

A aril sulfatase ¢ uma enzima lisossomal altamente especifica para o estagio
inicial da gengivite.

Este pode ser um dado de relevante importancia, pois é bastante dificil do ponto
de vista clinico diferenciar o tecido normal da gengivite grau I. Esta poderia ser uma
enzima especifica para determinar o estagio inicial da doenga periodontal inflamatéria.

‘A analise deste resultado esta de acordo com Larmas® e Payne®, que observa-
ram leucécitos polimorfonucleares, que invadem o tecido conjuntivo e epitélio juncio-
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nal nos estagios iniciais da gengivite experimental no homem, que apresentarm forte
atividade de aril sulfatase em tecidos gengivais inflamados.

Alem disso, nossos resultados estdo plenamente de acordo com os obtidos por
Lamster et al. ® e em parte por Oshrain et al. %, que estudaram a aril sulfatase em fluido
gengival durante a progressao da doenga periodontal inflamatéria.

Um outro fator que chama bastante atengdo nos nossos resultados é a analise
das Tabelas 1, 2 e 3, em que podemos notar que nem sempre os indices clinicos
estiveram de acordo com os indices enzimaticos. Algumas amostras de enzimas com
indice de doenga periodontal inflamatéria incipiente apresentaram indice enzimatico
elevado, ndo havendo correlagdo entre os sinais clinicos e o que ocorre na intimidade
dos tecidos. .

Estes dados podem estar de acordo com Socranski®, o qual propde que a-doenga
periodontal. inflamatéria progride através de surtos agudos periddicos, intercalados
por periodos quiescentes. Assim sendo, as areas de onde foram obtidas as amostras
e que foram classificadas com indices clinicos incipientes, mas que apresentavam
indices enzimaticos elevados, poderiam estar, no momento da realizagio da bidpsia,
passando por um periodo de agudizagao.

Os resultados encontrados no presente trabalho demonstram aumento dos niveis
enzimaticos durante a doenga periodontal inflamatéria, provavelmente indicando que
estas enzimas podem ter participagao efetiva na destruigéo dos tecidos periodontais
durante a instalagédo e/ou evolugao da doenga periodontal inflamatéria, estando este
fato de acordo com o preconizado por Page & Schroeder3!

KINA, J. R. et al. The participation of lisossomal enzymes beta hexosaminidase, acid
phosphatase and aryl sulfatase during periodontal disease. Rev. Odontol. UNESP, Sao
Paulo, v. 21, n. 1, p. 191-201, 1992.

& ABSTRACT: For each group we have analysed the content of acid phosphatase, B-hexosaminidase and
aryl sulfatase. From analysis of our results, obtained in this study conditions, the following conclusions

- were withdrawn: The B-hexosaminidase activity has shown a strong tendency to increase following
the progression of periodontal inflammatory disease. The aryl sulfatase has shown a tendency to increase
the level mainly in the Initial phases of gingivitis. The tissue level of three enzymes increase during the
periodontal inflammatory disease.

s KEYWORDS: Enzymes; periodontal disease; acid phosphatase; beta hexosaminidase; aryl sulfatase.
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