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RESUMO 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade dos componentes 

enzimáticos da saliva e as possíveis correlações com os parâmetros de avaliação 

clínica em pacientes com DPOC. A amostra foi composta por 30 indivíduos, sendo 

20 indivíduos do grupo DPOC e 10 do grupo saudável. Os parâmetros clínicos de 

cada indivíduo foram obtidos por espirometria e teste da caminhada dos 6 minutos. 

A atividade enzimática (AE) nas amostras individuais de saliva de cada indivíduo foi 

avaliada in vitro, utilizando substratos fluorescentes com apagamento intramolecular 

e inibidores da atividade metaloproteinases (EDTA) e serinoproteinases (PMSF). 

Não se observou diferenças significantes entre os pacientes com DPOC e saudáveis 

com relação a AE total ou inibição de metaloproteinases e serinoproteinases na 

saliva. As análises de correlações entre as variáveis da avaliação clínica do grupo 

DPOC e os ensaios de AE, demonstraram que o FEV1 apresentou correlação 

negativa em relação a AE total (p=0,03, r=-0,473) e a inibição de metaloproteinases 

(p=0,02, r=-0,498). Não se observou correlações entre os parâmetros avaliados no 

grupo controle. Esses resultados abrem novas perspectivas para os estudos de 

cinética enzimática na saliva, utilizando substratos específicos para as enzimas mais 

representativas durante a progressão da DPOC. 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Doença pulmonar obstrutiva crônica; Metaloproteinases; 
Serinoproteinases e saliva.
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ABSTRACT 
 

 

The present study was conducted to evaluate the activity of enzymatic components 

of saliva and possible correlations with clinical parameters in patients with COPD. 

The sample consisted of 30 individuals, 20 individuals with COPD and 10 controls. 

The clinical parameters of each individual were obtained by spirometry and 6 minute 

walk distance. Enzyme activity (EA) in saliva samples from each individual was 

evaluated in vitro using fluorescent substrates and synthetic inhibitors of 

metalloproteinases (EDTA) and serine proteinases (PMSF). There was no significant 

difference between patients with COPD and healthy relationship with the AE or total 

inhibition of metalloproteinases and serine proteinases in saliva. Analysis of 

correlations between variables Person of the clinical evaluation of COPD and the AE 

tests showed that the FEV1 correlated negatively to total EA (p=0.03, r =-0.473) and 

inhibition of metalloproteinases (p=0.02, r =-0.498). There was no correlation 

between the parameters evaluated in the control group. These results open 

perspectives for studies of enzyme kinetics in saliva, using specific substrates for 

enzymes most representative during the progression of COPD. 

 

 

 

 

Word-key: Pulmonary illness obstrutiva chronicle; Metaloproteinases; 
Serinoproteinases and saliva. 
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO



  

 

 

1.1 Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) 

 

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 bronquite obstrutiva e destruição do parênquima pulmonar 

distal ao bronquíolo terminal dependendo de cada indivíduo [1]. A exposição 

à fumaça de cigarro é o principal fator de risco para DPOC como dito 

anteriormente, sendo a cessação do tabagismo importante medida tanto 

para a prevenção quanto para o tratamento da doença. Poluição ambiental, 

predisposição genética, exposição a poluentes químicos e ocupacionais, 

alterações no crescimento e desenvolvimento pulmonar, estresse oxidativo, 

estado socioeconômico, nutrição, infecções respiratórias, comorbidades e 

idade; também podem desencadear a doença [2]. 

Os efeitos sistêmicos associados à DPOC correspondem à 

inflamação sistêmica com presença de estresse oxidativo, concentrações 

anormais de citocinas circulantes e ativação das células inflamatórias [3]. 

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  de  células  musculares  e/ou   desuso  
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muscular [4]. 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 DPOC [5]. 

A DPOC é mundialmente responsável pelo alto índice de mortalidade 

e morbidade, porém há variações na prevalência da doença entre os países 

[6].No Brasil, o perfil epidemiológico da doença ainda não esta definido, mas 

um estudo realizado na grande São Paulo evidenciou a prevalência total da 

DPOC de 15,8 % da população total, correlacionando-se positivamente com 

a idade [7]. 

Um dos maiores comprometimentos da DPOC é a hiperinsulflação, 

que é caracterizada por um aumento da resistência ao fluxo aéreo, 

causando um aprisionamento de ar nos pulmões, provocando alterações na 

parede torácica e desvantagem entre a musculatura respiratória, conhecida 

como dispnéia ou desconforto respiratório, uma das sensações mais 

descritas por pacientes com DPOC [8,9]. Assim, com o intuito de 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 vida [8]. 

O diagnóstico da DPOC consiste na análise dos sintomas 

apresentados e fatores de risco à espirometria [10]. A relação entre volume 

expiratório  forçado  no  primeiro  segundo  e  capacidade  vital  forçada  
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(VEF1/CVF) inferior a 70%, pós- broncodilatador confirma a limitação ao 

fluxo aéreo [10]. 

Como dito, a DPOC apresenta comprometimentos sistêmicos e não 

restritos apenas ao pulmão, por isso para uma avaliação completa de um 

indivíduo com DPOC, há necessidade de serem realizados testes de 

avaliação da intolerância ao exercício. As limitações físicas funcionais 

contribuem significativamente para o prejuízo das atividades físicas basais, 

tais como mobilidade e força muscular. Portanto, 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 tratamento [11]. 

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 doença [12]. A DPOC é caracterizada como doença 

inflamatória associada à intensa degradação dos componentes da matriz 

extracelular (MEC) e fibrose tecidual [13]. 
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1.2  Enzimas proteolíticas na DPOC 

As metaloproteinases da matriz extracelular, conhecidas como MMPs 

são um dos grupos de enzimas proteolíticas que podem contribuir 

significativamente para o desenvolvimento da DPOC, como a migração de 

células inflamatórias no pulmão, a remodelagem e a destruição do tecido 

pulmonar [14,15]. As MMPs são também conhecidas como matrixinas, e 

pertencem a uma família de proteases extracelulares responsáveis pela 

degradação de componentes da matriz extracelular (MEC) durante a 

remodelagem do tecido [15,16]. Estas são sintetizadas como pro - enzimas 

secretadas ou de membrana que após o processamento, ou seja, clivagem 

de um pro-peptídeo na porção N-terminal adquire a forma ativa [17]. 

As MMPs catalisam componentes protéicos da MEC produzindo 

moléculas peptídicas biologicamente ativas, como os peptídeos 

quimiotáticos [18], que participam do processo inflamatório envolvido na 

DPOC, como por exemplo a MMP-12 (Figura 1) [19]. Estas são  inibidas 

seletivamente por inibidores teciduais de metaloproteinases, conhecidos 

como TIMPs [20].  Weathington et al. caracterizaram um peptídeo 

biologicamente ativo, com seqüência de aminoácidos N-acetyl Pro-Gly-Pro 

(PGP), derivado da hidrólise do colágeno em pacientes com DPOC, que 

induz quimiotaxia de neutrófilos pela via de interação com os receptores 

CXCR1 e CXCR2  [18].  

O N-acetyl-PGP foi recentemente associado à inflamação crônica das 

vias aéreas na DPOC, pois seus níveis no lavado broncoalveolar são 

5
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significativamente mais elevados em relação aos indivíduos saudáveis [21]. 

Vários estudos têm demonstrado altos níveis de expressão da MMPs e 

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

pacientes portadores de DPOC e asmáticos participando na remodelagem 

da matriz extracelular e no processo inflamatório [22,23]. Apesar disso, 

outros grupos enzimáticos são descritos, como as cisteínoproteinases 

(catepsinas) e serinoproteinases (elastases) [22].  

 

 

Figura 1.  Propriedade pró-inflamatória da MMP-12 [19]. 
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Além dos testes clínicos de campo, há uma forte tendência para a 

busca de estratégias alternativas de avaliação terapêutica em pacientes 

portadores de diferentes disfunções, como por exemplo, a identificação de 

biomarcadores específicos. Durante a resposta asmática, por exemplo, a 

ativação de mastócitos é mediada por imunoglobulinas do tipo E (IgE) que 

proporcionam a liberação de mediadores e citocinas, como a prostaglandina 

D2 (PGD2) e a busca por marcadores específicos de ativação de mastócitos 

tem sido objeto de estudo de vários grupos. Estudo realizado em 2004 

identificou na urina de indivíduos com asma brônquica causada por 

alergênicos, o metabólito 11β-PGF2 derivado da PGD2, como um provável 

indicador da ativação de mastócitos e, possivelmente, indicador da asma 

brônquica [24]. Por outro lado, a caracterização dos componentes da saliva 

tem aberto perspectivas para a identificação de biomarcadores de diferentes 

alterações morfofisiológicas [25], pois a coleta de saliva é um método não-

invasor apresenta muitas vantagens com relação a outros fluídos biológicos, 

como por exemplo, soro ou plasma [26].  

A saliva é secretada por múltiplas glândulas salivares, incluindo 

parótida, submandibular, sublingual e, outras glândulas menores presentes 

na mucosa oral [27]. Constitui-se basicamente por proteínas e peptídeos 

produzidos especificamente nas glândulas salivares ou de fonte sistêmica 

que desempenham funções biológicas importantes [28].  

Com o avanço tecnológico em genômica, bioinformática e proteômica 

verificou-se a presença de marcadores específicos de doenças orais e 
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sistêmicas [29], como é o caso da periodontite e a Síndrome de Sjögren – 

doença auto-imune sistêmica [29].  

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 desconhecida [30,31,32]. Recente 

estudo, realizado pelo nosso grupo, 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 (Santos et al., 2009 – in press [33]). Dessa forma, estes dados 

abrem perspectivas para o desenvolvimento de estudos utilizando a saliva, 

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

possíveis marcadores protéicos e/ou peptídicos específicos da DPOC.  
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RESUMO 

 

Objetivos: Avaliar a atividade dos componentes enzimáticos da saliva e as possíveis 

correlações com os parâmetros de avaliação clínica em pacientes com DPOC. 

Métodos: A amostra foi composta por 30 indivíduos, sendo 20 indivíduos do grupo 

DPOC e 10 do grupo controle. Os parâmetros clínicos de cada indivíduo foram 

obtidos por espirometria e teste da caminhada dos 6 minutos. A atividade enzimática 

(AE) nas amostras de saliva de cada indivíduo foi avaliada in vitro, utilizando 

substratos fluorescentes com apagamento intramolecular e inibidores sintéticos de 

metaloproteinases (EDTA) e serinoproteinases (PMSF). Resultados: Não se 

observou diferenças significantes entre os pacientes com DPOC e saudáveis com 

relação a AE total ou inibição de metaloproteinases e serinoproteinases na saliva. As 

análises de correlações entre as variáveis da avaliação clínica do grupo DPOC e os 

ensaios de AE, demonstraram que o VEF1 apresentou correlação negativa em 

relação a AE total (p=0,03, r=-0,473) e a inibição de metaloproteinases (p=0,02, r=-

0,498). Não se observou correlações entre os parâmetros avaliados no grupo 

controle. Conclusão: Esses resultados abrem perspectivas para os estudos de cinética 

enzimática na saliva, utilizando substratos específicos para as enzimas mais 

representativas durante a progressão da DPOC. 

 

Palavras- chave: DPOC, enzimas proteolíticas, saliva. 
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ABSTRACT  

 

Objectives: Evaluate the activity of enzymatic components of saliva and possible 

correlations with clinical parameters in patients with COPD Methods: The sample 

consisted of 30 individuals, 20 individuals with COPD and 10 healthy. The clinical 

parameters of each individual were obtained by spirometry and 6 minute walk 

distance. Enzyme activity (EA) in saliva samples from each individual was evaluated 

in vitro using fluorescent substrates and synthetic inhibitors of metalloproteinases 

(EDTA) and serineproteinases (PMSF). Results: There was no significant difference 

between patients with COPD and healthy relationship with the AE or total inhibition 

of metalloproteinases and serine proteinases in saliva. Correlations analysis between 

variables Person of the clinical evaluation of COPD and the AE tests showed that the 

FEV1 correlated negatively to total EA (p = 0.03, r =- 0.473) and inhibition of 

metalloproteinases (p = 0.02, r =- 0.498). There was no correlation between the 

parameters evaluated in the control group. Conclusion: These results open 

perspectives for studies of enzyme kinetics in saliva, using specific substrates for 

enzymes most representative during the progression of COPD. 

 

Keywords: COPD, proteolytic enzymes, saliva. 
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INTRODUÇÃO 

 

A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é uma doença pulmonar 

crônica, geralmente causada pela inalação da fumaça de cigarro, resultando 

alterações irreversíveis nas vias aéreas (Celli et al., 1995). O paciente portador de 

DPOC diminui sua atividade física global devido à redução da função pulmonar, que 

é traduzida por dispnéia e a percepção de cansaço ao realizar qualquer forma de 

esforço físico. O progressivo descondicionamento físico associado à inatividade dá 

início a um círculo vicioso, em que a piora da dispnéia se associa a esforços físicos 

cada vez menores, com grave comprometimento da qualidade de vida (Celli & 

Barnes, 2007). 

A inflamação sistêmica e a disfunção muscular esquelética também 

caracterizam os efeitos sistêmicos da DPOC. A evidência de inflamação sistêmica 

inclui presença de estresse oxidativo sistêmico, concentrações alteradas de citocinas 

circulantes e ativação das células inflamatórias (Sauleda et al., 2000).  A disfunção 

muscular esquelética inclui a perda progressiva de massa muscular e a presença de 

várias anomalias bioenergéticas. Tais efeitos sistêmicos possuem conseqüências 

clínicas importantes, pois contribuem para a limitação da capacidade física do 

paciente e, dessa forma, para o declínio da condição de saúde na DPOC (American 

Thoracic Society,1999). 

Considerando o comprometimento da capacidade pulmonar e suas 

implicações na DPOC observam-se a exploração de novos horizontes para o seu 

estudo fisiopatogênico, permitindo uma  mudança do enfoque quase exclusivamente  
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relacionado à função pulmonar para o estudo celular e bioquímico da doença (Hogg 

et al., 2004). A DPOC vem sendo caracterizada como doença inflamatória associada 

à intensa degradação dos componentes da matriz extracelular (MEC) e fibrose 

tecidual (Abboud  et al., 2008; Lagente et al., 2005). 

As metaloproteinases da MEC (MMPs) contribuem para o desenvolvimento 

da DPOC, proporcionando a migração de células inflamatórias no pulmão, a 

remodelagem e destruição do tecido pulmonar (Demedts et al., 2005; Russel et al., 

2002a). As MMPs ou também conhecidas como matrixinas, e pertencem a uma 

família proteases extracelulares responsáveis pela degradação de componentes da 

MEC durante a remodelagem do tecido (Parks & Shapiro, 2001). Estas são 

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

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

a forma ativa (Parks & Shapiro, 2001). As MMPs catalisam componentes protéicos 

da MEC produzindo moléculas peptídicas biologicamente ativas que participam do 

processo inflamatório envolvido na DPOC (Weathington et al., 2006).  

Essas enzimas são seletivamente inibidas por inibidores teciduais de 

metaloproteinases, conhecidos como TIMPs (Cataldo et al., 2000; Beeh et al., 2003).  

Além das metaloproteinases, outros grupos de enzimas proteolíticas também  

são descritos na patogênese da DPOC, como as cisteinoproteinases (catepsinas) e 

serinoproteinases (elastases) (Barnes, 2004; Chapman & Guo-Ping Shi, 2000).O 

papel das catepsinas na DPOC ainda é desconhecido, porém foi observado o 

aumento nos níveis de expressão da catepsina L em lavado broncoalveolar de 

pacientes portadores de Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (Takeyabu et al., 

1998)  e também macrófagos alveolares entre os indivíduos que eram fumantes 
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(Russel at al., 2002b). Da mesma forma, os níveis de expressão da elastase de 

neutrófilo (elastase-2) também é maior em DPOC (Betsuyasku at al., 2000). 

Além dos testes clínicos de campo para a avaliação do grau de 

comprometimento da capacidade pulmonar funcional em pacientes com DPOC, há 

uma forte tendência para a busca de estratégias alternativas de avaliação terapêutica 

em pacientes portadores de diferentes disfunções, visando a identificação de 

biomarcadores específicos. Com isso, a caracterização dos componentes da saliva 

tem aberto perspectivas para a identificação de biomarcadores de diferentes 

alterações morfofisiológicas, pois a coleta de saliva é um método não-invasivo e 

oferece vantagens com relação a outros fluídos biológicos, como por exemplo, soro 

ou plasma (Soo-Quee et al., 2007). Desta forma, o presente estudo teve como 

objetivo avaliar a atividade enzimática (AE) das metaloproteinases e 

serinoproteinases na saliva de pacientes com DPOC e suas correlações com os 

parâmetros da prova de função pulmonar.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

O estudo foi previamente aprovado pelo comitê de ética da instituição 

(protocolo número 209821/08). Voluntários com DPOC que aguardavam ingresso no 

Programa de Reabilitação Pulmonar do Ambulatório de Fisioterapia (grupo DPOC) e 

indivíduos saudáveis, provenientes da Associação SOS família São Geraldo (grupo 

controle), participaram desse estudo. O diagnóstico da doença foi baseado nos 

critérios estabelecidos pela Sociedade Americana do Tórax (ATS). Os pacientes 

apresentavam doença estável, sugerida por ausência de modificação nas medicações 

nas últimas quatro semanas. Indivíduos com doença cardíaca isquêmica, intervenção 
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cirúrgica recente ou a participação em programas de reabilitação pulmonar foram 

excluídos. O grupo controle foi constituído por indivíduos saudáveis, que nunca 

fumaram, com espirometria normal, sem história de doenças respiratórias, de ambos 

os gêneros e com faixa etária compatível com o grupo DPOC, para fins de análise 

comparativa. Todos os participantes do estudo assinaram o termo de consentimento 

livre e esclarecido. 

 

Avaliação da prova de função pulmonar 

 

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 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.) foram mensurados. Considerou-se a 

melhor curva de três manobras nesses testes e os resultados foram apresentados em 

porcentagem do previsto (% prev.).  

Ainda, foram submetidos à avaliação de desempenho, de acordo com o 

protocolo do Teste da caminhada de seis minutos (TC6’).  

Dois testes foram realizados no mesmo dia, com intervalo de 1 hora entre 

ambos, sendo registrado o maior valor para análise. O teste foi desenvolvido em um 

corredor com 30 metros, marcado a cada metro. A cada minuto foi dado estímulo 

verbal e padronizado pelo examinador conforme guia da Sociedade Americana do 

Tórax (ATS). Foram mensuradas, no repouso e ao final do teste, a freqüência 

cardíaca, freqüência respiratória, saturação de oxigênio pelo oxímetro de pulso, 
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pressão arterial e escores para sensação de dispnéia e fadiga de membros inferiores, 

através da escala modificada de percepção de esforço de Borg. O trabalho 

metabólico foi calculado pela distância percorrida (m) em seis minutos.  

 

Coleta e processamento das amostras de saliva 

 

As amostras foram coletadas entre 8h as 11h30 da manhã para minimizar os 

efeitos da variação diurna de acordo com os dados descritos na literatura (Hu et al., 

2007). As amostras foram coletadas (~5 ml) diretamente em tubos apropriados 

(SALIVETTE®) e centrifugadas (946 × g) a 4ºC por 10 min. Após, foram 

transferidas com o auxílio de uma pipeta para um tudo de microcentrífuga  e 

novamente centrifugadas (10000 × g) a  4ºC por 10 min. Os sobrenadantes foram 

reservados em novo tubo e armazenados em freezer -70ºC até o momento da análise. 

A dosagem de proteínas de cada amostra foi realizada pelo método de Bradford 

(Pierce Biotechnology, Inc., EUA). A soroalbumina bovina (BSA – Calbiochem, 

EUA) foi usada como padrão de referência. A leitura das amostras foi feita em leitor 

de placas de ELISA (Multiskan EX, Labsystems, Finlândia) e a absorbância 

determinada no comprimento de onda de 540 nm.    
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Análise da AE utilizando substratos fluorescentes com apagamento 
intramolecular de fluorescência 

 

Os ensaios de AE foram realizados em espectrofluorofotômetro (Victor 3, 

Perkin Elmer, MA, USA), utilizando placas de 96 poços, ajustado para leitura de 

excitação e emissão 320 e 420 nm, respectivamente. A temperatura da reação foi 

mantida a 37°C em compartimento termoestabilizado, sob agitação, com o consumo 

de substrato inferior a 10% (velocidades iniciais de hidrólise). As reações foram 

padronizadas utilizando dois substratos diferentes (Abz-FRSSRQ-EDDnp e Abz-

GGFLTSQ-EDDnp) para identificar o substrato mais adequado em relação à 

atividade de hidrólise. Ainda, foi realizado outro teste para determinar a quantidade 

protéica a ser utilizada em todos os ensaios enzimáticos.  

Os ensaios foram realizados incubando-se diferentes concentrações de 

proteínas para cada amostra em tampão PBS (NaCl 137 mM, Na2HPO4 8,1mM, KCl 

2,7 mM e KH2PO4 1,5 mM, pH 7,2) com os dois substratos para o volume final de 

100 µL. Em cada poço foi adicionado o substrato em um canto e no outro a amostra. 

Por último, o tampão foi adicionado no meio do poço, para facilitar a 

homogeneização dos componentes da reação. Em seguida, o aumento da 

fluorescência foi monitorado no espectrofluorofotômetro e os respectivos valores de 

unidade de fluorescência (UF) foram quantificados a cada um minuto.  

Para avaliar atividade das diferenças de metaloproteinases e serinoproteinases 

nas amostras, os ensaios de cinética foram delineados com a utilização de inibidores 

comerciais sítio-dirigidos, EDTA (ácido etileno diamino tetra-acético) e PMSF 

(fluoreto de fenilmetilsulfonila), respectivamente. Esses ensaios foram padronizados 

com a adição de diferentes concentrações de cada inibidor. Todas as análises 

cinéticas foram realizadas em triplicata. Os valores foram expressos em atividade 
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específica dividindo-se o valor da velocidade de hidrólise do substrato (fluorescência 

por minuto) pela concentração de proteína utilizada no experimento (UF/min/µg). 

 

Análise estatística 

A distribuição paramétrica obtida na avaliação clínica foi sumarizada por 

média e desvio padrão (DP). Para comparações entre os dois grupos utilizamos o 

Teste-t Student não pareado. A análise de variância foi utilizada para comparações 

intergrupos e as diferenças quando identificadas utilizou-se o teste pos hoc Tukey. 

Correlações entre a AE e dados espirométricos foram avaliados a partir do teste de 

Correlação de Pearson. O nível de significância estatística foi de p<0,05 

 

RESULTADOS 

 

Características da população estudada 

 

A população estudada foi composta por 30 indivíduos, sendo 20 indivíduos 

do grupo DPOC (13 homens) e 10 indivíduos (4 homens) do grupo controle, sem 

diferenças entre os ambos os grupos (Tabela 1). Todos os pacientes avaliados no 

grupo DPOC eram ex-tabagistas e no grupo controle não houve relatos de tabagismo. 

O tempo de fumo no grupo DPOC foi avaliado em 48,53 ± 21,09 anos e a relação 

anos/maço foi de 52,07 ± 41,03 (Tabela1).  

Todos os pacientes do grupo DPOC apresentaram limitação ao fluxo aéreo 

(moderada a grave), sendo a diferença entre os grupos altamente significante para o 

VEF1 e para a relação VEF1/CVF. Entretanto, não houve diferenças entre os grupos 

para a CVF (%prev.) e no IMC entre os grupos estudados (Tabela 2). No TC6’ 
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verificou-se que os pacientes com DPOC apresentaram a média da distância 

percorrida inferior em relação aos indivíduos saudáveis (p<0,05).  

 

Padronização dos ensaios de AE com as amostras de saliva 

 

Inicialmente, realizou-se um teste para verificar as possíveis interferências do 

tampão PBS nos ensaios enzimáticos. Dessa forma, garantir que o aumento da 

fluorescência fosse apenas pela ação das enzimas presentes nas amostras. Nesses 

ensaios verificou-se que UF da mistura contendo a mesma quantidade dos substratos 

e do tampão PBS não sofreu alterações com o passar do tempo, indicando que o 

tampão não interferiu na estabilidade molecular para emissão da fluorescência 

(dados não demonstrados). 

A figura 1 representa as curvas de hidrólise do substrato Abz-FRSSRQ-

EDDnp (Figura 1A) e Abz-GGFLTSQ-EDDnp (Figura 1B), utilizando a 

concentrações protéicas de 5 µg das amostras de saliva de dois pacientes com DPOC 

e dois saudáveis. Observou-se que a concentração de 5 µg de cada amostra 

proporcionou a hidrólise do substrato pelo aumento da emissão da fluorescência sem 

o consumo total do substrato em nenhum dos casos, ou seja, inferior a 10%. Esses 

ensaios demonstraram a correlação linear entre os pontos com o aumento da 

fluorescência para todas as amostras testadas, indicando que a concentração de 5 µg 

foi a mais adequada. Por outro lado, a análise de hidrólise com o substrato Abz-

GGFLTSQ-EDDnp demonstrou que o incremento na fluorescência não foi 

observado, indicando que as proteases presentes nas amostras de saliva não 

reconheceram esta seqüência como substrato putativo (Figura 1B). Sendo assim, o 
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substrato selecionado para realizar todos os ensaios foi o Abz-FRSSRQ-EDDnp na 

concentração de 5µM com 5µg (Figura 1A). 

 

Análise da AE nas amostras de saliva 

 

Esses ensaios foram realizados com 30 amostras de saliva de indivíduos, 

sendo 20 de indivíduos do grupo DPOC e 10 indivíduos ao grupo controle. A análise 

dos valores de atividade específica encontradas entre os grupos DPOC e saudáveis 

apresentou a média de 144,15 UF/min/µg e 143,14 UF/min/µg, respectivamente. Ao 

comparar os valores de AE apresentada pelos dois grupos não se observou diferenças 

estatisticamente significantes (Figura 2).  

 

Ensaios de cinética enzimática com inibidores sítio-dirigidos: EDTA e PMSF 

 

As diferentes concentrações de EDTA testadas (50, 100 e 200 mM) causaram 

redução da AE das amostras, mas verificou-se que a concentração de 200 mM foi a 

mais efetiva (dados não demonstrados).  

Os ensaios com PMSF também foram padronizados da mesma forma que os 

ensaios realizados com o EDTA. Esses ensaios foram realizados com quatro 

concentrações diferentes de PMSF que variaram de 10 a 0,5 mM com o tempo 

variando de 15 a 30 minutos e a pré-incubação sendo realizada a 37°C ou a 

temperatura ambiente.  

Verificou-se que a concentração de PMSF 0,5 mM em tampão PBS por 15 

minutos a temperatura ambiente com 5µg de proteína e 5 µM do substrato Abz-
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FRSSRQ-EDDnp foi a condição mais favorável para realizar esses os ensaios de 

inibição (dados não demonstrados).  

Nesses ensaios verificou-se redução da AE de metaloproteinases nos grupos 

DPOC e saudáveis, mas as diferenças não foram estatisticamente significativas entre 

os grupos (Figura 3). Por outro lado, o PMSF inibiu significativamente a AE de 

serinoproteinases nos dois grupos (p<0,05) em relação à atividade total. As médias 

de inibição por PMSF entre os dois grupos foram 64,74% para o grupo DPOC e 

61,50% para o grupo controle (Figura3). Além disso, nas análises de correlações 

entre as variáveis da avaliação clínica da população e os ensaios de AE, demonstrou 

que o FEV1 apresentou correlação negativa em relação a AE total e a inibição de 

metaloproteinases na saliva de indivíduos com DPOC (Tabela 3). Por outro lado, não 

se observou correlações entre os parâmetros avaliados no grupo controle (Tabela 3). 

  

 

 

 

DISCUSSÃO  

 

As enzimas proteolíticas são encontradas ubiquamente em todos os tecidos e 

fluídos biológicos dos seres vivos e participam do ciclo de vida das proteínas e 

peptídeos. A clivagem proteolítica nas ligações peptídicas é uma das mais freqüentes  
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 e importantes modificações enzimáticas (Neurath, 1989).  A utilização de peptídeos 

sintéticos tem adquirido cada vez mais importância por serem utilizados em estudos 

de estrutura e função de enzimas proteolíticas e receptores, desenvolvimento de 

inibidores peptídicos ou superagonistas de alta seletividade, obtenção de 

polipeptídeos ativos (ocitocina, LHRH), entre outros (Rawlings et al., 2008).  

Os substratos com apagamento intramolecular de fluorescência utilizados 

nesse estudo apresentam no amino grupo N-terminal do peptídeo o radical 

fluorescente ácido orto-aminobenzóico (Abz) e no grupo carboxila terminal o 

apagador da fluorescência N-(2,4-dinitrofenil)-etilenodiamina (EDDnp), que 

permitem o monitoramento direto, em espectrofluorímetro, da velocidade de 

hidrólise dos substratos (Chagas et al., 1995). Enquanto a cadeia peptídica estiver 

íntegra e estes dois grupos estiverem relativamente próximos, a fluorescência do 

composto será baixa. A partir do momento em que estes grupos são afastados, por 

exemplo, por uma clivagem enzimática em algum ponto da cadeia, a transferência de 

energia de um grupo ao outro deixa de ocorrer e a fluorescência da solução aumenta 

significativamente (Chagas et al., 1995).  

Como se trata de um aumento proporcional ao número de moléculas 

peptídicas clivadas, o índice de variação de fluorescência da solução é uma medida 

direta da velocidade de hidrólise que pode ser utilizado para determinação das 

constantes cinéticas desta interação enzima-substrato. Dessa forma, considerando a 

eficácia de avaliação da AE utilizando substratos com fluorescência apagada 

intramolecularmente, selecionou-se essa estratégia para avaliar a AE total de dois 

grandes grupos enzimáticos (metaloproteinases e serinoproteinases) na saliva de 

pacientes com DPOC e saudáveis. Nesses ensaios foram estabelecidas as condições 

experimentais para determinar a atividade proteolítica utilizando substratos 
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fluorescentes e inibidores sítio-dirigidos, como o EDTA e PMSF, com o objetivo de 

avaliar os níveis enzimáticos relativos às proteases das classes das metaloproteinases 

e serinoproteinases.  

O substrato Abz-FRSSRQ-EDDnp foi inicialmente desenhado para estudos 

de calicreínas teciduais sendo análogo ao cininogênio na porção C-terminal que 

contém a bradicinina (Chagas et al., 1991). Por outro lado, este substrato demonstrou 

ser amplamente hidrolisado por outras serinoproteinases da família da 

quimotripsina/tripsina, incluindo trombina e plasmina. Há relatos também de que 

este substrato é hidrolisado por várias metaloproteinases e cisteínoproteases 

(Rawlings et al., 2008). Apesar desse substrato ser considerado universal para o 

estudo da AE total, o substrato Abz-GGFLTSQ-EDDnp também foi testado nas 

mesmas amostras de saliva, por ser mais específico para o grupo das 

metaloproteinases (Rawlings et al., 2008). Porém, este substrato que é análogo às 

cadeias α e β da hemoglobina, não demonstrou ser hidrolisado pelas peptidases da 

saliva e, portanto, o peptídeo Abz-FRSSRQ-EDDnp foi selecionado para avaliar a 

AE de metoloproteinases e serinoproteinases.  

Nos indivíduos saudáveis, as diferentes metaloproteinases desempenham suas 

funções dentro de um equilíbrio rígido entre ativação, em geral pelo processamento 

proteolítico de zimógenos por serinoproteinases, e inibição seletiva pelos diferentes 

TIMPs. Acredita-se que um desequilíbrio entre ativação e inibição, em favor da 

ativação destas enzimas, desempenhe um papel importante no estabelecimento de 

patologias (Hoekstra et al., 2001).  

Na Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica, têm se observado altos níveis de 

expressão das MMPs no lavado broncoalveolar e no soro, que catalisam 

componentes protéicos da MEC, acentuando o processo inflamatório (Weathington 
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et al., 2006; Kang et al.,2003; Lee et al., 2001; Kelly et al., 2000; Lemjabbar et al., 

1999). Lowrey et al (2008) verificaram que o aumento dos níveis de expressão da 

MMP-9 não reflete a AE total no lavado broncoalveolar de pacientes com DPOC. Da 

mesma forma, no presente estudo não se observou diferenças com relação AE total 

na saliva de pacientes com DPOC em relação ao controle, sugerindo que a análise 

deve ser realizada com substratos específicos para os diferentes grupos enzimáticos 

que participam da degradação do tecido pulmonar.  

Nosso grupo demonstrou que o aumento dos níveis de expressão da MMP-2 

na saliva em pacientes com DPOC se correlacionou negativamente com os 

parâmetros VEF1 e VEF1/CVF de obstrução aérea (Santos et al., 2009 – in press). 

Com isso, os níveis de MMPs elevados no grupo DPOC pode não refletir a AE total 

na saliva, pois essas enzimas poderiam ser inibidas pelo TIMP-1, que estariam 

também aumentados nos pacientes com DPOC, como já descrito na literatura 

(Cataldo et al., 2000; Beeh et al., 2003).  

Apesar de não identificar diferenças entre o grupo controle e DPOC, as 

análises de correlações entre os parâmetros de avaliação clínica e os ensaios de 

cinética enzimática, indicaram que os níveis de AE total e a inibição de 

metaloproteinases pelo EDTA, se correlacionaram negativamente com o parâmetro 

da prova de função pulmonar VEF1 somente no grupo DPOC.  Esses resultados 

levantam indícios de que quanto maior for o grau comprometimento na DPOC, 

menor é o desempenho na avaliação da capacidade funcional pulmonar associado ao 

aumento da atividade de metaloproteinases na saliva desses indivíduos.  

As cisteínoproteinases (catepsinas) e serinoproteinases (elastases) também 

têm sido relatadas na patogênese da DPOC (Barnes, 2004; Chapman & Guo-Ping 

Shi, 2000; Takeyabu et al., 1998; Russel at al., 2002). Por outro lado, nos ensaios de 
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inibição com PMSF, como observado nos ensaios com EDTA, a AE de 

serinorpoteinases nos pacientes com DPOC não foi significante entre os grupos 

estudados, mas observou-se a redução estatisticamente significante (p<0,001) em 

relação a AE total no grupo DPOC e controle, sugerindo que as serinoproteinases são 

mais ativas em relação às metaloproteinases. 

Relatou-se ainda, a grande variabilidade da atividade entre as amostras nos 

dois grupos experimentais, sendo que nos pacientes com DPOC foi superior em 

relação ao grupo de indivíduos saudáveis. Antes de realizar a coleta de saliva, 

fisioterapeutas e enfermeiros da Clínica de Reabilitação Pulmonar foram 

devidamente treinados. Os indivíduos foram orientados para realizar a coleta de 

saliva e, em seguida, realizaram as manobras necessárias para a avaliação clínica e 

identificação do grau de comprometimento da disfunção. Durante o procedimento de 

coleta da saliva foi relatado que os pacientes com DPOC apresentaram dificuldades 

de salivação para obter o volume desejado de amostra. Vale ressaltar, que não foram 

identificados relatos na literatura de que pacientes com DPOC possuem dificuldades 

de salivação e merece investigações futuras para identificar sua associação com os 

aspectos fisiopatológicos da doença.   

A estratégia de coleta foi padronizada de acordo com os protocolos 

amplamente utilizados, assim como, as condições de armazenamento e quantificação 

protéica das amostras. Os procedimentos de coleta e condições de armazenamento 

não explicariam, provavelmente, as variações observadas nos ensaios de cinética 

enzimática, pois tem sido observado que a atividade gelatinolítica das amostras por 

ensaios de zimografia, não apresentaram diferenças entre as amostras recentemente 

coletadas e as que foram congeladas e descongeladas (comunicação pessoal).  
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Entretanto, um fator que explicaria essa variação poderia ser a própria variabilidade 

natural intra-específica de cada indivíduo.  

Em síntese, os resultados apresentados nesse estudo indicam que a análise de 

cinética enzimática utilizando substratos fluorescentes pode  não ser uma estratégia 

eficaz para avaliar a atividade de metaloproteinases e serinoproteinases na saliva, 

utilizando inibidores comerciais como PMSF e EDTA. Entretanto, as análises de 

correlações entre os parâmetros de avaliação clínica e os ensaios de cinética 

enzimática demonstraram que o nível de atividade de metaloproteinases na saliva 

parece estar associado ao grau de comprometimento da capacidade funcional 

pulmonar em indivíduos com DPOC. Esses resultados abrem perspectivas para 

caracterização das enzimas proteolíticas mais representativas na fisiopatologia da 

DPOC, utilizando substratos específicos para essas enzimas.  
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Tabela 1. Características dos pacientes com DPOC e indivíduos saudáveis 

(Controle). Dados estão expressos como média e desvio padrão (DP), exceto quando 

não foi possível.  DPOC: Doença pulmonar obstrutiva crônica. 

 
 
 

Características da população 

 
DPOC 

Média ± DP 

CONTROLE 

Média ± DP 
(p) 

Indivíduos (n)  20  10  -  

Idade (anos)  71,10 ± 9,17 70,80 ±9,72  0,91 

Homens  13  4  -  

Tabagistas  0  0  -  

Ex-tabagistas  20  0  -  

Anos/maço  48,53 ± 21,09         -  -  

Tempo de fumo 
(anos) 

52,07 ± 41,03        -  -  
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Tabela 2. Avaliação clínica dos pacientes com DPOC e saudáveis (Controle). 

Dados foram expressos como média e desvio padrão, exceto quando não foi possível. 

As análises estatísticas foram realizadas com o Teste t não pareado. DPOC: Doença 

pulmonar obstrutiva crônica; VEF1: Volume expiratório forçado no primeiro 

segundo; CVF: Capacidade vital forçada; % prev.: % do previsto;; *p<0,05.  

 

 

Parâmetros clínicos da população estudada 

 
DPOC 

Média ± DP 

CONTROLE 

Média ± DP 
        Valor (p) 

Indivíduos (n)  20 10 -  

VEF1/CVF(% prev.) 47,40 ± 12,38  81,60 ± 7,66  0,001* 

VEF1(% prev.)  52,55 ± 13,94  115,70 ±18,68  0,001*  

CVF(% prev.)  88,85 ± 4,51  102,6 ± 4,33  0,063  

TC6’ 454,7 ± 98,75  552, ± 142  0,029 

IMC  25,93 ± 4,56  27,67 ± 3,83  ns 
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Figura 1. Representação dos ensaios de padronização da AE em relação a 

concentração protéica das amostras  1 e 2 (pacientes com DPOC) e 28 e 29 

(indivíduos saudáveis). Os ensaios foram realizados com 5 µg de proteína de cada 

amostra e 5 µM do substrato Abz-FRSSRQ-EDDnp (A) ou  Abz-GGFLTSQ-EDDnp 

(A). DPOC: Doença pulmonar obstrutiva crônica.  
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Figura 2. Avaliação da AE na saliva de pacientes com DPOC e indivíduos 

saudáveis (Controle). Os ensaios foram realizados com 5µg de proteínas de cada 

amostra e 5 µM do substrato Abz-FRSSRQ-EDDnp. Os resultados foram expressos 

como mediana e desvio padrão (DP). DPOC: Doença pulmonar obstrutiva crônica; 

ns: não significativo.  
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Figura 3. Efeitos inibitórios da AE na saliva de pacientes com DPOC e 

indivíduos saudáveis (Controle) pelo EDTA e PMSF. Os ensaios foram realizados 

com 5µg de proteínas de cada amostra, 5 µM do substrato Abz-FRSSRQ-EDDnp e 

EDTA 200 mM ou PMSF 0,5 mM. Os resultados foram expressos como mediana e 

desvio padrão (DP). DPOC: Doença pulmonar obstrutiva crônica; *p<0,05.  
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Análises de correlação. 

  AE  EDTA    PMSF 

Parâmetros Controle DPOC 

 

Controle DPOC 

 

Controle DPOC 

        

VEF1 
p 

r 

0,70  

(0,136) 

0,03* 

(-0,473) 

0,71 

(-0,132) 

0,02* 

(-0,498) 

0,81 

(0,085) 

0,58 

(-0,129) 

        

VEF1/CVF 
p 

r 

0,63 

(0,172) 

0,22 

(-0,473) 

0,64 

(0,166) 

0,46 

(0,173) 

0,17 

(-0,468) 

0,70 

(0,908) 

        

CVF 
p 

r 

0,15 

(0,488) 

0,15 

(-0,335) 

0,74 

(0,185) 

0,15 

(-0,330) 

0,23 

(0,411) 

0,22 

(-0,282) 

        

TC6’ 
p 

r 

0,85 

(-0,067) 

0,43 

(-0,189) 

0,47 

(-0,225) 

0,40 

(-0,195) 

0,95 

(-0,019) 

0,47 

(0,170) 

        
 

Tabela 3.  Relação entre os parâmetros de avaliação clínica, espirometria e 

TC6’ e a AE na ausência ou presença de inibidores de metaloproteinases e 

serinoproteinases (EDTA e PMSF, respectivamente). As análises de correlação de 

Pearson indicaram que a AE e a inibição de metaloproteinases estão negativamente 

relacionada com o grau de obstrução aérea, VEF1. VEF1: Volume expiratório 

forçado no primeiro segundo; CVF: Capacidade vital forçada; r: coeficiente de 

correlação; *p<0,05 
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS
 

 



  

 

No presente estudo foram estabelecidas as condições experimentais 

para determinar a atividade proteolítica utilizando substratos fluorescentes 

Abz-FRSSRQ-EDDnp e inibidores sítios-dirigidos, como o EDTA e PMSF, 

com o objetivo de avaliar os níveis enzimáticos relativos às proteases das 

classes das metaloproteinases e serinoproteinases. Entretanto, não se 

observou diferenças significantes entre os pacientes com DPOC e 

saudáveis com relação a AE total ou inibição de metaloproteinases e 

serinoproteinases na saliva. Por outro lado, as análises de correlações entre 

as variáveis da avaliação clínica do grupo DPOC e os ensaios de AE, 

demonstraram que o FEV1 apresentou correlação negativa em relação a AE 

total (p=0,03, r=-0,473) e a inibição de metaloproteinases (p=0,02, r=-0,498). 

Assim, os resultados apresentados nesse estudo indicam que a análise de 

cinética enzimática utilizando substratos fluorescentes inespecíficos e 

inibidores comerciais pode não ser uma estratégia eficaz para avaliar a 

atividade de metaloproteinases e serinoproteinases na saliva. Entretanto, há 

indícios de que o nível da atividade de metaloproteinases na saliva parece 

estar associado ao grau de comprometimento da capacidade funcional 

pulmonar em indivíduos com DPOC. Esses resultados abrem perspectivas 

para caracterização das enzimas proteolíticas na saliva, mais 

representativas na fisiopatologia da DPOC, utilizando substratos específicos 

para os diferentes tipos enzimáticos.  
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5 APÊNDICES



  

 

6.1. Termo de Consentimento para Participação em Pesquisa Clínica: 

 

Título do projeto de pesquisa: CARACTERIZAÇÃO ENZIMÁTICA DA SALIVA DE PACIENTES 
PORTADORES DE DOENÇA PULMONAR OBSTRUTIVA CRÔNICA (DPOC) E SUA CORRELAÇÃO 

CLÍNICO‐FUNCIONAL PELA PROVA DE FUNÇÃO PULMONAR 

 

Essas  informações estão sendo fornecidas pela fisioterapeuta Juliana Gerunda Basso (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    e 
expressão das MMPs na saliva de pacientes com doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC). 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 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 Juliana Gerunda Basso, os quais podem ser encontrados nos telefones: 
3665‐9000 ou 9104‐0992. 
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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 da prova de função pulmonar”. 

Eu discuti com a  fisioterapeuta Alecsandra A. dos Santos sobre a minha decisão em participar 
deste  estudo.  Ficaram  claros  para mim  quais  são  os  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 Juliana Gerunda Basso 
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6.2. Formulários de Avaliação Clínica 

FICHA DE TRIAGEM 
 

1) IDENTIFICAÇÃO 

NOME: 

IDADE:  SEXO:  �  M  �  F 

ETNIA:  � branca    � negra   � amarela     � vermelha 

CIDADE: 

NACIONALIDADE: 

ENDEREÇO: 

NATURALIDADE: 

UF: 

PROFISSÃO: 

ESCOLARIDADE:     

NÃO ALFABETIZADO  �            

1º GRAU      �  COMPLETO     �  INCOMPLETO 

ACOMPANHANTE: 

FONE CONTATO: 

2) HISTORIA TABAGICA 

� NÃO TABAGISTA       

 

� TABAGISTA       
   

 

� EX‐TABAGISTA   

CONVIVENCIA COM FUMANTES:   �  SIM    �  NÃO 

_____ MAÇOS POR _____ ANOS 

 

_____ MAÇÕS POR DIA 

 

FUMA HA _____ MESES 

DATA: ____/____/____ 
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________________________                     __________________________ 
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HMP: 
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________

HMA: 
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
_______________________________________________________________________________
___________________________________________________ 

MEDICAÇÃO EM USO: 

 

NOME  INDICAÇÃO DOSE 

     

     

     

     

   

DIAGNOSTICO: 

ASSINATURA DO PACIENTE  ASSINATURA DO AVALIADOR 
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6.1 Parecer do CoEP 
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6.2 Certificado de Aprovação - CoEP 
 
 
 

 

54

Anexos 



  

 

6.3 Participação em outros estudos 
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