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RESUMO 

 

Objetivos: O aumento da expressão das metaloproteinases da matriz (MMPs) é 

considerado um importante fator no desenvolvimento da DPOC. Nós realizamos 

este estudo para quantificar a expressão da MMP-2 e MMP-9 na saliva de 

pacientes com DPOC e indivíduos saudáveis, e para avaliar a viabilidade dos 

componentes da saliva como fonte de material biológico para o estudo de 

biomarcadores em DPOC. Métodos: 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 MMP-2 

e MMP-9 na saliva foram determinados por Western Blot. Resultados: A MMP-2 e 

a MMP-9 foram significativamente maiores em pacientes com DPOC do que no 

grupo de indivíduos saudáveis. A concentração de MMP-2 foi correlacionada 

negativamente com o volume expiratório forçado no primeiro segundo (VEF1) (r= -

0,582, p= 0,014) em pacientes com DPOC. Conclusão: Os atuais achados abrem 

novas perspectivas para o estudo específico de biomarcadores na saliva para 

predizer e monitorar a obstrução ao fluxo aéreo em pacientes com DPOC. 
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SUMMARY 

 

Objectives: The increased expression of matrix metalloproteinases (MMPs) is 

considered to be a key factor in the development of COPD. We performed this study to 

quantify the expression of MMP-2 and MMP-9 in saliva of COPD patients and healthy 

controls, and to evaluate feasibility of saliva compounds as a biological material source 

for the study of biomarkers in COPD. Methods: COPD patients (n=16) and healthy 

controls (n=9) were selected. In the both group spirometry test was performed and 

saliva samples were obtained from each subject. The saliva levels of MMP-2 and 

MMP-9 were determined by Western Blot. Results: MMP-2 and MMP-9 were 

significantly higher in COPD patients than in control subjects.  MMP-2 concentration 

was correlated negatively with forced expiatory volume in one second (FEV1) (r= -

0,582; p= 0,014) in COPD patients. Conclusion: The current findings open new 

perspectives to study specific biomarkers in saliva to predict and monitor airway 

obstruction in COPD patients. 
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO

 



     

 

1.1 Aspectos gerais da doença pulmonar obstrutiva crônica 

A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é definida pela limitação ao 

fluxo aéreo, geralmente progressiva, não totalmente reversível, em decorrência à 

resposta inflamatória anormal dos pulmões a partículas ou gases nocivos1. O 

principal fator etiológico é o tabagismo e o comprometimento não é apenas dos 

pulmões, pois se observam manifestações sistêmicas, que incluem limitações ao 

exercício, disfunção dos músculos periféricos e desnutrição, o que ocasiona 

internações freqüentes por exacerbação2.  

A exposição à fumaça de cigarro é o fator de risco mais comum para DPOC, 

sendo a cessação do tabagismo importante medida tanto para a prevenção quanto 

para o tratamento da doença3. Poluição ambiental, predisposição genética, 

exposição a poluentes químicos e ocupacionais, alterações no crescimento e 

desenvolvimento pulmonar, estresse oxidativo, gênero, estado socioeconômico, 

nutrição, infecções respiratórias, comorbidades e idade; também podem 

desencadear a doença1. 

A DPOC é mundialmente responsável por alto índice de mortalidade e 

morbidade, porém há variações na prevalência da doença entre os países4. 

Entretanto, este índice é proporcional ao número de tabagistas, exposição aos 

fatores de risco e o envelhecimento da população1. No Brasil, o perfil 

epidemiológico  da  doença  não  está  bem  estabelecido, mas  um  estudo  
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realizado na Grande São Paulo evidenciou uma prevalência total da DPOC de 

15,8 %, correlacionando-se positivamente com a idade5. 

Pacientes com DPOC freqüentemente apresentam aumento da resistência 

ao fluxo aéreo, bem como aprisionamento de ar e hiperinsuflação pulmonar6. A 

hiperinsuflação altera a parede torácica, colocando os músculos respiratórios em 

desvantagem mecânica, o que aumenta o drive respiratório e a sensação de 

dispnéia7. Neste sentido, para prevenir a sensação de dispnéia, estes pacientes 

reduzem suas atividades de vida diária, o que contribui para o isolamento social, 

desenvolvimento de ansiedade e depressão, ocasionando piora do 

condicionamento físico e da qualidade de vida7. 

O diagnóstico da doença consiste da associação de sintomas e fatores 

de risco à espirometria8. A relação entre volume expiratório forçado no primeiro 

segundo e capacidade vital forçada (VEF1/CVF) inferior a 0,7, pós- 

broncodilatador confirma a limitação ao fluxo aéreo8. A avaliação completa de 

um paciente com DPOC deve incluir além da espirometria, que é uma medida 

fisiológica da função pulmonar, a avaliação da intolerância ao exercício. As 

limitações físicas funcionais contribuem significativamente para o prejuízo das 

atividades físicas basais, tais como mobilidade e força muscular9. Deste modo, 

os testes de avaliação da capacidade ao exercício permitem verificar o grau de 

disfunção, a sobrevida, a presença de hipoxemia induzida pelo exercício, como 

também a efetividade de um tratamento10.  

3 
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Existem vários métodos descritos para avaliação da capacidade física dos 

pacientes com DPOC. O teste incremental máximo no ciclo ergômetro é 

recomendado para avaliar o pico de consumo máximo de oxigênio, e é considerado 

como o melhor teste para avaliação da capacidade ao exercício em pacientes com 

DPOC11. No entanto, testes de exercício cardiopulmonar no ciclo ergômetro 

possuem limitações para o uso na prática clínica, tanto pelo alto custo e tecnologia 

quanto por exigir do paciente uma atividade menos familiar, do que, por exemplo, o 

caminhar10. Como alternativa para este teste, há o teste de caminhada dos seis 

minutos (TC6) e o teste do degrau (TD). Ambos possuem baixo custo, são de fácil 

aplicabilidade e estimam a capacidade funcional. 

O TC6 foi instituído na prática clínica no início dos anos oitenta para avaliar 

funcionalmente portadores de DPOC, sendo uma adaptação do teste de caminhada 

dos 12 minutos12. Este teste é realizado em um corredor plano, com no mínimo 30 

metros, sendo avaliada a distância percorrida durante seis minutos. Os indivíduos 

são orientados a andar o mais rápido possível, podendo parar se necessário, e usar 

oxigênio. Em 2002, a Sociedade America do Tórax (ATS), publicou um guia com as 

recomendações necessárias para padronizar a realização deste teste13. Embora o 

TC6 seja de execução simples, seguir as recomendações da ATS, principalmente 

no que se refere à familiarização e a utilização de frases padronizadas de incentivo, 

contribui para que o paciente não perca a motivação ou tenha um desempenho 

submáximo14. 
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O TD possibilita a avaliação da tolerância ao exercício, do risco para 

complicações pós- operatórias e do esforço relacionado à hipoxemia15. Este teste 

não necessita de um amplo espaço físico, sendo uma vantagem em relação ao 

TC6, para a sua realização é necessário um degrau com 20 centímetros de altura, 

sendo o paciente orientado a subir e descer o degrau o mais rápido possível, por 

um período determinado, freqüentemente seis minutos16. Os parâmetros de 

avaliação e as recomendações respeitam os mesmos critérios da ATS para a 

realização do TC615. O trabalho contra a gravidade e o uso de grupos musculares 

não utilizados com freqüência nas atividades de vida diária, contribuem para o 

aumento das demandas metabólicas e ventilatórias, sendo freqüentemente 

atingidos os limites máximos15. Deste modo, o TD pode se correlacionar com a 

tolerância máxima ao exercício15. 

Como exposto anteriormente, a DPOC é uma doença com 

comprometimento  sistêmico, em  2004  Celli  e  colaboradores17,  desenvolveram 

o  índice  BODE,  considerando  que  o  uso  exclusivo  do  volume  expiratório 

forçado  no  primeiro  segundo  (VEF1)  para  predizer a  gravidade  da  doença, 

não refletia as alterações sistêmicas. O índice BODE consiste na avaliação 

integrada  de  quatro  parâmetros:  massa  corporal, avaliada pelo índice de 

massa  corporal  (IMC);  obstrução  ao  fluxo  aéreo, verificada pelo VEF1, 

dispnéia, avaliada  através  da  escala  de  dispnéia  do  Medical  Research 

Council (MRC); e a  avaliação  da  capacidade  ao  exercício,  através  da 

distância  percorrida  no  TC6.  Cada  variável  é  atribuída  em  uma  escala de 0 

a   3,  com  exceção  do  IMC  que  apresenta  uma  escala  de  0 a 1.  A soma das  
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variáveis corresponde a uma pontuação do índice BODE de 1 a 10, em que 

10 há pior gravidade e maior risco de morte17.  

Recentemente, Cardoso e colaboradores18 realizaram um estudo 

sobre o índice BODE em que a proposta foi substituir TC6 pela avaliação do 

consumo máximo de oxigênio (VO2 máximo), pois este é considerado mais 

adequado para avaliação da capacidade ao exercício, em detrimento do TC6 

que é um teste submáximo, dependente da motivação do paciente. Os 

autores relataram excelente correlação entre o índice BODE convencional e 

o índice BODE modificado. Entretanto, o trabalho de Cardoso e 

colaboradores18, não verificou a mortalidade, sendo este um importante 

aspecto do índice BODE. Tal fato motivou a investigação de Cote e 

colaboradores20 a comparar o índice BODE e o índice BODE modificado, 

como marcador de mortalidade para DPOC. Este estudo evidenciou que a 

utilização do índice BODE, inicialmente proposto, utilizando o TC6 para 

avaliar a capacidade ao exercício, em pacientes com DPOC grave, é um 

melhor parâmetro de mortalidade do que o índice BODE que utiliza o VO2 

máximo, o que sustenta a incorporação de testes simples na avaliação de 

pacientes com DPOC19. 

1.2 O papel das enzimas proteolíticas na DPOC 

A DPOC é caracterizada pelo processo inflamatório envolvendo a 

participação de neutrófilos, macrófagos, linfócitos T CD8+, que liberam 

mediadores inflamatórios que interagem com células estruturais na via aérea e 

parênquima pulmonar20.  Embora  células  inflamatórias  como  macrófagos  e  
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neutrófilos estejam implicadas na patogênese da doença, medicamentos 

antiinflamatórios como corticosteróides, amplamente empregados em outras 

patologias, são incapazes de alterar a progressão da DPOC21. Desta forma, 

observa-se claramente que o mecanismo patológico da doença precisa ser 

mais bem elucidado22.  

Os aspectos fisiopatológicos da DPOC incluem o desequilíbrio entre o 

sistema protease- antiprotease, alterações da atividade oxidante – antioxidante 

e inflamação crônica da via aérea, processos estes que levam à destruição 

progressiva e reparo anormal da matriz extracelular (MEC)23. A hipótese do 

desequilíbrio protease- antiprotease tem dominado as teorias sobre a 

fisiopatologia da doença desde que se constatou que indivíduos com 

deficiência hereditária da proteína alfa 1- antitripsina têm maior risco para o 

desenvolvimento da DPOC24.  

Atualmente, existe um grande interesse no estudo das 

metaloproteinases da matriz, também conhecidas como MMPs ou matrixinas, 

pois várias evidências indicam que estas enzimas contribuem 

significativamente para o desenvolvimento da DPOC, uma vez que estimulam 

a migração de células inflamatórias no pulmão, a remodelagem e destruição do 

tecido pulmonar25 (ver figura 1). 

Além das metaloproteinases, outros grupos de enzimas proteolíticas 

estão descritos na patogênese da DPOC, como as cisteínoproteinases 

(catepsinas)  e  serinoproteinases  (elastases)26 e 27. A elastina, proteína 

elástica  presente  no  parênquima  pulmonar,  também é um dos  importantes 
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 alvos para proteases, levando à perda da elasticidade em pacientes com 

enfisema28. O papel das catepsinas na DPOC ainda é desconhecido, 

entretanto, tem se detectado o aumento dos níveis de expressão da catepsina 

L e S em lavado broncoalveolar de pacientes portadores de DPOC29 e, em 

macrófagos alveolares de fumantes30. Da mesma forma, os níveis de 

expressão da elastase de neutrófilo (elastase-2) também são maiores em 

DPOC31, o que contribui para o prejuízo do recuo elástico do pulmonar.  

 

1.3 As metaloproteinases na DPOC 

As metaloproteinases são enzimas que constituem uma família de 25 

endopeptidases em ratos, e 24 em humanos, sendo que o primeiro membro foi 

descoberto em 1961 durante a metamorfose da pele do rabo de um anfíbio, e o 

último membro, epilisina (MMP-28), foi descoberto somente há quarenta 

anos32. Inicialmente, as MMPs foram classificadas conforme o substrato 

específico, por exemplo: colagenase (MMP-1, -8 e -13), gelatinase (MMP-2 e -

9), estromelisina (MMP-3, -10 e -11), matrilisina (MMP-7), macrófago elastase 

(MMP-12) e MMPs tipo membrana (MMP14, -15, -16 e -17)32. Entretanto, com 

a caracterização de novas MMPs, adotou-se uma seqüência numérica 

baseada na ordem do descobrimento32 e 33.  
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Figura 1. Aspectos Gerais do possível envolvimento das MMPs na 

fisiopatologia da asma e da DPOC25. MMPs contribuem com o 

extravasamento de células inflamatórias do sangue para o interstício (1). A 

degradação dos componentes da MEC (2) estimula a migração de células 

inflamatórias como células dendríticas, neutrófilos para o epitélio (3). O 

aumento da expressão e liberação de MMPs permite a destruição do tecido 

pulmonar saudável (4). As MMPs também aumentam a quimiotaxia da 

interleucina-8 (IL-8), enquanto que, as MMPs -7 e -12 podem ativar o fator de 

necrose tumoral (TNF-α) na superfície de macrófagos (5). 
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As MMPs são produzidas por células estromais, por neutrófilos e 

macrófagos alveolares34, que estão associadas a inúmeras funções 

biológicas, como: degradação dos componentes de matriz e remodelamento 

de tecidos; liberação de citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas; 

modulação da mobilidade e migração celular35. Estas proteases são 

sintetizadas como pro-enzimas secretadas ou de membrana que após o 

processamento, ou seja, clivagem de um pro-peptídeo na porção N-terminal 

adquirem a forma ativa36.  

A atividade das MMPs nos pulmões é um processo altamente 

regulado em nível de transcrição gênica, por ativação proteolítica de pro-

enzimas inativas e pelos inibidores teciduais das metaloproteinases 

(TIMPs)24. Embora a função de cada MMP esteja relacionada com o 

substrato específico, todas as MMPs degradam proteínas da matriz 

extracelular, contém zinco no centro ativo, precisam de cálcio para sua 

estabilidade e têm função somente em pH neutro33. Exceto as MMPs tipo 

membrana, todas as MMPs são secretadas como pro- formas inativas que 

são ativadas no espaço extracelular. 

Existem fortes evidências do envolvimento das MMPs -1, -2, -8, -9 e 

12 em patologias pulmonares, sendo que há relatos do aumento destas 

enzimas no tecido pulmonar, lavado broncoalveolar e escarro de pacientes 

com DPOC30 e 37. A MMP-2 pertence à mesma família de gelatinases que a 

MMP-9, porém tem sido menos estudada em pacientes com DPOC. A MMP-

2 é expressa por células estruturais, como células endoteliais e células de  
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músculo liso, locais onde existem muitos tipos celulares infiltrando o tecido 

pulmonar em pacientes com DPOC38. 

Um estudo que avaliou 43 pacientes com DPOC e os comparou com 

dois grupos controles, ambos compostos por indivíduos com função pulmonar 

normal, sendo um grupo composto por 12 indivíduos tabagistas e outro 

composto por 10 indivíduos que nunca fumaram, constatou através da análise 

do escarro induzido, a correlação negativa da MMP-2 com o VEF1, 

demonstrando que esta enzima tem importante função na limitação ao fluxo 

aéreo39. O resultado deste estudo corrobora com o trabalho de Baraldo e 

colaboradores38, em que se demonstrou, através da análise de tecido 

pulmonar, a correlação negativa da expressão da MMP-2 com a relação 

VEF1/CVF, sugerindo que esta MMP pode ser um importante mediador dos 

mecanismos que desencadeiam o remodelamento e a inflamação do tecido 

pulmonar em pacientes com DPOC38. 

A MMP-9 tem sido foco de interesse de muitos estudos, os quais 

relatam o aumento desta MMP em pacientes com DPOC30, 34 e 40. Há 

evidências da elevação da MMP-9 em lavado broncoalveolar, como também a 

elevação desta MMP e do TIMP-1 em escarro de portadores de DPOC41. Esta 

enzima é amplamente produzida por neutrófilos, com acúmulo 

preferencialmente no lúmen da via aérea, e assim como a MMP-2 degrada 

colágeno, elastina e outras proteínas da matriz extracelular de macrófagos42.  
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2 RELEVÂNCIA DO PRESENTE ESTUDO

  

 



     

 
Relevância do Presente Estudo

 Além dos testes clínicos, como o índice BODE, há uma forte tendência 

na busca de estratégias alternativas de avaliação em pacientes com diferentes 

disfunções, como por exemplo, na DPOC. Atualmente, um grande número de 

estudos tem sido realizado com intuito de avaliar a eficácia das estratégias de 

avaliação, assim como, a efetividade dos programas de Reabilitação Pulmonar 

no tratamento do paciente com DPOC43 e 44. Por outro lado, essas estratégias 

geram resultados controversos que podem inviabilizar a avaliação do paciente 

e até, a efetividade do programa de reabilitação.  

Neste sentido, o estudo e a identificação de marcadores biológicos de 

doenças, protéicos ou peptídicos, que representem a avaliação de pacientes 

com DPOC tornou-se foco de estudo por grupos altamente capacitados nessa 

área de conhecimento. Com isso, a caracterização dos componentes da saliva 

abre perspectivas para a identificação de biomarcadores de diferentes 

alterações morfofisiológicas, de uma forma não invasiva. 

A saliva é secretada por múltiplas glândulas salivares incluindo parótida, 

submandibular, sublingual e, outras glândulas menores presentes na mucosa 

oral45. É constituída por várias proteínas e peptídeos, produzidas 

especificamente nas glândulas salivares ou de fonte sistêmica que 

desempenham funções biológicas importantes46. Com o avanço tecnológico 

em genômica, bioinformática e proteômica têm se verificado a presença de 

marcadores específicos de doenças orais e sistêmicas48, como é o caso da 

periodontite47 e a Síndrome de Sjögren (doença auto-imune sistêmica)49. 
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Relevância do Presente Estudo

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo correlacionar os 

parâmetros analisados na prova de função pulmonar com os níveis de 

expressão de metaloproteinases na saliva de pacientes com DPOC em 

comparação com indivíduos saudáveis. Desta forma, verificar a viabilidade de 

utilização da saliva, como fonte de material biológico não-invasivo, para a 

caracterização de possíveis biomarcadores que poderiam auxiliar ou 

complementar o diagnóstico da doença. 
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RESUMO 
 
Objetivos: O aumento da expressão das metaloproteinases da matriz (MMPs) é considerado 
um importante fator no desenvolvimento da DPOC. Nós realizamos este estudo para 
quantificar a expressão da MMP-2 e MMP-9 na saliva de pacientes com DPOC e indivíduos 
saudáveis, e para avaliar a viabilidade dos componentes da saliva como fonte de material 
biológico para o estudo de biomarcadores em DPOC. Métodos: 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 
MMP-2 e MMP-9 na saliva foram determinados por Western Blot. Resultados: A MMP-2 e a 
MMP-9 foram significativamente maiores em pacientes com DPOC do que no grupo de 
indivíduos saudáveis. A concentração de MMP-2 foi correlacionada negativamente com o 
volume expiratório forçado no primeiro segundo (VEF1) (r= -0,582, p= 0,014) em pacientes 
com DPOC. Conclusão: Os atuais achados abrem novas perspectivas para o estudo 
específico de biomarcadores na saliva para predizer e monitorar a obstrução ao fluxo aéreo 
em pacientes com DPOC. 
 
Palavras- chave: DPOC, metaloproteinase 2 da matriz, metaloproteinase 9 da matriz e saliva 
 
 
 
ABSTRACT 
 

Objectives: The increased expression of matrix metalloproteinases (MMPs) is considered to 
be a key factor in the development of COPD. We performed this study to quantify the 
expression of MMP-2 and MMP-9 in saliva of COPD patients and healthy controls, and to 
evaluate feasibility of saliva compounds as a biological material source for the study of 
biomarkers in COPD. Methods: COPD patients (n=16) and healthy controls (n=9) were 
selected. In the both group spirometry test was performed and saliva samples were obtained 
from each subject. The saliva levels of MMP-2 and MMP-9 were determined by Western Blot. 
Results: MMP-2 and MMP-9 were significantly higher in COPD patients than in control 
subjects.  MMP-2 concentration was correlated negatively with forced expiatory volume in one 
second (FEV1) (r= -0,582; p= 0,014) in COPD patients. Conclusion: The current findings 
open new perspectives to study specific biomarkers in saliva to predict and monitor airway 
obstruction in COPD patients. 

 
 
Keywords: COPD, matrix metalloproteinase 2, matrix metalloproteinase 9 and saliva 
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INTRODUÇÃO 

 

A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é uma enfermidade 

respiratória, geralmente causada pela inalação da fumaça de cigarro, resultando em 

alterações irreversíveis nas vias aéreas e obstrução crônica ao fluxo aéreo. A 

limitação crônica pulmonar da DPOC é causada pela combinação da bronquiolite 

obstrutiva e destruição do parênquima pulmonar distal ao bronquíolo terminal 

(enfisema) dependendo de cada indivíduo1.  

Os efeitos sistêmicos associados à DPOC correspondem à inflamação 

sistêmica com presença de estresse oxidativo, concentrações anormais de citocinas 

circulantes e ativação das células inflamatórias2. Além disso, inclui a perda 

progressiva de massa muscular e a presença de várias anomalias bioenergéticas, 

podendo desencadear caquexia em função do aumento da apoptose e/ou desuso 

muscular3. Tais efeitos sistêmicos possuem conseqüências clínicas importantes, 

pois contribuem com a limitação da capacidade física do paciente e o declínio da 

condição de saúde na DPOC4. 

Considerando o comprometimento da capacidade pulmonar e sua implicação 

na DPOC observa-se a exploração de novos horizontes para o estudo 

fisiopatogênico desta disfunção, permitindo a mudança 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 (MEC) e fibrose 

tecidual6. 

Atualmente, existe um grande interesse no estudo das metaloproteinases 

(MMPs) da MEC, pois várias evidências indicam que estas enzimas contribuem 

significativamente para  o  desenvolvimento da  DPOC, com a migração de células  
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inflamatórias no pulmão, a remodelagem e destruição do tecido pulmonar7. As 

MMPs pertencem à família de metaloendopeptidases zinco-dependentes, que 

podem ser identificadas e subdivididas em colagenases, gelatinases, 

estromelisinas, matrilisinas, macrófago elastase, e MMPs tipo membrana, de 

acordo com a estrutura molecular e especificidade do substrato8. Estas proteases 

são sintetizadas como pro-enzimas secretadas ou de membrana que após o 

processamento, ou seja, clivagem de um pro-peptídeo na porção N-terminal, 

adquirem a forma ativa9.  As MMPs catalisam componentes protéicos da MEC 

produzindo moléculas peptídicas biologicamente ativas que participam do 

processo inflamatório envolvido na DPOC10. A MMP- 2 e a MMP-9 pertencem ao 

grupo das gelatinases, que podem hidrolisar múltiplas moléculas da MEC, tais 

como colágeno tipos I, II, III e IV, elastina e proteoglicanos11.  Estas são 

seletivamente inibidas por TIMPs, inibidores teciduais de metaloproteinases, como 

por exemplo, o TIMP-1, um inibidor da atividade catalítica da MMP-9 na proporção 

1:112. Vários estudos têm demonstrado altos níveis de expressão das MMPs e 

TIMPs, principalmente a MMP-9 e TIMP-1, em lavado broncoalveolar de pacientes 

com DPOC e asmáticos participando na remodelagem da MEC 13. 

A  caracterização  dos  componentes  protéicos ou  peptídicos na saliva tem 

aberto perspectivas para a identificação de biomarcadores de diferentes 

alterações  morfofisiológicas,  uma  vez  que  é  uma  estratégia  de  coleta  não-

invasiva,  sendo  um  dos   benefícios   em   relação   aos   outros  fluídos 

biológicos  como  o  soro  e   plasma14.  Sendo  assim,  o   presente   estudo   teve 

como  objetivo  correlacionar   os   parâmetros   analisados   na   prova   de  

função   pulmonar   com  os  níveis  de  expressão  da  MMP-2  e  MMP-9  na  

saliva   de  pacientes  com DPOC em comparação aos indivíduos saudáveis. 

Desta forma, verificar a viabilidade de utilização da saliva, como fonte de material 
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 biológico não-invasivo, para a caracterização de possíveis biomarcadores que 

poderiam auxiliar ou complementar o diagnóstico da doença.  

 

CASUÍSTICA E MÉTODO 

 

Indivíduos 

 

Este estudo foi realizado na Universidade Nove de Julho (UNINOVE), após 

ser aprovado pelo comitê de ética da instituição (protocolo número 209812/08), nos 

Laboratórios de Fisiologia do Exercício e Aplicações Moleculares e Celulares em 

Reabilitação da UNINOVE. Participaram deste estudo, voluntários, portadores de 

DPOC que aguardavam ingresso no Programa de Reabilitação Pulmonar do 

Ambulatório de Fisioterapia e, indivíduos saudáveis, provenientes da Associação SOS 

família São Geraldo, localizada à Rua Pedro Ângelo Janitelli, 72- Ponte Grande, 

Guarulhos - SP.  

Foram avaliados 16 pacientes com DPOC moderada ou grave. O diagnóstico 

da doença foi baseado nos critérios estabelecidos pela Sociedade Americana do 

Tórax (ATS). Todos os pacientes estavam com doença estável, sugerida por 

ausência de modificação nas medicações nas últimas quatro semanas. Os critérios 

de exclusão foram: indivíduos com doença cardíaca isquêmica, intervenção 

cirúrgica recente ou a participação em programas de reabilitação pulmonar. Para 

análise comparativa, avaliamos um grupo controle constituído por nove de 

indivíduos saudáveis, que nunca fumaram, com espirometria normal, sem história 

de doenças respiratórias, de ambos os gêneros, com faixa etária compatível com o 

grupo DPOC. Todos os participantes do estudo assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido. 
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Prova de função pulmonar 

 

Inicialmente os indivíduos de ambos os grupos foram submetidos ao teste de 

função pulmonar através do espirômetro da marca MedGraphics®, conforme as 

diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia. Os parâmetros 

medidos foram: Capacidade Vital Forçada (CVF), Volume Expiratório Forçado no 

primeiro segundo (VEF1), relação VEF1/CVF, Fluxo Expiratório Forçado entre 25-

75% da CVF (FEF 25-75 %) e Fluxo Expiratório Forçado Máximo (FEF Max.). 

Consideramos a melhor curva de três manobras, os resultados foram apresentados 

em porcentagem do previsto (% prev.). 

As amostras de saliva foram coletadas entre 8h e 11h30 da manhã para 

minimizar os efeitos da variação diurna dos indivíduos do grupo DPOC e controle. 

As amostras de saliva (2 a 5 ml) foram coletadas diretamente em tubos de 

polipropiloleno e transferidas com o auxílio de uma pipeta para um tubo de 

microcentrífuga da marca eppendorf®. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas (10000×g) a 4ºC por 10 minutos. O sobrenadante foi reservado e 

armazenado em freezer -70ºC até o momento da análise. 

 

Avaliação dos níveis de expressão das MMP- 2 e MMP- 9 

 

       O extrato total de proteínas da saliva foi submetido à eletroforese em gel de SDS-

poliacrilamida, conforme protocolo previamente estabelecido15. A estimativa da 

concentração protéica foi realizada pelo método de Bradford, utilizando o reagente 

Protein Assay (Bio Rad Laboratories) e a soroalbumina bovina (BSA-Sigma) como 

padrão de referência. O gel de separação de 10% de poliacrilamida foi preparado em  
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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 desnaturante e redutor, contendo Tris-HCl 0,125 M pH 6,8, SDS 4%, 

glicerol 20%, azul de bromofenol 0,002% e β-mercaptoetanol 4%. As amostras 

foram aquecidas a 95°C 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 a temperatura 

ambiente. Em seguida, as amostras foram transferidas por eletroblotting para 

membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada em tampão com Tris-HCl 10 

mM, NaCl 150 mM, pH7,5 (TBS) contendo leite em pó desnatado 5% por 2 horas a 

temperatura ambiente, sob agitação lenta. Após duas lavagens com TBS, contendo 

Tween20 0,05%, a membrana foi incubada por 1 hora com anticorpo para a MMP-2, 

MMP-9 ou GAPDH (BIOMOL®1:1000) 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 anticorpo secundário 

(anti-IgG de coelho/fosfatase alcalina diluído 1:5000) por 60 minutos. Novamente a 

membrana foi submetida a lavagens sucessivas com tampão TBS e então, revelada 

com o substrato BCIP 0,4 mM / NBT 0,4 mM. Os padrões de massa molecular 

utilizados foram: soro albumina (68 kDa), gama-globulina (50 kDa e 23,5 kDa), ovo 

albumina (43 kDa) e ribonuclease (13,7 kDa). 
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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 expressão da MMP-2, MMP-9 e dados espirométricos 

foram avaliados através do teste de Correlação de Pearson. Para comparações entre 

os dois grupos utilizamos o Teste-t não pareado. O nível de significância estatística 

foi p<0,05. 

 

RESULTADOS 

 

As características dos indivíduos com DPOC e saudáveis estão apresentadas 

na tabela 1. A amostra foi composta por 25 indivíduos, 16 indivíduos correspondem 

ao grupo DPOC e 9 indivíduos ao grupo controle, com média de idade não 

significativa entre os grupos. Quanto ao gênero, no grupo DPOC, 10 indivíduos são 

homens e no grupo controle 2 indivíduos são homens. Entre os pacientes avaliados 

no grupo DPOC todos são ex- tabagistas. O tempo de fumo no grupo DPOC foi 

avaliado em 43,43 ± 19,99 anos e a relação maços/anos foi de 68,93 ± 46,75. Os 

indivíduos do grupo controle relataram que nunca fumaram.  

Todos os pacientes do grupo DPOC apresentaram limitação ao fluxo aéreo, 

sendo a diferença entre os grupos extremamente significativa para o VEF1 e para a 

relação VEF1/CVF. Entretanto, não houve diferenças significativas entre os grupos 

para a CVF, conforme mostra a tabela 1. 

Os níveis de expressão das MMPs foram avaliados pela técnica de Western 

Blot, seguida  da  análise  por  densidade  relativa  das  bandas  correspondentes às  
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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-MMP-2 nos 

grupos DPOC e controle (Figura 1A). Da mesma maneira, detectou-se 

predominantemente a forma ativa da MMP-9 com o peso molecular de 86 kDa (dados 

não demonstrados). As análises das densidades ópticas das bandas correspondentes 

a MMP-2 indicaram que os níveis de expressão da MMP-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 MMP - 9 também foi detectada em níveis 

mais elevados nos pacientes com DPOC (p<0,001) (Figura 1B). A análise da proteína 

constitutiva GAPDH (38 kDa) indicou que aplicação da quantidade de proteína no gel 

SDS-PAGE foi igual em todas as amostras de saliva, pois os níveis de expressão não 

foram significativos entre os grupos DPOC e controle.  

As análises de correlação de Pearson, indicaram correlação negativa entre os 

níveis de expressão da MMP-2 com os parâmetros de obstrução ao fluxo aéreo nos 

pacientes com DPOC, VEF1 (r=-0,513, p=0,042) (Figura 2) e VEF1/CVF (r=-0,579, 

p=0,019) (dados não demonstrados). Por outro lado, não se detectou correlação entre 

os níveis de expressão da MMP-9 e os parâmetros de obstrução ao fluxo aéreo.  

 

 

DISCUSSÃO  

 

 

O presente estudo demonstrou que os níveis de MMP-2 e MMP-9 nas 

amostras de saliva foram significativamente maiores nos pacientes com DPOC em 

relação aos sujeitos saudáveis, assim como, observou-se a correlação negativa entre 
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 os níveis de expressão da MMP-2 e os parâmetros de obstrução aérea, VEF1 e 

VEF1/CVF, nos pacientes com DPOC. Os dados apresentados contribuem com a 

viabilidade de utilização da saliva, como fonte de material biológico, para o futuro 

estudo de biomarcadores específicos da DPOC.  

Os biofluidos freqüentemente utilizados para investigar patologias respiratórias 

incluem sangue, urina, escarro (espontâneo ou induzido) e lavado bronco-alveolar16. 

Desta forma, a possibilidade de utilização da saliva como fonte de material biológico 

tem se tornado extremamente viável por ser um fluido biológico de fácil coleta, 

manuseio e armazenamento14. Como as MMPs são extremamente representativas na 

DPOC, as MMPs -2 e -9 foram selecionadas para avaliar seus níveis de expressão na 

saliva e as possíveis correlações com os parâmetros de avaliação clínica na DPOC. 

Neste sentido, verificar a viabilidade de utilização da saliva como fonte de material 

biológico para o estudo de biomarcadores proteolíticos, utilizando estratégias 

experimentais mais eficazes e específicas, como a espectrometria de massas 

(MALDI-TOF/MS), para a identificação de moléculas exclusivas da saliva de 

pacientes com DPOC.  

O envolvimento das MMPs é considerado importante na patogênese da DPOC 

e tem sido bem caracterizado na literatura7. Quando comparados com indivíduos 

saudáveis, os pacientes com DPOC apresentam aumento dos níveis de MMP-1 e 

MMP-9 no lavado broncoalveolar17, acentuado aumento na expressão e atividade de 

MMP-2 e MMP-9 no parênquima pulmonar e no escarro18. Em relação ao processo 

inflamatório anormal na DPOC, a atividade das MMPs -8 e -9 em pacientes com 

DPOC correlaciona-se com o aumento do número de neutrófilos e ao grau de 

obstrução ao fluxo aéreo19. Além disso, tem  sido  relatado  que  os  soros de 

pacientes  com  DPOC  apresentam  níveis  de  expressão e  atividade enzimática da 
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MMP-9 mais elevados em relação aos indivíduos saudáveis, em função da gravidade 

da doença e do processo inflamatório das vias aéreas20. Da mesma forma, verificou-

se que os níveis de expressão da MMP-2 e MMP-9 foram mais elevados em relação 

aos indivíduos saudáveis e, complementam as evidências de que a DPOC não está 

apenas associada às limitações da capacidade pulmonar funcional, mas também ao 

processo inflamatório sistêmico7.  

A análise dos níveis de MMPs no soro e saliva de indivíduos fumantes e não-

fumantes, demonstrou que na saliva, os níveis da forma ativa da MMP-9 (86 kDa) 

foram significativamente menores nos fumantes, mas no soro foi detectada em 

concentração mais elevada em relação aos não-fumantes21. Porém, no presente 

estudo observou-se que os níveis da MMP-9 na saliva foram significativamente 

maiores em pacientes com DPOC em comparação ao grupo controle. O fato dos 

pacientes com DPOC do presente estudo serem ex-tabagistas poderia explicar as 

diferenças experimentais observadas com relação à expressão da MMP-9 na saliva, 

pois no estudo anterior ao nosso foram recrutados indivíduos fumantes e as 

substâncias presentes no tabaco proporcionariam alterações na expressão da MMP-9 

destes indivíduos22. 

A saliva é secretada por múltiplas glândulas salivares incluindo parótida, 

submandibular, sublingual e, outras glândulas menores presentes na mucosa oral23. 

Constitui-se basicamente por várias proteínas e peptídeos, produzidos 

especificamente nas glândulas salivares ou de fonte sistêmica que desempenham 

funções biológicas importantes24. Com o avanço tecnológico em genômica, 

bioinformática e proteômica têm se verificado a presença de marcadores específicos 

de doenças orais e sistêmicas25, como é o caso da periodontite24 e a Síndrome de 

Sjögren – doença auto-imune sistêmica25. Embora a DPOC acometa os pulmões, há  
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diversas manifestações sistêmicas relacionadas a esta patologia26. Além da 

inflamação presente nas vias aéreas, há evidências de inflamação sistêmica nos 

pacientes com DPOC, mas a relação entre inflamação local e sistêmica ainda é 

desconhecida27 e 28. 

Alguns estudos têm caracterizado marcadores 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. Estes dados sugeriram fortemente a 

ativação e recrutamento de neutrófilos na DPOC, pois a E-selectina é um receptor de 

superfície destas células28. Como os neutrófilos representam a principal fonte de 

MMPs7, seria esperado níveis mais elevados de expressão destas enzimas nos 

fluidos biológicos. De fato, no presente estudo, verificou-se  o  aumento dos níveis de 

expressão da MMP-2 e -9 na saliva em pacientes com DPOC em relação aos 

indivíduos saudáveis. Entretanto, nas análises de correlação entre os níveis de 

expressão destas enzimas e os parâmetros de obstrução aérea, contatou-se que 

apenas os níveis de expressão da MMP-2 apresentaram correlações negativas com 

VEF1 (% prev.) e VEF1/CVF (% prev.). Estes dados apontam evidências de que a 

MMP-2 pode estar relacionada às condições de limitação ao fluxo aéreo conforme 

demonstrado em um estudo que verificou a correlação negativa desta gelatinase com 

o VEF1, em escarro de pacientes com DPOC29 

Em relação à MMP-9, um estudo prévio também observou os níveis mais 

elevados da expressão em pacientes com DPOC, mas também não observou 

correlações com os parâmetros da prova de função pulmonar ou com níveis de 

saturação de oxigênio no sangue arterial30. Deste modo, novos ensaios  estão  sendo  

planejados  para estudar os níveis de expressão da MMP-9 em relação aos diferentes 

estágios  de  desenvolvimento  da  DPOC,  pois  se  tem  verificado  que  o  nível  de  
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expressão desta enzima no soro está diretamente relacionado com o alto grau de 

gravidade da doença21.  

Em síntese, o presente estudo demonstrou que o aumento dos níveis de 

expressão da MMP-2 na saliva está relacionado com o grau de obstrução aérea em 

pacientes com DPOC por estar associada às disfunções sistêmicas. Assim, estes 

dados abrem perspectivas para o desenvolvimento de futuros estudos utilizando a 

saliva, como fonte de material biológico para a identificação e caracterização de 

possíveis marcadores protéicos e/ou peptídicos específicos da DPOC.  
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LEGENDAS DAS FIGURAS E TABELAS 

Figura 1. Análise dos níveis de expressão de proteína da MMP-2  na saliva de 

pacientes com DPOC e controle. (A) Representação da análise dos níveis de 

expressão da MMP-2 e GAPDH por Western Blot dos pacientes com DPOC (no. 1, 7, 

15 e 17 e controle (no. 1, 3, 7 e 8). Observar que os níveis de expressão não variam 

para a GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (B) Densidade relativa 

das bandas em porcentagem obtida no Western blot com as amostras de saliva. 

Observar que os níveis de expressão de proteína MMPs -2 e -9 foram mais elevados 

em comparação ao grupo controle.  DPOC: Doença pulmonar obstrutiva crônica. 

 

Figura 2. Relação entre os níveis de expressão da MMP-2 na saliva e os parâmetros 

de obstrução aérea VEF1 (% prev.) em pacientes com DPOC.  As análises de 

correlação de Pearson indicaram que os níveis de expressão da MMP-2 está 

relacionado negativamente com o grau de obstrução aérea, VEF1 (r=-0,513, p=0,042).  

Tabela 1. Características da população estudada, indivíduos com DPOC e saudáveis. 

Dados estão expressos como média e desvio padrão (DP). DPOC: Doença pulmonar 

obstrutiva crônica.  
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Figura 1.  
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Figura 2.  
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Tabela 1.  

CARACTERÍSTICAS DA POPULAÇÃO 

 
GRUPOS 

Valor (p) 
DPOC Saudáveis 

Indivíduos (n) 16 9 - 

Idade (anos) 71,35 ± 9,47 70,78 ± 10,29      0,897 

Homens 10 2 - 

Tabagistas 0 0 - 

Ex-tabagistas 16 0 - 

Maços/anos 68,93 ± 46,45 - - 

Tempo de fumo 43,43 ± 19,99 - - 

VEF1/CVF (% prev.) 58,06 ± 13,31 107,77 ± 11,09 0,0001* 

VEF1 (% prev.) 52,31 ± 12,45 111 ± 17,37 0,0001* 

CVF (% prev.) 89,43 ± 22,18 102 ± 14,52     0,13 

 

Dados estão expressos em média ± desvio padrão, exceto quando não foi possível. 

DPOC: doença pulmonar obstrutiva crônica; CVF: capacidade vital forçada; % prev.: 

porcentagem do previsto; VEF1: volume expiratório forçado no primeiro segundo. 

* p<0,05 (Teste t não pareado). 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS

 



     

 

O presente estudo demonstrou que o aumento dos níveis de 

expressão da MMP-2 na saliva está relacionado com o grau de obstrução 

aérea em pacientes com DPOC por estar associada às disfunções 

sistêmicas. A análise dos níveis de expressão das MMPs- 2 e -9 na saliva de 

pacientes com DPOC são significativamente maiores  quando comparados 

com indivíduos saudáveis, e que a elevação da MMP- 2 se  correlacionou 

negativamente com a obstrução ao fluxo aéreo no grupo DPOC. Estes dados 

são condizentes com estudos de outros materiais biológicos melhor 

estabelecidos na DPOC. Neste sentido, abrem-se perspectivas para o 

desenvolvimento de futuros estudos utilizando a saliva, como fonte de 

material biológico, através de técnicas experimentais mais eficazes e 

específicas, como a espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS), para a 

identificação de moléculas exclusivas da saliva de pacientes com DPOC. E 

assim, complementar as estratégias de avaliação clínica na área da 

reabilitação pulmonar, uma vez que tal ferramenta auxiliaria a validação de 

protocolos de exercício para portadores de DPOC, e, sobretudo, contribuiria 

para melhor compreender esta patologia com alto impacto socioeconômico.  
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ANEXOS

 

 



     

 

 Pontuação do índice BODE 

 

Variável 0  1 2 3 

VEF1 (% previsto)  ≥65 50-64 36-49  ≤35 

MRC  0-1 2 3 4 

TC6  ≥350 250-349 150-249  <149 

IMC kg/m2  >21 ≤21   
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Termo de Consentimento para Participação em Pesquisa Clínica: 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

CARACTERIZAÇÃO ENZIMÁTICA DA SALIVA DE PACIENTES COM DOENÇA 
PULMONAR OBSTRUTIVA CRÔNICA (DPOC) E SUAS CORRELAÇÕES CLÍNICO-

FUNCIONAIS PELO ÍNDICE BODE 

Essas informações estão sendo fornecidas pela fisioterapeuta Alecsandra A. dos 

Santos (aluna do mestrado em Ciências da Reabilitação da Universidade Nove de 

Julho) e pelo Prof. Dr. Carlos A. Silva, para sua participação voluntária neste estudo, 

que visa correlacionar a atividade enzimática das MMPs na saliva de pacientes com 

doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) antes de ingressarem no Programa de 

Reabilitação Pulmonar. Esta pesquisa contribuirá para avaliação da DPOC a partir da 

identificação de moléculas indicadoras da disfunção, presentes na saliva, permitindo 

melhor avaliar a efetividade dos programas de reabilitação. 

I- O ambulatório de fisioterapia da Universidade Nove de Julho tem como um 

dos objetivos a assistência à saúde, com um programa de reabilitação 

pulmonar para pacientes com doença pulmonar crônica, e também de fazer 

pesquisa. 

II- Ao entrar em nosso estudo, você será avaliado, realizando inicialmente uma 

entrevista, para coletarmos seus dados pessoais, hábitos de vida, 

medicações que utiliza e a história de sua doença. Após esta entrevista, 

você será levado para uma sala onde iremos pesá-lo e medi-lo, em 

seguida, você realizará uma avaliação do ponto de vista respiratório. Você 

deverá soprar e puxar o ar com toda a força num aparelho através de um 

bucal para medir a sua capacidade pulmonar. Para avaliarmos sua 

capacidade física, você realizará o teste da caminhada dos seis minutos. 

Neste exame você deverá andar o mais rápido possível, sem correr, em um 

corredor plano, com 30 metros. Uma fisioterapeuta irá medir seu batimento 

cardíaco, quantas vezes você está respirando em um minuto, a pressão 

arterial e o oxigênio, antes, durante e ao final do teste (através de um 

aparelho posicionado em seu dedo indicador). Durante o teste você vai 

sentir um aumento na capacidade de respirar e poderá sentir cansaço nas 

pernas. Estes sintomas vão melhorando e desaparecem depois que o teste 

termina. A  última  etapa  da  avaliação  é  a  coleta  da  saliva.  Para  

coletar  a  saliva   você   será   orientado   a   realizar  um   enxágüe   na 
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boca, com água, e em seguida deverá acumular saliva na boca e cuspir em 

um tubo apropriado para o exame. Tal procedimento não causa quaisquer 

riscos ou desconforto. 

III- Os dados destas avaliações serão analisados e utilizados para 

estudos/pesquisa, não sendo divulgada a sua identificação. 

IV- Em qualquer etapa deste estudo você terá acesso aos profissionais 

responsáveis para o esclarecimento de suas dúvidas quanto aos 

procedimentos realizados. Os pesquisadores assumem o compromisso de 

proporcionar informação atualizada obtida durante o estudo ainda que esta 

possa afetar a vontade do indivíduo em continuar participando. Os principais 

responsáveis são os pesquisadores Prof. Dr. Carlos A. Silva e a fisioterapeuta 

Alecsandra A. dos Santos, os quais podem ser encontrados nos telefones: 

3665-9000 ou 9104-0992. 

V- É garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento 

deste estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento. 

VI- Os dados obtidos em suas avaliações serão mantidos em sigilo, isto é, em 

segredo. 

VII- Os resultados obtidos, tanto positivos quanto negativos, serão discutidos com 

você. 

VIII- Não haverá despesas pessoais em qualquer fase do estudo, incluindo 

exames e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à 

sua participação, incluindo despesas com eventuais deslocamentos. 

IX- A pesquisa será desenvolvida no Ambulatório de Fisioterapia da Universidade 

Nove de Julho - UNINOVE/ Memorial da América Latina, localizada à Avenida 

Doutor Adolfo Pinto, 109. São Paulo-SP. 

X- CONSENTIMENTO PÓS - INFORMAÇÃO: 

 Eu______________________________________________, acredito ter sido 

suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram lidas para 

mim, descrevendo o estudo: “ Caracterização enzimática da saliva de pacientes 

portadores de doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) e sua correlação clínico- 

funcional pelo índice BODE”. 

Eu  discuti  com  a  fisioterapeuta  Alecsandra  A.  dos  Santos  sobre  a  minha 

decisão  em  participar  deste  estudo.  Ficaram  claros  para  mim  quais  são  os 
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propósitos do trabalho, os exames que serão realizados, seus desconfortos e 

riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos constantes. Ficou 

claro também que a minha participação é isenta de despesas e que tenho 

garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo 

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar meu consentimento 

a qualquer momento, antes ou durante a realização do mesmo, sem penalidades 

prejuízo ou perda de qualquer benefício que possa ter adquirido, ou no meu 

atendimento neste serviço. 

__________________________________                   Data:__/__/___ 

Assinatura do (a) paciente/ representante legal 

     __________________________________         Data:__/__/___ 

Assinatura da testemunha 

Declaro que obtive, de forma apropriada e voluntária, o Consentimento Livre e 

Esclarecido do (a) paciente ___________________________________ou do seu 

representante legal Sr (a)_______________________________para a participação 

dele (a) neste estudo. 

 

Prof. Dr. Carlos A. Silva/ Ft. Alecsandra A. dos Santos 
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