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m RESUMO: Neste experimento quantificaram-se as enzimas lisossomais fosfatase &cida, beta hexosa-
minidase e aril-sulfatase na placa bacteriana supragengival. De acordo com a metodologia empregada,
somente as enzimas fosfatase 4cida e beta hexosaminidase puderam ser detectadas.
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Introducao

A agresséao aos tecidos periodontais durante a doenga periodontal inflamatéria
acentua-se devido a uma alteracdo gradual na distribuicdo percentual da quantidade
e qualidade da placa bacteriana dental, que é constituida predominantemente pelas
bactérias e seus produtos. 19.36.38.40,51,52,58

Embora inumeras bactérias estejam presentes na constituicdo da placa bacte-
riana dental, elas somente sdo encontradas na intimidade dos tecidos em fases
avancgadas da periodontite, 01447 parecendo improvavel que exercam um papel direto
nas alteracdes teciduais do periodonto nos estagios iniciais da doenga periodontal
inflamatéria.®

Para que os microrganismos e as substancias destrutivas originarias da placa
bacteriana dental tenham acesso ao tecido conjuntivo para o inicio e prosseguimento
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do processo periodontal inflamatério, parece haver a necessidade de se superarem
alguns mecanismos defensivos do sulco gengival 44449

Enquanto os mecanismos de defesa do sulco gengival estiverem intactos, as
bactérias e seus produtos ndo podem penetrar no tecido conjuntivo subjacente. Um
evento importante no desenvolvimento da doenga periodontal inflamatoéria € a derru-
bada desses fatores defensivos, ou seja, deve ocorrer a ulcera¢do do sulco gengival
para que haja o afluxo de substancias microbianas ao tecido conjuntivo subjacente. !5

Este processo pode ser promovido por diversos fatores, como a agao de enzimas
produzidas por bactérias presentes na placa bacteriana dental, 41251 glém de enzi-
mas produzidas por leucécitos polimorfonucleares, 2162 que sio atraidos pela atividade
gquimiotatica positiva exercida pela placa bacteriana dental 35424648

Em virtude de as enzimas advindas das bactérias da placa bacteriana dental
desempenharem um papel importante no desencadeamento da doenga periodontal
inflamatoria, julgamos oportuno dosar as enzimas aril-sulfatase, beta hexosaminidase
e fosfatase acida em extrato de placa bacteriana dental.

Material e método

1 Coleta da placa bacteriana dental

Para a realizacdo deste estudo, foram coletadas placas bacterianas dentais em
50 alunos da rede de ensino publica da cidade de Aragatuba.

Foi feita a coleta de 0,28 g de placa bacteriana dental supragengival com curetas
estéreis, tomando-se o cuidado de néo provocar sangramento gengival.

Em seguida, a placa bacteriana dental foi acondicionada em vidros estéreis,
fechados hermeticamente e armazenados em freezer a -20°C.

2 Obtencdo do extrato de placa bacteriana dental

Realizou-se a homogeneizacédo de 0,28 g de placa dental com 35,0 ml de tampéao
Tris — HCL.0,1M pH 7,5 em um sonicador "SONIFIER CELL DISRUPTOR B-30, da
BRANSON SONIC POWER CO”. A temperatura foi mantida a 4°C por imersdo do
becker em gelo moido. Mediante a utilizacdo do microtip e da poténcia maxima do
aparelho, foram dados pulsos de 1 minuto, com intervalos de 1 minuto, durante 10
horas.

Apos a sonicacao, a suspensao de placa dental foi centrifugada por 30 minutos
a 10.000 r.p.m. em uma centrifuga SORVALL RC-5C, com rotor SS-34.

O sobrenadante foi recolhido e o precipitado, desprezado.
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Na seqiliéncia, realizou-se um estudo do tempo de incubagdo para a dosagem
de atividade das enzimas, utilizando-se, para cad_a uma, 0,1 ml do sobrenadante,
imediatamente ap6s a centrifugacéo. :

3 Dosagem da atividade da beta hexosaminidase

Por intermédio do método utilizado por Taga,®” a atividade da beta hexosamini-
dase foi determinada a 37°C, usando-se 0,5 ml de p-nitrofenil-N-Acetil-Beta-D-glu-
cosaminida 3 mM em tampao acetato 100 mM pH4,5. Apds incubagao por 60 minutos,
a reacédo foi paralisada pela adigdo de 1,0 ml de NaOH 1,0N.

A absorbancia foi lida a 400 nm. A unidade de atividade enzimética definiu-se
como 1 micro mol de p-nitrofenol liberado por minuto, sendo o coeficiente de extingdo
molar do p-nitrofenol 1,8x10¢ M! cm.

4 Dosagem da atividade da fosfatase acida

Por meio do método utilizado por Taga,® 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 incubacdo por 2 minutos, a reag¢ao foi paralisada pela adigao
de 1,0 ml de NaOH 1,0N. A absorbancia foi lida a 400 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica definiu-se como 1 micro mol de p-nitrofenol liberado por minuto, sendo o
coeficiente de extingdo molar do p-nitrofencl 1,8x104 M cm.

5 Dosagem da atividade da aril-sulfatase

Por meio do método utilizado por Waheed & Van Etten,® a atividade da aril-
sulfatase foi determinada a 37°C, usando-se 0,5 ml de p-nitrocatecol-sulfato 5 mM
em tampao acetato 100 mM pH 5,0. Apds incubagao por 60 minutos, a reacdo foi
paralisada pela adi¢éo de 1,0 ml de NaCH 1,0N. A absorbancia 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, sendo o coeficiente de extingdo molar do
p-nitrocatecol 1,24x10¢ M? cmt.

6 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi determinada pelo método de Lowry, modificada por
Hartree.7?
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Resultado

Quadro 1 - Resultados da dosagem das atividades enzimaticas

,. Enzima Vol/ml mU/ml* mU/Total Prot. total mU/mg prot. mU/g placa

FA 35 57 1995 78,79 mg 25,32 7125
A-S 35 0 0 78,79 mg 0 0
Beta hexo. 35 6,9 241 78,79 mg 3,05 860

* mU = miliunidade enzimatica (corresponde & unidade enzimatica x 1.000).

Discussao

Vérios trabalhos tém correlacionado a quantificagdo das enzimas lisossomais
com os diferentes graus da doenga periodontal inflamatéria nos fluidos e tecidos
bucais.2r3'5'8'“-20-27'28'2930

Apesar de diversos resultados demonstrarem correlagéo entre o nivel enzimatico
com o grau da doenga periodontal inflamatoria, pouco se sabe acerca da origem destas
enzimas, se provém do tecido gengival de células inflamatérias ou se sdo produtos de
excrecdo das bactérias contidas na placa bacteriana dental.

Sabe-se que o nivel da fosfatase &cida durante a doencga periodontal inflamatéria
se encontra alterado tanto no tecido gengival,®13.182354 quanto na saliva,?683 na saliva
e no sangue,*® no soro® e no sangue. Kina et al. %’ atribuiram o aumento da fosfatase
acida no tecido gengival de pacientes portadores de diferentes graus da doencga
periodontal inflamatéria, analisando que parte da enzima encontrada nos tecidos
gengivais pode ser oriunda de varios tipos de células presentes nas varias etapas da
doenca periodontal inflamatéria. Por isso deve-se ter muito cuidado na interpretagéo
dos resultados ao utilizar o nivel de fosfatase 4cida como pardmetro no diagnéstico
dos diferentes graus evolutivos da doenga periodontal inflamatéria.

De acordo com nossos resultados, a fosfatase acida pode ser liberada pelos
microrganismos da placa bacteriana dental que, junto com a fosfatase acida de
leucécitos polimorfonucleares, 24325560 podem estar presentes no inicic da doencga
periodontal inflamatoria; enquanto, a fosfatase acida de células epiteliaig?15.31:32.33,34.53
e os fibroblastos!®3233 poderiam participar mais efetivamente nas fases subseqiientes
da doenca periodontal inflamatéria, em razao da maior destruigdo tecidual.

Kina et al.%’ também descreveram a beta hexosaminidase no tecido gengival de
humanos, que sofria tendéncia acentuada a elevagao, de acordo com a progressac da
doenca periodontal inflamatoria.

A quantificagdo desta enzima no extrato de placa bacteriana dental prova que
a populacédo bacteriana presente na placa também contém esta enzima em uma
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quantidade relativamente alta, o que mostra que a beta hexosaminidase das bactérias
pode ter participagio nos estagios iniciais da doenca periodontal inflamatéria. Infeliz-
mente, ndo temos dados na literatura que permitam um melhor estudo comparativo
dos nossos resultados.

Das enzimas lisossomais estudadas, de acordo com os resultados deste trabalho,
podemos analisar que a aril-sulfatase talvez seja uma enzima proveniente somente do
tecido gengival alterado®4 e de células inflamatérias,* no inicio da doenga periodon-
tal inflamatéria, pois nédoc foi possivel detectd-la em extrato sonicado de placa
bacteriana supragengival, mesmo em tempos de incubagado superiores a 120 minutos.

Esta enzima pode nédo participar do inicio da instalacdo da gengivite pelas
bactérias da placa supragengival, mas esté presente e atuante durante a destruigéo
tecidual com o avan¢ar da doenca periodontal inflamatéria, pois Harper et al.16
relacionaram esta enzima com Bacterdides gingivalis isolados de placa subgengival,
coletada de pacientes com periodontite.

Além disso, Kina et al.?’ descreveram alteragbes no nivel da aril-sulfatase nos
tecidos gengivais de pacientes portadores de diferentes graus da doenga periodontal
inflamatoéria, cujo nivel maximo relacionava-se com a gengivite grau 1, de acordo com
Loe & Silness.?’

Os resultados encontrados no presente trabalho, demonstrando a presenca das
enzimaslisossomais beta hexosaminidase e fosfatase acida na placa bacteriana dental,
corroboram os estudos de Thilander®, responséavel pela observacdo de que enzimas
podem ser um fator de importancia na patogénese da doenca periodontal, uma vez
que promove a amplia¢ao dos espagos intercelulares do epitélio sulcular e juncional,
por onde substancias destrutivas da. placa poderiam ter acesso direto ao tecido
conjuntivo.

Conclusao

De acordo com a analise dos resultados obtidos, nas condi¢des em que foi
realizado o estudo, péde-se chegar as seguintes conclusdes:
- ocorre atividade da fosfatase acida e da beta hexosaminidase na placa bacteriana
supragengival; '
+ néo foi demonstrada atividade da aril-sulfatase na placa bacteriana supragengival.
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w ABSTRACT: This experiment was carried out to identify the lysossomal enzymes acid phosphatase,
arylsulphatase and beta hexosaminidase in supragingival plaque harvested from humans. According
to our results only acid phosphatase and beta hexosaminidase could be detected.
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