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RESUMO
A periodontite é uma doença infecciosa caracterizada pela se-

creção de uma variedade de mediadores inflamatórios que levam 
a destruição dos tecidos de suporte dental e possível perda dos 
dentes, em associação com a infecção por múltiplas espécies bac-
terianas.  Estima-se que mais de 400 espécies colonizam o biofil-
me dental e algumas das espécies bucais relacionadas à doença 
periodontal estejam no biofilme subgengival como Porphyromonas 
gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola. Entretanto, ou-
tros microrganismos podem estar relacionados a patologia desta 
doença, como Filifactor alocis e Prevotella tannerae. Esses microrga-
nismos e seus subprodutos, como endotoxinas liberados o meio 
extracelular, levam ao estímulo da glicoproteína indutora de me-
taloproteinase (EMMPRIN, CD-147), que estimula a liberação de 
MMPs por fibroblastos e células endoteliais, levando a destrui-
ção do tecido. Com o objetivo de detectar F. alocis, P. tannerae e T. 

denticola, glicoproteina EMMPRIN (CD-147) e sua correlação com 
MMP-2  e MMP-9, amostras de fluido subgengival de pacientes 
com periodontite crônica, foram coletados de sítios sadios e do-
entes antes do tratamento periodontal básico e após 60 dias do 
tratamento. Os respectivos DNAs das bactérias foram extraídos e 
trechos do gene 16S foram amplificados e posteriormente realiza-
dos PCR convencional para a análise microbiológica dos micror-
ganismos. Para a quantificação do EMMPRIN (CD-147), MMP-2 
e MMP-9 foi usado ELISA-Sandwich. Resultados demonstraram 
que o grupo doente aumentou significantemente T. denticola, F. 
alocis e P. tannerae quando comparados com sítios saudáveis.  
MMP-2 e MMP-9 foram detectados em altas concentrações com 
redução estatisticamente significante após tratamento periodon-
tal para MMP-2, mas não houve correlação com EMMPRIN. 

PALAVRAS-CHAVE: EMMPRIN; Metaloproteinases; Bacté-
rias; Periodontite crônica; Reação em Cadeia da Polimerase.

INTRODUCÃO
A periodontite é uma doença infecciosa de patogênese com-

plexa que se caracteriza clinicamente pela destruição dos teci-
dos de suporte do dente, podendo evoluir até a perda dentária, 
e possui como fator etiológico local o biofilme dental 1-4.

Estudos têm demonstrado a presença de novas espécies as-
sociadas à doença periodontal e um passo importante na com-
preensão da patogênese de qualquer doença infecciosa causa-
da por comunidades microbianas mistas é o de proporcionar 
uma descrição pormenorizada da diversidade de espécies en-
volvidas5. A microbiota associada com as diversas formas de 
periodontite tem sido amplamente investigada por abordagens 
cultura-dependente e independente de cultura e novos patóge-
nos candidatos surgiram como consequência destes esforços. 
Dentre esses patógenos, o Filifactor alocis, Prevotella tannerae, P. 
endodontalis foram inicialmente encontrados em infecções pro-
venientes da polpa sendo posteriormente também isolados de 
bolsas periodontais e outros sítios da cavidade bucal. Assim, 
permanece uma lacuna para determinar sua prevalência e real 
papel na periodontite 6, 7. 

As endotoxinas liberadas dos patógenos periodontais e pre-
sentes no sulco gengival desencadeiam o estímulo das células 
do hospedeiro na produção de glicoproteínas que podem estar 

relacionadas com a reabsorção óssea, como o indutor de metalo-
proteinases (EMMPRIN-CD147)8, 9.

EMMPRIN foi identificado originalmente sobre a superfície 
de células tumorais e sua expressão desencadeia a produção e 
secreção de grandes quantidades de metaloproteinases da ma-
triz (MMPs) por fibroblastos e células endoteliais 10, 11.

Entre outras atividades, as MMPs são enzimas proteolíticas 
derivadas do hospedeiro, responsáveis pela degradação das fi-
bras colágenas e estão intimamente envolvidas com a degrada-
ção de tecido durante o processo patológico como a perda de 
inserção e formação da bolsa periodontal 12. MMP-2 e MMP-9 
são colagenases tipo IV que se originam de células polimorfo-
nucleares, fibroblastos, células epiteliais e bactérias orais pato-
gênicas. Os níveis de MMP-9 estão aumentados durante a infla-
mação periodontal, embora isso não aconteça para os níveis de 
MMP-2 13.

Nós hipotetizamos que novas espécies podem estar associa-
das à doença periodontal e que as endotoxinas liberadas pelos 
patógenos periodontais estimulam a produção de EMMPRIN-
-CD147 e, consequentemente de MMPs.

O objetivo do presente estudo foi detectar F. alocis, P. tan-
nerae, T. denticola, P. gingivalis, T. forsythia and P. endodontalis e 
quantificar a glicoproteína EMMPRIN–CD147 e metaloprotei-
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nases MMP-2 e MMP-9 de pacientes com periodontite crônica 
antes e após tratamento do periodontal básico de raspagem e 
alisamento radicular. 

MATERIAL E MÉTODOS

Seleção de Pacientes
O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pes-

quisa Humana (Protocolo # 26/08).  Para o cálculo da amostra foi 
utilizado o critério: poder do teste 90%, nível de significância 5% 
e 1.0 mm a diferença a ser detectada da profundidade de son-
dagem. A diferença padronizada do poder de estudo em 0,95 
(1-β=0,95) e intervalo de confiança α=0,05.

Foram selecionados 20 pacientes (8 homens e 12 mulheres 
entre 35 e 55 anos) com doença periodontal crônica moderada 
(ARMITAGE14, 1999). Os critérios de inclusão foram: presença 
no mínimo de 20 dentes; mínimo de 3 sítios não adjacentes com 
sangramento a sondagem (BOP); Profundidade de Sondagem 
(PS) ≥ 5mm e não estarem fazendo uso de antibiótico nos úl-
timos 6 meses. Pacientes receberam instrução de higiene oral 
semanalmente por 30 dias e após esse período foi realizado o 
exame periodontal nos pacientes com índice de placa visível 
menor que 30%.

Os exames clínicos foram realizados por um examinador trei-
nado e calibrado para o momento do exame e grupo de paciente 
avaliado. Foram determinados os índices de placa visível - (IPV, 
0-1); sangramento marginal (ISM)15; profundidade de sondagem 
(PS); recessão gengival (RG); nível de inserção clínica (NIC); 
sangramento à sondagem (SS) determinado através da presença 
(+) ou ausência (–) de sangramento observado durante 30 se-
gundos, após a primeira inserção da sonda na bolsa periodontal; 
mobilidade e lesão de furca, usando sonda periodontal.

Seleção e coleta de amostra subgengival e medida do volume 
do fluido crevicular

Após 7 dias do exame clínico inicial e 60 dias após o término 
do tratamento periodontal básico foram coletadas amostras de 
30 sítios posteriores não adjacentes com profundidade de son-
dagem entre 5 - 7 mm, positivos para o sangramento a sonda-
gem e nível de inserção deveria ser ≥ 5mm e as amostras foram 
estocados a -20oC até o momento da análise. Resumidamente, 
para a coleta microbiológica, após remoção do biofilme supra-
gengival, os sítios selecionados foram isolados com algodão e 
gentilmente secos com ar. As amostras foram coletadas com a 
utilização de dois cones de papel Endo Points® (nº 30) estéril, 
os quais foram introduzidos na bolsa periodontal até a porção 
mais apical permanecendo o mesmo por 30 segundos. Os cones 
de papel foram colocados em tubo estéril tipo eppendorf estéril 
contendo 500 µL de tampão TE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM 
EDTA, pH 8.0) e congelados à -20ºC até a extração do DNA para 
análise microbiológica por PCR semiquantitativo.

Em seguida foi realizada a coleta para o exame imunológico, 
a qual foi coletada 10 minutos após o término da coleta micro-
biológica, para evitar possíveis interferências de contaminação. 
A coleta do fluido subgingival foi realizada com filtro especial 
para fluido gengival - GCF (PerioPaper - Gingival Fluid Collec-
tion Strips- ProFlow Inc) que, após isolamento do campo, foi 
introduzido no sulco gengival permanecendo durante 30 segun-

dos. Após sua remoção, o volume de GCF foi determinado em 
equipamento eletrônico previamente calibrado (Periotron 8000, 
Oraflow Inc, NY, USA) e convertido em volume (ml) pela re-
ferência da curva padrão. Os filtros de papel foram colocados 
em tubo estéril contendo 100 µL de PBS associado ao coque-
tel de inibidores de protease (BSA - 1 mg/ml, antipain - 1µg/
ml, aprotinin - 1µg/ml, leupeptin hydrochloride - 1µg/ml, N-
-ethylmaleimide - 1mM and N-Dodecyl-N,N-Dimethyl-3-Am-
monio-1-propanesulfonate - 50µg/ml), para a manutenção da 
viabilidade das  substâncias e congelados à –20oC para posterior 
análise imunológica através do ELISA-sandwich.

Tratamento Periodontal Básico
Após as coletas, foi instituído o tratamento periodontal bási-

co não cirúrgico, sob anestesia local, incluindo raspagem, alisa-
mento e polimento supragengival (SRP) utilizando instrumen-
tação manual (McCall and Gracey Curettes and Hirschfeld File 
Scaler- Hu Friday). O polimento foi executado imediatamente 
após a SRP com taça de borracha macia e pasta profilática. Os 
pacientes foram instruídos e motivados quanto à higienização 
bucal correta por meio de ensino da técnica de escovação e fio 
dental semanalmente por 60 dias até a próxima coleta.

Análise Microbiológica

Bactérias e condições de crescimento
As espécies F. alocis (ATCC 35896), P. tannerae (ATCC 51259), 

T. denticola (ATCC 35405), P. gingivalis (ATCC 33277), T. forsythia 
(ATCC 43037) e P. endodontalis (E203) ) cresceram em meio Tryp-
tone soy blood agar  suplementado com hemina (5 mg/l) e me-
nadiona (1 mg/l) por 7-15 dias a 37ºC em 85% N2, 5% CO2 e 10% 
H2 em câmara de anaerobiose (Don Whitley Scientific, England) 
e foram utilizadas como cepa padrão na técnica de PCR.

Extração do DNA 
A extração do DNA das amostras obtidas dos sítios e das 

cepas de referência foi realizada utilizando método padrão. 
Resumidamente, as células foram lisadas a 100oC e o DNA foi 
extraído com fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1). O 
DNA foi precipitado com etanol e, posteriormente ressuspen-
dido em tampão TE. A concentração do DNA foi determinada 
por espectrofotometria (Biomate 3 Spectrophotometer, Thermo 
Electron Corporation), e a relação entre a absorbância a 260 e 
280 nm foram analisadas e valores entre 1.8 e 2.0 foram consi-
deradas apropriadas. A suspensão de DNA foi usada para PCR 
semiquantitativo.

PCR Semiquantitativo
Inicialmente a presença de DNA nas amostras obtidas dos 

pacientes foram confirmadas através de reação de polimera-
se em cadeia (PCR), realizada em termociclador convencional 
(MyCyclerTMthermal cycler - BioRad) utilizando oligonucleotí-
deos inespecíficos16: PC3mod = 5’ GGACTAHAGGGTATCTA-
AT 3’; POmod= 5’ AGAGTTTGATCMTGG 3’.

Foram utilizados primers específicos: Filifactor alocis (5´-AGG-
TGGTTTAACAAGTTAGTGG-3´, 5´-CTAAGTTGTCCTTAGC-
TGTCTCG-3’- 594 pb) 17,   Prevotella tannerae (5´-CCACATATCG-
CATCTGACGTG-3´, 5´-CAATCTGCACCCTACTTGG-3´- 536 
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pb)18, Treponema denticola (5´-TAATACCGAATGTGCTCATT-
TACAT-3´, 5´-TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA-3’- 
316 pb)19,  P. gingivalis (5’-AATCGTAACGGG CGACACAC-3’, 
5’-GGGTTGCTCCTTCATCACAC-3’– 593pb)19, T. forsythia 
(5’-GCGTAT GTAACCTGCCCGCA-3’, 5’-TGCTTCAGTGT-
CAGTTATACCT-3’– 641pb) 19 e P. endodontalis (5’-GCTGCAG-
CTCAACTGTAGTC-3’, 5’-CCGCTTCATGTCACCATGTC-3’– 
672pb)20  e a otimização de cada par de primer está descrita na 
Tabela 1. 

Tabela 1 - Condições de termociclagem e otimização de cada par de primer.

Primer Condição da reação
Concen-
tração de 
Mg2+

Unidades 
de Taq

Primer inespecífico 
95 oC, 5min (1 ciclo); 96 oC, 30 
seg, 45 oC, 30seg, 72 oC, 30seg 
(30 ciclos)

2,5mM 1U

P. gingivalis
95 oC, 2min. (1 ciclo); 95 oC, 30 
seg, 60 oC, 1min., 72 oC, 1min. 
(36 ciclos)

2,5mM 1U

T. forsythia                 95 oC, 2min. (1 ciclo); 95 oC, 30 
seg, 60 oC, 1min., 72 oC, 1min. 
(36 ciclos)

1,5mM 1,25U

P. endodontalis          95 oC, 2min. (1 ciclo); 94 oC, 30 
seg, 60 oC, 1min., 72 oC, 2min. 
(36 ciclos)

1,5mM 1,25U

F. alocis
95°C, 2 min (1 ciclo); 94°C, 30 s, 
55°C, 1 min,
 72°C, 2 min (36 ciclos)

2,0 mM 2U

P. tannerae
94°C, 5 min (1 ciclo); 94°C, 1 
min, 56°C, 1 min, 
72°C, 2 min (36 ciclos)

4,0 mM 1U

T. denticola
95°C, 2 min (1 ciclo); 95°C, 30 s, 
60°C, 1 min,
 72°C, 1 min (36 ciclos)

1,0 mM 1,25U

As reações de PCR foram otimizadas para cada oligonucleo-
tídeo específico utilizado e realizada em volume final de 25 μL 
com DNA (50 ng/ul) e 1 mM de cada oligonucleotídeo do mi-
crorganismo especifico. Todas as reações foram realizadas na 
presença de controle positivo, contendo DNA genômico espe-
cífico do microrganismo em análise, e controle negativo, sem 
DNA molde. Os produtos do PCR foram analisados em eletro-
forese em gel de agarose a 1% em solução tamponada TBE 1X 
e acrescido de 0,5 uL do corante de brometo de etídio a 100 V 
por 90 min. (Invitrogen Tech-LineSM). A imagem obtida foi di-
gitalizada para documentação e análise (Image Quant 100 – GE 
Healthcare). 

Análise Imunológica: quantificação de emmprin (cd-147), 
MMP-2 e MMP-9

A concentração de EMMPRIN, MMP-2 e MMP-9 presente 
nas amostras do fluido gengival crevicular dos pacientes com 
periodontite crônica foi mensurado por meio da técnica de ELI-
SA sanduíches (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), de 
acordo com instruções do fabricante em espectrofotômetro a 
450 nm (Multiskar Ascent – Lab- systems Uniscience, Vantaa/
Finland) e foram realizados em duplicata. Os níveis de fluido 

gengival crevicular (FGC) de EMMPRIN, MMP-2 e MMP-9 em 
cada amostra foi determinada usando os valores de concentra-
ção padrão do kit. Amostras de FGC foram testadas na diluição 
1:4 para EMMPRIN, MMP-2 e MMP-9 de acordo com padro-
nização prévia e 100 µl da diluição foi usada em cada poço da 
placa de ELISA, como recomendado pelo fabricante. Os resul-
tados da quantificação de EMMPRIN, MMP-2 e MMP-9 foram 
expressos em ng/ml.

Análise Estatística
Os dados clínicos e microbiológicos foram analisados utili-

zando o software GraphPad Prism 5.0® (GraphPad Software, 
San Diego, CA). Para todos os testes foi considerado um nível 
de significância de 5%, portanto, foram considerados estatistica-
mente significantes todos os resultados que apresentaram valor 
de p≥0,05. 

As variáveis idade, PS, NIC e SS dos indivíduos foram anali-
sadas utilizando o teste t paramétrico quantitativo e as variáveis 
quantitativas (PS e NIC) ao teste de normalidade (D´Agostino), 
teste de Wilcoxon. Para identificar resultados estatisticamente 
significativos, utilizou-se o teste exato de McNemar.

Níveis de EMMPRIN e MMPs foram submetidos ao teste de 
Normalidade de D’Agostino para verificar se os mesmos ajusta-
vam-se a distribuição normal de probabilidades. Os dados das 
variáveis que satisfizeram essa condição foram submetidos a 
testes estatísticos paramétricos (Teste t de Student pareado ou 
ANOVA 1 critério) e os demais foram analisados utilizando-se 
testes estatísticos não paramétricos análogos aos paramétricos 
(Kruskall-Wallis ou Wilcoxon). A correlação de Spearman Rank 
Correlation (R) foi utilizada para correlacionar os índices de 
EMMPRIN com a produção de MMP-2 e MMP-9. 

Os dados das variáveis qualitativas (periodontopatógenos 
através do PCR convencional) foram dicotomizados em presen-
te ou ausente e a análise estatística foi realizada por meio do 
teste Qui-quadrado.

RESULTADOS
A população investigada foi composta por 20 pacientes e não 

houve diferença estatisticamente significante para a idade (46 ± 
7.4) e número de dentes (23.55 ± 2.95) sendo considerada, por-
tanto, uma amostra homogênea. 

Os sítios aonde foram coletadas as amostras para análise mi-
crobiológica e imunológica  obtiveram 100% de sangramento a 
sondagem no baseline com decréscimo para 13.33% após o tra-
tamento preriodontal (p<0.0001). Pode-se observar que a PS (5.3 
± 0.54 mm, baseline) e NIC (5.4 ± 0.62 mm, baseline) mostra-
ram redução estatisticamente significante (p<0.0001) após tera-
pia periodontal (3.6 ± 0.76 mm e 3.8 ± 0.95 mm para PS e NIC, 
respectivamente). 

Detecção de Microrganismos através do PCR convencional
A Figura 1 ilustra a prevalência dos microrganismos anali-

sados por PCR convencional. Diferenças significantes foram 
encontradas entre o baseline e 60 dias após o tratamento perio-
dontal para todas as bactérias analisadas (p < 0.01).

A detecção de todas as bactérias analisadas, P. gingivalis, T. 
forsythia, P. endodontalis, F. alocis, P. tannerae e T. denticola antes do 
tratamento foram respectivamente: 46,6%, 56,6%; 53,3%; 23,3%; 
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23,3%; 30%, com redução estatisticamente significante aos 60 
dias para 10%, 20%, 3.3%, 10%, 10% e 16% respectivamente.

A média do fluido gengival crevicular (Periotron) está ilus-
trada na  Figura 2. Não houve relação estatisticamente signifi-
cante entre o fluido crevicular antes e após o tratamento perio-
dontal  (p>0.005)

Emmprin, MMP-2 e MMP-9 
A distribuição da quantidade total de EMMPRIN, MMP-2 e 

MMP-9 no baseline 60 dias após o tratamento está ilustrado na 

A quantidade total de MMP-2 no baseline foi 5224 ng/ml, 
com redução estatisticamente significante (p ‹ 0,01) após o trata-
mento para 3192 ng/ml. 

A quantificação de MMP-9 no baseline (1433 ng/ml) foi maior 
quando comparado com MMP-2. Entretanto, MMP-9 não mos-
trou redução estatística após o tratamento periodontal (1192 ng/
ml) (p > 0.005).

Correlação entre Emmprin E MMP-2 E MMP-9
Não houve correlação entre a quantidade total de EMMPRIN 

e MMP-2 (R= 0,25) e EMMPRIN e MMP-9 (R= - 0,5), entretanto 
houve forte correlação entre as quantidades totais de MMP-2 e 
MMP-9 (R= 0,975, p ‹ 0,05).

DISCUSSÃO
O presente estudo teve por objetivo detectar F. alocis, P. tannerae, 

T. denticola, P. gingivalis, T. forsythia e P. endodontalis, bem como quan-
tificar EMMPRIN–CD147, MMP-2 e MMP-9 em pacientes antes e 
após o tratamento periodontal básico. O tratamento periodontal foi 
eficaz para reduzir os parâmetros clínicos (SS, NIC, PS). Assim, a 
terapia de raspagem e alisamento radicular associado a instrução 
de higiene oral foi capaz de diminuir o sangramento a sondagem, a 
profundidade de sondagem e o nível de inserção clínica21.

Microrganismos e seus produtos são iniciadores de lesões perio-
dontais. Os principais patógenos associados com a doença perio-
dontal inclui P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, T. 
denticola e P. intermedia. Entretanto, Kumar et al.22 (2003), Tran et al.20 
(1997), Dahlen e Leonhardt23 (2006), Bedran et al.24 (2012) sugerem 
que outros microrganismos pobremente caracterizados podem es-
tar associados com a doença periodontal. Outras espécies que tam-
bém vem sendo estudadas e descritas na literatura e que mereceu 
destaque no presente estudo foram Filifactor alocis, Prevotella tanne-
rae 25 - 27 e que possivelmente podem estar associadas com o início e 
progressão da doença periodontal. 

Através da técnica de PCR convencional os patógenos P. gin-
givalis, T. forsythia e P. endodontalis foram encontrados em maiores 
proporções no baseline e com redução estatisticamente significante 
após 60 dias do tratamento periodontal e o mesmo ocorreu para 
F. alocis, P. tannerae e T. denticola. Estes achados corroboram com 

Figure 1 - Detecção das bactérias (%) nos diferentes períodos através do PCR con-
vencional (p < 0.01).

Figura 3 - A quantidade total de EMMPRIN no baseline e 60 
dias foram respectivamente 0,90ng/ml e 0,89 ng/ml, e não foi 
encontrada diferença estatística (p › 0,05).

Figure 2 -Distribuição do volume do fluido gengival crevicular (média ± desvio 
padrão) da coleta dos sítios no baseline e 60 dias após o tratamento periodontal 
(** p › 0.05).
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os trabalhos de Van Winkelhoff et al.28 (2002) que avaliaram a pre-
sença dos patógenos T. forsythia e P. gingivalis e com os achados de 
Boutaga et al.29 (2006), que detectaram a presença destes dois mi-
crorganismos em maiores quantidades em pacientes com doença 
periodontal quando comparados com pacientes com ausência de 
doença. Ashimoto et al.19 (1996) avaliaram a presença de T. forsythia 
e outros microrganismos na doença periodontal e encontraram 
mais de 70% de sítios com presença deste patógeno, mostrando o 
potencial patogênico do mesmo. Estas duas bactérias (T. forsythia e 
P. gingivalis) podem ser encontradas frequentemente em sítios do-
entes assim como em sítios sadios. Segundo Holt, Ebersole26 (2005) 
e Kesavalu et al.30 (2007), P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola levam 
a um processo imunoinflamatório e, consequentemente, reabsorção 
óssea, caracterizando assim a influência desses microrganismos no 
processo de doença periodontal.

  Diversos trabalhos disponíveis na literatura disponível também 
já identificaram com certa frequência T. denticola31 em sítios acome-
tidos com periodontite crônica.Outros microrganismos como o F. 
alocis vem sendo constantemente identificado em casos de infecções 
endodônticas e periapicais e, possivelmente, pode estar associado 
também a casos de infecções periodontais 32, 17, como sugere os re-
sultados do presente estudo. Os resultados foram estatisticamente 
significantes entre a ocorrência de T. denticola, F. alocis e P. tannerae 
no baseline (p ‹ 0,01) e redução após 60 dias. Resultados de Kumar 
et al.22 (2003) mostraram a presença de três novos patógenos asso-
ciados a doença periodontal, F. alocis, P. tannerae e P. endondontalis 
sendo que estes apresentavam-se em maiores proporções em pa-
cientes com doença periodontal e em proporções semelhantes a 
outros patógenos como P. gingivalis, mostrando que esses três pató-
genos possuíam potencial de influenciar na progressão da doença 
periodontal.

Considerando-se a similaridade entre a microbiota da doença 
periodontal e infecções pulpares, verificou-se que P. endodontalis 
pode ser detectado em bolsas periodontais na mesma proporção. 
Este patógeno já foi identificado na microbiota subgengival de hu-
manos, entretanto existem poucos relatos na literatura que mos-
tram a sua prevalência na doença periodontal 24.

Os patógenos P. gingivalis e T. forsythia usados rotineiramente 
como diagnóstico em amostras da microbiota subgengival, confir-
maram sua associação com os casos de doença periodontal, ou seja, 
foram encontrados em maior quantidade no baseline, como tam-
bém, P. endodontalis, com potencial patogênico devido a sua asso-
ciação com P. gingivalis e T. forsythia. 

Porém, ainda existem poucos estudos na literatura que mostram 
esta associação do P. endodontalis nos casos de doença periodontal. 
Dessa maneira, novos estudos longitudinais e controlados deverão 
ser realizados para se avaliar o potencial patogênico do P. endodon-
talis ao longo do curso da doença periodontal e o efeito do tratamen-
to periodontal em longo prazo na sua eliminação.

Diante dos resultados obtidos, devemos atentar para a interpre-
tação dessas informações, pois o número de bactérias encontradas 
pode ser significante em relação ao papel de cada espécie na etio-
patogenia das alterações periodontais. Algumas bactérias podem 
representar apenas um papel ecológico enquanto outras estão di-
retamente ligadas aos danos causados ao hospedeiro33. Além disso, 
pode-se observar que novos microrganismos ainda serão correla-
cionados com a etiopatogenia da periodontite crônica. Entretanto, 
fica o desafio em meio à detecção de tantas espécies, de saber qual 

a importância e as implicações clínicas destes achados laboratoriais. 
De qualquer maneira, as interações bacterianas parecem ser o ele-
mento chave para o crescimento e a sobrevivência dos microrga-
nismos em seu habitat e consequente capacidade de desenvolver 
doença. Além disso, a complexidade do sistema subgengival pe-
riodontal favorece o surgimento de uma comunidade microbiana 
bastante diversificada. Assim, para um diagnóstico ideal seria ne-
cessário o uso conjunto de metodologias que forneça resultados de 
detecção, caracterização e quantificação para desenhar de forma 
mais completa o perfil das comunidades microbianas34.

Nesse estudo, foi quantificada a produção de EMMPRIN em 
amostras de fluido subgengival de pacientes portadores de pe-
riodontite crônica e associando os resultados com a produção de 
MMP-2 e MMP-9. MMPs são considerados mediadores da destrui-
ção tecidual e estão fortemente correlacionados com a doença perio-
dontal. MMP-2 e MMP-9 são colagenases tipo IV que se originam 
de células polimorfonucleares, macrófagos, fibroblastos, célula epi-
telial e bactéria oral patogênica.  Níveis de MMP-9 estão aumen-
tados durante o processo de inflamação periodontal, embora isto 
não ocorra para os níveis de MMP-2. Neste trabalho, a redução de 
MMP-2 foi estatisticamente significante, mas não para os níveis de 
MMP-9 após tratamento periodontal.

Altos níveis de EMMPRIN solúvel em fluido gengival foram 
associados a graves níveis de inflamação periodontal, sendo mais 
encontrado em sítios que apresentam gengiva inflamada do que em 
gengiva saudável 35.

Produtos bacterianos também podem estimular a produção de 
MMPs. Tanabe, Grenier36 (2008), evidenciaram que o lipopolissaca-
rídeo (LPS) de A. actinomycetemcomitans pode induzir macrófagos, 
alterando a secreção de MMP-9, fator de necrose tumoral-α e in-
terleucina 1-β. Chang et al.7 2002, determinaram o efeito de P. en-
dodontalis e P. gingivalis, na produção e secreção de MMPs através 
da cultura celular de macrófagos. Os resultados apresentados neste 
trabalho indicaram a presença de MMP-2 e MMP-9 e o aumento 
de expressão desta gelatinase em sítios doentes antes do tratamen-
to periodontal quando comparadas com sítios doentes depois do 
tratamento periodontal. Deste modo, a produção e ativação de 
MMPs, induzidas por substâncias de origem microbiológicas, pode 
ser uma das vias de degradação tecidual na patogênese de lesões 
periodontais. 

O presente estudo aponta a idéia e sugere que EMMPRIN pode 
contribuir, pelo menos em parte, para aumentar os níveis de ou-
tras metaloproteinases da matriz extracelular do tecido conjuntivo 
periodontal, como relatado por Feldman et al.11 (2011), onde níveis 
elevados de MMP-3 foram encontrados em sítios de periodontite 
ativos e que além de induzir a secreção de IL-6 em fibroblastos gen-
givais, EMMPRIN também aumentou a secreção de MMP-3.

Em função da complexidade das moléculas e respostas imunoin-
flamatórias envolvidas na progressão da doença periodontal, veri-
fica-se a necessidade de se estudar várias MMPs simultaneamente, 
destacando a presença da forma ativa já que esta reflete melhor a 
progressão temporal da lesão do que somente a quantidade total 
da enzima.

CONCLUSÃO
Frente às evidências científicas expostas, pode-se concluir que 

as bactérias Filifactor alocis e Prevotella tannerae podem ser conside-
rados potenciais marcadores da doença periodontal. Além disso, o 
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tratamento periodontal foi efetivo nos sítios doentes na redução dos 
níveis de MMP-2 e MMP-9 e o EMMPRIN não esteve associado à 
produção de MMP-2 e MMP-9.
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ABSTRACT
Periodontitis is an infectious disease characterized by the 

secretion of a variety of inflammatory mediators that lead to 
destruction of tooth supporting tissues, including the possible 
loss of alveolar bone, in association with infection with multiple 
species of bacteria. It is estimated that more than 400 species 
colonize the biofilm and some oral species related to periodontal 
disease is present in the subgingival including P. gingivalis, T. 
forsythia and T. denticola. However, other organisms may be 
related of this disease, as Filifactor allocis and Prevotella tanne-
rae. These microorganisms and subproducts such as endotoxins 
released into the extracellular lead to the stimulation of metallo-
proteinase inducer glycoprotein (EMMPRIN, CD-147), which 
stimulates the release of MMPs by host cells, like fibroblasts and 
endothelial cells, thus leading to tissue destruction. The objec-

tive of this study was to detect F. allocis, P. tannerae, T. dentico-
la and the glycoprotein EMMPRIN (CD-147) and its correlation 
with MMP-2 and MMP-9 in subgingival fluid samples of patients 
with chronic periodontitis. Fluids were collected from healthy 
and disease subgingival sites of 20 healthy individuals before 
basic periodontal treatment and after of 60 days of treatment. 
Their DNAs were extracted and portions of the 16S gene were 
amplified and performed conventional PCR. For immunological 
analysis and quantification of EMMPRIN (CD-147), MMP-2 and 
MMP-9 was used ELISA-Sandwich. Results demonstrated that 
the disease group showed significantly high amounts of T. denti-
cola, F. alocis and P. tannerae when compared with health sites.  
MMP-2 and MMP-9 were detected in high concentrations with 
statistically significantly reduction after periodontal treatment to 
MMP-2, but without correlation with EMMPRIN. 


