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RESUMO: O aumento da expressão das metaloproteinases da matriz extracelular (MPM)
é considerado um importante fator no desenvolvimento da doença pulmonar
obstrutiva crônica (DPOC). O presente estudo teve como objetivo avaliar os níveis
de expressão da MPM-2 e MPM-9 na saliva de pacientes com DPOC em comparação
com indivíduos saudáveis, verificando a viabilidade de usar a saliva para a
caracterização de biomarcadores específicos em DPOC.  Foram selecionados
pacientes com DPOC (n=16) e controles saudáveis (n=9). Em ambos os grupos
foram realizados teste espirométrico e obtidas amostras de saliva de cada indivíduo.
Os níveis de MPM-2 e MPM-9 na saliva foram determinados pela técnica Western
blot. A MPM-2 e a MPM-9 foram significativamente maiores em pacientes com
DPOC do que no grupo de indivíduos saudáveis. Foi encontrada moderada
correlação negativa entre a concentração de MPM-2 e o volume expiratório forçado
no primeiro segundo (r= -0,582, p=0,014) em pacientes com DPOC. Estes resultados
abrem novas perspectivas para o estudo específico de biomarcadores na saliva
para predizer e monitorar a obstrução ao fluxo aéreo em pacientes com DPOC.
DESCRITORES: Doença pulmonar obstrutiva crônica; Metaloproteinase 2 da matriz;

Metaloproteinase 9 da matriz; Saliva

ABSTRACT: The increased expression of matrix metalloproteinases (MMP) is considered
a key factor in the development of chronic obstructive pulmonary disease (COPD).
This study aimed at assessing expression levels of MMP-2 and MMP-9 in saliva
from patients with COPD, comparing them to those of healthy subjects, thus
assessing the feasibility of characterizing specific biomarkers for COPD. Patients
with COPD (n=16) and healthy controls (n=9) were selected; both groups submitted
to spirometry and to collection of saliva samples. Saliva levels of MMP-2 and MMP-
9 were determined by Western blot. MMP-2 and MMP-9 levels were significantly
higher in COPD patients than in control subjects. In COPD patients, a moderate,
negative correlation was found between MMP-2 concentration and forced expiatory
volume at the first second (r= -0.582; p=0.014). These findings open new
perspectives to study specific biomarkers in saliva to predict and monitor airway
obstruction in COPD patients.
KEY WORDS: Matrix metalloproteinase 2; Matrix metalloproteinase 9; Pulmonary

disease, chronic obstructive; Saliva
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INTRODUÇÃO
A doença pulmonar obstrutiva

crônica (DPOC) é uma enfermidade
respiratória, geralmente causada pela
inalação da fumaça de cigarro, resul-
tando em alterações irreversíveis nas vias
aéreas e obstrução crônica ao fluxo
aéreo. A limitação crônica pulmonar da
DPOC é causada pela combinação de
bronquiolite obstrutiva com destruição
do parênquima pulmonar distal ao
bronquíolo terminal (enfisema), depen-
dendo de cada indivíduo1.

Os efeitos sistêmicos associados à
DPOC correspondem à inflamação
sistêmica com presença de estresse oxi-
dativo, concentrações anormais de cito-
cinas circulantes e ativação das células
inflamatórias2. Além disso, inclui a perda
progressiva de massa muscular e a pre-
sença de várias anomalias bioenergéticas,
podendo desencadear caquexia em
função do aumento da apoptose e/ou
desuso muscular3. Tais efeitos sistêmicos
trazem conseqüências clínicas importan-
tes, pois contribuem para a limitação da
capacidade física do paciente e o declínio
da condição de saúde na DPOC4.

Considerando o comprometimento
da capacidade pulmonar e sua impli-
cação na DPOC, exploram-se novos
horizontes para o estudo fisiopatogênico
dessa disfunção, gerando uma mudan-
ça do enfoque quase exclusivamente
relacionado à função pulmonar para o
estudo celular e bioquímico da doença5.
A DPOC está sendo caracterizada como
doença inflamatória associada à intensa
degradação dos componentes da matriz
extracelular e fibrose tecidual6.

Há atualmente um grande interesse
no estudo das metaloproteinases da
matriz extracelular (MPM), pois várias
evidências indicam que essas enzimas
contribuem significativamente para o
desenvolvimento da DPOC, com a
migração de células inflamatórias no
pulmão, a remodelagem e destruição do
tecido pulmonar7. As MPM catalisam
componentes proteicos da matriz extra-
celular produzindo moléculas peptídicas
biologicamente ativas, que participam
do processo inflamatório envolvido na
DPOC8-10. A MPM-2 e a MPM-9 perten-
cem ao grupo das gelatinases, que po-
dem hidrolisar múltiplas moléculas da

matriz extracelular, tais como colágeno
tipos I, II, III e IV, elastina e proteogli-
canos11. Estas são seletivamente inibidas
por inibidores teciduais de metaloprotei-
nases (ITMP), como por exemplo o ITMP-
1, um inibidor da atividade catalítica da
MPM-9 na proporção de um para um12.
Vários estudos têm demonstrado que os
altos níveis de expressão de MPM e ITMP
em lavado broncoalveolar e sangue se
correlacionam com os parâmetros de
avaliação da capacidade pulmonar
funcional, reforçando o envolvimento
desses componentes proteicos na fisio-
patologia da DPOC, participando na
remodelagem da matriz extracelular11-13.

A caracterização dos componentes
proteicos ou peptídicos na saliva tem
aberto perspectivas para identificar
biomarcadores de diferentes alterações
morfofisiológicas, configurando uma
estratégia de coleta não-invasiva, sendo
este um dos benefícios da saliva em
relação a outros fluidos biológicos,
como soro e plasma14.

Assim, o presente estudo teve como
objetivo correlacionar os parâmetros da
prova de função pulmonar e os níveis
de expressão da MPM-2 e MPM-9 na
saliva de pacientes com DPOC em com-
paração com indivíduos saudáveis. Se
isso for viável, permitirá a utilização da
saliva, como fonte de material biológico
obtido por coleta não-invasiva, para a
caracterização de biomarcadores que
poderiam auxiliar ou complementar o
diagnóstico da doença.

3METODOLOGIA
O estudo foi previamente aprovado

pelo comitê de ética da Uninove – Uni-
versidade Nove de Julho. Participaram
do estudo voluntários saudáveis e
indivíduos com DPOC que aguardavam
ingresso no Programa de Reabilitação
Pulmonar do Ambulatório de Fisiote-
rapia da Associação SOS Família São
Geraldo, em Guarulhos, SP.

Foram avaliados 16 pacientes com
DPOC moderada ou grave. O diagnós-
tico da doença foi baseado nos critérios
estabelecidos pela Sociedade Americana
do Tórax (ATS)1. Todos os pacientes
estavam com doença estável, sugerida
por ausência de modificação nas

medicações nas últimas quatro semanas.
Os critérios de exclusão foram: indi-
víduos com doença cardíaca isquêmica,
intervenção cirúrgica recente, ou
participação em programas de reabili-
tação pulmonar. Para análise compara-
tiva, foi avaliado um grupo controle
constituído por nove indivíduos sau-
dáveis, que nunca fumaram, com espiro-
metria normal, sem história de doenças
respiratórias, de ambos os sexos, de faixa
etária compatível com o grupo DPOC.
Todos os participantes do estudo assi-
naram o termo de consentimento livre e
esclarecido.

Procedimentos
Inicialmente os indivíduos de ambos

os grupos foram submetidos ao teste de
função pulmonar por espirômetro
(MedGraphics), conforme as diretrizes
da Sociedade Brasileira de Pneumologia
e Tisiologia15. Os parâmetros medidos
foram: capacidade vital forçada (CVF),
volume expiratório forçado no primeiro
segundo (VEF1), relação VEF1/CVF, fluxo
expiratório forçado (FEF) entre 25 e 75%
da CVF e fluxo expiratório forçado
máximo (FEFmáx). Foi considerada para
análise a melhor curva de três manobras.
Os resultados foram apresentados em
porcentagem do previsto (% prev.).

As amostras de saliva foram coleta-
das entre 8h e 11h30 da manhã para
minimizar os efeitos da variação diurna
dos indivíduos do grupo DPOC e
controle; 2 a 5 ml foram coletados
diretamente em tubos de polipropiloleno
e transferidos com o auxílio de uma
pipeta para um tubo de microcentrífuga
(Eppendorf). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas (10000×g) a 4ºC por
10 minutos. O sobrenadante foi reser-
vado e armazenado em freezer a -70ºC
até o momento da análise.

Para avaliação dos níveis de expres-
são das MPM-2 e MPM-9, o extrato total
de proteínas da saliva foi submetido à
eletroforese em gel de SDS-poliacrila-
mida. A estimativa da concentração
proteica foi feita pelo método de
Bradford, utilizando o reagente Protein
Assay (Bio Rad Laboratories) e a soroal-
bumina bovina (BSA Sigma, EUA) como
padrão de referência. Todos os demais
reagentes e solventes empregados foram
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de grau analítico, com pureza superior
a 98% v/v. O gel de separação de 10%
de poliacrilamida foi preparado em
tampão Tris-HCl 0,4 M, pH 8,8,
contendo SDS 0,1%, TEMED 0,01% e
persulfato de amônio 0,05%. Após a
polimerização desse gel, foi preparado
o gel de empacotamento contendo
poliacrilamida 3% em tampão Tris-HCl
0,1 M, pH 6,8, SDS 0,1%, TEMED 0,01%
e persulfato de amônio 0,05%. Uma
alíquota de 10-15 μl do extrato total de
proteínas, contendo 150 μg de proteínas,
foi combinada com o tampão desnatu-
rante e redutor, contendo Tris-HCl 0,125
M pH 6,8, SDS 4%, glicerol 20%, azul
de bromofenol 0,002% e β-mercaptoe-
tanol 4%. As amostras foram aquecidas
a 95ºC durante 5 minutos e aplicadas
no gel. Foi utilizado como tampão de
corrida Tris-HCl 0,025 M, contendo
glicina 0,18 M, pH 8,3 e SDS 1%. As
corridas foram realizadas a 100 V por
aproximadamente 2,5 horas à tempe-
ratura ambiente. Os padrões de massa
molecular utilizados foram: soroalbumi-
na (68 kDa), gamaglobulina (50 kDa e
23,5 kDa), ovoalbumina (43 kDa) e
ribonuclease (13,7 kDa).

Em seguida, as amostras foram sub-
metidas ao processo de transferência de
proteínas para membrana de nitro-
celulose (electroblotting). A membrana
foi bloqueada em tampão com Tris-HCl
10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5 (TBS)
contendo leite em pó desnatado 5% por
duas horas à temperatura ambiente, sob
agitação lenta. Após duas lavagens com
TBS, contendo Tween20 0,05%, a
membrana foi incubada por uma hora
com anticorpo para a MPM-2 (Santa
Cruz, sc-10736), MPM-9 (Santa Cruz, sc-

10737) ou com gliceraldeído-3-fosfato
dehidrogenase (GAPDH, Biomol1:1000)
em TBS. O excesso de anticorpo na
membrana foi removido com três
lavagens de 10 minutos em TBS,
contendo Tween20 0,05%. Em seguida,
a membrana foi incubada com o anti-
corpo secundário (anti-IgG de coelho/
fosfatase alcalina diluído 1:10000 –
Sigma, EUA) por 60 minutos. Novamen-
te a membrana foi submetida a lavagens
sucessivas com tampão TBS e, então,
revelada com o substrato BCIP 0,4 mM
/ NBT 0,4 mM.

Após a revelação, a membrana foi
digitalizada e as bandas analisadas pelo pro-
grama ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) para
determinar a densitometria óptica de
cada microponto de tonalidade escura
na foto. Em cada grupo de indivíduos
(DPOC ou controle), determinou-se a
somatória das densidades ópticas
absolutas de todas as bandas (MPM-2,
MPM-9 e GAPDH), para estimar a
densidade relativa (%) dividindo-se a
densidade absoluta das bandas equiva-
lentes à MPM-2 ou à MPM-9 pela da
banda controle GAPDH de cada amostra.

Análise estatística

Os dados foram expressos como
média ± desvio padrão. O teste de
Kolmogorov- Smirnov foi utilizado para
verificar a normalidade da variância.
Correlações entre os níveis de expres-
são da MPM-2, MPM-9 e os dados
espirométricos foram verificadas pelo
teste de correlação de Pearson. Para
comparações entre os dois grupos foi
utilizado o teste t não-pareado. O nível
de significância estatística foi p<0,05.

RESULTADOS
A amostra foi composta por 25 indi-

víduos, 16 do grupo DPOC (10 homens,
6 mulheres) e 9 saudáveis (grupo
controle, 2 homens, 7 mulheres), sem
diferença significativa das médias das
idades entre os grupos. Todos os pacien-
tes do grupo DPOC são ex-tabagistas,
tendo fumado por em média 43,4 anos;
a relação anos/maço foi de 68,9±46,5.
Os indivíduos do grupo controle rela-
taram que nunca fumaram (Tabela 1).

Todos os pacientes do grupo DPOC
apresentaram limitação ao fluxo aéreo,
sendo a diferença entre os grupos
extremamente significativa de VEF1 e da
relação VEF1/CVF. Entretanto, não houve
diferenças significativas de CVF entre os
grupos, como mostra a Tabela 1.

Os níveis de expressão das MPM
foram avaliados pela técnica Western
blot, seguida da análise por densidade
relativa das bandas correspondentes às
amostras de saliva dos indivíduos com
DPOC e controle (Figura 1). Como
esperado, identificou-se apenas uma
banda com peso molecular de 66 kDa
(forma ativa da enzima) nos ensaios de
Western blot utilizando o anticorpo
primário anti-MPM-2 nos grupos
DPOC e controle. Da mesma maneira,
detectou-se predominantemente a forma
ativa da MPM-9 com o peso molecular
de 86 kDa (Figura 1A). As análises das
densidades ópticas das bandas
correspondentes a MPM-2 indicaram
que os níveis de expressão da MPM-2
foram significativamente maiores nas
amostras de saliva do grupo DPOC em
relação ao grupo controle (p<0,05). Da
mesma forma, a expressão da MPM-9
também foi detectada em níveis mais
elevados nos pacientes com DPOC
(Figura 1B). A análise da proteína
constitutiva GAPDH (38 kDa) indica que
a aplicação da quantidade de proteína
no gel SDS foi igual em todas as amostras
de saliva, pois não houve diferença
significativa dos níveis de expressão
entre os grupos DPOC e controle.

A análise das correlações indica
correlação negativa entre os níveis de
expressão da MPM-2 com os parâmetros
de obstrução ao fluxo aéreo nos
pacientes com DPOC VEF1 (Figura 2A) e
VEF1/CVF (Figura 2B). Por outro lado,

Santos et al. Biomarcadores da DPOC na saliva

Característica Grupo DPOC Grupo controle p 

Número (n de homens) 16 (10 H) 9 (2 H)  
Idade (anos) 71,4±9,47 70,8±10,29 0,897 
Tabagista/ ex-tabagista (n) 0 / 16 0 / 0 - 
Anos/maço 68,9± 46,5 - - 
Tempo de fumo (anos) 43,4±20,0 - - 
VEF1/CVF (% prev.) 58,06±13,31 107,77±11,09 0,0001 
VEF1 (% prev.) 52,31±12,45 111,00±17,37 0,0001 
CVF (% prev.) 89,43±22,18 102,00±14,52 0,13 

Tabela 1    Características (média ± desvio padrão, exceto quando não foi possível) dos
grupos com DPOC e controle e valor de p da comparação entre os grupos

DPOC = doença pulmonar obstrutiva crônica; CVF: capacidade vital forçada; % prev. =
porcentagem do previsto; VEF1 = volume expiratório forçado no primeiro segundo
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não se detectou correlação entre os
níveis de expressão da MPM-9 e os
parâmetros de obstrução ao fluxo aéreo.

DISCUSSÃO E
CONCLUSÃO

Os biofluidos freqüentemente utili-
zados para investigar patologias respi-
ratórias incluem sangue, urina, escarro
(espontâneo ou induzido) e lavado
bronco-alveolar16. A possibilidade de
utilização da saliva como fonte de
material biológico tem se tornado extre-
mamente viável por ser um fluido de
fácil coleta, manuseio e armazenamen-
to14. No presente estudo demonstrou-se
que os níveis de MPM-2 e MPM-9 nas
amostras de saliva foram significativa-
mente maiores nos pacientes com DPOC
em relação aos sujeitos saudáveis, tendo-
se observado também correlação nega-
tiva entre os níveis de expressão da
MPM-2 e os parâmetros de obstrução
aérea VEF1 e VEF1/CVF nos pacientes
com DPOC. Como as MPM são extrema-
mente representativas na DPOC8-13, a
correlação entre os níveis de expressão
da MPM-2 na saliva e os parâmetros de
avaliação da capacidade pulmonar
funcional indicam fortes perspectivas
para a caracterização de biomarcado-
res, proteicos ou peptídicos específicos,
utilizando estratégias experimentais da
área de proteômica, como a espectro-
metria de massas.

GAPDH (38 kDa)

MMP-2 (66 kDa)

ControleDPOC

Indivíduos

1      7     15    16 1      3      7      8

MMP-9 (86 kDa)

Figura 1    Níveis de expressão das metaloproteinases MPM-2 e MPM-9 na saliva dos
grupos DPOC e controle. A = Ilustração, visualização da densidade das bandas
de quatro sujeitos do grupo DPOC e quatro do grupo controle. B = densidade
média relativa (em %) da MPM-2 e MPM-9 nos dois grupos.  O nível
inalterado da proteína constitutiva gliceraldeído-3-fosfato dehidrogenase
(GAPDH) indica que sua aplicação foi igual em todas as amostras de saliva.

                    * p<0,05; DPOC = doença pulmonar obstrutiva crônica
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Figura 2    Correlação entre os níveis de expressão da MPM-2 na saliva e os parâmetros de obstrução aérea (A) VEF1 (% do
previsto) e (B) relação VEF1/CVF (% do previsto) nos pacientes com DPOC

                   DPOC = doença pulmonar obstrutiva crônica; VEF1 = volume expiratório forçado no primeiro segundo; CVF = capacidade vital forçada
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Já foi relatado que, em comparação
com indivíduos saudáveis, os pacientes
com DPOC apresentam aumento dos
níveis de MPM-1 e MPM-9 no lavado
broncoalveolar17, acentuado aumento
na expressão e atividade de MPM-2 e
MPM-9 no parênquima pulmonar e no
escarro18. Além disso, no processo infla-
matório anormal na DPOC, a atividade das
MPM -8 e -9 correlacionam-se ao aumento
do número de neutrófilos e ao grau de
obstrução ao fluxo aéreo19. Da mesma
forma, os soros de pacientes com DPOC
apresentam níveis de expressão e
atividade enzimática da MPM-9 mais
elevados em relação aos indivíduos
saudáveis, em função da gravidade da
doença e do processo inflamatório das
vias aéreas20. No presente estudo,
verificou-se, em consonância com os
resultados descritos na literatura, que os
níveis de expressão da MPM-2 e MPM-
9 foram mais elevados do que em
indivíduos saudáveis, complementando as
evidências de que a DPOC não está apenas
associada às limitações da capacidade pul-
monar funcional, mas também ao processo
inflamatório sistêmico7.

A análise dos níveis de MPM no soro
e saliva de indivíduos fumantes e não-
fumantes demonstrou que, na saliva, os
níveis da forma ativa da MPM-9 foram
significativamente menores nos fuman-
tes, mas no soro foi detectada em con-
centração mais elevada em relação aos
não-fumantes21. Porém, no presente estudo
observou-se que os níveis da MPM-9 na
saliva foram significativamente maiores em
pacientes com DPOC em comparação ao
grupo controle. O fato de os pacientes com
DPOC do presente estudo serem ex-
tabagistas poderia explicar as diferenças
experimentais observadas com relação
à expressão da MPM-9 na saliva, pois
no estudo anterior foram recrutados in-
divíduos fumantes e as substâncias
presentes no tabaco proporcionariam al-

terações na expressão da MPM-9 desses
indivíduos22.

A saliva é secretada por múltiplas
glândulas incluindo a parótida, subman-
dibular, sublingual e outras glândulas
menores, presentes na mucosa oral23.
Constitui-se basicamente por várias
proteínas e peptídeos, produzidos espe-
cificamente nas glândulas salivares ou
de fonte sistêmica, que desempenham
funções biológicas importantes24. Com
o avanço tecnológico em genômica,
bioinformática e proteômica tem se
verificado a presença de marcadores
específicos de doenças orais e sistê-
micas25, como é o caso da periodontite24

e a síndrome de Sjögren (doença auto-
imune sistêmica)25. Embora a DPOC
acometa os pulmões, há diversas
manifestações sistêmicas relacionadas a
essa patologia26. Além da inflamação
presente nas vias aéreas, há evidências
de inflamação sistêmica nos pacientes
com DPOC, mas a relação entre infla-
mação local e sistêmica ainda é des-
conhecida27,28.

Alguns estudos caracterizaram mar-
cadores de obstrução aérea no soro de
pacientes com DPOC, como os níveis
circulantes mais elevados da E-selectina
que se correlacionou com o VEF1 (%
prev.)28. Esses dados sugerem fortemen-
te a ativação e recrutamento de neutró-
filos na DPOC, pois a E-selectina é um
receptor de superfície dessas células28.
Como os neutrófilos representam a
principal fonte de MPM7, seriam espe-
rados níveis mais elevados de expressão
dessas enzimas nos fluidos biológicos.
De fato, no presente estudo, verificaram-
se níveis mais elevados de expressão da
MPM-2 e -9 na saliva em pacientes com
DPOC do que em indivíduos saudáveis.
Entretanto, nas análises de correlação
entre os níveis de expressão dessas
enzimas e os parâmetros de obstrução
aérea, constatou-se que apenas os níveis

de expressão da MPM-2 apresentaram
correlações negativas com VEF1 e VEF1/
CVF. Esses dados apontam evidências de
que a MPM-2 pode estar relacionada às
condições de limitação ao fluxo aéreo,
conforme demonstrado em um estudo
que verificou a correlação negativa dessa
gelatinase com o VEF1 em escarro de
pacientes com DPOC29.

Em relação à MPM-9, um estudo
prévio observou níveis mais elevados da
expressão em pacientes com DPOC, mas
também não observou correlações com
os parâmetros da prova de função pul-
monar ou com níveis de saturação de
oxigênio no sangue arterial30. Por outro
lado, um estudo que também evidenciou
níveis de expressão mais elevados da
MPM-9 no plasma de indivíduos com
DPOC, quando comparados com grupo
controle, detectou correlação negativa
dessa enzima com o VEF1: a porcen-
tagem do previsto para o VEF1 foi
43,2±16,1, sugerindo que a MPM-9
pode estar mais elevada quanto maior a
obstrução ao fluxo aéreo31. Desse mo-
do, novos ensaios estão sendo
planejados para estudar os níveis de ex-
pressão da MPM-9 em relação aos
diferentes estágios de desenvolvimento
da DPOC, pois verificou-se que o nível
de expressão dessa enzima no soro está
diretamente relacionado ao alto grau de
gravidade da doença21.

Em síntese, o presente estudo de-
monstrou que o aumento dos níveis de
expressão da MPM-2 na saliva está
relacionado com o grau de obstrução
aérea em pacientes com DPOC, por
estar associada às disfunções sistêmicas.
Assim, esses dados abrem perspectivas
para o desenvolvimento de futuros
estudos utilizando a saliva, como fonte
de material biológico para a identifica-
ção e caracterização de possíveis marca-
dores proteicos e/ou peptídicos especí-
ficos da DPOC.
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