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RESUMO 

Este estudo teve como objetivo avaliar o turnover de colágeno, a expressão de 

TIMP-1 e MMP-8 e a associação dessas variáveis no tecido gengival de 

indivíduos portadores de periodontite fumantes e não-fumantes.  Amostras de 

tecido gengival de 14 indivíduos portadores de doença periodontal (DP) não-

fumantes, 10 indivíduos portadores de DP fumantes e 12 controles foram 

coletadas durante cirurgias e armazenadas à -80oC até o processamento. A 

análise do colágeno gengival foi feita através do método picrosirius e a 

expressão gengival de MMP-8 e TIMP-1 foi determinada por imunoistoquímica. 

As amostras dos grupos controle e fumantes apresentaram menor proporção 

de fibras colágenas verdes (28,54% e 27,98%, respectivamente) e, maior 

proporção de fibras colágenas vermelhas (71,9% e 72,2%, respectivamente) do 

que as amostras do grupo DP (46,81% e 53,43%, respectivamente), indicando 

uma diminuição do turnover com acúmulo de fibras colágenas tipo I maduras 

(p≤0,01). A expressão de MMP-8 e TIMP-1 foi elevada no epitélio e conjuntivo 

das amostras dos 3 grupos. Apenas a expressão de MMP-8 na camada 

superficial do epitélio do grupo dos fumantes apresentou diferença estatística 

daquela apresentada pelo grupo DP (p=0,003). Foi verificada correlação 

estatística (0,773; p=0,005) entre a expressão de MMP-8 e TIMP-1 na camada 

superficial do epitélio das amostras do grupo controle sugerindo a presença de 

equilíbrio. Não foi verificada correlação significativa entre a proporção de fibras 

verdes/ vermelhas e a expressão de MMP-8 ou TIMP-1. Este estudo sugere 

que a característica fibrosa do tecido gengival de fumantes com DP está 

associada à maior proporção de fibras colágenas tipo I maduras e ao menor 

turnover de colágeno.  

 

PALAVRAS-CHAVE: metaloproteinase da matriz, inibidor tecidual de 

metaloproteinase da matriz, colágeno, doença periodontal. 
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EFFECT OF SMOKING ON TIMP-1 AND MMP-8 EXPRESSION AND 
GINGIVAL COLLAGEN TURNOVER IN PERIODONTAL DISEASE 

 

ABSTRACT 

The aim of this paper was to evaluate the collagen turnover and its correlation 

to TIMP-1 and MMP-8 expression in gingival tissue of smokers and non-

smokers periodontal patients. Gingival samples of 14 non-smokers patients with 

periodontal disease (PD) 10 periodontal smokers patients (S) and 10 controls 

(C) were harvested during periodontal surgery and stored frozen at -80oC until 

manipulation. Gingival collagen was analyzed through picrosirius staining and 

gingival expression of MMP-8 e TIMP-1 was determined by 

immunohistochemistry. Gingival tissue from group C and S showed smaller 

proportion of green fibers (28,54% and 27,98%, respectively) and, greatest 

proportion of red fibers (71,9% and 72,2%, respectively) than gingival tissue 

from PD group (46,81% and 53,43%, respectively), indicating a turnover 

impairment associated to mature type I collagen retention. This findings were 

statistically significant (p≤0,01). MMP-8 and TIMP-1 immunostaining was 

intense in epithelium and connective tissue of samples from all the 3 groups. 

Only immunostaining of superficial layer of S group was statistically different 

from that in group PD (p=0,003). There was statistical correlation (0,773; 

p=0,005) between MMP-8 and TIMP-1 immunostaining in superficial epithelial 

layer, suggesting balance. There was no statistical correlation between red/ 

green fibers proportion. These results suggest that the fibrous gingival tissue of 

smokers with PD is associated with greatest type I mature collagen fibers 

amounts and smaller collagen turnover. However these changes do not seem to 

be inflected by TIMP-1 and MMP-8 expression in samples collected after 

periodontal treatment.  

KEYWORDS: matrix metalloproteinase, tissue inhibitor of matrix 

metalloproteinase, collagen, periodontal disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 1998, o número 

de fumantes abrangia 1.1 bilhão de pessoas em todo o mundo, sendo que 800 

milhões pertenciam aos países em desenvolvimento. Esses números 

representam aproximadamente 1/3 da população mundial acima de 15 anos de 

idade e identificam um enorme problema de saúde (Scott, Palmer & Stapleton, 

2001). 

O hábito de fumar tem um impacto significativo no estado de saúde da 

população, constituindo um fator de risco classicamente associado com câncer, 

doença pulmonar, cardiovascular e problemas gestacionais (Biddle et al., 

2001). 

O tabagismo, além da diabetes e dos fatores genéticos, destaca-se, também, 

como fator de risco conhecido para a periodontite. Hoje, sabe-se que, apesar 

da causa primária da periodontite ser o efeito cumulativo da interação entre o 

desafio bacteriano e a resposta imune e inflamatória do hospedeiro, fatores de 

risco podem modificar a resposta periodontal à agressão microbiana (Palmer et 

al., 1999; Calsina, Ramón & Echeverría, 2002). 

O hábito de fumar tem efeitos crônicos em longo prazo sobre vários aspectos 

importantes da resposta imune e inflamatória do tecido periodontal. Estudos 

histológicos demonstraram que ele induz alterações vasculares, interfere na 

expressão de citocinas e na função dos neutrófilos, linfócitos e fibroblastos 

(Palmer et al., 2005). 

Além de modificar as alterações vasculares e celulares típicas da periodontite, 

o fumo parece interferir nas alterações das estruturas colágenas gengivais. As 

modificações nas estruturas colágenas têm sido amplamente relacionadas às 

alterações na expressão de metaloproteinases da matriz (MMP`s), 

principalmente a metaloproteinase da matriz 8 (MMP-8), e inibidores teciduais 

de metaloproteinases da matriz (TIMP`s). Essas moléculas em equilíbrio estão 

relacionadas ao turnover tecidual normal, porém seu desequilíbrio resulta em 
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alterações na proporção dos tipos de colágeno e, conseqüentemente, na 

expressão de diversas doenças, entre elas a doença periodontal (Kerrigan, 

Mansell & Sandy, 2000; Ryan & Golub, 2000; Ryder, 2007). 

O significado das alterações no colágeno, proteínas não-colágenas e 

proteoglicanas, durante o processo inflamatório, não foi completamente 

esclarecido (Mariotti, 1993). Identificar quais alterações são induzidas pelo 

fumo nas estruturas gengivais, particularmente na matriz extracelular, e quais 

contribuem para a elucidação dos mecanismos que resultam em uma condição 

periodontal distinta em indivíduos fumantes constituem questões de interesse 

científico pertinente. Afinal, a doença periodontal em fumantes apresenta sinais 

clínicos diferentes nos não-fumantes, com progressão e prognóstico 

desfavoráveis. O conjunto das características clínicas e histopatológicas já 

descritas justifica a relevância atual do estudo das estruturas colágenas nesse 

subgrupo de indivíduos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 A Doença Periodontal 

A doença periodontal (DP) é uma infecção oportunista causada pelo 

desequilíbrio entre os fatores de virulência dos microrganismos patogênicos e 

mecanismos de defesa do hospedeiro, que resultam em uma resposta imuno-

inflamatória capaz de provocar alterações deletérias nos tecidos de suporte dos 

dentes (Page et al., 1997).  

O termo doença periodontal refere-se a duas condições: à gengivite e à 

periodontite. A gengivite é uma condição inflamatória do tecido mole que 

circunda os dentes, a gengiva, caracterizada por uma resposta imune direta do 

hospedeiro à colonização das superfícies dentais por uma placa patogênica 

(Kinane, 2001). 

A periodontite envolve a destruição dos tecidos de suporte do dente, incluindo 

o ligamento periodontal, osso e cemento, podendo levar à perda de elementos 

dentais. Requer a colonização microbiana da placa por patógenos específicos 

e acomete somente parte da população, demonstrando que nem todos os 

casos de gengivite evoluem para a periodontite (Kinane, 2001).  

Embora os fatores microbianos sejam requeridos para o desenvolvimento da 

DP, sozinhos eles não predizem sua presença ou gravidade (Hart & Kornman, 

1997; Page & Kornman, 1997). Elementos como resposta imune, estado 

sistêmico do paciente e outros fatores ambientais não relacionados à 

microbiota, como o tabagismo, são fatores contribuintes para a expressão da 

doença (Nunn, 2003).  

Tomar & Asma (2000), avaliando a relação entre tabagismo e periodontite a 

partir de dados coletados no National Health and Nutrition Examination Survey 

(NHANES) III, observaram que os fumantes possuem uma chance maior de 

apresentar DP do que os não-fumantes (Odds Ratio - OR = 3,97) em uma 

associação dose dependente: enquanto os indivíduos que fumavam até nove 
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cigarros por dia apresentaram um OR = 2,79, aqueles que fumavam mais de 

31 cigarros por dia apresentaram um OR = 5,88. 

Sabendo que o tabagismo constitui, hoje, um dos principais fatores de risco 

para a incidência e progressão da periodontite, é importante entender os 

eventos histológicos que acometem o periodonto inflamado para tentar elucidar 

como o fumo afeta a resposta do hospedeiro e, conseqüentemente, o curso da 

doença periodontal (Ryan & Golub, 2000). 

2.2  O tecido gengival 

2.2.1   O tecido gengival normal 

De todos os tecidos do periodonto, a gengiva recebe a maior atenção clínica. 

Ela é examinada com sondas, avaliada no que se refere a sua relação com o 

dente e quanto às alterações de cor, consistência e contorno, com o objetivo de 

descobrir mudanças que possam identificar áreas com doença. A importância 

da gengiva não se refere apenas ao seu papel na inserção do dente, mas 

também ao seu papel na resistência às agressões produzidas por bactérias e 

substâncias químicas e ao trauma ao qual a cavidade bucal está sujeita 

(Mariotti, 1993).  

 A gengiva sadia é caracterizada por um tecido conjuntivo fibroso constituído, 

principalmente, por colágeno e fibroblastos e, em menor proporção, por 

proteínas não-colágenas (que não apenas contribuem para a organização 

estrutural do tecido como também são importantes na regulação das atividades 

celulares e funcionais) e glicosaminoglicanos e proteoglicanos (que permitem a 

difusão de hormônios e nutrientes pela matriz extracelular), conforme descrito 

na TAB. 1 (Mariotti, 1993; Kerrigan, Mansell & Sandy, 2000). 

As fibras colágenas gengivais, por sua vez, estruturam a matriz e apresentam 

turnover significativamente maior do que aquele encontrado na pele, porém, 

não tão rápido como aquele exibido no ligamento periodontal que, dependendo 

da área, pode ter uma meia-vida variando de 8,4 dias, nas fibras transeptais, 
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para 25 dias, nas fibras dentogengivais (Mariotti, 1993; Bartold, Wlash & 

Narayanan, 2000). 

TABELA 1  

Composição do tecido gengival sadio  

60% 5%     35%   

colágeno fibroblastos 
vasos e 
nervos proteínas não colágenas glicosaminoglicanos proteoglicanos 

I    laminina sulfato de condroitina Decorina 
III   fibronectina sulfato dermatam Versican 
IV   osteonectina sulfato heparan  
V   tenascina ácido hialurônico  
VI   fibras elásticas   
            

FONTE – Adaptado de Bartol, Walsh & Narayanan, 2000. 

Os diferentes grupos de fibras colágenas que compõem o periodonto servem 

para ancorar os dentes às estruturas de suporte, propiciar força tênsil e forma 

ao tecido e dissipar as forças recebidas durante a mastigação (Narayanan, 

Clagett & Page, 1985). 

A integridade estrutural do tecido conjuntivo depende da natureza do seu tipo 

de colágeno fibrilar (Hammouda et al., 1980), cuja base é composta por 

subunidades de tripla hélice de polipeptídeos cadeia α, conhecidas como 

moléculas de colágeno ou tropocolágeno. Os diferentes tipos de colágeno, por 

sua vez, são produtos genéticos diferentes, resultantes de pequenas variações 

na estrutura primária das cadeias α (Junqueira & Montes, 1983). 

Já as fibras colágenas organizam-se em dois padrões distintos, um composto 

por feixes largos e densos de fibras grossas e outro por um padrão frouxo de 

fibras pequenas e finas misturadas com uma fina malha reticular (Fig. 1). O 

colágeno tipo I organiza-se, preferencialmente, em fibrilas densas com 

estriações entre 60-70 nm, localizadas na lâmina própria, apesar de não 

restringir-se especificamente a essa região. É o principal tipo de fibra colágena 

que compõe o tecido conjuntivo gengival (TAB. 2) (Narayanan, Engel & Page, 

1983; Chavrier et al., 1984; Chavrier & Couble, 1989; Bartold, Walsh & 

Narayanan, 2000).  
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FIGURA 1 – Produção de fibras do tecido conjuntivo pelos fibroblastos. 

FONTE – University of Veterinary Medicine Hannover, 2008.1 

O colágeno tipo III organiza-se, preferencialmente, como fibras mais finas, com 

estriações de 40 nm, em um padrão reticular próximo à membrana basal no 

epitélio juncional e em um padrão mais difuso na lâmina própria, e constitui o 

segundo tipo de colágeno predominante no tecido gengival. Ele predomina no 

tecido inflamatório e na fase inicial da cicatrização das feridas, enquanto o 

colágeno tipo I predomina quando a cicatrização está completa (Romanos, 

Strub & Bernimoulin, 1993; Bartold & Narayanan, 2006). Em função disso, 

acreditava-se que o colágeno tipo III fosse um tipo jovem de fibra cuja 

importância estaria ligada à habilidade de remodelação (Chavrier et al., 1984; 

Chavrier & Couble, 1989) (TAB. 2). 

O colágeno tipo IV está presente em um padrão microfibrilar difuso dentro da 

membrana basal, nas junções do tecido conjuntivo com o epitélio e cemento, 

nas pregas epiteliais e ao redor de vasos e nervos. O colágeno tipo V tem um 

padrão filamentoso paralelo e parece cobrir as fibras densas compostas por 

colágeno tipo I e III, indicando uma possível função de ligação. O colágeno tipo 

VI foi localizado nas estruturas da membrana basal, mas também no tecido 
______________________________________________________________ 
1 http://www.tiho-hannover.de/einricht/anat/lit/mwenth/conntis/ko1_bdgw.htm 
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conjuntivo subepitelial (Narayanan, Engel & Page, 1983; Romanos et al., 1991; 

Bartold, Walsh & Narayanan, 2000; Bartold & Narayanan, 2006) (TAB. 2). 

TABELA 2  

As proteínas colágenas gengivais  
 

COLÁGENO 

 

TIPO 

 

DISTRIBUIÇÃO 

 

FUNÇÃO PROPOSTA 

I Fibrilar 

 

Encontrado na maioria 

dos tecidos conjuntivos 

(gengiva, ligamento 

periodontal, cemento, 

osso, dentina, pele, 

tendões, etc..) 

 

Propiciar força tênsil 

III Fibrilar 

Gengiva, ligamento 

periodontal, cemento, 

pele, vasos sanguíneos, 

predominante nos 

tecidos fetais 

 

Propiciar força tênsil 

IV formador de folhas 
Todas as membranas 

basais 

Interagir com laminina e 

sulfato heparan 

(principais componentes 

estruturais da 

membrana basal) 

 

V Fibrilar 

Encontrado na maioria 

dos tecidos intersticiais 

(pele, vasos, músculos 

esqueléticos, músculo 

liso, gengiva e 

ligamento periodontal 

 

Conector entre a 

membrana basal e o 

estroma, promove a 

adesão e migração 

celular 

VI filamentar goticulado 

Encontrado na maioria 

dos tecidos conjuntivos 

(vasos sanguíneos, 

pele, útero, fígado, rim, 

ligamento periodontal e 

gengiva) 

Agrupar a matriz: unir 

as células ao tecido 

conjuntivo 

FONTE – Mariotti, 1993. p. 41. 
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Segundo Narayanan, Engel & Page (1983), doenças adquiridas que envolvem 

o tecido conjuntivo geralmente estão associadas com alterações na quantidade 

total de colágeno, bem como na proporção dos diferentes tipos de colágeno. 

Assim, enquanto lesões fibroproliferativas, como ateroesclerose, são 

caracterizadas pelo acúmulo de colágeno, em lesões inflamatórias, como artrite 

reumatóide, ocorrem prolongadas destruições dessa proteína. 

2.2.2  Alterações histológicas do tecido gengival de portadores de doença 
periodontal 

Segundo Page & Schroeder (1976), a evolução da doença periodontal pode ser 

dividida em quatro fases: lesão inicial, precoce, estabelecida e avançada, 

sendo que, na lesão avançada, o tecido periodontal irá apresentar sinais de 

destruição característicos da periodontite, enquanto as demais etapas 

anteriores representarão uma evolução da gengivite. 

A lesão inicial, clinicamente, é vista como gengiva sadia e caracteriza-se pela 

ausência de sinais clínicos de inflamação, mesmo na presença de alterações 

histológicas como depleção de colágeno e aumento de estruturas vasculares 

na área infiltrada. Estão presentes poucos leucócitos, poucas células 

inflamatórias no tecido conjuntivo e poucos linfócitos, com predomínio de 

células T sobre as células B (Page & Schroeder, 1990). 

A lesão precoce caracteriza-se pela exacerbação das alterações inflamatórias 

da lesão inicial, gerando, dessa forma, alterações clínicas. Observa-se um 

aumento dos linfócitos, principalmente dos linfócitos T (LT), alterações 

citoplasmáticas nos fibroblastos (provavelmente pela interação com os LT), 

maior perda de colágeno, início da proliferação da camada basal do epitélio 

juncional e aumento da transmigração de neutrófilos (Page & Schroeder, 1990). 

A lesão estabelecida caracteriza-se pela persistência do processo inflamatório 

agudo, além do aumento de linfócitos B (LB) e plasmócitos e da transmigração 

de neutrófilos, o que acarreta a perda de continuidade da membrana epitelial, 

proliferação e migração apical do epitélio juncional (Page & Schroeder, 1990).  
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A lesão avançada caracteriza-se pela extensão das alterações inflamatórias 

para o ligamento periodontal e osso alveolar, com perda de fibras colágenas 

próximas à bolsa periodontal e formação de fibrose à distância da região da 

injúria. A formação da bolsa periodontal está associada à ulceração do epitélio 

e aumento do afluxo de neutrófilos que irão liberar colagenases, MMP e 

metabólitos do ácido aracdônico, perpetuando a inflamação e o dano tecidual. 

Quando a barreira epitelial é restabelecida e um gradiente quimiotático normal 

é formado, o processo destrutivo diminui. Se a barreira epitelial não for 

restabelecida, a destruição tecidual continua (Page & Schroeder, 1990). 

Percebe-se, portanto, que as alterações vasculares e celulares refletem 

mudanças quantitativas e qualitativas no tecido conjuntivo, especialmente na 

gengiva, que constituem características proeminentes na doença periodontal 

(Chavrier & Couble, 1989). 

Tão cedo a placa acumula nas adjacências da margem gengival, um infiltrado 

inflamatório torna-se aparente nas subjacências do tecido conjuntivo e dentro 

de 3-4 dias a resposta inflamatória é suficientemente robusta para iniciar a 

destruição do tecido conjuntivo, com uma perda de mais de 70% do colágeno 

no foco inflamatório (Bartold & Narayanan, 2006).  

O estudo de Séguier, Godeau & Bousse (2000) que avaliou a relação das fibras 

colágenas com as células inflamatórias no tecido gengival humano saudável e 

doente constatou que, durante a periodontite, a perda de colágeno foi 

significativamente associada com a quantidade de todos os subtipos de células 

inflamatórias avaliadas (Cluster of differentiation (CD) 45, CD3, CD8, CD20, 

CD68, resting T lymphocytespossesing cytolytic potential (TIA)1 e moléculas de 

granzyma B (GrB). Em função desses resultados, sugeriu-se que avaliações 

quantitativas da fração da área ocupada por fibras colágenas podem refletir a 

gravidade clínica da DP. 

A periodontite crônica também parece prejudicar a formação de cadeias 

cruzadas do colágeno, cujo desfecho é a formação de sais solúveis 

(Narayanan & Page, 1983; Hillmann, Dogan & Geurtsen 1998). 
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Assim, com o desenvolvimento da lesão inflamatória e a destruição tecidual 

causada principalmente por linfócitos e macrófagos, pode-se observar, além da 

solubilização das fibras colágenas, uma alteração nas proporções dos tipos de 

colágeno, com aumento do tipo V e surgimento do tipo I trimer (Rabanus et al., 

1991; Romanos, Strub & Bernimoulin, 1993; Hillmann, Dogan & Geurtsen; 

1998; Bartold, Walsh & Narayanan, 2000). 

O estudo de Narayanan, Engel & Page (1983), que analisou frações de 

colágeno extraídas de biópsias gengivais humanas e quantificadas por meio do 

analisador de aminoácido Beckman 120 C, demonstrou que as proporções de 

colágeno tipo I e III presentes no tecido gengival normal e inflamado não 

apresentaram diferenças significativas. O mesmo grupo também observou, por 

imunofluorescência, a presença do colágeno tipo I trimer na gengiva inflamada. 

O significado desse colágeno ainda não foi totalmente compreendido; 

entretanto, como ele é considerado como um produto predominante em células 

embrionárias, é mais provável que ele seja produzido por uma pequena 

quantidade de células residentes na gengiva doente do que represente um 

colágeno anormal produzido por células animais (Narayanan & Page, 1983, 

Narayanan, Clagett, Page, 1985). 

Em um trabalho de 1983, que compila os resultados de diversos estudos 

realizados por seu grupo, Narayanan, Engel & Page relatam que o colágeno 

tipo I apresenta pequena alteração, com uma redução de 4%, e o tipo III, uma 

redução de 50%. Entretanto, o colágeno tipo V, que contribui com cerca de 0,1 

a 1,3% de todo o colágeno gengival, apresentou um aumento de 2 a 9 vezes 

no tecido com inflamação crônica, ou seja, mais de 700% (TAB. 3). 

(Narayanan, Engel & Page 1983; Mariotti, 1993). 

Apesar das alterações patológicas que envolvem o colágeno tipo V parecerem 

insignificantes devido a sua presença em pequenas quantidades no tecido 

gengival, sua localização específica pode tornar essas alterações de extrema 

relevância (Narayanan, Engel & Page, 1983).  
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TABELA 3 

Proporção dos tipos de colágeno no tecido gengival  

Tipo de colágeno Tecido normal (%) Tecido inflamado (%) 

I 91 87 

III 8 4 

V <1 8 

Tipo I trimer Não detectável 2 

FONTE - Narayanan & Page, 1983. p. 41. 

Dentro desse contexto, discute-se que qualquer alteração nesse colágeno 

poderia influenciar o acesso de enzimas degradativas aos outros colágenos, já 

que ele apresenta um importante papel na ligação das fibras colágenas às 

estruturas associadas (Narayanan, Engel & Page, 1983). 

Além disso, especula-se que esse aumento do colágeno tipo V deve-se a sua 

maior resistência a digestão pelas colagenases, ao fato de estar associado à 

proliferação vascular que ocorre no tecido inflamado (Mariotti, 1993) e à 

modulação da síntese de colágeno (Narayanan & Page,1985). 

Por outro lado, as alterações do colágeno tipo I e III foram explicadas pelo 

estudo de Chavrier & Couble (1989), que, por meio de imuno-marcação ultra-

estrutural, verificaram que o padrão de organização dos feixes densos e largos 

do colágeno tipo I oferecia melhor resistência à destruição aguda do que o 

padrão de organização do colágeno tipo III,  composto por fibras finas. 

Estudos imunoistoquímicos recentes confirmam que o tecido gengival 

inflamado consiste principalmente em colágeno tipo V e VI nas áreas com 
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infiltrado inflamatório, já que nessas áreas os colágenos tipo I e III foram quase 

completamente eliminados (Hillmann et al., 2001). 

Além das alterações no colágeno, observa-se, em menor escala, alterações 

nas substâncias não-colágenas, como a degradação das proteínas do núcleo 

das proteoglicanas (deixando as cadeias de proteoglicanas intactas) e do ácido 

hialurônico, diminuição na quantidade sulfato dermatan e aumento do sulfato 

de condroitina (Bartold, Walsh & Narayanan, 2000). 

Enquanto, por um lado, o tecido gengival pode ser afetado por alterações 

inflamatórias predominantemente destrutivas características da periodontite, a 

hiperplasia gengival, caracterizada pelo acúmulo de fibras colágenas, constitui 

o outro extremo das alterações histológicas que acometem o periodonto. 

Narayanan & Hassell (1985), ao compararem a quantidade e composição de 

colágeno da gengiva hiperplásica associada ao uso de fenitoína com o tecido 

gengival normal e inflamado, verificaram que a quantidade de colágeno na 

gengiva hiperplásica era muito maior e a proporção de colágeno tipo I era 

menor, enquanto a proporção de colágeno tipo III era maior. Entretanto, a 

proporção de colágeno tipo V não diferiu entre os três tipos de gengiva 

analisados. 

É interessante observar que, apesar de haver pequenas diferenças no que se 

refere à hiperplasia causada por diferentes drogas, a heterogeneidade dos 

tipos de colágeno na matriz permite a diferenciação entre o tecido saudável, 

inflamado e hiperplásico por meio de técnicas de imunoistoquímica (Romanos, 

Strub & Bernimoulin, 1993). 

Esse mesmo grupo verificou, ainda, que, na hiperplasia induzida por nifedipina, 

os colágenos tipo I e III apresentaram distribuição difusa no conjuntivo, 

enquanto o colágeno IV foi localizado na membrana basal e próximo aos vasos 

e nervos  (Romanos et al., 1993). 

No mesmo ano, Becker, Schuppan & Miller observaram, por imunoistoquímca, 

que o padrão característico de diferenciação e ordenação de proteínas da 
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matriz extracelular da mucosa normal também foi verificado em indivíduos com 

hiperplasia fibrosa localizada, causada por inflamação ou irritação crônica. 

Em 2005, Gagliano et al. descreveram a distribuição de colágeno em um 

paciente com fibromatose gengival idiopática. Por meio do método picrosírius, 

eles observaram que a quantidade de colágeno intersticial era 29% maior do 

que nos controles. Os fibroblastos gengivais do paciente apresentaram maior 

expressão gênica de colágeno tipo I, MMP-1 e lisil hidroxilase 2b e não 

apresentaram alteração dos níveis protéicos de colágeno tipo I no 

sobrenadante. Sugeriu-se, portanto, que, nesse caso, o acúmulo de colágeno 

no tecido conjuntivo gengival não estava relacionado com o aumento da 

síntese ou diminuição da degradação de colágeno. 

Sakagami et al. (2006) estudaram o efeito da nifedipina e interleucina (IL)-1α  

na expressão de colágeno, MMP-1 e TIMP-1 em fibroblastos gengivais 

humanos em cultura. Eles observaram que, apesar da expressão de ácido 

ribonucléico mensageiro (RNAm) não ter apresentado mudanças significativas, 

tanto a expressão de RNAm quanto a produção proteíca de MMP-1 foram 

reguladas positivamente pela IL-1α, seja sozinha ou combinada com nifedipina. 

Já a TIMP-1 foi positivamente regulada pela nifedipina sozinha ou combinada 

com IL-1α. A proporção de MMP-1 em relação a TIMP-1 não mudou pela 

exposição a nifedipina sozinha, mas foi aumentada pela exposição à IL-1α 

sozinha ou combinada com nifedipina. É interessante observar, entretanto, que, 

em duas das quatro linhagens celulares testadas, a nifedipina reduziu a 

proporção de MMP-1 em relação à TIMP-1, indicando que a nifedipina pode 

predispor a fibrose em alguns indivíduos nos quais os níveis de IL-1 

encontram-se elevados. 

Em 1993, Mariotti afirmou que o significado das alterações no colágeno, 

proteínas não-colágenas e proteoglicanas, durante o processo inflamatório 

característico da DP, ainda não havia sido completamente esclarecido. Parte 

da redução das proteínas devia-se a natureza destrutiva do processo 

inflamatório, mas a redução seletiva de determinados tipos de colágeno era um 

evento a ser esclarecido. Mais intrigante, ainda, é a presença de uma doença 
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imuno-inflamatória com padrão de destruição óssea, perda de inserção e 

evolução clínica mais grave, porém, sem sinais evidentes de inflamação e 

aspecto clínico de fibrose gengival. Esse padrão típico da doença periodontal 

em fumantes tem sido alvo de diversos estudos que procuram compreender 

como essa exposição ao tabaco e seus metabólitos afeta a resposta do 

hospedeiro. 

2.3 O Tabagismo 

Segundo dados da OMS de 2008, numa amostra de 170.406 milhões de 

brasileiros, 33,8% dos adultos foram identificados como fumantes e 

consumiram, individualmente, em média, 858 cigarros por ano. Esses dados 

tornam-se alarmantes quando consideramos que o cigarro é responsável por 

90% dos casos de câncer de pulmão, 75% dos casos de bronquite crônica e 

enfisema e 25% dos casos de doença coronariana isquêmica. Além disso, 

estima-se que, no século 21, um bilhão de óbitos serão atribuídos ao cigarro 

(OMS, 2008). 

Na fumaça do cigarro, já se isolaram 4.720 substâncias tóxicas, as quais atuam 

sobre os mais diversos sistemas e órgãos e contêm mais de 60 cancerígenos, 

sendo as principais: nicotina, causadora do vício e cancerígena; benzopireno, 

que facilita a combustão existente no papel que envolve o fumo; nitrosaminas; 

substâncias radioativas, como o polônio 210 e o carbono 14; agrotóxicos, 

entre os quais o DDT; solventes, como o benzeno; metais pesados, como 

chumbo e cádmio que, em concentrações de 1 a 2 mg, podem levar à perda de 

capacidade ventilatória dos pulmões, além de causar dispnéia, enfisema, 

fibrose pulmonar, e serem altamente cancerígenos; níquel e arsênico, que se 

armazenam no fígado, rins, coração, pulmões, ossos e dentes e podem resultar 

em gangrena dos pés e causar danos ao miocárdio, entre outros; monóxido 
de carbono, gás que, por ter mais afinidade com a hemoglobina do sangue do 

que o próprio oxigênio, é capaz de deslocar o oxigênio, deixando o corpo do 

fumante, ativo ou passivo, com baixa capacidade de oxigenação; e formol, 
agente fixador de células (Vestígios, 2008).  
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Cada um desses componentes pode ter diferentes efeitos na resposta do 

hospedeiro e, em alguns casos, os componentes do cigarro podem apresentar 

tanto efeitos destrutivos quanto efeitos protetores nos tecidos periodontais 

(Ryder, 2007). 

 

2.3.1  Papel do tabagismo na doença periodontal 

No início da década de 40, Pindborg observou que a gengivite úlcero-

necrosante aguda estava relacionada com o fumo nos marinheiros 

dinamarqueses. Entretanto, para outras formas de DP, acreditou-se, por muitos 

anos, que os fumantes tinham mais doença periodontal, provavelmente em 

função dos diferentes níveis de placa e cálculo (Johnson & Slach, 2001). 

A partir de 1951, quando Herulf realizou exames radiológicos do osso alveolar 

de jovens fumantes, um grande número de estudos começou a demonstrar o 

papel definido do fumo no desenvolvimento da doença periodontal (Machuca et 

al., 2000). 

Assim, no início dos anos 80, vários estudos epidemiológicos com controle 

para fatores de confusão, como idade, placa, cálculo, gênero e nível socio-

econômico forneceram fortes evidências de que o fumo seria um fator de risco 

para a doença periodontal (Johnson & Slach, 2001). 

Na década de 90, o fumo já havia sido determinado como um fator de risco 

inequívoco para doença periodontal, sendo demonstrado que os fumantes 

pesados possuíam maior risco de perda de inserção (OR = 4,27) e perda óssea 

(OR = 7,28) do que fumantes moderados (OR = 3,21 e 5,23, respectivamente) 

e fumantes leves (OR = 2,05 e 3,25, respectivamente) (Grossi et al., 1994; 

Grossi et al., 1995). 

Em um estudo baseado em dados do III NHANES dos Estados Unidos, 

calculou-se que 41,9% dos casos de periodontite (6,4 milhões de casos) na 

população adulta foram atribuídos aos fumantes e 10,9% (1,7 milhões de 
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casos) aos ex-fumantes. O mesmo estudo estima que mais da metade dos 

casos de periodontite afetando adultos está associado ao hábito de fumar, com 

risco relativo para os fumantes de 3,97 e para ex-fumantes de 1,68. Entre os 

fumantes, o risco para o desenvolvimento de periodontite aumentou com o 

número de cigarros fumados por dia: de um OR = 2,79 para até nove cigarros 

fumados por dia para um OR = 5,88 para mais de 31 cigarros fumados por dia. 

Ao abandonar o hábito, o OR passou a ser 3,22 para os primeiros 2 anos, 

diminuindo para 1,15 após 11 anos (Tomar & Asma, 2000). 

Susin et al. (2004) verificaram, na população de Porto Alegre, por meio de 

análise multivariada, que os fumantes pesados (mais de 20 maços por ano) e 

moderados (entre 7,5 e 20 maços por ano) possuíam um risco 

significativamente aumentado para perda de inserção clínica maior do que 5 

mm nos fumantes (OR = 3,6 e 2,0  respectivamente) após ajuste para diversas  

covariáveis. 

Com um enfoque voltado para a exposição ambiental auto-relatada ao fumo, o 

estudo de Arbes et al. (2001) demonstrou que a chance ajustada para doença 

periodontal é 1,6 vez maior para pessoas expostas ao fumo passivo do que 

para pessoas não expostas. E, recentemente, Nishida et al. (2006) constataram 

que os fumantes passivos (com níveis salivares de cotinina entre 1 e 7 ng/ ml) 

apresentaram níveis elevados de marcadores salivares relacionados com a 

periodontite, como  interleucina-1β (IL-1β). 

Os estudos clínicos e epidemiológicos que confirmaram o papel do fumo como 

fator de risco verdadeiro para doença periodontal demonstraram que os 

fumantes apresentam, com relação aos não fumantes (Bergström, 2004): 

- um alto risco de desenvolverem mais perda de inserção periodontal 

(Amarasena et al., 2002; Bergström, 2003); 

- maior número de bolsas periodontais profundas e uma profundidade de 

sondagem média maior (Calsina, Ramón & Echeverría, 2002); 
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- perda óssea (PO) alveolar mais extensa e grave (Krall, Garvey & Garcia, 

1999; Bergström, 2004; César-Neto et al., 2004);  

- menos dentes, uma maior prevalência de edentulismo e uma maior incidência 

de perda dental (Krall, Garvey & Garcia, 1999; Albandar et al., 2000); 

- o envolvimento de furca nos molares é também mais freqüente nos fumantes 

do que nos não fumantes (Mullally & Linden, 1996; Bosco et al., 2007);  

- mais perda de inserção, incluindo mais recessão gengival (Machuca et al., 

2000; Calsina, Ramón & Echeverría, 2002; Susin et al., 2004);  

- resposta ao tratamento periodontal cirúrgico ou não cirúrgico comprometida 

(Labriola, Needleman & Moles, 2005; Heasman et al., 2006) assim como 

interferência no processo cicatricial (Grossi et al., 1997). 

As evidências na literatura não são conclusivas sobre o efeito do fumo na 

microflora. Enquanto vários estudos sugerem que os tipos de bactérias 

presentes em fumantes e não fumantes não variam significativamente (Preber, 

Bergström & Linder, 1992; Stoltenberg et al., 1993; Lie et el., 1998), dados de 

outros estudos, como aquele realizado em Erie County, mostraram que os 

fumantes tinham uma probabilidade 3,1 vezes maior de exibir infecção por 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e 2,3 mais chance de apresentar 

infecção por Tanerella forsythia do que não fumantes. Uma explicação para 

esses achados seria o fato de que esses patógenos seriam mais dificilmente 

eliminados em fumantes (Zambon et al., 1996).  

Haffajee & Socransky (2001), que examinaram, por meio de checkerboard, a 

microbiota subgengival de 124 não fumantes, 98 ex-fumantes e 50 fumantes, 

não encontraram diferenças significativas entre os níveis e proporções das 29 

espécies bacterianas testadas. Entretanto, a prevalência (% de sítios 

colonizados) de espécies do complexo laranja (E. nodatum, F. nucleatum ss, P. 

intermedia, P. micros, e P. nigrescens), bem como espécies do complexo 

vermelho (P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola) foi significativamente maior 

em fumantes, comparado com não fumantes e ex-fumantes. As diferenças de 
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prevalência entre as espécies foi marcante nas bolsas ≤ 4mm, enquanto nas 

bolsas > 4mm não foram verificadas diferenças estatisticamente significativas. 

Eles concluíram que a maior colonização por patógenos periodontais nos 

fumantes, comparado com não fumantes, pode contribuir, em parte, para a 

dificuldade de sucesso da terapia periodontal desses indivíduos. 

Os fumantes com doença periodontal também apresentam sinais reduzidos de 

inflamação clínica, menos vermelhidão gengival e sangramento a sondagem 

quando comparado com não-fumantes (Calsina, Ramón & Echeverría, 2002).  

Rivera-Hidalgo (2000) verificou que, mesmo apresentando um índice de placa 

significativamente maior, o número médio de sítios sangrantes nos fumantes 

(27%) é significativamente menor do que nos não-fumantes (40%), indicando 

uma reação vascular 50% menor do que nesses últimos. 

Corroborando esses achados, Müller, Stadermann & Heinecke (2002) 

observaram que, apesar de os fumantes possuírem níveis de placa 

supragengival significativamente mais elevados do que os não-fumantes, 

sangramento a sondagem e cálculo foram mais prevalentes em não-fumantes. 

Uma análise por sítio demonstrou que os fumantes tendem a apresentar uma 

associação mais fraca entre placa supragengival e sangramento a sondagem 

do que os não-fumantes (OR= 1,91 x 2,89, p= 0,07), o que tem um significado 

importante na elaboração de estratégias para prevenção de gengivite.  

A hipótese para tal situação clínica, aparentemente contraditória, baseava-se 

na capacidade da nicotina provocar uma vasoconstrição local, reduzindo o 

fluxo sangüíneo. Contudo, os resultados das pesquisas não são conclusivos e 

sugerem que o fumo tem efeitos crônicos em longo prazo que vão muito além 

de um simples efeito vasoconstritor após um episódio de fumo. Assim, 

enquanto alguns estudos afirmam que o tabagismo não afeta a densidade da 

superfície vascular, o número de vasos por mm2 ou a distribuição de 

fibronectina na camada subepitelial do tecido conjuntivo gengival (Mirbod, 

Ahing & Pruthi, 2001; Sönmez et al., 2003), outros constatam que o efeito 

supressor na vascularização gengival dos sítios inflamados dos fumantes pode 
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ser observado pela densidade vascular e angiogênese diminuídas, dificultando, 

dessa forma, a resposta inflamatória e a cicatrização (Palmer at al. 2005; 

Kinane, Peterson & Stathopoulou, 2006). 

Outra alteração tecidual verificada foi o espessamento da base epitelial nos 

fumantes (p<0,05), independente do estado de saúde gengival (Villar & Lima, 

2003). Essa proliferação indica uma tentativa do organismo em promover uma 

barreira mecânica capaz de reduzir, mas não eliminar completamente, o efeito 

deletério da nicotina sobre os fibroblastos gengivais (Giannopoulou, Roehrch & 

Mombelli, 2001). 

Poderia parecer lógico se esperar que os fatores associados com a destruição 

tecidual estivessem mais elevados nos fumantes do que nos não-fumantes. 

Entretanto, enquanto alguns estudos que envolvem a avaliação desses fatores 

no fluido gengival crevicular (FGC) verificam baixos níveis de citocinas, 

enzimas e possivelmente polimorfonucleares (PMN) nos fumantes, outros 

estudos verificaram níveis mais altos ou não encontraram diferenças 

estatisticamente significativas (Boström, Linder & Bergström, 1999; 

Giannopoulou, Kamma & Mombelli, 2003; Palmer et al., 2005).  

Apesar de o fumo induzir uma significativa neutrofilia sistêmica, ele não parece 

afetar o número de neutrófilos entrando no sulco gengival e na cavidade bucal. 

De fato, evidências limitadas sugerem que o número de neutrófilos alcançando 

o sulco gengival em fumantes pode estar até mesmo reduzido (Pauletto et al., 

2000). Alguns estudos, inclusive, detectaram efeitos do tabaco na migração 

dos neutrófilos bucais, indicando uma possível diminuição na capacidade 

migratória (Kraal et al., 1977). E, posteriormente, foi demonstrado que a 

exposição ao tabaco pode dificultar a cinética da f-actina. O esqueleto de actina 

é crítico na facilitação da motilidade dos neutrófilos que é requerida para o 

extravasamento através da microcirculação e subseqüente migração através 

do tecido inflamado (Ryder et al., 2002). 

O estudo de Güntsch et al. (2006) que avaliou o efeito do tabagismo na função 

dos neutrófilos creviculares de indivíduos saudáveis constatou efeitos adversos 
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sobre a viabilidade e função dessas células. Comparando com os não-

fumantes (1,73 ± 1,08 x 106/ mL), o número de neutrófilos foi maior em 

fumantes leves (1,98 ± 0,96 x 106/ mL) e moderados (2,03 ± 1,43 x 106/ mL) e 

menor nos fumantes pesados (1,68 ± 1,18 x 106/ mL) apesar de não haver 

diferenças estatísticas entre os grupos (p>0,005). A porcentagem de neutrófilos 

viáveis foi significativamente mais baixa em fumantes leves (77,6 ± 7,8%), 

moderados (76,5 ± 8,2%) e pesados (75 ± 6,5%) comparada com não-

fumantes (85,5 ±6%) com um valor de p< 0,05. Além disto, a capacidade de 

fagocitose foi significativamente prejudicada nos fumantes leves (58,3 ± 4,1%), 

moderados (51,9 ± 2,33%) e pesados (40,9 ± 3,5%) quando comparado com 

não-fumantes (74,1 ± 4,1%), com uma evidência de efeito dose-dependente 

(p<0,05). 

Gamal & Bayony (2002) verificaram, ainda, em estudo in vitro, que o fumo 

compromete a adesão de células do ligamento periodontal às raízes alisadas, o 

que poderia afetar o processo de cicatrização. Uma das hipóteses especuladas 

é de que a depleção de tiol pode ser o mecanismo de citotoxicidade da nicotina 

aos fibroblastos do ligamento periodontal (Chang et al., 2002). 

Da mesma forma, Cattaneo et al. (2000) verificaram que acroleína e 

acetaldeído, componentes voláteis da fumaça do cigarro, inibem a adesão e 

proliferação de fibroblastos gengivais humanos em cultura de maneira dose-

dependente e reversível (3 dias após a remoção dessas substâncias do meio 

seu efeito citotóxico foi revertido). 

O estudo in vitro de Checchi et al. (1999) demonstrou evidências de que, nos 

fumantes, os fibroblastos gengivais seriam menos susceptíveis aos efeitos 

citotóxicos de altos níveis de nicotina (600 μg/ml) provavelmente devido ao 

desenvolvimento de tolerância. Da mesma forma, Zhou & Windsor (2006) e 

Zhou, Olson & Windsor (2007) verificaram que fibroblastos gengivais humanos 

em cultura com nicotina (150 e 250 μg/ml) foram capazes de clivar mais 

colágeno e esse efeito foi potencializado pela adição de P. gingivalis à cultura 

que induz um aumento na ativação de MMP e uma diminuição nos níveis 

protéicos de TIMP-1, bem como uma interferência na expressão de RNAm de 
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diversas TIMP`s e MMP`s. Entretanto, níveis elevados de nicotina (500 μg/ml) 

diminuíram a degradação de colágeno pelos fibroblastos em cultura devido à 

morte celular. 

Snyder et al. (2002) verificaram que a nicotina pode afetar, também, a síntese 

protéica e a modulação da expressão de β1 integrina dos fibroblastos em 

cultura.  Após 17 horas de exposição à nicotina a 0,4 e 0,8μM, verificou-se, 

respectivamente, um aumento e uma diminuição dose-dependentes de β1 

integrina no lisado total da célula e nas frações correspondentes à membrana 

enriquecida, indicando que as moléculas de β1 integrina são produzidas, mas 

não são adequadamente transferidas para a membrana.  Observou-se, ainda, 

através de SDS-PAGE e Western blotting, uma diminuição estatisticamente 

significativa das proteínas radiomarcadas em cultura, sugerindo que o tabaco 

dificulta a capacidade de adesão e comunicação dos fibroblastos entre si e com 

a matriz extra-celular, o que poderia afetar o processo de cicatrização ou 

exacerbar a DP.  

Outra alteração importante foi verificada por Tripton & Dabous (1995), que 

descreveram uma inibição significativa da proliferação dos fibroblastos, bem 

como uma redução da produção de colágeno tipo I e fibronectina e aumento da 

atividade da colagenase em meio de cultura. 

Diante do exposto, as complexas interações entre o fumo e as alterações 

histológicas e inflamatórias da DP estão brevemente descritas na FIG. 2. 

Além dessas alterações no periodonto, já foi demonstrado que, na pele, o fumo 

diminui a taxa de síntese de colágeno tipo I e III pelo aumento da produção de 

enzima degradadora de colágeno (MMP-8) e diminuição dos níveis de inibidor 

tecidual de metaloproteinase da matriz-1 (TIMP-1)(Knuutien et al., 2002). 

Portanto, uma análise detalhada dessa família de moléculas e seu papel no 

turnover do colágeno gengival nos fumantes é de extrema importância para a 

compreensão da característica fibrosa do periodonto desses indivíduos. 
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FUMO 

DEFESA DO 
HOSPEDEIRO 

DESTRUIÇÃO DA MATRIZ 
EXTRACELULAR E PO 

CICATRIZAÇÃO 
COMPROMETIDA 

↓ Função PMN 
↓ Proporção CD4+/ 
CD8+ 
↓ IgA IgG salivar 

↑ Citocinas e mediadores 
inflamatórios (IL-1, TNF-α, PGE2) 
 
↑ MMPs 

Alterações vasculares e 
no tecido conjuntivo (↓ 
do suprimento de 
oxigênio e nutrientes e ↓ 
da síntese de colágeno) 

Progressão da doença periodontal e 
resposta pobre ao tratamento 

CD4+ - cluster of diferentiation 4 

CD8+ - cluster of diferentiation 8 

IgA – Imunoglobulina A 

IgG – Imunoglobulina G 

IL-1 – Interleucina 1 

MMP – Metaloproteinase da matriz 

PGE2 – Prostaglandina E2 

PMN – Polimorfonucleares 

PO – Perda óssea 

TNFα - fator de necrose tumoral  

FIGURA 2 – Efeitos do fumo nos processos imunes e inflamatórios da doença 

periodontal.  

FONTE - Sham et al., 2003. p.273. 



 37

 

2.4 As metaloproteinases da matriz e seus inibidores  

2.4.1 As MMP`s 

A degradação da matriz extracelular pode envolver, aparentemente, quatro 

caminhos distintos: a fagocitose, que cliva os fragmentos grandes de matriz por 

meio de proteinases lizossomais, a atividade osteoclástica, que consiste na 

degradação da matriz mineralizada por proteinases lizossomais em um 

complexo processo extra e pericelular, as reações de clivagem plasminogênio 

dependentes e as reações MMP- dependentes (Birkedal-Hansen, 1993). 

As MMP`s, enzimas que guardam extensa homologia na seqüência, mas 

diferem em termos de especificidade ao substrato e regulação transcricional, 

são endopeptidases cálcio e zinco-dependentes, que funcionam em pH neutro  

e coletivamente são capazes de degradar a maioria, se não todas, as 

moléculas da matriz extracelular (Birkedal-Hansen et al., 1993). 

Elas desempenham um importante papel na remodelação do tecido conjuntivo 

durante o desenvolvimento, homeostase e cicatrização (Lauer-Fields, Juska & 

Fields, 2002), e um desequilíbrio entre as MMPs ativadas e seus inibidores 

endógenos derivados do hospedeiro levam ao colapso patológico da matriz 

extracelular durante a doença periodontal. Especificamente, essas enzimas são 

responsáveis pela degradação das fibras colágenas inseridas na raiz, 

permitindo a migração apical e a extensão lateral do epitélio da bolsa. A 

seqüela clínica do aumento patológico da destruição do colágeno é a perda de 

inserção e formação da bolsa periodontal (Ryan &Golub, 2000). 

Existem pelo menos 25 membros da família das metaloproteinases humanas 

categorizados de acordo com a estrutura do domínio e a preferência por 

substratos macromoleculares (TAB. 4) (Henney et al., 2000).  
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TABELA 4 

A família das metaloproteinases humanas (continua) 

SUBGRUPO NOME NÚMERO SUBSTRATO 

Colagenase 
Colagenase intersticial 

(colagenase do fibroblasto) 
MMP-1 

Colágeno I, II, III, VII, VIII, X  gelatina 

aggrecan, versican, PLP, caseína, α1PI, 

α2M, ovostatina, nidogen, mielina, 

proteínas de base, pro-TNFα, L-selectina, 

MMP-2, MMP-9 

 Colagenase do neutrófilo MMP-8 
Colágeno I, II, III, V, VII, VIII, X, gelatina 

aggrecan, α1PI, α2AP, fibronectina 

 Colagenase 3 MMP-13 
Colágeno I, II, III, IV, gelatina aggrecan, 

perlecan, tenascina, PAI-2 

Gelatinase 
Gelatinase A 

(Colagenase tipo IV) 
MMP- 2 

Gelatina, colágeno I, IV, V, VII, X, XI, XIV , 

elastina, fibronectina aggrecan, versican, 

PLP,  proteína base da mielina,  pro-TNFα, 

α1PI,  MMP-13, MMP-9, β-amilóide 

 Gelatinase B MMP-9 

Gelatina, colágeno IV, V, VII, X, XIV , 

elastina, aggrecan, versican, PLP, 

fibronectina, nidogen, proteína base da 

mielina,  pro-TNFα, α1PI 

Stromelisina Stromelisina 1 MMP-3 

Colágeno III, IV, IX, X, fibronectina,  

gelatina aggrecan, versican, laminina, 

elastina, perlecan, caseína, α1PI, α2M, 

ovostatina, proteínas de base da mielina, 

pro-TNFα, MMP-1, MMP-7, MMP-8, MMP- 

9, MMP-13 

 Stromelisina 2 MMP-10 Colágeno III, IV, V, gelatina, aggrecan, 

elastina, caseína, fibronectina, PLP, MMP-
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1, MMP-8 

 Stromelisina 3 
MMP-11 

MMP-19 

α1P 

- 

Tipo membrana MT- MMP-1 MMP-14 

Colágeno I, II, III, gelatina, elastina, 

fibronectina, agrecan, vitronectina, 

caseína, pro-TNFα, MMP-2, MMP-13, 

laminina cadeia B, sulfato dermatan, 

proteoglicana 

 MT- MMP-2 MMP-15 
MMP-2, gelatina, tenascina, laminina, 

fibronectina, nidogen 

 MT- MMP-3 MMP-16 MMP-2 

 MT- MMP-4 MMP- 17 - 

Sem 

classificação 
Matrilisina (PUMP-1) MMP-7 

Colágeno V, X  gelatina, elastina, 

aggrecan, versican, PLP, fibronectina, 

laminian, caseína, transferrina, α1PI, 

proteínas de base mielina, pro-TNFα, 

MMP-1, MMP-2, MMP-9, entactina 

 
Metaloelastase do 

macrófago 
MMP-12 

Colágeno IV, gelatina, elastina, aggrecan, 

PLP, fibronectina, vitronectina, laminina, 

proteínas de base mielina, pro-TNFα, 

PLP - proteína de ligação proteoglicana 

α2M - α2 macroglobulina 

α1PI - α1 inibidor de proteinase 

TNFα – fator de necrose tumoral -α, 

F 

 

FONTE - Henney et al., 2000. p. 30. 

MT - transmembrana 

PAI – inibidor do ativador de 

plaminogênio 

α2AP - α2 antiplasmina 
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A maioria dessas MMP`s contém um peptídeo sinal, um domínio propeptídeo, 

um domínio catalítico e um domínio C-terminal hemopexin/vitronectin-

semelhante (FIG.3). Algumas MMPs apresentam, ainda, domínios adicionais, 

como domínio transmembrana ou citoplasmático (Lauer-Fields, Juska & Fields, 

2002, Sorsa et al., 2006). 

 

FIGURA 3 – Esquema da estrutura das MMP`s. 

       FONTE – Sigma-Aldrich, 2008.2 

Cada um dos principais tipos celulares do tecido periodontal de humanos é 

capaz de expressar um grupo de MMP quando devidamente estimulados (TAB. 

5). Além disso, diferentes tipos celulares expressam diferentes grupos de MMP 

e diferentes citocinas geram diferentes efeitos transcricionais na mesma célula. 

Entretanto, diferentes tipos celulares não necessariamente responderão da 

mesma maneira a uma determinada citocina. Em função disso e das várias 

interações sinergísticas e antagônicas que existem entre duas ou mais 

citocinas, parece que diferentes infiltrados inflamatórios podem variar 

consideravelmente no que se refere ao potencial destrutivo. Esse fato pode ser 

a chave para entender porque a inflamação gengival pode ou não evoluir para 

a destruição tecidual e perda de inserção (Birkedal-Hansen, 1993).  
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TABELA 5 

Expressão de Metaloproteinase pelos 5 principais grupos celulares  

CÉLULA 
ENZIMA 

EXPRESSA 

ATIVAÇÃO 

TRANSCRICIONAL 

MOBILIZAÇÃO 

DA ENZIMA 

TEMPO DE 

RESPOSTA 

DURAÇÃO 

DA 

RESPOSTA 

LEUCÓCITO MMP-8, MMP-9 ? 
Grânulos de 

liberação 
Segundos minutos 

FIBROBLASTO 

MMP-1, MMP-2, 

MMP-3, MMP-7, 

MMP-11 

IL-1, TNFα, TGF-α, 

EGF, PDGF, TPA 

Ativação 

transcricional 
6 a 12 hs Dias 

CERATINÓCITO 
MMP-1, MMP-2, 

MMP-9, MMP-10 

TNFα, TGF-α, TGF-

β, EGF, TPA 

Ativação 

transcricional 
6 a 12 hs Dias 

MACRÓFAGO 
MMP-1, MMP-2, 

MMP-3, MMP-9 
TPA 

Ativação 

transcricional 
6 a 12 hs Dias 

CÉLULA 

ENDOTELIAL 

MMP-1, MMP-2, 

MMP-3, MMP-9 
TPA 

Ativação 

transcricional 
6 a 12 hs Dias 

 

 

 

FONTE – Birkedal-Hansen, 1993. p. 478. 

Atenção especial deve ser dada ao TGF-β, que, na maioria das células, regula 

negativamente a indução da síntese de MMP`s e, positivamente, a indução da 

síntese de TIMP`s (Reynolds, Hembry & Meikle, 1994), e a IL-1 β, que é, 

provavelmente, o mais potente indutor da expressão de MMP-1 e MMP-3 pelos 

fibrolastos, apesar de células originadas de vários tecidos não 

EGF – Fator de crescimento endotelial 

PDGF – Fator de crescimento derivado 

de plaqueta 

IL-1 – Interleucina -1 

 

TGF-α – fator de crescimento 

transformador –α 

TGF-β – fator de crescimento 

transformador β 

TNF- α – Fator de crescimento 
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necessariamente responderem de forma similar ao meio e às citocinas (Séguier 

et al., 2000). 

A proximidade de placa microbiana viável, também, cria uma oportunidade 

inigualável para o efeito transcricional direto dos metabólitos microbianos nas 

células gengivais e periodontais (Birkedal-Hansen, 1993). 

Zhou & Windsor (2006), em um estudo com fibroblastos em cultura, verificaram 

que a P. gingivalis aumentou a capacidade de degradação de colágeno dos 

fibroblastos gengivais humanos, por aumentar a ativação de MMP, diminuir os 

níveis de TIMP-1 e afetar a expressão de RNAm de várias MMP`s e TIMP`s. 

É importante destacar que a expressão das MMP`s pode ser, também, induzida 

ou inibida por seus próprios substratos. Por exemplo, enquanto o colágeno tipo 

I intacto pode agir como um ligante que estimula a expressão de MMP-1, o 

colágeno tipo I ligante degradado pode inativar a expressão dessa colagenase 

(Lauer-Fields, Juska & Fields, 2002). 

Apesar da diversidade e importância das MMP’s já descritas, resultados de 

análises imunoquímicas que usaram anticorpos específicos para MMP-8, MMP-

1 e MMP-3 são consistentes com os resultados de estudos enzimológicos 

prévios, que demonstraram que a MMP-8, ou colagenase 2, é a principal 

colagenase intersticial no fluido gengival crevicular de indivíduos com 

periodontite do adulto e fluido sulcular perimplantar de indivíduos com 

perimplantite, respondendo por 90-95% da atividade colagenolítica (Sorsa et 

al., 1999).       

A MMP-8 é encontrada, ainda, em várias doenças inflamatórias, como 

bronquite, asma e artrite e, recentemente, tem sido demonstrado exercer uma 

inesperada atividade antiinflamatória defensiva e protetora contra o 

espalhamento de câncer de pele experimental e doença inflamatória pulmonar, 

provavelmente por processar citocinas antiinflamatórias e quimiocinas, bem 

como regular a apoptose de células inflamatórias e a resposta imune (Lauer-
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Fields, Juska & Fields, 2002; Balbin et al., 2003; Owen et al., 2004; Gueders et 

al., 2005). 

Até 1993, acreditava-se que o gene da MMP-8 era expresso apenas por 

neutrófilos. Entretanto, trabalhos posteriores mostraram que essa MMP é, 

também, expressa por células mesenquimais, como os fibroblastos e células 

endoteliais (Ryan e Golub, 2000), além de células epiteliais/ ceratinócitos, 

odontoblastos, células orais cancerígenas, monócitos/ macrófagos e células 

plasmáticas (Lauer-Fields, Juska & Fields, 2002). 

A MMP-8 é extremamente homóloga à MMP-1. Entretanto, diferem em termos 

de regulação transcricional: enquanto a maior parte da MMP-8 é rapidamente 

liberada de grânulos específicos de armazenamento de neutrófilos estimulados 

e a resposta mantida pelo recrutamento contínuo de novas células, a MMP-1 é 

produzida apenas a partir da demanda pelo início de sua transcrição. Esse 

processo faz com que a enzima seja detectada no ambiente extracelular 

apenas cerca de 6 a 12 horas após o estímulo (Birkedal-Hansen, 1993). 

Observa-se, também, que as diferenças com relação às taxas de hidrólise de 

colágeno entre as diferentes MMP’s realça a capacidade da MMP-8, que é 

cataliticamente mais eficiente em degradar o colágeno gengival quando 

comparada com a MMP-1 (Sorsa et al., 1999).  

As MMP`s predominantemente presentes no tecido gengival inflamado, fluido 

gengival crevicular, amostras de saliva/ enxaguatórios, bem como fluido 

sulcular dental e periimplantar, são MMP-8  e MMP-9 induzidas, derivadas de 

neutrófilo e MMP-13, derivada de células ósseas ou epiteliais. O nível e o grau 

de ativação dessas enzimas parecem aumentar com o aumento da atividade e 

gravidade da doença periodontal e diminuir em seguida ao tratamento 

(raspagem e alisamento radicular) (Lauer-Fields, Juska & Fields, 2002). 

Uma característica significativa das MMP`s é que elas são secretadas em 

proformas latentes, cuja ativação peri ou extra-celular é realizada pelas 

próprias MMP`s ou por outras moléculas como a plasmina in vivo (Reynolds, 
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Hembry & Meikle, 1994; Séguier et al., 2000) ou in vitro, por meio de produtos 

químicos como tiol, glutationa oxidiazida, agentes caotrópicos e oxigênios 

reativos ou tratamento com calor e baixo pH (Visse & Nagase, 2003). 

Sabendo que já foi estabelecida uma relação entre as formas latente e ativa de 

MMP`s extraídas do tecido gengival humano e o grau de inflamação (Overall, 

Wiebkin & Thonard, 1987) e que as MMPs podem colaborar com a degradação 

de quase todos os tecidos e componentes estruturais da matriz do tecido 

conjuntivo e membrana basal, é importante entender que suas atividades são 

estritamente controladas em quatro níveis: 1) regulação da transcrição genética 

das MMP`s; 2) ativação do precursor; 3) diferenças na especificidade ao 

substrato; 4) inibidores de metaloproteinase (Lauer-Fields, Juska & Fields, 

2002).  

O papel dos inibidores de metaloproteinase é particularmente importante, pois 

é justamente um desequilíbrio entre a forma ativa das MMP’s e seus inibidores 

endógenos que leva ao colapso patológico da matriz extracelular durante a 

periodontite. Esse raciocínio levou ao desenvolvimento de vários inibidores 

sintéticos que funcionariam como agentes terapêuticos potenciais 

compensando o déficit dos inibidores naturais ou TIMP’s em bloquear ou 

retardar a destruição proteolítica do tecido conjuntivo (Ryan & Golub, 2000). 

Conceitualmente esse raciocínio estimula o uso de drogas que poderiam: inibir 

a síntese e/ ou liberação das MMP’s, bloquear a ativação das formas latentes, 

inibir a atividade da MMP madura, estimular a síntese endógena de TIMP’s ou 

proteger os inibidores endógenos da inativação proteolítica (Ryan & Golub, 

2000). 

Dentre os inibidores endógenos, destacam-se as α-macroglobulinas, que 

podem capturar as formas ativas de MMP, desempenhando um importante 

papel na regulação de sua atividade, e as TIMP`s, que formam complexos 

covalentes bimoleculares clássicos com as formas ativas de MMP`s e, em 

alguns casos, com os precursores latentes. Enquanto as primeiras funcionam 

como reguladoras das MMP`s nos fluidos corpóreos, as segundas, 
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provavelmente, atuam pericelularmente. Entretanto, durante a inflamação, as 

α-macroglobulinas de alto peso molecular podem escapar da circulação e atuar 

na matriz extracelular (Birkedal-Hansen, 1993). 

Além disso, a atividade enzimática pode ser modificada por inibidores 

exógenos representados pelos quelantes de metais, como o ácido etil diamino 

tetracético (EDTA) e as tetraciclinas (TTC), o que reflete a importância dos íons 

cálcio para a atividade catalítica ótima das MMPs (Lauer-Fields, Juska & Fields, 

2002). 

 

2.4.2 Inibidores teciduais de metaloproteinase da matriz 

TIMP`s são pequenas glicoproteínas multifuncionais que inibem 

especificamente as MMP`s que se ligam a elas em uma proporção 

estequiométrica de 1:1. Elas possuem domínios N e C- terminal que 

apresentam cerca de 125 e 65 amino-ácidos, respectivamente. O domínio N-

terminal funciona como uma unidade separada e é capaz de inibir as MMP`s 

(Reynolds, Hembry & Meikle, 1994; Kerrigan et al., 2000; Visse & Nagase, 

2003). Os subdomínios-C medeiam interações com os domínios catalíticos de 

algumas MMP`s e com o domínio hemopexin da MMP-2 e 9 (Baker, Edwadrs & 

Murphy, 2002). 

TIMP`s são proteínas secretadas, mas podem ser encontradas na superfície 

celular em associação com proteínas de ligação da membrana. Elas são 

produzidas por muitos tecidos, apesar de nem todo tecido expressar todos os 

tipos, e, de uma forma geral, a maioria das células mesenquimais e epidermais 

é capaz de produzi-las, além de poderem ser localizadas nos grânulos α das 

plaquetas. Além disto, são, também, identificadas na maioria dos fluidos 

corpóreos como saliva, fluido gengival crevicular, soro e urina (Reynolds, 

Hembry & Meikle, 1994; Visse & Nagase, 2003; Verstappen & Von den Hoff, 

2006).  
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Os mamíferos possuem 4 tipos de moléculas de TIMP (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-

3 e TIMP-4), que apresentam várias similaridades básicas, porém exibem 

características estruturais, propriedades bioquímicas e padrões de expressão 

distintos (TAB. 6) (Baker, Edwadrs & Murphy, 2002).  

TABELA 6  

Os inibidores teciduais de MMP  

 

  
TIMP-1 

 
TIMP-2 

 
TIMP-3 

 
TIMP-4 
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MMP-1, 2, 3, 

 9 e 13 
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? 
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+ 

 

- 

 

+ 

 

- 

 
Localização 

 

difundida 

 

difundida 

 

ligada a matriz 

 

difundida 

 
Expressão 

 

induzível 

 

constitutiva 

 

 induzível 

 

? 

 
Principal sítio 

tecidual 

 

osso, ovário 

 

placenta 

 

rim e cérebro 

 

coração 

 
Formação de 
complexos 

 

 

pro-MMP-9 

 

pro- MMP-2 

MT1-MMP 

 

pro- MMP-2 

MT1-MMP e 

matriz 

 

 

? 

MT - transmembrana 
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FONTE - Kerrigan, Manssell & Sandy, 2000. p. 232. 

Apesar da inibição da destruição da matriz extracelular ter sido considerada a 

função primária das TIMP`s por vários anos, o número de suas funções 

biológicas tem se expandido rapidamente. Além da inibição de MMP`s, as 

TIMP`s têm sido relacionados à sua ativação, à capacidade de estímulo 

mitogênico e antiapoptótico, ao controle indireto da pressão sangüínea por 

meio do seu efeito sobre as MMP`s e às interações imunológicas. Essa última 

deve-se ao fato de que muitas citocinas produzidas pelo sistema imune estão 

envolvidas na sinalização celular e algumas são capazes de interagir com a 

transcrição de genes de MMP`s e TIMP`s ou alterar sua expressão. Isso faz 

com que o efeito das citocinas nessas moléculas seja muito complexo. Assim, 

dependendo do tipo celular, a mesma citocina pode estimular ou inibir a 

expressão de TIMP e MMP (Verstappen & Von den Hoff, 2006). 

A ação inibitória das TIMP`s sobre as MMP`s é exercida em 2 níveis: por meio 

da inibição da forma cataliticamente ativa da enzima e da prevenção ou atraso 

na conversão dos zimógenos de MMP para a forma ativa (Bodden et al., 1994). 

Esta ação deve-se ao desenho em forma de cunha da molécula de TIMP, que 

a torna capaz de abrir uma fenda na ranhura do sítio ativo da MMP`s, de forma 

similar àquela feita pelo substrato (Visse & Nagase, 2003). 

Todos os 4 tipos de TIMP`s inibem as formas ativas de todas as MMP`s 

estudadas até hoje, apesar da TIMP-1 ser um fraco inibidor de MMP-19 e 

várias MT-MMP`s (Baker, Edwadrs & Murphy, 2002). 

A TIMP-1, é uma glicoproteina de 30 kDa, que forma compostos não 

covalentes, essencialmente irreversíveis e de alta afinidade com as formas 

ativas de MMP`s . Ela consiste em 6 loops mantidos em posição por seis 

ligações dissulfido, arranjadas em três estruturas semelhantes à nós; porém, 

sua atividade inibitória reside nos 3 três primeiros loops (Reynolds, Hembry & 

Meikle, 1994; Bodden et al., 1994).                                          
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TIMP-1 tem ação antiapoptótica e potencializadora das células progenitoras 

dos eritrócitos (Hayakawa, 1994), é capaz de alterar o fenótipo metastático de 

certas células tumorais e prevenir a invasão e metástase quando expressas 

excessivamente. Também apresenta atividade promotora de crescimento sobre 

uma série de tipos celulares além de estimular os fibroblastos a produzirem 

MMP-1 (Bodden et al., 1994; Visse & Nagase, 2003) e acumularem-se no 

núcleo dessas células de forma ciclo celular-dependente, com atividade 

máxima na fase S, sugerindo sua participação no crescimento celular (Nagase 

& Woessner, 1999; Verstappen & Von den Hoff, 2006). 

TIMP-1 é produzida por vários tipos de tecidos (aorta, cartilagem, osso 

embrionário, tendão, polpa dental, gengiva, sinóvia e útero) e células em 

cultura (fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, osteoblastos, condrócitos, 

plaquetas, monócitos/ macrófagos, células musculares lisas e células 

tumorais). Sua expressão diminui com o envelhecimento dos fibroblastos, o 

que contribui para o aumento da atividade catabólica na derme. TIMP-1 

também foi encontrada em todos os fluidos corpóreos, indicando ser uma 

proteína fundamental e ubíqua (Hayakawa, 1994; Hornebeck, 2003).  

Apesar das TIMP-1 e 2 serem capazes de inibir praticamente todas as MMP`s, 

TIMP-1 foi cerca de 2 vezes mais eficiente contra a MMP-1 (Bodden et al., 

1994). Além disto, ao formar complexos com MMP-9, ela impediu sua auto-

ativação, sem perder a capacidade de inibir MMP’s ativas; porém, foi verificada 

a perda da capacidade de promover crescimento celular (Hayakawa, 1994). 

Verificou-se, ainda, que TIMP-1 e 2 estimulam a atividade osteoclástica e que 

os inibidores sintéticos não possuem esse efeito e, assim como as MMP`s as 

TIMP`s, foram encontrados com freqüência em sítios que demonstravam 

evidência histológica de remodelação tecidual (Baker, Edwadrs & Murphy, 

2002).       

As TIMP`s podem ser coexpressas com as MMP`s, mas os estudos têm 

demonstrado uma regulação recíproca de sua expressão, a qual depende de 

fatores de crescimento e citocinas expressos endogenamente. Em resumo, o 
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equilíbrio entre MMP e TIMP é variável nos processos fisiológicos envolvidos 

no crescimento e desenvolvimento e nas condições patológicas, como câncer e 

periodontite (Verstappen & Von den Hoff, 2006). 

2.4.3 O papel das metaloproteinases na degradação do colágeno 
gengival 

Os colágenos tipo I e III, produzidos pelos fibroblastos do ligamento periodontal 

e gengiva, são os componentes predominantes da matriz extra-celular do 

periodonto. A clivagem inicial do colágeno do ligamento periodontal e da 

gengiva é uma peça chave das lesões periodontais progressivas e ativas, 

causadas por colagenases intersticiais derivadas de células do hospedeiro (Kiili 

et al., 2002).  

 Em função dessas evidências, vários estudos têm avaliado o papel e o valor 

diagnóstico das formas de colagenase (e gelatinase) e seus inibidores no 

tecido conjuntivo, soro e fluido gengival crevicular de portadores de doença 

periodontal e periimplantar, nas mais diversas situações (Ryan & Golub, 2000). 

 

2.4.4 Estudos que avaliaram a expressão de MMP e TIMP-1 no tecido 
gengival  

No estudo de Meikle et al. (1994) que avaliou a localização de MMP’s e TIMP 

no tecido gengival de 21 indivíduos com periodontite, observou-se que a TIMP-

1 estava localizada nos sítios onde havia remodelação tecidual. Além disso, 

eles demonstraram que não só as células do conjuntivo, mas também as 

células epiteliais participavam dessa remodelação. 

Acreditando que MMP-8, TIMP-1 e MMP-1 desempenhavam um papel 

importante no desenvolvimento da doença periodontal, Aiba et al. (1996) 

avaliaram o efeito da inflamação na expressão genética dessas moléculas em 

biópsias gengivais. Por meio do ensaio de transcrição reversa de reação de 

cadeia de polimerase (RT-PCR), eles observaram que os níveis de RNA 
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mensageiro (RNAm) de MMP-1 foram significativamente elevados na gengiva 

inflamada, enquanto os níveis de MMP-8 não diferiram entre o grupo com 

inflamação gengival e o controle e mal foram detectados. Já a expressão de 

TIMP-1 não foi alterada e permaneceu mais alta do que esses dois genes em 

ambos os grupos. 

Dentro desse contexto, Séguier et al. (2001) estudaram a relação entre 

destruição de colágeno, expressão de MMP e TIMP e células inflamatórias. 

Eles verificaram que a fração da área ocupada por fibras colágenas no tecido 

conjuntivo dos indivíduos controles foi 60± 7%, enquanto nos indivíduos com 

periodontite esse valor caiu para 33±10%. Esse achado apresentou correlação 

com o número de células inflamatórias e MMP`s e TIMP`s expressas. Nos 

indivíduos com periodontite, houve um aumento significativo de CD8+, CD22+, 

CD68+ e TIA-1+, bem como um aumento de MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e 

a forma ativa de MMP-9. A forma ativa de MMP-9 e a quantidade de TIMP-1 

foram positivamente correlacionadas com o número de CD22+, CD68+ e TIA-

1+. Esses resultados demonstraram que um desequilíbrio entre MMP e TIMP 

estava associado à destruição da matriz extracelular durante a periodontite. 

Killi et al. (2002), estudando as formas moleculares, a imunolocalização e os 

níveis de MMP-8 no fluido gengival crevicular de seis indivíduos com 

periodontite do adulto, verificaram que essa colagenase estava presente na 

forma prepro, pro e ativa no fluido gengival crevicular de indivíduos na fase pré-

tratamento. Por meio de imunoistoquímica verificou-se que MMP-8 estava 

presente nas células epiteliais do sulco e nos neutrófilos e plasmócitos do 

tecido conjuntivo gengival inflamado. 

O estudo de Borsani et al. (2005) avaliou a imunoexpressão de colágeno e 

MMP no tecido gengival de indivíduos com periimplantite, mucosa periimplantar 

sadia e tecido periodontal sadio. Não houve diferença estatísticamente 

significativa na expressão de colágeno tipo I e III entre os grupos estudados. A 

marcação de MMP-1-3-8 e TIMP-1 foi fraca e localizada no estroma em todos 

os grupos. No periodonto e tecido periimplantar saudável e com periimplantite, 

a expressão de MMP-13 foi verificada na lâmina própria, enquanto, nos tecidos 
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com periimplantite, foi verificada, também, no epitélio.  Em função desses 

achados, supõe-se que as diferenças na imunoexpressão de MMP-8 e MMP-13 

possam estar relacioadas a  diferentes vias de ativação. 

Ao avaliar a localização de TIMP-1 e MMP-2 e 9 nas células de Langerhans de 

indivíduos saudáveis e com periodontite, Bodineau et al. (2006) verificaram que 

as  células de Langerhans TIMP-1+ localizavam-se, principalmente, nas 

camadas epiteliais superiores, enquanto as células MMP-9+ foram observadas, 

especialmente na periodontite, na camada basal do epitélio ou atravessando a 

membrana basal. Eles sugeriram que as mudanças na expressão de TIMP e 

MMP pelas células de Langerhans subgengivais poderiam estar implicadas na 

migração celular através do conjuntivo. 

Reafirmando o papel da MMP-8 na DP de fumantes, Liu et al. (2006) 

verificaram, por meio de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),  que, 

apesar de não haver diferenças significativas (p> 0,05) entre sua concentração 

plasmática em fumantes e não-fumantes com DP, técnicas de 

imunofluorescência revelaram um aumento local dessas moléculas no tecido 

conjuntivo periodontal (1154±124 unidades em fumantes e 817±60 unidades 

em não-fumantes) que poderia contribuir para a progressão da DP em 

fumantes. Verificou-se, ainda, que a MMP-8 foi encontrada mais 

freqüentemente no tecido conjuntivo do que no tecido epitelial. 

Buduneli et al. (2007), em um estudo experimental que induziu periodontite em 

ratos usando endotoxina, procurou avaliar o efeito de doxiciclina  e alendronato 

na expressão imunoistoquímica gengival de MMP-8 e TIMP-1. Eles verificaram 

que os animais com periodontite apresentaram expressão significativamente 

maior de MMP-8 (1,56±0,73) do que os controles que receberam solução salina 

(0,22±0,44) e os animais que receberam doxiciclina (0,67±0,5) e alendronato 

(0,78±0,44). De maneira contrária, os animais tratados apresentaram um 

aumento na expressão de TIMP-1 (2,11±0,6 e 2,56±0,53, respectivamente) 

quando comparado aos animais dos grupos controle (2,22±0,67) e periodontite 

(0,56±0,53). Esses resultados sugeriram um efeito benéfico potencial da 

doxiciclina e do alendronato no tratamento periodontal. 
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2.4.5 Estudos que avaliaram os níveis de MMP e TIMP-1 no FGC  

Halinen et al. (1996) estudaram a atividade e caracterização de MMP-8 e 9 na 

saliva e fluido gengival crevicular (FGC) de crianças com Síndrome de Down. 

Eles observaram que a imunorreatividade para MMP-8 foi maior no grupo com 

Síndrome de Down do que no grupo controle e concluíram que a forma ativa de 

MMP-8 identificada no FGC de crianças com Síndrome de Down pode refletir o 

grau de destruição periodontal observado nos estágios iniciais de gengivite e 

periodontite desses indivíduos. 

Liede et al. (1999) avaliaram a associação entre o abandono do hábito de 

fumar, status periodontal e níveis salivares de proteinase. Eles verificaram que 

os níveis de atividade proteolítica e de MMP-8 eram menores nos fumantes do 

que em ex-fumantes (p< 0,05) e que a prevalência de bolsas ≥ 4mm, 

supuração e perda óssea eram significativamente mais baixas nos ex-

fumantes. 

Em 1998, Nomura et al. desenvolveram um estudo para correlacionar os níveis 

de TIMP, a atividades das colagenases e a imuno-reatividade para MMP-1 e 

MMP-8 no fluido gengival crevicular, com a destruição periodontal em 

indivíduos portadores de periodontite e gengivite. Os resultados alcançados por 

ELISA demonstraram que os níveis de TIMP-1 no grupo gengivite (11,18 ± 6,3 

ng) e no grupo periodontite (13,68 ± 9,64 ng) eram significativamente maiores 

do que aqueles no grupo saudável (3,39± 2,91 ng). A atividade da colagenase 

ativa, avaliada por ensaios funcionais, foi significativamente maior no grupo 

periodontite (0,623 ± 0,372 U) do que no grupo saudável (0,226 ± 0,181 U). 

Entretanto, não foi identificada nenhuma diferença entre os grupos gengivite e 

saudável (0,360 ± 0,387 U). Por meio desse estudo foi sugerido que a atividade 

elevada de colagenase, especialmente de colagenase ativa, seria um 

importante marcador para avaliar a patogênese da periodontite. 

Posteriormente, em 2002, Söder, Jin & Wickholm compararam os níveis de 

MMP-8, elastase e PGE2 em sítios pareados de fumantes e não-fumantes com 

DP. Verificou-se que os fumantes apresentaram níveis mais elevados de 
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elastase funcional (p< 0,005) e elastase complexada com α1 antitripsina (p< 

0,05) do que os não-fumantes, entretanto, não foi verificada diferença 

estatisticamente significativa entre os níveis de MMP-8 (28.041± 8,20  e 45,74± 

10,22 ng/ sítio, respectivamente) e os não - fumantes apresentaram níveis mais 

elevados de PGE2 (p<0,05). Concluiu-se que a função dos granulócitos parece 

estar prejudicada nos fumantes. 

Kivelä-Rajamaki et al. (2003) estudaram por meio de Western immunobloting, o 

papel da MMP-8 e laminina de cadeia 5γ2 no fluido sulcular perimplantar de 

humanos. Eles verificaram níveis elevados dessas duas moléculas no fluído de 

indivíduos com perimucosite e perimplantite (com reabsorção óssea≥ 1mm) 

que apresentavam índice gengival elevado. Por outro lado, indivíduos com 

perimplantite, porém, sem índice gengival elevado, apresentaram baixos níveis 

dessas duas moléculas, comparáveis àqueles do fluído sulcular perimplantar 

de indivíduos saudáveis. 

A melhoria dos parâmetros clínicos observada após a terapia periodontal inicial 

foi acompanhada de reduções significativas dos níveis de MMP-8, verificadas 

por ensaio imunofluorométrico, no estudo de Kinane et al. (2003). Enquanto os 

níveis de MMP-8 no FGC reduziram (34,2 ±28,3 ng/μL) significativamente 

(p<0,005) quando comparados com o baseline (54,1 ± 34,6ng/μL), redução 

ainda mais significativa (p<0,001) foi verificada na última visita da terapia 

periodontal de suporte após 8 semanas (29,5 ± 22,1ng/μL). 

Nesse mesmo contexto, Figueiredo et al. (2004) avaliaram o efeito da terapia 

periodontal não-cirúrgica na atividade das proteases no FGC de indivíduos com 

periodontite crônica. Associada à melhoria significativa (p<0,05) de todos os 

parâmetros clínicos, verificou-se, por meio de ELISA uma redução, significativa 

de MMP-8 e sua atividade colagenolítica (p<0,05) nos sítios de gengivite (1,3 

ng/mL e 23530 AU, respectivamente) e periodontite (2,6 ng/mL e 43239 AU, 

respectivamente) de pacientes com DP crônica, quando comparado com o 

baseline (3,5 ng/mL e 57145 AU, respectivamente, para gengivite e 7,8 ng/mL 

e 90654 AU, para periodontite). Observou-se, assim, que os sítios com 

periodontite continuaram apresentando níveis mais elevados de MMP-8 e 
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atividade colagenolítica do que os sítios com gengivite, mesmo após o 

tratamento. 

Além disso, Pozo et al. (2005), estudando a expressão de MMP-8 e TIMP-1 no 

FGC de pacientes com DP no baseline e após terapia periodontal inicial (3 e 6 

meses após raspagem e alisamento radicular) verificaram diferenças no padrão 

de expressão de MMP-8 entre os controles saudáveis e os pacientes. Por meio 

de Western immunobloting, eles observaram que os sítios controle 

apresentaram espécies de uma forma parcialmente ativa (69 kD), enquanto os 

sítios dos pacientes apresentaram uma freqüência elevada da forma ativa (56 

kD) e, em alguns casos, a forma latente (85 kD). Nos sítios com profundidade 

de sondagem ≥ 4mm, a freqüência da forma ativa diminuiu após o tratamento. 

Os níveis de TIMP-1, avaliados por immunodotblot, foram significativamente 

mais baixos nos pacientes do que nos controles e, após o tratamento 

retornaram a níveis similares àqueles observados nos controles.  

Avaliando os efeitos da fase inicial do tratamento periodontal nos níveis de 

MMP-3 e TIMP-1 por ELISA, Tüter at al. (2005) verificaram uma melhoria 

significativa (p< 0,05) dos parâmetros clínicos após terapia associada a um 

aumento dos níveis de TIMP-1 (51,3 ng/μl) e uma diminuição dos níveis de 

MMP-3 (5,5 ng/μl) quando comparado com o baseline (29 ng/μl e 9 ng/μl, 

respectivamente). Os controles saudáveis apresentaram os menores níveis de 

MMP-3 (0,15 ng/μl) e os maiores níveis de TIMP-1 (91 ng/μl). É importante 

destacar que, além de sua habilidade em degradar vários componentes do 

tecido conjuntivo, a MMP-3 participa da cascata de ativação proteolíca da pro-

MMP-8.  

Kumar et al. (2006) avaliaram, por zimografia e  Western immunobloting, a 

expressão de MMP-8 e MMP-9 em indivíduos com periodontite crônica com e 

sem diabetes. Eles verificaram que os indivíduos diabéticos apresentavam 

sinais clínicos de gravidade de doença mais acentuados do que os pacientes 

não-diabéticos, além de expressão elevada de MMP-8 e MMP-9 (420,9± 26,83 

e 326±100,85, respectivamente) quando comparados com os pacientes não-

diabéticos (326±58,83 e 204,9±63,57, respectivamente) e os controles 
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saudáveis (237,7±37,01 e 148,8±2027, respectivamente). Eles concluíram que 

concentrações elevadas de MMP-8 e MMP-9 no tecido gengival de diabéticos 

com periodontite sugeriam uma relação com a deficiência no processo de 

cicatrização. 

Avellan et al. (2006) desenvolveram um estudo experimental em humanos para 

avaliar os efeitos da capsaicina (uma molécula capaz de causar liberação de 

neuropeptídeos e mediadores inflamatórios que podem induzir a liberação de 

MMP-8) no FGC. Eles observaram, por meio de ensaios imunofluorométricos, 

que o estímulo da mucosa alveolar com capsaicina induziu elevações locais 

significativas nos níveis de MMP-8 nos dentes adjacentes (baseline 56 ± 20,5 

μg/l, durante o estímulo 131± 39,9μg/l; 15 minutos após 115± 17,3μg/l; 30 

minutos após 98± 20,4μg/l). Verificou-se, por meio de Western immunoblotting, 

que tanto a isoforma derivada do neutrófilo quanto a colagenase do tipo 

mesenquimal estavam elevadas e ativadas. Essas mudanças não foram 

observadas em dentes localizados à distância. 

Söder et al. (2006), investigando os níveis de MMP-8 com a presença 

simultânea de patógenos no FGC, verificaram que microrganismos específicos 

parecem induzir resposta do hospedeiro com aumento na liberação dessas 

MMP`s na bolsa periodontal. Os níveis de MMP-8 variaram entre 10,9 ± 12,3 e 

1,53 ± 2,1 ng/ sítio, e 8,21 ± 9,1 e 6,24 ± 10,7 ng/ sítio, na presença e ausência 

de Tanerella forsythia e Aa, respectivamente; e entre 12,76 ± 15,4 e 15,21 ± 

14,5 ng/ sítio, e 3,84 ± 5,8 ng/ sítio, na presença e na ausência de Prevotella 

intermedia e Treponema denticola, respectivamente. 

Emingil et al. (2006) estudaram, por meio de ELISA e Western immunoblotting 

os níveis de MMP-7 e TIMP-1 em indivíduos com periodontite crônica, gengivite 

e controles. Os três grupos apresentaram níveis similares de MMP-7 

(37,33±7,5 pg/sítio; 36,68±8,5 pg/sitio e 36,81± 6,8 pg/sítio, respectivamente). 

Entretanto, os níveis de TIMP-1 aumentaram progressivamente com a 

gravidade da inflamação periodontal (42,2±10,2 pg/sítio; 73,99±17 pg/sítio; 

278,57± 205,4 pg/sítio, respectivamente para controle, gengivite e periodontite 

crônica). 
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Em 2007, Kurtis et al. estudaram os níveis de MMP-8 em portadores de 

periodontite crônica fumantes e não-fumantes submetidos a terapia periodontal 

inicial (RAR) associada ou não ao uso sistêmico de Flurbiprofeno. Por meio de 

ELISA, verificou-se que todos os indivíduos apresentaram redução significativa 

dos níveis de MMP-8 após terapia (p< 0,001). Entretanto, os níveis de MMP-8 

no fluido gengival crevicular de indivíduos que fizeram ou não uso de 

fluorbiprofeno não apresentaram diferenças estatisticamente significativas 

(p=0,0117 e p= 0,485, respectivamente).  

Recentemente, Rai et al. (2008) estudaram, por ELISA, os níveis creviculares 

de MMP-2 e MMP-9 e os níveis salivares de MMP-8 em indivíduos com 

gengiva saudável, gengivite e periodontite. Eles verificaram que, nos casos de 

periodontite, os níveis de MMP-8 (428,6 ± 432,4 ng/ml) e MMP-9 (56,42 ±22,32 

pg/ μl) estavam significativamente mais elevados do que nos indivíduos 

saudáveis (95,2 ± 70,2 ng/ml e 38,8± 24,31 pg/μl, respectivamente) e com 

gengivite (312,8 ± 301,8 ng/ml e 42,31 ± 21,35 pg/μl, respectivamente) com um 

p< 0,001. Os níveis dessas MMP`s foram altamente correlacionados com a 

profundidade de sondagem e sangramento a sondagem. 

Os principais resultados de alguns destes estudos foram compilados na TAB. 

7. 

É interessante destacar que, dentro da perspectiva atual, o FGC pode ser visto 

como um produto final do processo destrutivo e baixos níveis desses fatores 

podem simplesmente indicar altos níveis de atividade dentro dos tecidos ou os 

efeitos do fumo na dinâmica dos tecidos gengivais (Palmer et al., 2005). 
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TABELA 7 - Estudos que avaliaram MMP e TIMP-1 no FGC e gengiva de indivíduos com periodontite crônica 
Estudo Objetivo Técnica MMP Periodontite crônica Gengivite Controle 

              

 níveis no FGC ELISA TIMP-1 13,68 ± 9,64 ng 11,18 ± 6,3 ng 3,39± 2,91 ng 
Nomura et al. (1998) atividade colagenolítica ELISA MMP-8 0,623 ± 0,372 U 0,360 ± 0,387 U 0,226 ± 0,181 U 
       
 níveis no FGC de fumantes ELISA MMP-8 28.041± 8,20 ng/ sítio   
Söder et al. (2002) níveis no FGC de não fumantes ELISA MMP-8 45,74± 10,22 ng/ sítio   
       
 absorbância no baseline western  MMP-8 2,571   
Kiili et al. (2002) pós-terapia immunobloting MMP-8 0,696   
       
 níveis no baseline ensaio MMP-8 54,1 ± 34,6ng/ μL   
Kinane et al. (2003) 2 meses após terapia imunofluoro- MMP-8 34,2 ±28,3 ng/ μL   
 após 3 meses de TPS métrico MMP-8 29,5 ± 22,1ng/ μL   
       
 Níveis no baseline ELISA MMP-8 7,8 ng/mL 3,5 ng/mL  
 atividade colagenolítica baseline  MMP-8 90654 AU 57145 AU  
Figueiredo et al. (2004) níveis pós terapia ELISA MMP-8 2,6 ng/mL 1,3 ng/mL  
 atividade colagenolítica pós terapia MMP-8 43239 AU 23530 AU  
       
 níveis no baseline ELISA TIMP-1 29 ng/μl  91 ng/μl 
 níveis pós terapia ELISA TIMP-1 51,3 ng/μl   
Tüter et al. (2005) níveis no baseline ELISA MMP-3 9 ng/μl  0,15 ng/μl 
 níveis pós terapia ELISA MMP-3 5,5 ng/μl   
       
 não diabéticos western  MMP-8 326±58,83  237,7±37,01 
Kumar et al. (2006) Diabéticos blotting MMP-8 420,9± 26,83   
       

 níveis no FGC 
western 
blotting MMP-7 37,33±7,5 pg/sítio 36,68±8,5 pg/sitio 36,81± 6,8 pg/sítio 

Emingil et al. (2006) níveis no FGC ELISA TIMP-1 278,57± 205,4 pg/sítio 73,99±17 pg/sítio 42,2±10,2 pg/sítio 
       

Rai et al. (2008) níveis no FGC ELISA MMP-8 428,6 ± 432,4 ng/ ml 312,8 ± 301,8 ng/ ml 95,2 ± 70,2 ng/ ml 
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3 OBJETIVOS  
  
3.1 Objetivos gerais  
 

Avaliar o efeito do tabagismo sobre o turnover de colágeno gengival de 

indivíduos portadores de periodontite crônica. 

 Avaliar o efeito do tabagismo sobre a expressão de TIMP-1 e MMP-8 no tecido 

gengival de indivíduos portadores de periodontite crônica. 

 

3.2 Objetivos específicos  
 

- Comparar a proporção de colágeno tipo I no tecido gengival de indivíduos 

portadores de periodontite crônica fumantes, não-fumantes e controles. 

 

- Comparar a expressão de TIMP-1 e MMP-8 nos tecidos conjuntivo e epitelial 

de indivíduos portadores de periodontite crônica fumantes, não-fumantes e 

controles. 
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4 METODOLOGIA 

  

4.1 Amostra  

A amostra foi constituída por 36 indivíduos maiores de 18 anos, clinicamente 

saudáveis do ponto de vista sistêmico e portadores de periodontite moderada 

(definida pela presença de 2 sítios interproximais com nível de inserção clínica 

≥ 4mm em dentes diferentes ou pela presença de 2 sítios interproximais com 

profundidade de sondagem ≥ 5mm em dentes diferentes) a grave (definida pela 

presença de 2 sítios interproximais com nível de inserção clínica ≥ 6mm em 

dentes diferentes e 1 sítio interproximal com profundidade de sondagem ≥ 

5mm) (Machtei et al., 1992), indicados para a realização de cirurgias 

ressectivas na clínica de periodontia da Faculdade de Odontologia da 

Universidade Federal de Minas Gerais. Os pacientes avaliados foram 

distribuídos em grupos da seguinte forma: 

G1 – DP: 14 indivíduos clinicamente saudáveis do ponto de vista sistêmico que 

nunca fumaram, porém diagnosticados com periodontite moderada ou grave.  

G2 – Fumantes: 10 indivíduos clinicamente saudáveis do ponto de vista 

sistêmico, porém diagnosticados com periodontite moderada ou grave que 

fumavam ≥ 20 cigarros por dia, por mais de 10 anos. 

G3 – Controle: 12 indivíduos clinicamente saudáveis do ponto de vista 

sistêmico, sem alterações periodontais, com um alto grau de higiene bucal, 

sem sangramento a sondagem, com profundidade de sondagem ≤ 3mm e que 

nunca fumaram. 
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TABELA 8– Caracterização da amostra de indivíduos incluídos no estudo. 

Indivíduo gênero idade PS *, ┼ Sangra cigar/dia tempo/fumo Grupo 
            anos   
1 F 46 5 + 0 0 1 
2 F 21 5 + 0 0 1 
3 F 40 5 + 0 0 1 
4 M 23 10 + 0 0 1 
5 M 42 10 + 0 0 1 
6 M 55 8 + 0 0 1 
7 F 49 7 + 0 0 1 
8 F 56 6 + 0 0 1 
9 M 52 6 + 0 0 1 

10 M 54 5 + 0 0 1 
11 F 55 7 + 0 0 1 
12 F 44 9 + 0 0 1 
13 M 55 7 + 0 0 1 
14 M 63 7 + 0 0 1 
15 M 66 6 + 20 10 2 
16 M 67 6 + 40 10 2 
17 F 42 5 + 20 20 2 
18 M 43 5 + 20 30 2 
19 F 44 7 + 20 30 2 
20 M 57 6 + 20 40 2 
21 M 46 7 + 40 30 2 
22 F 49 10 + 20 30 2 
23 M 54 7 + 40 30 2 
24 F 50 8 + 20 10 2 
25 F 41 3 - 0 0 3 
26 F 52 3 - 0 0 3 
27 F 27 3 - 0 0 3 
28 F 36 3 - 0 0 3 
29 F 38 3 - 0 0 3 
30 F 36 3 - 0 0 3 
31 M 66 3 - 0 0 3 
32 F 54 3 - 0 0 3 
33 F 18 3 - 0 0 3 
34 F 30 3 - 0 0 3 
35 F 25 3 - 0 0 3 
36 M 32 3 - 0 0 3 

PS – profundidade de sondagem    M – gênero masculino 

* Profundidade de sondagem média do G1, 6,63 ± 1,77  F – gênero feminino 

┼ Profundidade de sondagem média do G2, 6,7 ± 1,49 
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4.1.1  Critérios de inclusão  

- Pacientes diagnosticados com periodontite moderada a grave. 

- Ausência de história médica relevante. 

- Fumantes que relataram fumar pelo menos 1 maço de cigarros comerciais 

com filtro por dia, por mais de 10 anos. 

- Indivíduos sem história de tabagismo. 

 

4.1.2  Critérios de exclusão 

- Edêntulos Totais. 

- Crescimento gengival idiopático ou induzido por droga.  

- Qualquer desordem sistêmica que exija antibiótico-profilaxia ou possa afetar a 

condição periodontal.  

- Presença de alteração endodôntica no dente da região onde será coletada 

amostra de tecido gengival. 

- Dentes e/ou raízes com anatomia anormal, pela possibilidade dessas 

alterações influirem no resultado do estudo. 

- Uso de antiinflamatórios ou antimicrobianos subgengivais ou sistêmicos até 6 

meses antes do exame inicial.  

- Ex-fumantes e fumantes que relataram fazer uso de cachimbo, charuto, 

cigarro de palha e fumo de rolo. 

- Mulheres na menopausa, grávidas, em lactação ou em uso de qualquer tipo 

de medicação contraceptiva. 

- Portadores de lesões pré-cancerígenas ou cancerígenas na região onde foi 

coletada a amostra de tecido gengival. 
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4.2 Considerações éticas 

Este estudo foi encaminhado e submetido à avaliação pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais, sendo aprovado 

sob o parecer número ETIC 052/07 (ANEXO A). 

Os participantes foram devidamente esclarecidos e informados sobre a 

pesquisa, seus métodos e objetivos, sendo incluídos somente após a obtenção 

de um consentimento livre e informado assinado (ANEXO B).  

Os indivíduos foram devidamente orientados em relação à sua condição 

periodontal, esclarecidos sobre a importância do tratamento, alertados sobre o 

papel e conseqüências do fumo na progressão e gravidade da doença 

periodontal, doenças sistêmicas e lesões cancerígenas e, quando necessário, 

encaminhados para tratamento nas clínicas da Faculdade de Odontologia da 

Universidade Federal de Minas Gerais (ANEXO C).  

Todas as informações colhidas tiveram finalidade exclusivamente científica e a 

não-identificação do paciente na pesquisa foi preservada. A participação no 

estudo pôde ser cancelada e o consentimento retirado pelo paciente a qualquer 

momento da pesquisa. Foi assegurado o tratamento, mesmo em caso de 

recusa da participação na pesquisa. 

 

4.3 Protocolo para a obtenção dos dados 

4.3.1  Questionário 

Todos os indivíduos responderam a um questionário estruturado, aplicado por 

um mesmo examinador, a respeito dos hábitos de fumar e estado geral de 

saúde (ANEXO D). 
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4.3.2  Dados clínicos 

Os dados referentes à anamnese foram coletados a partir da ficha clínica e 

confirmados com o paciente durante o preenchimento do questionário.  

Da mesma forma, os dados periodontais (profundidade de sondagem, perda de 

inserção clínica e grau de higiene bucal) foram coletados a partir da ficha 

periodontal do indivíduo (ANEXO E). 

 

4.3.3  Coleta das amostras de tecido 

A coleta foi realizada sob condições de iluminação e assepsia adequadas, 

segundo normas de biossegurança. Foram utilizados paramentação adequada 

(avental, gorro, óculos, máscaras e luvas), uma fonte de luz artificial, pinça 

clínica devidamente esterilizada e tubos de polipropileno (eppendorfs®).   

A amostra de tecido foi removida da face vestibular ou interproximal, do dente 

que apresentava a maior profundidade de sondagem na região operada. 

Após a ressecção cirúrgica, as amostras foram lavadas com soro fisiológico pH 

7, imersas em solução gelada (-4º C) de sacarose 30% durante 3 horas, 

congeladas com o uso de composto OCT (Tissue-tek, Bayer Diagnostic, 

Houndsmill England, UK) em nitrogênio líquido e armazenadas a uma 

temperatura de -80º C. Posteriormente, as amostras foram cortadas no 

criostato, em secções seqüenciais de 5μm de espessura, fixadas em acetona 

gelada por 5 minutos, coletadas em lâminas de vidro gelatinizadas e 

armazenadas a uma temperatura de -80º C até o processamento. Lâminas 

incubadas com a omissão do anticorpo pimário foram utilizadas como controle 

negativo.Controle positivo e negativo. 

Para o processamento as lâminas foram descongeladas e hidratadas em água 

destilada por 15 minutos. 
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4.3.4  Microscopia de luz polarizada 

As amostras destinadas ao exame morfológico por meio da técnica de 

coloração picrosírius, usada para visualizar e analisar as fibras colágenas, 

foram incubadas em uma solução saturada de Sirius Red F3BA em ácido 

pícrico, por uma hora, em temperatura ambiente. Após a lavagem em água 

destilada, as amostras foram colocadas em HCl 0,1N por 15 minutos e, em 

seguida, novamente lavadas em água por 5 minutos. Os cortes foram, então, 

corados com hematoxilina de Harris por 20 segundos, lavados em água por 15 

minutos, desidratados em álcoois graduados e xileno e montados em 

Permount.  

A análise descritiva da lâmina foi realizada sob microscopia de campo escuro, 

usando polarização óptica em um microscópio Olympus AX 70, equipado com 

uma câmera, através do qual o fundo aparecia negro, as fibras colágenas tipo I, 

vermelhas/ amarelas e as fibras colágenas tipo III, verdes, de acordo com sua 

birrefringência. Para se obter uma avaliação quantitativa e objetiva, 3 campos 

em cada lâmina foram fotografados, usando um aumento de 10x na ocular e 

20x vezes na objetiva. As proporção de fibras vermelhas e verdes foi 

determinada através de um gabarito contendo 150 pontos simétricos, com 1mm 

de diâmetro em uma área de 10X15cm. Os espaços negros foram eliminados 

para que o grau de preservação do tecido não interferisse nos resultados. 

4.3.5 Imunoistoquímica 

As amostras para imunoistoquímica foram lavadas com água destilada (3x 5 

min.), incubadas em solução de peróxido de hidrogênio 20v e metanol (2x 5 

min) e, em seguida, lavadas com TRIS-HCL. 

Os cortes foram pré-incubados com soro normal de cabra 2% em PBS por 30 

minutos, em câmara úmida, à temperatura ambinte e, em seguida, com os 

anticorpos primários monoclonais de coelho contra humano, anti-MMP-8 

(Sigma-Aldrich®, M8305) e anti-TIMMP-1 (Sigma-Aldrich®, T8322), na diluição 
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de 1: 100 com 1% de albumina bovina, durante 18 horas, à -4ºC. O anticorpo 

anti-MMP-8 reconhece as isoformas pro e ativa. Após três lavagens em TRIS, 

as amostras receberam o anticorpo secundário cabra anti-coelho (Sigma-

Aldrich®, B8895) na diluição de 1:800 e foram incubados por 1 hora, em 

câmara úmida, à temperatura ambiente. Após a lavagem em TRIS: HCl (3x5 

min), as lâminas foram incubadas com o complexo Streptavidina-Biotina-

Peroxidase 1:200 (Sigma-Aldrich®, S2438), em câmara úmida, à temperatura 

ambiente, por 1 hora. Para revelação da reação, empregou-se a solução 

diaminobenzidina (DAB)- peróxido de hidrogênio por 40 segundos. Em seguida, 

os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Mayer, desidratados, 

diafanizados e montados em Permount.  

 

4.3.6 Contagem das Células Positivas 

A imunorreatividade foi avaliada em um microscópio Zeiss – modelo KF2® 

equipado com uma câmera power shot G6 Canon. A análise foi feita 

separadamente para o epitélio (subdividido em camadas basal, suprabasal e 

superficial) e tecido conjuntivo (subdividido em camadas superficial e profunda) 

e semiquantificada em 4 categorias baseado em Reiner et al. (1990):  

0 = ausência de marcação 

1 = expressão discreta (poucas células marcadas) 

2 = expressão moderada (praticamente a mesma proporção de células 

marcadas e não marcadas) 

3 = expressão intensa (maioria das células marcadas) 
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4.4 Análise estatística  

A análise estatística da porcentagem de fibras colágenas em cada um dos 3 

grupos estudados pelo método picrosírius foi feita pelo teste T-student para 

amostras independentes. 

A análise comparatória da expressão imunoistoquímica de MMP-8 e TIMP-1 

em cada um dos três grupos estudados foi feita por Teste de Mann-Whitney. 

A correlação entre a expressão de metaloproteinase e distribuição de fibras 

colágenas entre os grupos foi feita pelo Teste de correlação de Spearman. 

Todos os testes foram realizados no software para análise estatística SPSS 

versão 12.0.  

Os resultados foram considerados significativos para uma probabilidade de 

significância inferior a 1%. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Análise morfológica do tecido por meio da técnica picrosírius 

A distribuição de fibras colágenas verdes e vermelhas no tecido conjuntivo das 

amostras do grupo DP foi diferente dos outros dois grupos (FIG.4). As 

amostras dos grupos controle e fumantes apresentaram menor proporção de 

fibras verdes (28,54% e 27,98%, respectivamente) e maior proporção de fibras 

vermelhas (71,9% e 72,2%, respectivamente) (TAB. 9).  

TABELA 9 

Proporção de fibras colágenas verdes e vermelhas nas amostras de tecido 

conjuntivo dos grupos DP não-fumantes (G1), DP fumantes (G2) e controle 

(G3). 

Birefringência Grupo 1 S* 1x2 Grupo 2 S* 2x3 Grupo 3 S* 1x3 

 % Dp p % Dp p % Dp p 

Fibras vermelhas 

 

Fibras verdes 

53,43 

 

46,57 

16,62 

 

16,66 

0,01 

 

 0,01 

72,02 

 

27,98 

15,74 

 

15,28 

0,968 

 

0,918 

71,9 

 

28,1 

8,54 

 

7,8 

0,002 

 

0,002 

S* Significância estatística de acordo com o teste T-student para amostras independentes 

Dp Desvio padrão 

p significância 

 

As amostras do grupo DP apresentaram maior proporção de fibras verdes 

(46,81) e, menor proporção de fibras vermelhas (53,43%). Esses resultados 

foram significativamente diferentes daqueles apresentados pelas amostras dos 

grupos controle e fumantes (TAB. 9).  
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FIGURA 4 - Distribuição de fibras colágenas verdes e vermelhas no tecido 

conjuntivo de indivíduos dos grupos periodontite não-fumante (DP), periodontite 

fumante (F) e controles (C) em um aumento de 50x. 
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5.2 Imunoexpressão de MMP-8   

 

     

     

     

FIGURA 5 – Análise imunoistoquímica da expressão de MMP-8 no epitélio e 

conjuntivo dos indivíduos dos grupos periodontite não-fumantes (DP), 

periodontite fumantes (F) e controle (C) em um aumento de 400x.. 

5.2.1 Camada superficial do epitélio 

Observou-se que, na camada superficial do epitélio, o grupo DP apresentou a 

mesma proporção de amostras com marcação celular discreta (35,7%), 

moderada (35,7%) e intensa (28,6%), enquanto quase a totalidade das 

amostras dos fumantes (90%) apresentou marcação intensa para MMP-8. Essa 

diferença foi estatísticamente significativa (p= 0,003). No grupo controle, houve 

predomínio da expressão intensa de MMP-8 (63,6%) enquanto, 18,2% das 

amostras apresentaram marcação discreta e moderada (GRAF.1).   
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GRÁFICO 1 – Expressão de MMP-8 na camada superficial do epitélio. 

* os grupos apresentam diferença estatisticamente significativa (p= 0,003) em 

relação ao controle.                                                                               
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GRÁFICO 2 – Expressão de MMP-8 na camada suprabasal do epitélio. 
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Na camada suprabasal do epitélio, as amostras do grupo DP e fumantes 

apresentaram expressão celular moderada e intensa. As amostras do grupo 

controle apresentaram marcação leve, moderada e intensa. Nos grupos 

controle e fumantes, houve predomínio da marcação intensa (58,3% e 60%, 

respectivamente), enquanto, no grupo DP, predominou a expressão celular 

moderada (57,1%) nas amostras. Não foram verificadas diferenças estatísticas 

entre os grupos (GRAF.2). 
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GRÁFICO 3 – Expressão de MMP-8 na camada basal do epitélio. 

A expressão de MMP-8 na camada basal do epitélio das amostras do grupo DP 

apresentou marcação leve (57,1%) ou moderada (42,9%). Nas amostras do 

grupo controle verificamos expressão celular moderada (45,5%) e intensa 

(54,5%). Apenas no grupo DP, a imunomarcação verificada distribuiu as 

amostras entre as três categorias: discreta (10%), moderada (50%) e intensa 

(40%).  Não foi verificada diferença estatística entre os grupos (GRAF.3). 
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5.2.4 Camada superficial do conjuntivo 
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GRÁFICO 4 – Expressão de MMP-8 na camada superficial do conjuntivo.  

Na camada superficial do conjuntivo os três grupos apresentaram o mesmo 

padrão de distribuição da expressão celular de MMP-8 entre as amostras. 

Cerca de 10 a 20% das amostras apresentaram expressão moderada, 

enquanto a maioria (78% a 90%) das amostras apresentou expressão intensa. 

Não houve diferença estatística entre os grupos (GRAF.4). 

 

5.2.5.1 Camada profunda do conjuntivo 

Na camada profunda do conjuntivo, praticamente a totalidade das amostras 

apresentou expressão intensa. Apenas 7,1% das amostras do grupo DP 

apresentou marcação moderada (GRAF.5). 
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GRÁFICO 5 – Expressão de MMP-8 na camada profunda do conjuntivo. 
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5.3 Imunoexpressão de TIMP-1   

 

     

     

     

 

FIGURA 6 –  Análise imunoistoquímica da expressão de TIMP-1 no epitélio e 

conjuntivo dos indivíduos dos grupos periodontite não-fumantes (DP), 

periodontite fumantes (F) e controle (C). em um aumento de 400x. 
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de TIMP-1. A análise estatística não encontrou diferenças significativas entre 

os grupos (GRAF.6). 
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  GRÁFICO 6 – Expressão de TIMP-1 na camada superficial do epitélio.  

   

5.3.2 Camada suprabasal do epitélio  
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GRÁFICO 7 – Expressão de TIMP-1 na camada suprabasal do epitélio. 
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Na camada suprabasal do epitélio a imunoexpressão celular das amostras do 

grupo controle as distribuiu entre as categorias ausente (8,3%), discreta 

(16,7%), moderada (50%) e intensa (25%). No grupo DP, verificou-se que 

28,6% das amostras apresentaram expressão celular discreta, 42,9% 

moderada e 28,6% intensa. Praticamente todas (90%) as amostras dos 

fumantes apresentaram expressão celular moderada de TIMP-1. Entretanto, 

essa expressão elevada de TIMP-1 não apresentou diferença estatística 

quando comparada com os outros grupos (GRAF.7). 

 

5.3.3 Camada basal do epitélio 
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sem expressão de TIMP-1. Nos grupos controle e fumantes, 54,5% e 60% das 
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encontrada diferença estatística entre os grupos (GRAF.8). 
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GRÁFICO 8 – Expressão de TIMP-1 na camada basal do epitélio. 
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5.3.4 Camada superficial do conjuntivo 
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GRÁFICO 9 – Expressão de TIMP-1 na camada superficial do conjuntivo. 

Na camada superficial do tecido conjuntivo das amostras dos grupos DP, 

fumante e controle, prevaleceu a marcação intensa (71,4%, 70% e 83,3%, 

respectivamente). Apenas o grupo controle não apresentou amostras com 

expressão celular moderada. Novamente, não houve diferença estatística entre 

os grupos (GRAF.9). 
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predomínio da imunomarcação celular intensa (69,2%, 100% e 90,9%, 

respectivamente). Não foi verificada diferença estatística entre os grupos 

(GRAF.10). 

      0            1   2     3 
  Ausente       Discreto                Moderado                  Intenso 

CATEGORIAS

 
Grupo 1 

DP 
 

 
Grupo 2 
Fumante 

 
 

Grupo 3 
Controle 



 78

0

15,4 15,4

69,2

0 0 0

100

0 0
9,1

90,9

0

20

40

60

80

100

120

0 AUSENTE 1 DISCRETO 2 MODERADO

CATEGORIAS

%

 
GRÁFICO 10  – Expressão de TIMP-1 na camada profunda do conjuntivo.  

 

Não foi verificada correlação estatisticamente significativa entre a expressão de 

TIMP-1 e MMP-8 no epitélio e conjuntivo dos indivíduos dos 3 grupos com a 

distribuição de fibras verdes e vermelhas detectada pelo método picrosírius. 

Apenas na camada superficial do epitélio das amostras do grupo controle foi 

verificada correlação (0,773) estatisticamente significativa (p=0,005) entre a 

expressão de MMP-8  e a expressão de TIMP-1.   
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6 DISCUSSÃO 

A redução dos sinais clínicos da inflamação (vermelhidão gengival e 

sangramento a sondagem) e o maior comprometimento das estruturas 

periodontais são características bem definidas e extensivamente estudadas da 

doença periodontal em fumantes (Calsina, Ramon & Echeverría, 2002; 

Bergtröm, 2003; Susin et al., 2004). Entretanto, apesar da presença de uma 

gengiva fibrosa capaz de mascarar os sinais clínicos de inflamação ser uma 

característica clássica desses indivíduos, não foi encontrado nenhum tipo de 

estudo que explicasse esse padrão. 

A proposta inicial desse estudo foi verificar, por meio do método de coloração 

picrosírius, se a característica fibrosa do tecido gengival dos fumantes com 

doença periodontal estaria relacionada a alterações no colágeno gengival. 

O método picrosírius demonstrou uma diminuição estatisticamente significativa 

de cerca de 26% das fibras vermelhas (53,43%) e um aumento das fibras 

verdes (46,81%) no tecido gengival dos indivíduos portadores de DP quando 

comparado com as amostras dos indivíduos controle (71,9% e 28,54%, 

respectivamente). Durante a doença periodontal, a literatura descreve uma 

diminuição de aproximadamente 4% das fibras do colágeno tipo I e 50% das 

fibras do colágeno tipo III (Narayanan & Page, 1983). A diminuição de fibras 

vermelhas, que correspondem ao colágeno tipo I maduro, está de acordo com 

o padrão verificado na literatura, apesar de ser maior. Entretanto, o aumento 

das fibras verdes, que correspondem ao colágeno III, discorda. Essas 

diferenças provavelmente estão relacionadas com a técnica usada pelos 

trabalhos mais antigos (quantificação por meio do analisador de aminoácidos) e 

pela inabilidade do método picrosírius em distingüir as fibras de colágeno tipo I 

em degradação/ formação das fibras de colágeno tipo III em tecidos 

patológicos (Junqueira, Cossermelli & Bretani, 1978; Junqueira, Bignolas & 

Bretani, 1979). 

Em função disso, a análise da proporção de fibras verdes e vermelhas no 

tecido gengival dos indivíduos com DP deve ser feita com cautela, já que a 
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produção e degradação de colágeno são processos freqüentes (Junqueira, 

Montes & Sanchez, 1982). Nesses tecidos, as fibras de colágeno tipo I em 

degradação ou deposição podem apresentar menor diâmetro e birrefringência, 

sendo identificadas com a cor verde após a polarização (Pérez-Tamayo & 

Montfort, 1980; Cuttle et al., 2005). Portanto, o aumento de fibras verdes não 

deve ser interpretado como um aumento do colágeno tipo III. Ele reflete melhor 

um maior turnover de fibras do colágeno tipo I que, em função da remodelação, 

apresentam menor diâmetro e birrefringência, o que reflete na polarização da 

luz verde.  

Verificou-se, ainda, que o tecido gengival dos fumantes com DP apresentou 

proporção de colágeno tipo I maduro tão elevada (72,2%) quanto os indivíduos 

controles (71,9%) e ambos significativamente diferentes (p=0,01 e p=0,002, 

respectivamente)  do grupo DP (53,43%). A proporção de fibras verdes no 

grupo dos fumantes foi bem pequena (27,98%), e significativamente diferente 

(p=0,01) daquela verificada no grupo DP (46,81%), sendo inclusive bem 

próxima da proporção de fibras verdes verificada no grupo controle (28,54%), a 

despeito da presença de periodontite. Esse achado indica a presença de uma 

alteração no turnover do colágeno tipo I nos fumantes com doença periodontal 

levando ao acúmulo de fibras de colágeno tipo I maduras.  

Com objetivo de entender se as alterações no turnover de colágeno estariam 

relacionadas às modificações nas alterações imunoinflamatórias características 

da doença periodontal, foi realizado um estudo da imunoexpressão de MMP-8, 

uma das principais metaloproteinases envolvidas na DP, e TIMP-1, seu 

principal inibidor endógeno. 

Tanto MMP-8 quanto TIMP-1 foram imunoexpressas principalmente por células 

semelhantes a neutrófilos e fibroblastos, mas também observou-se a marcação 

de células endoteliais e células epiteliais em todos os grupos, de acordo com 

estudos prévios (Birkedal-Hansen, 1994; Reynold, Hembry & Meikle, 1994; 

Ryan & Golub, 2000; Lauer-Fields, Juska & Fields, 2002, Visse & Nagase, 

2003). A MMP-8 apresentou marcação mais forte e definida nas células 

semelhantes a neutrófilos, sugerindo que as moléculas de MMP-8 marcadas 
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estariam concentradas nos grânulos dos neutrófilos. De fato, a MMP-8 é 

expressa por essas células no estágio de mielócito durante o seu 

desenvolvimento na medula óssea e fica armazenada na forma latente (pro-

MMP-8) em grânulos específicos, até que receba o estímulo para ser liberada 

(Gueders et al., 2005). Portanto, não ocorre transcrição dessa enzima originada 

dos PMN (Aiba et al., 1996).  

O comportamento dos dados referentes à imunoexpressão de MMP-8 nos 

fumantes apresentou padrão próximo àquele apresentado pelas amostras do 

grupo controle, de forma semelhante ao que aconteceu com a distribuição de 

colágeno. Entretanto, a análise estatística não revelou correlações 

significativas entre a distribuição de fibras e a expressão de TIMP-1 e MMP-8. 

No tecido conjuntivo, verificamos uma marcação elevada de MMP-8, sem 

diferenças estatísticas entre os fumantes e não-fumantes com DP, discordando 

dos resultados do estudo de Liu et al. (2006) que também avaliaram a 

imunoexpressão tecidual de MMP-8. Eles observaram que os fumantes com 

DP apresentaram imunofluorescência para MMP-8 significativamente maior do 

que os não-fumantes. Entretanto, a amostra foi composta por apenas 6 

indivíduos em cada grupo e não foi avaliada a expressão de MMP-8 em um 

grupo controle. 

Liede et al. (1999) verificaram níveis de MMP-8 significativamente mais altos 

em ex fumantes do que em fumantes. Dentre as diferenças entre a expressão 

tecidual e os níveis de diversas moléculas no FGC, é importante destacar que, 

enquanto a coleta de amostras do fluido pode ser feita em qualquer etapa do 

tratamento, a coleta de fragmentos de tecidos para imunoistoquímca é feita 

durante a fase cirúrgica do tratamento periodontal e, consequentemente, logo 

após a terapia periodontal inicial.  

De fato, estudos que avaliaram, após a terapia periodontal, os níveis de MMP-8 

no FGC de indivíduos com periodontite crônica, fumantes e não-fumantes, não 

verificaram diferenças estatísticas entre os grupos (Söder, Jin & Wickholm, 

2002; Kurtis et al, 2007).  
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A ausência de diferenças estatísticas nos níveis de MMP-8 entre os indivíduos 

com DP e controles é uma tendência também verificada por outros estudos que 

constataram que, após o tratamento os níveis das MMP`s, tendem a se 

aproximar daqueles apresentados pelos controles saudáveis (Lauer-Fields, 

Juska & Fields, 2002; Tüter et al., 2005). 

A expressão de MMP-8 foi, também, predominantemente intensa nos 3 grupos, 

fato explicado pelo comportamento biológico dessa enzima. A MMP-8 originada 

dos neutrófilos responde por cerca de 90-95% da atividade colagenolítica no 

FGC e fluido perimplantar de indivíduos com periodontite do adulto e 

perimplantite (Sorsa, 1999). Uma vez ativado por mediadores pro-inflamatórios, 

os PMN humanos liberam apenas cerca de 15 a 20% do seu conteúdo (60 

ng/106 células), exclusivamente sob a forma latente (Owen, 2004), segundos 

após o estímulo e a resposta dura apenas alguns minutos (Birkedal-Hansen, 

1993). Esse padrão leva a crer que a imunomarcação constatada nos três 

grupos provavelmente, refere-se, na sua maioria, à forma latente de MMP-8 

que não foi liberada dos grânulos dos neutrófilos ou à imunomarcação de 

fibroblastos associados a renovação tecidual normal, cuja ativação leva de 6-12 

h e a resposta dura dias.  

O desenvolvimento de tolerância pelos fibroblastos humanos em cultura com 

altos níveis de nicotina (Checchi et al., 1999) e a diminuição da clivagem de 

colágeno nessa mesma situação (Zhou, Olson & Windsor, 2007) poderiam 

justificar o acúmulo de fibras de colágeno tipo I nos fumantes.  

Outra hipótese seria a associação da depleção de tiol com uma diminuição da 

ativação da pro-MMP-8 nos fumantes. O tiol é uma das vias capazes de ativar 

a forma latente das MMP`s (Birkedal-Hansen, 1993; Lauer-Fields, Juska & 

Fields, 2002). E outros estudos já hipotetizaram que a depleção de tiol poderia 

ser o mecanismo de citotoxidade da nicotina aos fibroblastos do ligamento 

periodontal. 

Nas camadas epiteliais, o padrão de comportamento dos dados do grupo dos 

fumantes e controles foi semelhante, destacando-se pelo predomínio da 
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expressão moderada/intensa, enquanto o grupo DP destacou-se pela 

expressão leve/moderada. Foi verificada diferença estatisticamente significativa 

na imunoexpressão de MMP-8 na camada superficial do epitélio de indivíduos 

fumante, quando comparado com DP. Essa elevada expressão de MMP-8 no 

epitélio não foi encontrada nos estudos de Borsani et al. (2005) e Liu et al. 

(2006) que observaram maior expressão de MMP-8 no tecido conjuntivo. 

Birkedal-Hansen (1993) afirmou que a proximidade da placa microbiana viável 

cria uma oportunidade inigualável para o efeito transcricional direto dos 

metabólitos microbianos nas células gengivais e periodontais. Assim, os 

indícios de uma maior prevalência de espécies do complexo laranja (E. 

nodatum, F. nucleatum ss, P. intermedia, P. micros, e P. nigrescens) e 

vermelho (P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola) em fumantes comparado 

com não-fumantes e ex-fumantes (Haffajee & Socransky, 2001), e os níveis 

elevados de MMP-8 no FGC, associado à presença desses microrganismos 

(Söder et al., 2006), constituem fortes evidências para explicar a expressão 

elevada de MMP-8 na camada superficial do epitélio dos fumantes, verificada 

nesse estudo. Essa associação da expressão de MMP-8 com microrganismos 

patogênicos parece também estar relacionada à formação da bolsa periodontal, 

cuja origem tem sido atribuída a uma perda de continuidade na porção mais 

coronal do epitélio juncional e ao espalhamento subgengival de bactérias sob 

condições de defesa prejudicadas (Bosshardt & Lang, 2005). 

O contraste entre a imunomarcação leve/moderada na camada basal do 

epitélio do grupo DP e a imunomarcação moderada/intensa nos grupos 

fumante e controle parece ter duas explicações plausíveis. A expressão de 

MMP-8 poderia estar associada à sua atividade anti-inflamatória: nos fumantes 

e controles o predomínio da expressão moderada/ intensa de MMP-8 seria 

capaz de controlar adequadamente a apoptose de células inflamatórias, 

enquanto a expressão leve e moderada das amostras do grupo DP estaria 

associada a sua diminuição. O maior afluxo de neutrófilos no epitélio é 

considerado um contribuinte para a desintegração focal do epitélio juncional e, 
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conseqüentemente o aumento da permeabilidade epitelial (Bosshardt & Lang, 

2005). 

Essa hipótese se baseia nos resultados do estudo de Gueders et al. (2005) que 

demonstrou que a apoptose de células inflamatórias (neutrófilos e eosinófilos) 

em camundongos knockout para MMP-8 foi reduzida, na inflamação induzida 

por alérgenos nos pulmões. 

Supõe-se, ainda, que a expressão leve/moderada de MMP-8 na camada basal 

do epitélio dos fumantes pode refletir apenas a atividade elevada de outras 

moléculas, como a MMP-9, cuja presença em indivíduos com periodontite tem  

sido associada especialmente à imunomarcação na camada basal do epitélio 

(Bondineau et al., 2006). Essa gelatinase tem, como substrato, componentes 

da membrana basal como colágeno tipo IV e laminina, podendo contribuir para 

a degradação do epitélio e aumento de sua permeabilidade (Pöllänen, Salonen 

& Uitto, 2003). 

Tem sido bem aceito na literatura que a homeostase do tecido depende do 

equilíbrio entre MMP e TIMP (Birkedal-Hansen, 1993; Ryan & Golub, 2000); 

entretanto, não encontramos descrição do que seria este equilíbrio. 

Nesse estudo, verificou-se que a expressão de TIMP-1 foi fraca, concordando 

com Borsani et al. (2005); entretanto, ocorreu marcação celular no epitélio e 

conjuntivo, o que discorda desses autores que verificaram marcação apenas no 

conjuntivo. 

A maioria das amostras dos três grupos apresentou expressão intensa de 

TIMP-1 no tecido conjuntivo sugerindo uma tentativa de equilibrar a expressão 

intensa de MMP-8. Apesar de Meickle et al. (1994) terem observado expressão 

elevada de TIMP-1 apenas nos sítios com remodelação tecidual, nossos dados 

estão de acordo com os achados de Aiba et al. (1996), que não encontraram 

diferenças na expressão de TIMP-1 no tecido conjuntivo de indivíduos com 

inflamação gengival e controles.  
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A literatura parece apresentar um consenso no que se refere aos níveis dessa 

enzima no FGC. Enquanto os níveis de TIMP-1 foram mais elevados nos 

indivíduos com DP e gengivite do que nos controles (Nomura et al., 1998; 

Emingil et al., 2006), Pozo et al. (2005) verificaram que, após o tratamento os 

níveis de TIMP-1 no FGC de indivíduos com DP caíram, alcançando valores 

próximos àqueles encontrados nos controles. Esse padrão verificado no fluido 

é coerente com os nossos dados de expressão tecidual de TIMP-1. 

A análise da expressão de TIMP-1 no epitélio não apresentou diferenças 

estatísticas entre os grupos. Entretanto, nos fumantes, observa-se um 

predomínio da marcação moderada/intensa em todas as camadas epiteliais. 

Além do efeito antiapoptótico, a TIMP-1 também tem sido associada à 

proliferação celular (Visse & Nagase, 2003; Uitto, Overall & McCulloch, 2003). 

Esses achados sugerem o papel da TIMP-1 no espessamento da base epitelial 

dos fumantes, já verificado por outros estudos (Villar & Lima, 2003). 

Nas amostras do grupo DP e controle, a expressão de TIMP-1 foi mais 

dispersa entre as categorias e, apenas nas amostras do grupo controle a 

expressão superficial de TIMP-1 apresentou correlação positiva significativa 

(p=0,005) com a expressão superficial de MMP-8, sugerindo uma tendência ao 

equilíbrio. 

Os inibidores de MMP desempenham papel extremamente importante na 

manutenção da homeostase dos tecidos, por regularem a atividade das 

MMP`s, apresentarem atividade antiapoptótica, que pode evitar o esvaziamento 

dos grânulos dos PMN que estão se desintegrando, promoverem o crescimento 

de vários tipos celulares, além de estimularem os fibroblastos a produzirem 

MMP-1, metaloproteinase envolvida na remodelação tecidual normal (Bodden 

et al., 1994, Kiili et al., 2002, Visse & Nagase, 2003, Uitto, Overall & McCulloch, 

2003). Esse conjunto de funções desempenhados por TIMP`s justificam sua 

expressão e, conseqüentemente, atividade elevada no tecido gengival 

independente do padrão de saúde/doença. 
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Em resumo, o equilíbrio entre MMP e TIMP é variável nos processos 

fisiológicos e condições patológicas. A coexpressão de TIMP`s e MMP`s 

depende de uma regulação recíproca influenciada por fatores de crescimento e 

citocinas expressos endogenamente, cuja complexidade dificulta seu 

entendimento (Verstappen & Von den Hoff, 2006). 

Os resultados deste estudo comprovaram que o tabagismo realmente provoca 

alterações no turnover de colágeno, justificando o aspecto fibroso do tecido 

gengival dos fumantes com periodontite crônica. Entretanto, a ausência de 

associação das alterações de colágeno com a imunoexpressão tecidual de 

MMP-8 e TIMP-1 verificada, e a complexidade de moléculas e respostas 

imunoinflamatórias envolvidas na progressão da doença periodontal, indicam a 

necessidade de se estudar várias MMP`s simultaneamente, destacando a 

presença da forma ativa, já que ela reflete melhor a progressão temporal da 

lesão do que a quantidade total da enzima (Uitto, Overall & McCulloch, 2003). 

 



 87

7 CONCLUSÕES 

O tecido gengival dos fumantes com DP apresentou proporção de colágeno 

tipo I maduro semelhante aos indivíduos controles, e siginficativamente maior 

do que o grupo DP.  

O tecido gengival dos fumantes com DP apresentou proporção de fibras 

colágenas verdes semelhante aos indivíduos controles, e significativamente 

menor do que o grupo DP.  

O tabagismo provoca alterações no turnover de colágeno, justificando o 

aspecto fibroso do tecido gengival dos fumantes com periodontite crônica. 

As amostras de tecido gengival dos grupos controle, DP e fumantes 

apresentam predomínio de expressão intensa de MMP-8 e TIMP-1 nos tecidos 

conjuntivo e epitelial. 

A expressão de MMP-8 na camada superficial do epitélio dos fumantes foi 

estatisticamente diferente daquela verificada no grupo DP, sugerindo uma 

associação com os efeitos do tabagismo no curso da doença periodontal. 

A expressão de MMP-8 apresentou correlação estatística com a expressão de 

TIMP-1 na camada superficial do epitélio das amostras do grupo controle, 

indicando uma tendência ao equilíbrio dessas moléculas na ausência de 

doença. 
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ANEXO B 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Meu nome é Carolina Ferreira Franco, sou cirurgiã-dentista e aluna do curso de 
Mestrado em Periodontia da Faculdade de Odontologia da UFMG e gostaria de convidá-lo a 
participar voluntariamente da pesquisa intitulada “Avaliação da distribuição de diferentes 
tipos de colágeno e da expressão de TIMMP-1 e MMP- 8 no tecido gengival de fumantes 
com doenca periodontal ” que tem por objetivo avaliar de que forma o fumo provoca 
alterações na gengiva de pacientes com doença gengival.  

Sabemos o fumo pode provocar uma série de complicações para a saúde, inclusive 
câncer de boca e pulmão, sendo sugerido que, idealmente, os fumantes abandonem este 
hábito. 

Para realizar este trabalho, precisarei coletar dados do exame clínico periodontal que 
foram anotados em sua ficha e pedaços de tecido gengival que serão removidas durante 
cirurgia periodontal a qual você será submetido para tratamento da doença gengival. Também 
vou precisar que você responda a um questionário sobre seu estado de saúde e o hábito de 
fumar. 

Precisarei coletar amostras de pacientes fumantes e não fumantes com periodontite 
que serão submetidos a cirurgia periodontal durante o tratamento e pacientes saudáveis sem 
doença periodontal encaminhados para cirurgia por outros motivos (aumento de coroa clínica, 
extração de dentes com finalidade ortodôntica). 

O anonimato e o sigilo das informações colhidas serão garantidos, bem como, 
afirmamos que os dados serão utilizados exclusivamente para esta pesquisa, cujos resultados 
serão publicados em revistas especializadas. Seu nome não será utilizado em qualquer 
publicação ou material relacionado ao estudo e você não receberá qualquer compensação 
financeira por sua participação. 

 A sua participação é voluntária. Você poderá desistir de participar e cancelar o seu 
consentimento em qualquer momento da pesquisa. A desistência ou a não aceitação em fazer 
parte dessa pesquisa não irá interferir no seu tratamento na Faculdade de Odontologia da 
UFMG. 

Cabe ressaltar que o projeto desta pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa em Seres Humanos da UFMG (COEP/ UFMG). 
 Este documento tem como objetivo propor a sua participação neste estudo e esclarecê-
lo dos seus objetivos. 
 
 

Eu,_____________________________________________,RG:________________, 
aceito participar deste estudo de forma voluntária. Sei que posso desistir a qualquer momento 
sem que isso acarrete qualquer tipo de prejuízo para meu tratamento na Faculdade de 
Odontologia da UFMG. 

Afirmo que fui devidamente esclarecido quanto aos objetivos da pesquisa, quanto à 
preservação da minha imagem e quanto ao destino dos dados coletados.  

 
                            Belo Horizonte, _____ de __________________ de 2007. 

 
 

  ___________________________________________________ 
Assinatura 
 

Em caso de urgência ou necessidade de maiores informações, favor entrar em contato com:  

Pesquisador responsável: Carolina Ferreira Franco: (31) 3283 3311.  
Orientador: Dr José Eustáquio da Costa - Faculdade de Odontologia da UFMG.  
Avenida Antonio Carlos, 6627.Pampulha-Telefone: (31) 3499-2412 
COEP: Comitê de Ética na Pesquisa  -Av. Antônio Carlos, 6.627. Unidade Administrativa II, 2° andar Telefone: 
(31) 3499-4592 
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ANEXO C 
 

Belo Horizonte, _____ de________________ de 200__. 

 

 

 

Prezado Senhor (a),  

 

O exame clínico odontológico de 

_______________________________________ 

_______________________________________________________________

___realizado no dia __/__/__ indicou a presença das seguintes alterações: 

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________

_____________________ 

 

Desta forma sugeri que procurasse os serviços de atenção necessários ao 

restabelecimento das condições acima descritas. 

 

 

Atenciosamente, 

 

______________________________ 

Carolina Ferreira Franco 

CROMG 29253 
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ANEXO D 

DATA: __________   NOME:________________________________________________________ 
IDADE:__________   GÊNERO ( ) F  ( ) M  TELEFONE: __________________________________ 

CLASSIFICAÇÃO:          ( ) G1 - FUMANTE          ( ) G2 - PERIODONTITE       ( ) G3 -  SAUDÁVEL  

1. Você fuma atualmente?  ( ) sim ( ) não 

2. Quantos cigarros por dia?   ( ) até 10 ( ) entre 10 e 20 ( )  mais de 20 ( ) não sabe 

3. Há quantos anos você fuma?  ( ) 5 ou menos  ( ) entre 5 e 10  ( ) Mais de 10 ( ) não sabe 

4. Já fumou anteriormente?  ( ) sim ( ) não 

5. Há quanto tempo você parou? _________________ 

6. Quantos cigarros fumava por dia?  ( ) até 10 ( ) entre 10 e 20 ( )  mais de 20 ( ) não sabe 

7. Por quantos anos você fumou? ( ) 5 ou menos  ( ) entre 5 e 10  ( ) Mais de 10 ( ) não sabe 

8. Alguém fuma dentro da sua casa ? ( ) sim ( ) não 

9. Quantas pessoas fumam? _______________________________________________________ 

10. No ambiente em que você freqüenta (escola, trabalho) têm fumantes? ( ) sim ( ) não 

11. Descreva o ambiente :  ( ) fechado ( ) aberto 

10. Você tomou antibiótico ou antinflamatório nos últimos 6 meses? ( ) sim ( ) não  

12. Você toma algum medicamento de uso contínuo?  ( ) sim ( ) não 

_______________________________________________________________________________ 

13. Você tem ou já teve algum dos problemas de saúde abaixo relacionados? 

( ) diabetes   ( ) endocardite bacteriana   ( ) febre reumática 

( ) pressão alta   ( ) cardiopatia     ( ) problema respiratório 

( ) não relata qualquer alteração relevante   ( ) Outros ____________________________________ 

14. Você faz uso de alguma medicação anticoncepcional?  ( ) sim ( ) não ____________________ 

15. Você pode estar grávida ou amamentando? ( ) sim ( ) não 
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ANEXO E 
 

 

  ÍNDICE DE PLACA PROF. SONDAGEM 
PERDA DE 
INSERÇÃO SANG A SONDAGEM REC

  D V M L D V M L D V M L D V M L V 

17                                   
16                                   
15                                   
14                                   
13                                   
12                                   
11                                   

21                                   
22                                   
23                                   
24                                   
25                                   
26                                   
27                                   

37                                   
36                                   
35                                   
34                                   
33                                   
32                                   
31                                   

41                                   
42                                   
43                                   
44                                   
45                                   
46                                   
47                                   
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	Poderia parecer lógico se esperar que os fatores associados com a destruição tecidual estivessem mais elevados nos fumantes do que nos não-fumantes. Entretanto, enquanto alguns estudos que envolvem a avaliação desses fatores no fluido gengival crevicular (FGC) verificam baixos níveis de citocinas, enzimas e possivelmente polimorfonucleares (PMN) nos fumantes, outros estudos verificaram níveis mais altos ou não encontraram diferenças estatisticamente significativas (Boström, Linder & Bergström, 1999; Giannopoulou, Kamma & Mombelli, 2003; Palmer et al., 2005). 
	Apesar de o fumo induzir uma significativa neutrofilia sistêmica, ele não parece afetar o número de neutrófilos entrando no sulco gengival e na cavidade bucal. De fato, evidências limitadas sugerem que o número de neutrófilos alcançando o sulco gengival em fumantes pode estar até mesmo reduzido (Pauletto et al., 2000). Alguns estudos, inclusive, detectaram efeitos do tabaco na migração dos neutrófilos bucais, indicando uma possível diminuição na capacidade migratória (Kraal et al., 1977). E, posteriormente, foi demonstrado que a exposição ao tabaco pode dificultar a cinética da f-actina. O esqueleto de actina é crítico na facilitação da motilidade dos neutrófilos que é requerida para o extravasamento através da microcirculação e subseqüente migração através do tecido inflamado (Ryder et al., 2002).
	O estudo de Güntsch et al. (2006) que avaliou o efeito do tabagismo na função dos neutrófilos creviculares de indivíduos saudáveis constatou efeitos adversos sobre a viabilidade e função dessas células. Comparando com os não-fumantes (1,73 ± 1,08 x 106/ mL), o número de neutrófilos foi maior em fumantes leves (1,98 ± 0,96 x 106/ mL) e moderados (2,03 ± 1,43 x 106/ mL) e menor nos fumantes pesados (1,68 ± 1,18 x 106/ mL) apesar de não haver diferenças estatísticas entre os grupos (p>0,005). A porcentagem de neutrófilos viáveis foi significativamente mais baixa em fumantes leves (77,6 ± 7,8%), moderados (76,5 ± 8,2%) e pesados (75 ± 6,5%) comparada com não-fumantes (85,5 ±6%) com um valor de p< 0,05. Além disto, a capacidade de fagocitose foi significativamente prejudicada nos fumantes leves (58,3 ± 4,1%), moderados (51,9 ± 2,33%) e pesados (40,9 ± 3,5%) quando comparado com não-fumantes (74,1 ± 4,1%), com uma evidência de efeito dose-dependente (p<0,05).
	Gamal & Bayony (2002) verificaram, ainda, em estudo in vitro, que o fumo compromete a adesão de células do ligamento periodontal às raízes alisadas, o que poderia afetar o processo de cicatrização. Uma das hipóteses especuladas é de que a depleção de tiol pode ser o mecanismo de citotoxicidade da nicotina aos fibroblastos do ligamento periodontal (Chang et al., 2002).
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