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SINOPSE

A periodontite juvenil localizada (PJL) é um tipo de doenca periodontal
com inicio precoce e progressao rapida. O diagndstico preciso desta
doenca somente pode ser realizado com certeza na fase inicial, restando
ainda algumas dudvidas quando o exame clinico e radiografico detectam
perdas pequenas de insercédo conjuntiva. Entretanto, a PJL representa
um tipo grave de doenca periodontal, com caracteristicas peculiares, que
muitas vezes exige a administracdo de coadjuvantes terapéuticos. Nos
ultimos anos, maior atencdo tem sido dada ao estudo das proteases
encontradas no fluido do sulco gengival (FSG), através de técnicas de
biologia molecular e celular, na tentativa de melhor entender os eventos
que ocorrem na PJL. O objetivo deste trabalho foi estudar o perfil
eletroforético das proteases presentes no FSG em um grupo familiar com
PJL e comparar com o perfil encontrado em um grupo controle normal.
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INTRODUCAO

A periodontite juvenil localizada (PJL) se caracteriza como uma desordem
inflamatdria que atinge os tecidos que dao sustentacdo ao dente. Com
inicio na puberdade, este tipo de periodontite acomete praticamente em
um mesmo grupo de dentes e apresenta varios graus de severidade. Se
nao diagnosticada e tratada corretamente ha tempo, destréi os tecidos
do periodonto e leva a perda do 6rgao dental rapidamente. Entretanto, o
diagndstico da PJL é limitado a histéria da doenca, ao exame clinico e
radiografico, caracterizado por imagens que mostram lesfes de perda
O0ssea angular na interproximal dos dentes afetados.

Com o avanco das técnicas em biologia molecular e celular e com o
melhor entendimento sobre a fisiologia do periodonto, tém crescido
progressivamente as pesquisas que envolvem o diagndstico da doenca
periodontal através de analise laboratorial dos fluidos e tecidos®.

O estudo da composicao do fluido do sulco gengival (FSG) revela dados
iImportantes para o melhor entendimento do processo e da fase de
atividade da periodontite®, que apresenta ciclos de exacerbacéo e
quiescéncial6. O FSG, que na doenca € um exudato presente na bolsa
periodontal, carrega consideravel quantidade de moléculas que estéo
envolvidas com o processo destrutivo3. Entre estes biomarcadores,
encontramos diversas proteases de grande interesse, visto que
desempenham potente papel na destruicdo teciduall.®.

Entre estas proteases, citamos as colagenases e as gelatinases que
degradam os diversos tipos de colageno. As primeiras sdo enzimas
sintetizadas por fibroblastos e neutroéfilos leucoécitos polimorfonucleados
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(PMN), responsaveis pela quebra da tripla hélice do colageno tipo |
encontrado abundantemente no periodonto. As segundas, classificadas
como gelatinase A, produzida por fibroblastos e macréfagos4: 11 e
gelatinase B, sintetizada por neutréfilos PMN e células epiteliais 7,10, sdo
responsaveis pela degradacdo do colageno tipo 1V, participando também
da degradacao do coladgeno tipo I que foi previamente clivado pelas
colagenases?. Ambas apresentam alta atividade durante a doenca
periodontal ativa.

O objetivo deste trabalho foi investigar através de zimografia o perfil
eletroforético das proteases presentes no FSG em um grupo familiar
composto por dez irmé&os portadores de PJL, com idade variando entre
10 a 24 anos, que apresentavam desde pequenas até grandes perdas de
estruturas periodontais e comparar com o perfil eletroforético encontrado
em um grupo controle formado por individuos normais.

MATERIAL E METODOS

Escolha dos grupos de estudo

Dentre os irmaos do grupo com PJL, dois eram do sexo masculino (idade
meédia de 11 anos) e oito eram do sexo feminino (idade média de 16
anos). Todos eles eram filhos do mesmo pai e da mesma mae. Os
pacientes receberam tratamento na clinica de pds-graduacédo em
periodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-Unicamp, e o
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critério usado para o diagnéstico de PJL foi o de Page e Schroeder 13, A
mae dos irmaos do grupo com PJL (48 anos) foi utilizada como controle
interno da pesquisa. Nove estudantes de odontologia, sete mulheres e
dois homens (idade média de 21 anos), que apresentavam saude
gengival satisfatéria, formaram o grupo controle. O protocolo utilizado foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP/Unicamp.

Coleta do FSG

As amostras de FSG foram coletadas de bolsas periodontais (= 4 mm)
apos preévio exame clinico e radiografico. A superficie do dente foi limpa,
seca e isolada com rolos de algodé&o. Trés tiras de papel filtro foram
utilizadas, sendo colocadas de forma que invadiam em 1 mm o sulco
gengival e, assim, foram mantidas por trés minutos para coleta do FSG.
Apoés, o fluido absorvido foi diluido em 50 mL de tampé&o contendo 0,2 M
NaCl, 10 mM CacCl,, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5 17. 18, Os volumes néo

foram estimados porque os parametros avaliados eram de carater
qualitativo e ndo quantitativo.

Zimografia

A atividade proteolitica nas amostras de FSG foi analisada por zimografia
em gel de poliacrilamida a 10%, contendo 0,05% de gelatina ou 0,03%
de caseina como substrato. A zimografia € uma técnica eletroforética
especifica para detectar atividade enzimatica. As amostras de FSG foram
incubadas em 100 mL de tamp&ao de amostra ndo-redutor por 20 min a
70°C, sendo entdo 50 mL de cada amostra aplicados em um gel
contendo gelatina e 50 mL aplicados em um gel contendo caseina. Apos
eletroforese a 20 mA, os géis foram lavados por duas vezes em Triton X-
100 por 20 min a temperatura ambiente e incubados por 24 horas a 37°
C em tampao Tris-HCl 50 mM/CaCl, 5 mM, pH 7,4.

Em seguida, os géis foram corados com 0,05% Coomassie Brilliant Blue
G-250 (Bio Rad, Richmond, CA). A atividade enzimatica foi detectada
como bandas descoradas.

Um padréo de massa molecular (Sigma)

foi utilizado para determinar a

massa aproximada das enzimas.
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RESULTADOS

As bandas detectadas no ensaio zimografico em gel de gelatina
demonstraram um perfil eletroforético semelhante no fluido do sulco
gengival de todos os irmaos portadores de PJL. Mdltiplas formas de
enzimas capazes de degradar gelatina foram verificadas entre os
individuos do grupo. As bandas maiores apresentaram massa molecular
aproximada entre 80-92 kDa, havendo outras bandas com massa
molecular menor (figura 1).
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FIGURA I: Zimografia em gel de poliacrilamida contendo gelatina. As
bandas claras representam a atividade de proteases existentes no
FSJ dos irmaos portadores de PJL (1 a 10). Nota-se a presenca
somente de proteases com massas moleculares maiores no FSG da
mae destes individuos (11).
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O perfil de bandas presente no fluido do sulco gengival da méae dos
individuos apresenta, entretanto, somente bandas com maior massa
molecular. Entre os individuos do grupo controle o mesmo foi observado,
aparecendo somente bandas com maior massa molecular (figura 2).

97 kDa-
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Figura ll

FIGURA II: Zimografia em gel de poliacrilamida contendo gelatina. As
bandas claras representam a atividade de proteases existentes no
FSG de alguns individuos nédo afetados pertencentes ao grupo
controle.

No ensaio zimografico em gel de caseina, as bandas encontradas entre
os irmaos portadores de PJL também apresentaram perfil eletroforético
semelhante, com massa molecular de aproximadamente 70 kDa e 50

kDa (figura 3).
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FIGURA llI: Zimografia em gel de policrilamida contendo caseina. As
bandas claras representam a atividade de proteases existentes no
FSG dos irmaos portadores de PJL (1 a 10). Note o padrao que se
repete entre os irméaos afetados pela PJL, exceto em um dos
individuos (10), e as bandas claras com massa molecular de 50kDa.
O FSG da méae destes individuos ndo demonstra atividade de
proteases no gel contendo caseina, assim como 0s sujeitos do grupo
controle ndo afetados (ndo mostrado).

Com relacdo a méae destes individuos e aos individuos do grupo controle,
nenhuma atividade enzimética
foi verificada no gel de caseina.

DISCUSSAO

A zimografia representa uma técnica eletroforética utilizada para
detectar atividade enzimatica em amostras contendo minimas
quantidades de proteases. A especificidade da técnica fica por conta do
substrato oferecido as enzimas, visto que estas possuem a capacidade
de degradar substratos especificos. Em nosso ensaio, foram utilizados
géis contendo gelatina ou caseina para a verificacao da atividade de
proteases capazes de degradar esses substratos.

Amostras de fluido do sulco gengival de individuos com PJL e normais
apresentaram atividade gelatinolitica de enzimas com alta massa
molecular, aproximada entre 80-92 kDa. Estas poderiam corresponder a
gelatinase B de 92 kDa, secretada principalmente por leucécitos PMN que
habitualmente sdo encontrados no FSG8, e por células epiteliais10; 7, 14,
Bandas menores com massa molecular de 72 kDa, que poderiam
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corresponder a forma da gelatinase A, foram detectadas nas amostras de
individuos com PJL e em alguns do grupo controle, porém, em niveis
mais baixos. Estes achados estdo em concordancia com outros estudos
previamente realizados8. Segundo Suomalainen et allil®, é possivel que
as proteases com massa de 92 kDa, encontradas no grupo com PJL,
tenham origem nédo somente de PMN, mas também de outros tipos
celulares, como fibroblastos.

A origem das proteases com bandas de menor massa molecular com
atividade no gel de gelatina para o grupo com PJL esta de acordo com a
literatura 12,8, mas ndo é bem compreendida. Representa um achado
importante ja que a nao presenca destas formas no grupo controle pode
evidenciar reflexos de processos associados com a inflamacao e a doenca
periodontal nas amostras estudadas.

A atividade proteolitica encontrada no gel de caseina foi positiva somente
para o grupo com PJL. A caseina € um substrato capaz de ser degradado
por tipos de colagenases e estromelisinas, estando estas ultimas mais
relacionadas com a doenca periodontal no adulto. As bandas possuem
massa molecular entre 70 e 50 kDa, valores proximos a massa da
colagenase de neutréfilos PMN (75 kDa) e fibroblastos (57/52 kDa). Nao
podemos afirmar, com certeza, que estas enzimas pertencam a classe
das colagenases, 0 mesmo vale para as gelatinases. Isto s6 poderia ser
feito apds caracterizacdo com anticorpos especificos.

Contudo, o quadro observado no grupo com PJL demonstra uma situacao
real, ndo encontrada em condic6es normais. Desse modo, se
considerarmos verdade o que anteriormente foi dito, haveria demasiada
quantidade de enzimas do tipo colagenase no FSG dos individuos com
PJL, inclusive colagenases produzidas por fibroblastos, que séo células
nao envolvidas com o processo inflamatério, mas que estariam de
alguma forma funcionalmente alteradas durante a doenca 5 8.

Seymor et allil>, estudando o efeito das tetraciclinas nas doencas
periodontais, observaram que este medicamento tem excelente efeito na
doenca periodontal do adulto, o mesmo nao sendo visto na periodontite
juvenil. O autor sugere que ha atividade de colagenase proveniente de
leucdcitos durante a periodontite do adulto, uma vez que tetraciclinas
agem inibindo muito bem a atividade destas enzimas e atividade de
colagenase de fibroblastos na periodontite juvenil, porque tetraciclinas
nao tém boa acéao inibitdria sobre estas.
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O perfil das proteases encontradas no FSG deste grupo familiar mostrou
um carater alterado que se repete em todos os membros afetados. Uma
caracterizacao clara e rigorosa através de varios modelos experimentais
das proteases encontradas no FSG nos varios tipos de doenca
periodontal poderia servir de ferramenta valiosa para diagnosticar
corretamente e entender o curso da doenca. Com isso, 0s varios
medicamentos administrados como coadjuvantes terapéuticos, que tém
por funcédo inibir a acdo das proteases envolvidas na destruicao tecidual,
seriam melhor explorados e adequadamente administrados conforme o
caso.

CONCLUSAO

Notamos que o perfil das proteases encontradas no grupo com PJL difere
do padrédo normal, apresentando bandas de menor massa molecular com
atividade gelatinolitica e atividade de proteases no gel de caseina nao
detectadas em situacdo normal.
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ABSTRACT

Localized juvenile periodontitis (LJP) is a kind of periodontal disease with
early start and quick progression. Accurate diagnosis of the disease only
may be done in beginning, there being still some doubts when the clinical
and radiographic exams show small attachment loss. LJP is a grave
periodontal disease, with peculiar characteristics, since usually requires
the use of medical therapy in conjunction with clinical treatment. In the
past few years several authors have shown that gingival crevicular fluid
(GCF) proteases play an important role in periodontal destruction. The
study of GCF proteases has contributed to a better understanding of the
cellular and molecular events which occur in LJP. The aim of this work
was to study the electrophoresis profile of proteases present in GCF of a
familiar group with LJP and to compare the results with normal subjects.

KEY WORDS

Localized juvenile periodontitis, gingival crevicular fluid, proteases.
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