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

A agressão aos tecidos periodontais durante a doença periodontal inflamatória
acentua-se devido a uma alteração gradual na distribuição percentual da quantidade
e qualidade da placa bacteriana dental, que é constituída predominantemente pelas
bactérias e seus produtos. 19,36.38,40.51.52.58

Embora inúmeras bactérias estejam presentes na constituição da placa bacte­
riana dental, elas somente são encontradas na intimidade dos tecidos em fases
avançadas da periodontite, 10,14,47 parecendo improvável que exerçam um papel direto
nas alterações teciduais do periodonto nos estágios iniciais da doença periodontal
inflamatória45

Para que os microrganismos e as substâncias destrutivas originárias da placa
bacteriana dental tenham acesso ao tecido conjuntivo para o início e prosseguimento

* Departamento de Diagnóstico e Cirurgia - Faculdade de Odontologia - UNESP - 16015-050 - Araçatuba - SP.
** Departamento de Bioquimica - Faculdade de Odontologia - USP - 17043-101 - Bauru - SP.

*** Cirurgiã-Dentista - 16015-050 - Araçatuba - SP.

Rev. Odontol. UNESP, São Paulo, 25(1): 125-133, 1996 125



do processo periodontal inflamatório, parece haver a necessidade de se superarem
alguns mecanismos defensivos do sulco gengival.43,44,49

Enquanto os mecanismos de defesa do sulco gengival estiverem intactos, as
bactérias e seus produtos não podem penetrar no tecido conjuntivo subjacente. Um
evento importante no desenvolvimento da doença periodontal inflamatória é a derru­
bada desses fatores defensivos, ou seja, deve ocorrer a ulceração do sulco gengival
para que haja o afluxo de substâncias microbianas ao tecido conjuntivo subjacente. l .51

Este processo pode ser promovido por diversos fatores, como a ação de enzimas
produzidas por bactérias presentes na placa bacteriana dental, 1,4, 12,51 além de enzi­
mas produzidas por leucócitos polimorfonucleares,21,62 que são atraídos pela atividade
quimiotática positiva exercida pela placa bacteriana dentaL35,42,46,48

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

Material e método

1 Coleta da placa bacteriana dental

Para a realização deste estudo, foram coletadas placas bacterianas dentais em
50 alunos da rede de ensino pública da cidade de Araçatuba.

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

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

2 Obtenção do extrato de placa bacteriana dental

Realizou-se a homogeneização de 0,28 g de placa dental com 35,0 mI de tampão
Tris - HCl.O,lM pH 7,5 em um sonicador "SONIFIER CELL DISRUPTOR B-30, da
BRANSON SONIC POWER CO". A temperatura foi mantida a 4 o C por imersão do
becker em gelo moído. Mediante a utilização do microtip e da potência máxima do
aparelho, foram dados pulsos de 1 minuto, com intervalos de 1 minuto, durante 10
horas.

Após a sonicação, a suspensão de placa dental foi centrifugada por 30 minutos
a 10.000 Lp.m. em uma centrífuga SORVALL RC-5C, com rotor SS-34.

O sobrenadante foi recolhido e o precipitado, desprezado.
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Na seqüência, realizou-se um estudo do tempo de incubação para a dosagem
de atividade das enzimas, utilizando-se, para cada uma, 0,1 mI do sobrenadante,
imediatamente após a centrifugação.

3 Dosagem da atividade da beta hexosaminidase

Por intermédio do método utilizado por Taga,57 a atividade da beta hexosamini­
dase foi determinada a 37"C, usando-se 0,5 mI de p-nitrofenil-N-Acetil-Beta-D-glu­
cosaminida 3 mM em tampão acetato 100 mM pH 4,5. Após incubação por 60 minutos,
a reação foi paralisada pela adição de 1,0 mI de NaOH 1,ON.

A absorbância foi lida a 400 nm. A unidade de atividade enzimática definiu-se
como 1 micro moI de p-nitrofenolliberado por minuto, sendo o coeficiente de extinção
molar do p-nitrofenoll,8xl04 M-l cm-lo

4 Dosagem da atividade da fosfatase ácida

Por meio do método utilizado por Taga,56 a atividade da fosfatase ácida foi
determinada a 37" C, usando-se 1,0 mI de p-nitrofenil-fosfato 5 mM em tampão acetato
100 mM pH 5,0. Após incubação por 2 minutos, a reação foi paralisada pela adição
de 1,0 mI de NaOH 1,ON. A absorbância foi lida a 400 nm. Uma unidade de atividade
enzimática definiu-se como 1 micro moI de p-nitrofenolliberado por minuto, sendo o
coeficiente de extinção molar do p-nitrofenoll,8xl04 M-l cml.

5 Dosagem da atividade da aril-sulfatase

Por meio do método utilizado por Waheed & Van Etten,6l a atividade da aril­
sulfatase foi determinada a 37"C, usando-se 0,5 mI de p-nitrocatecol-sulfato 5 mM
em tampão acetato 100 mM pH 5,0. Após incubação por 60 minutos, a reação foi
paralisada pela adição de 1,0 mI de NaOH 1,ON. A absorbância foi lida a 515 nm. A
unidade de atividade enzimática definiu-se como a quantidade de enzima que
hidrolisa 1 micro moI de substrato/minuto, sendo o coeficiente de extinção molar do
p-nitrocatecoll,24xl04 M-l cm-I

6 Dosagem de proteínas

A dosagem de proteínas foi determinada pelo método de Lowry, modificada por
Hartree17
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Resultado

Quadro 1 - Resultados da dosagem das atividades enzimáticas

Enzima Vol/ml mU/ml* mU/Total Prot. total mUlmg prot. mUlg placa

FA 35 57 1995 78,79 mg 25,32 7125

A-S 35 O O 78,79 mg O O

Beta hexo. 35 6,9 241 78,79 mg 3,05 860

* mU = miliunidade enzimática (corresponde á unidade enzimática x 1.000).

Discussão

Vários trabalhos têm correlacionado a quantificação das enzimas lisossomais
com os diferentes graus da doença periodontal inflamatória nos fluidos e tecidos
bucais 2,3,5,8,11,20,27,28,29,30

Apesar de diversos resultados demonstrarem correlação entre o nível enzimático
com o grau da doença periodontal inflamatória, pouco se sabe acerca da origem destas
enzimas, se provêm do tecido gengival de células inflamatórias ou se são produtos de
excreção das bactérias contidas na placa bacteriana dental.

Sabe-se que o nível da fosfatase ácida durante a doença periodontal inflamatória
se encontra alterado tanto no tecido gengival,6,13,18,23,54 quanto na saliva,26,63 na saliva
e no sangue,50 no soro25 e no sangue.22 Kina et ap7 atribuíram o aumento da fosfatase
ácida no tecido gengival de pacientes portadores de diferentes graus da doença
periodontal inflamatória, analisando que parte da enzima encontrada nos tecidos
gengivais pode ser oriunda de vários tipos de células presentes nas várias etapas da
doença periodontal inflamatória. Por isso deve-se ter muito cuidado na interpretação
dos resultados ao utilizar o nível de fosfatase ácida como parâmetro no diagnóstico
dos diferentes graus evolutivos da doença periodontal inflamatória.

De acordo com nossos resultados, a fosfatase ácida pode ser liberada pelos
microrganismos da placa bacteriana dental que, junto com a fosfatase ácida de
leucócitos polimorfonucleares,9,24,32,55,60 podem estar presentes no início da doença
periodontalinflamatória; enquanto, a fosfatase ácida de células epiteliais7,15,31,32,33,34,53
e os fibroblastos 15,32,33 poderiam participar mais efetivamente nas fases subseqüentes
da doença periodontal inflamatória, em razão da maior destruição tecidual.

Kina et ap7 também descreveram a beta hexosaminidase no tecido gengival de
humanos, que sofria tendência acentuada à elevação, de acordo com a progressão da
doença periodontal inflamatória.

A quantificação desta enzima no extrato de placa bacteriana dental prova que
a população 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 participação nos estágios iniciais da doença periodontal inflamatória. Infeliz­
mente, não 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 alterado33.41 e de células inflamatórias, 39 no início da doença periodon­
tal inflamatória, pois não foi possível detectá-la em extrato sonicado de placa
bacteriana supragengival, mesmo em tempos de incubação superiores a 120 minutos.

Esta enzima pode não participar do início da instalação da gengivite pelas
bactérias da placa supragengival, mas está presente e atuante durante a destruição
tecidual com o avançar da doença periodontal inflamatória, pois Harper et al. 16

relacionaram esta enzima com Bacteróides gingivalis isolados de placa subgengival,
coletada de pacientes com periodontite.

Além disso, Kina et aL27 descreveram alterações no nível da aril-sulfatase nos
tecidos gengivais de pacientes portadores de diferentes graus da doença periodontal
inflamatória, cujo nível máximo relacionava-se com a gengivite grau 1, de acordo com
Lóe & Silness. 37

Os resultados encontrados no presente trabalho, demonstrando a presença das
enzimas lisossomais beta hexosaminidase e fosfatase ácida na placa bacteriana dental,
corroboram os estudos de Thilander59, responsável pela observação de que enzimas
podem ser um fator de importância na patogênese da doença periodontal, uma vez
que promove a ampliação dos espaços intercelulares do epitélio sulcular e juncional,
por onde substâncias destrutivas da placa poderiam ter acesso direto ao tecido
conjuntivo.

Conclusão

De acordo com a análise dos resultados obtidos, nas condições em que foi
realizado o estudo, pôde-se chegar às seguintes conclusões:
• ocorre atividade da fosfatase ácida e da beta hexosaminidase na placa bacteriana

supragengival;
• não foi demonstrada atividade da aril-sulfatase na placa bacteriana supragengival.
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• ABSTRACT: This experiment was carried out to identi!y the lysossomal enzymes acid phosphatase,
arylsulphatase and beta hexosaminidase in supIagingival plaque harvested iram humans. ACCOIding
to OUI results only acid phosphatase and beta hexosaminidase could be deteeted.
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