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RESUMO

Dentes bovinos tém sido utilizados como substitutos aos dentes humanos,
especialmente em pesquisas sobre adesdo. Entretanto, ainda nédo foi demonstrada
se a degradacdo do colageno de ambos os substratos ocorre na mesma
intensidade/velocidade. Portanto, esse estudo comparou a atividade de
metaloproteinases da matriz (MMPSs) e a degradacdo da matriz dentinaria de dentes
bovinos versus humanos. A coroa de dentes humanos e bovinos foram seccionadas
para a obtencdo de espécimes de dentina (0,5x1,0x4,0 mm). Todos 0s espécimes
(n=30/tipo de dente) foram completamente desmineralizados em &cido fosforico.
Quinze espécimes foram aleatoriamente selecionados para a analise da atividade
total de MMPs por método colorimétrico, e os restantes foram utilizados para a analise
de perda de massa seca em balanca microanalitica. Concluidas as analises iniciais,
0s espécimes foram armazenados em saliva e as andlises, perda de massa seca e
MMPs, foram repetidas apos 7, 14 e 21 dias. Em cada periodo, a saliva foi coletada
para a andlise da liberac&@o de hidroxiprolina por meio de teste colorimétrico. Os dados
foram submetidos aos testes de Friedman, Wilcoxon para medidas repetidas e Mann-
Whitney (p<0,05). A atividade inicial de MMPs foi similar dentre os dois substratos,
com reducdo significante em funcdo do tempo, especialmente apds 7 dias de
armazenamento. Aos 7, 14 e 21 dias de analise, a atividade de MMPs foi mais intensa
para a dentina bovina. Aos 7 dias houve elevada liberacdo de hidroxiprolina para
ambos os substratos, sendo que maiores valores foram encontrados para a dentina
bovina. Aumento da perda de massa seca também foi observado em funcéo do
tempo. Entretanto, diferenca significante entre os dois substratos foi detectada
apenas aos 21 dias. Em conclusédo, embora a velocidade da atividade proteolitica e
de liberacdo de hidroxiprolina tenha sido similar para ambos os substratos, a

intensidade desses eventos foi maior para a dentina bovina.

Palavras-chave: Dentina. Metaloproteases. Hidroxiprolina.
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ABSTRACT

Bovine teeth have been often used as a substitute for human teeth in
studies about enamel and dentin adhesion. However, it has not yet been shown if
the degradation of collagen of both substrates occurs at the same intensity and
rate. Therefore, this study compared the total activity of matrix metalloproteinases
(MMPs) and the degradation rate of dentin matrix from bovine versus human
teeth. The crowns of human and bovine teeth were sectioned to obtain specimens
of dentin (0.5x1.0x4.0mm). All specimens (n=30/tooth type) were completely
demineralized in phosphoric acid. Fifteen specimens were randomly selected for
the total MMPs activity analysis by a colorimetric method, while the remaining
specimens were used to determine the loss of dry mass in a microanalytical
balance. Once the initial analyses were concluded, the specimens were stored in
saliva-like solution, and both analyzes, dry mass and MMPs activity, were
repeated after 7, 14 and 21 days. In each period, the saliva was collected to
determine the amount of hydroxyproline released by means of a colorimetric
assay. The data were submitted to Friedman, repeated-measures Wilcoxon and
Mann-Whitney tests (p<0.05). Similar initial MMP activity was seen between the
two substrates, with a significant reduction over time, especially after 7 days. At
7, 14 and 21 days, bovine dentin had a higher proteolytic activity. After 7 days,
there was a high hydroxyproline release for both substrates, with significantly
higher amounts seen for the bovine dentin. Increased dry mass loss was also
observed as a function of time. However, a significant difference between both
substrates was detected only after 21 days. In conclusion, although the rate of
proteolytic activity and hydroxyproline release were similar for both substrates, the

intensity of these events were greater for the bovine dentin.

Keywords: Dentin. Metalloproteases. Hydroxyproline.
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1 INTRODUCAO

Os procedimentos restauradores adesivos tém se tornado mais eficazes,
estéticos e conservadores. Enquanto as primeiras resinas compostas e sistemas
adesivos apresentavam baixa resisténcia de unido e reduzida durabilidade
(Davidson et al.??, 1984; Asmussen et al.%, 1985), os materiais contemporaneos
apresentam resultados muito mais satisfatérios. Mesmo assim, cerca de 50% dos
procedimentos restauradores realizados atualmente, ainda tem por objetivo a
substituicdo ou reparo de restauracdes que falharam por diferentes motivos,
dentre eles, a degradacdo da interface adesiva (Gordan et al.®®, 2012). Essa
degradacdo pode ser inferida clinicamente pela presenca de pigmentacao
marginal, desadaptacdo marginal, perda parcial ou total da restauracdo e/ou
presenca de lesdo de cérie associada as margens da restauracdo (Demarco et
al.??, 2012).

A unido resina-dentina é estabelecida apés a desmineralizacdo superficial
do tecido dentinario por meio da aplicacao de acido fosforico, no caso de sistemas
adesivos convencionais, ou de monémeros acidos quando da utilizacdo de
sistemas autocondicionantes (Nakabayashi et al.?4, 1982; Wang, Spencer!?®,
2003; Spencer et al.?’, 2004; Carvalho et al.13, 2005; Anchieta et al.?, 2015). A
dissolucgéo dos cristais de hidroxiapatita cria espacgos para a infiltracdo do sistema
adesivo por entre as fibrilas de colageno, as quais deveriam ser completamente
protegidas por polimeros (Nakabayashi et al.%*, 1982), preferencialmente
hidréfobos e resistentes a degradacgéo hidrolitica mediada por esterases (Tay et
al.103, 2007; Sadek et al.??, 2008; Shin et al.®*, 2009). Entretanto, em funcéo de
tempo, temperatura e pressdo comparaveis clinicamente, ndo é possivel a

producdo de uma camada hibrida livre de imperfeicbes, e, portanto, essa
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estrutura é considerada como sendo a mais fragil da unido resina-dentina
(Spencer et al.%8, 2010). Como consequéncia da infiltragdo incompleta da zona
de dentina desmineralizada, componentes organicos da dentina ficam expostos
na camada hibrida, favorecendo a degradacdo (Wang, Spencer'!®, 2003;
Spencer et al.®’, 2004; Carvalho et al.*3, 2005; Anchieta et al.?, 2015; Scheffel et
al.8, 2016).

O colageno do tipo | representa 90% do conteudo organico da matriz
dentinaria, enquanto que proteinas ndo colagénicas compreendem os restantes
10% (Tjaderhane et al.1%8, 2012). Durante o processo de desmineralizacdo da
dentina essas proteinas ndo colagénicas sao expostas juntamente com o
colageno. Dentre essas proteinas, encontram-se as metaloproteinases da matriz
(MMPs), proteases residentes no proprio tecido (endopeptidases) capazes de
degradar a maioria dos componentes da matriz extracelular, incluindo o colageno
em sua forma nativa ou desnaturada. As MMPs tém responsabilidade direta no
processo de deterioracdo da interface adesiva por clivarem as moléculas de
colageno expostas na camada hibrida via inclusdo de uma molécula de agua
(portanto séo classificadas como hidrolases) (Pashley et al.”?, 2011; Mazzoni et
al.’%, 2012; Seseogullari-Dirihan et al.®°, 2015; Larger et al.*°, 2016; De Vito
Moraes et al.?4, 2016).

A deterioracdo da interface adesiva ocorre simultaneamente em duas
frentes, (1) a degradacdo da porcdo organica da camada hibrida (fibrilas de
colageno), que corresponde a aproximadamente 46% do processo (Hu et al.*?,
2015), e (2) a degradacdo do componente resinoso da interface, ou seja, a
hidrélise dos polimeros instaveis e de natureza hidréfila (De Munck et al.?3, 2003;

Ferrari, Tay?’, 2003; Wang, Spencer6, 2003; Pashley et al.”3, 2004).
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Devido as dificuldades crescentes na obtencdo de dentes humanos para
pesquisas in vitro, muitos estudos tém utilizado a dentina bovina como substrato
alternativo em pesquisas sobre adeséao (Francisconi et al.3!, 2008; Liet al.5, 2014;
Prylinska-Czyzewska et al.”’, 2015; Li et al.>°, 2015; Chiba et al.1% 2016). No
entanto, ha restricbes quanto a extrapolacdo dos resultados obtidos com dentina
bovina para a dentina humana. Trabalhos que avaliaram as caracteristicas
morfoldgicas e fisioloégicas de ambos os substratos mostraram similaridades entre
eles quanto ao numero e diametro de tabulos presentes na dentina coronaria de
incisivos bovinos e molares humanos deciduos e permanentes (Schilke et al.?’,
2000; Soares, Santos®, 2015), ao coeficiente de expanséo térmica (Lopes et
al.5’, 2012), a resisténcia de unido imediata (Reis et al.”®, 2004; Soares et al.%,
2016), ao desenvolvimento e inibicdo de lesGes cariosas (Hara et al.?’, 2003;
Lippert, Lynch®*, 2014), erosivas e abrasivas (Young-Laurance et al.118 2011;
Wegehaupt et al.}'6, 2008), as propriedades mecanicas (Novais et al.%’, 2016), a
permeabilidade dentinaria (Schmalz et al., 2001) e a composicdo quimica
(Soares, Santos®, 2015; Teruel et al.1%4, 2015). Também foi demonstrado, que
tanto MMP-2 como MMP-9 estdo presentes em ambos os substratos (Kato et
al.*6, 2011). Entretanto, neste Ultimo trabalho, os autores observaram que a
atividade de MMP-9 foi equivalente para a dentina humana e bovina, enquanto
gue a atividade de MMP-2 foi 30% maior para a dentina humana.

A despeito da evidéncia produzida até o momento, respaldando a
utilizacdo de dentes bovinos em diferentes protocolos de pesquisa, ndo € de
conhecimento dos autores da presente dissertacdo a existéncia de trabalhos que
tenham comparado a taxa (velocidade) e a intensidade da degradag&o da matriz

de dentina de dentes bovinos com a de dentes humanos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Adeséo a dentina

Diferentemente do esmalte, a dentina apresenta uma caracteristica mais
organica e uUmida, sendo que 20% de seu peso corresponde a proteinas,
principalmente colageno do tipo |, e 10% a agua (Embery et al.?>, 2001; Tjaderhane
et al.1%8,2012). Seu intimo contato com o tecido pulpar permite a circulacédo de fluido
dentinario pelos tubulos, repleto de ions e biomoléculas, mantendo este substrato
constantemente Umido. Além disso, a presenca dos odontoblastos confere a
dentina sensibilidade e capacidade de defesa (Tjaderhane et al.1%, 2012).

Embora ao longo dos anos os sistemas adesivos tenham evoluido, tanto em
sua formulacdo quanto na técnica empregada (Sauro et al.84, 2008; Soares et al.%*,
2013), o estabelecimento de uma unido resina-dentina perfeita e estavel em longo
prazo ainda ndo é uma realidade clinica (Pashley et al.”?, 2011), podendo ser
produzidas somente em laboratérios com temperatura, pressdo e tempo
rigorosamente controlados (Spencer et al.®®, 2010). A umidade intrinseca,
heterogeneidade morfolégica, composicdo complexa e atividade proteolitica da
dentina a tornam um substrato mais hostil a hibridizacdo quando comparada ao
esmalte (Pashley et al.”?, 2011).

Ao empregar a técnica Umida, a agua mantida na matriz dentinaria induz a
separacao de fases do sistema adesivo e dificulta a evaporagédo de seu solvente
(Paul et al.”, 1999). Estes fatores levam, respectivamente, a maior infiltracdo de
mondmeros com menor peso molecular e mais hidrofilos por entre os espacos
interfibrilares do que monémeros maiores e mais hidréfobos (Spencer, Wang®®,
2002) e compromete o grau de converséo polimérica (Cadenaro et al.®, 2005; Chee

et al.*®, 2012; Hass et al.®%, 2013). Além disso, a profundidade de desmineralizacdo
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gerada pelo agente condicionador excede a capacidade de infiltracdo monomeérica,
resultando na formacéo de uma area de dentina desmineralizada nao reforcada por
resina na base da camada hibrida, (Nakabayashi et al.%%, 1998; Hashimoto et al.38,
2000; Wang, Spencer!®, 2003; Spencer et al.®’, 2004; Scheffel et al.2¢, 2016) que
pode ser observada tanto para sistemas convencionais (Wang, Spencert!®, 2003;
Spencer et al.®’, 2004; Scheffel et al.?6, 2016) como para sistemas auto-
condicionantes (Oliveira et al.®?, 2004; Carvalho et al.'3, 2005).

A hibridizacdo incompleta da dentina desmineralizada leva ao
estabelecimento de camadas hibridas imperfeitas, com porosidades, regiées com
diferentes graus de hidrofilia e areas de colageno exposto. Assim, a camada hibrida
€ ao mesmo tempo a mais importante para o sucesso da interface adesiva e a mais
suscetivel a falhas e degradacao de suas por¢des resinosa e proteica ao longo do

tempo (Tjaderhane'®®, 2015).

2.2 Degradacdo da unido resina-dentina

Embora os sistemas adesivos atuais apresentem uma excelente efetividade
a curto prazo (Peumans et al.’®, 2005; Carvalho et al.'4, 2012), estudos clinicos e
laboratoriais tem mostrado a degradacao da interface adesiva ao longo do tempo,
levando a reducédo consideravel da resisténcia de unido e até mesmo a perda da
restauracdo (Van Meerbeek et al.'*4, 2010; Marchesi et al.*®, 2013; Perdigdo et
al.”®, 2013). A qualidade e durabilidade da camada hibrida depende da estabilidade
de seus componentes, resina e colageno, e sua capacidade de resistir ao processo
de hidrélise (Tjaderhane et al.}'1, 2013). Em 2004, Armstrong et al.> demonstraram

a quase completa desintegracdo desses componentes, em dentes permanentes,
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apos 44 meses de armazenamento. O mesmo processo foi descrito por Hebling et
al.*? (2005), em dentes deciduos, apés somente 6 meses de funcéo in vivo.

A agua é a principal responsavel pela degradacdo da camada hibrida,
eluindo polimeros hidroliticamente instaveis ao se ligar a grupos ésteres durante a
vida funcional da interface, o que leva ao aumento das imperfeicdes no interior da
camada hibrida e a ocorréncia e manutencédo da nanoinfiltragdo (De Munck et al.?3,
2003; Ferrari, Tay?’, 2003; Tay, Pashley'®?, 2003; Wang, Spencer!!, 2003; Pashley
et al.”3, 2004). Além disso, a agua viabiliza a clivagem do colageno desprotegido,
processo este que pode ser consideravelmente acelerado pelas proteases
presentes no substrato dentinario (Pashley et al.”3, 2004; Tersariol et al.1%4, 2010).
A atividade proteolitica intrinseca da dentina foi descrita pela primeira vez por
Dayan et al.?! (1983) e posteriormente melhor explorada por Pashley et al.”® (2004),
0s quais demonstraram a liberacdo de metaloproteinases da matriz (MMPSs) pelo
condicionamento &acido e a capacidade destas enzimas de clivar o colageno
dentinario exposto, contribuindo para o processo de degradacdo da unido resina-
dentina. No mesmo trabalho, os autores também demonstraram a possibilidade do
tratamento da dentina com agentes capazes de inibir as MMPs, como a clorexidina,

abrindo um novo horizonte na pesquisa com inibidores de proteases.

2.3 A dentina humana e suas proteases

A dentinogénese tem inicio com a diferenciacdo das células
ectomesenquimais da periferia da papila dentaria em odontoblastos, que ao longo
do processo de diferenciacdo e polarizacdo passam a secretar matriz dentinaria.
Assim como os demais tecidos passiveis de mineralizagdo, a matriz de dentina

apresenta um componente fibrilar (fibrilas de coladgeno) e a substancia fundamental
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interfibrilar. Concomitantemente a secrec¢éo das fibrilas de colageno, surgem dos
odontoblastos, as vesiculas da matriz que dardo inicio ao processo de
mineralizacdo (Katchburian, Arana®®, 2012). Durante a deposicdo de cristais de
apatita a matriz dentinaria excedente € degradada pelas metaloproteinases da
matriz (MMPs) (Fanchon et al.?®, 2007) que permanecem aprisionadas na dentina
apo6s a conclusdo do processo de mineralizacdo (Mazzoni et al.?2, 2009)

Ao final da odontogénese, a dentina humana é composta, em peso, por 70%
de conteddo mineral, 20% de contetdo organico e 10% de agua. Quando seu
volume é levado em consideracéo estes valores sdo alterados para 45%, 33% e
22%, respectivamente (Marshall®®, 1993). A fracdo mineral da dentina é composta
por cristais de apatita, fosfato de célcio, carbonatos, sulfato, flaor, zinco e ferro. Ja
seu conteudo organico apresenta 90% de colageno, predominantemente do tipo I,
e 10% de proteinas nado colagenosas como sialoproteinas, fosfoproteinas,
proteoglicanas, fosforinas, proteinas morfogénicas dentinarias, proteinas séricas,
fatores de crescimento e proteases (Linde>3, 1989; Butler®, 1998; Orsini et al.”,
2007; Tjaderhane et al.1%8, 2012).

As fibrilas de colageno tipo | sdo constituidas por diversas moléculas
dispostas de forma organizada. Cada molécula tem a forma de um pequeno bastao
originado pelo entrelagcamento de 3 cadeias polipeptidicas denominadas de cadeias
a, sendo duas cadeias a1 e uma cadeia a2 (Figura 1) que apresentam variacdes
na sequéncia e no nimero de aminoacidos (Chapman et al.'6, 1990). Durante os
procedimentos adesivos sdo estas fibrilas que, apés o condicionamento acido,
servirdo de arcabouco para o estabelecimento da camada hibrida (Nakabayashi et

al.54 1982).
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Figura 1- (A) Esquema representativo de uma fibrila de colageno com suas estrias caracteristicas,
que distam 67 nm entre si. A regido clara representa area de “gap” (linha pontilhada preta), enquanto
a regido escura representa area de “overlap” (linha pontilhada vermelha), ou seja, sobreposi¢éo de
moléculas. (B) Moléculas de colageno dispostas de forma organizada em ndmero de cinco para
formar uma microfibrila. (C) Cada molécula é uma tripla hélice (D) resultante do entrelagamento de

(E) 3 cadeias alfa que tem como principais aminoacidos a hidroxiprolina, a glicina e a prolina.

Fibrila de colageno

Organizagao das
moléculas

C
Moléculade
colageno
E
Tripla hélice Cadeia Alfa
8,6 nm por volta @ Hidroxiprolina

@ Glicina
@ Prolina

Fonte: Imagem reproduzida de Chapman et al.15, 1990

Excluindo-se o colageno, o restante da porcao organica da dentina (10%)
apresenta diversas proteinas essenciais para sua organizacdo, maturacao e
mineralizacdo (Takano et al.’°1, 2000), dentre elas estdo as proteases, enzimas
capazes de degradar proteinas por meio da quebra de ligacdes peptidicas por

hidrélise (hidrolases), convertendo-as a cadeias menores (Hannas et al.%¢, 2007;
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Frassetto et al.3?, 2016). De modo geral, as hidrolases podem ser classificadas em
7 grupos: serinas, treoninas, proteases de acido aspartico, proteases de acido
glutamico, cisteinas e metaloproteinases (Kohei*’, 2012), sendo as duas Ultimas
amplamente estudadas em dentina humana (Pashley et al.”3, 2004; Mazzoni et
al.%, 2006; Carrilho et al.*?, 2009; Tersariol et al.1%4, 2010).

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) recebem este nome por serem
enzimas diretamente dependentes de calcio e zinco (metais) para manterem,
respectivamente, sua estrutura tridimensional e sua atividade catalitica (Visse,
Nagase!?®, 2003; Tezvergil-Mutluay et al.1%, 2010). Elas estdo espalhadas por
diversos tecidos do corpo humano, participando de processos fisiologicos e
patolégicos como a formacéo e remodelacéo tecidual, mineralizacdo dos tecidos
dentarios, inflamacfes, metastase de tumores, doencas periodontais, lesdes de
cérie, entre outros. As MMPs atuam destruindo o colageno e outras proteinas da
matriz extracelular (Tjaderhane et al.'19, 1998; Brinckerhoff, Matrisian’, 2002,
Nemeth et al.5”, 2002; Kukacka et al.*®, 2005; Chaussain- Miller et al.1”, 2006; Liu
et al.>®, 2006; Nagase et al.6, 2006; Orsini et al.”%, 2012) e podem ser divididas, de
acordo com a especificidade do substrato, em: colagenases, gelatinases,
estromelisinas, MMP tipo membrana, matrilisinas e outras MMPs (Orsini et al.”®,,
2012). Na dentina humana foram identificadas, até o momento, a colagenases
MMPs-8 (Sulkala et al.1%°, 2007), as gelatinases MMP-2 e MMP-9 (Mazzoni et al.®?,
2009) e a enamelesina MMP-20 (Sulkala et al.??, 2002) (Figura 2).

O segundo grupo de proteases presente na dentina é o das Cisteinas
Catepsinas (Kafienah et al.*4, 1998). Embora sejam, em sua maioria, enzimas
lisossomais, as Catepsinas B e K (Figura 3) apresentam acao extracelular, sdo

capazes de degradar outras proteinas, como o colageno, e estdo presentes na
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matriz dentinaria (Mazzoni et al.%, 2006; Tersariol et al.1%4, 2010; Scaffa et al.8®,
2017). Assim como as MMPs, as catepsinas também atuam em processos
fisiologicos e patolégicos e tém sido ligadas especialmente as doencas que
envolvem a remodelacéo tecidual (Orsini et al.”t, 2007). As catepsinas podem ser
observadas ao longo das fibrilas, embora ainda nao esteja claro se elas se ligam
ao préprio colageno ou a proteoglicanas, uma vez que ja foi demonstrado que as
catepsinas formam complexos com as proteinas (Li et al.>, 2004; Fonovic, Turk?®,

2014).

Figura 2- Imagens ilustrativas de MMPs humanas. (A) MMP-2 (gelatinase), composta por 660
aminoacidos e massa molecular de 73.880 Da. (B) MMP-8 (colagenase), com 467 aminoacidos e
massa molecular de 53.412 Da. (C) MMP-9 (gelatinase), apresenta 707 aminoacidos e massa
molecular de 78.458 Da. (D) MMP-20 (enamelesina) com 483 aminoacidos e massa molecular de

54.387 Da.

Fonte: A estrutura basica de cada enzima foi obtida em www.uniprot.org e as imagens foram produzidas

utilizando o Sistema PyMOL Molecular Graphics, verséo 1.7.4.5, Schrodinger LLC.
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Um trabalho recentemente publicado por Scaffa et al.8 (2017) demonstrou,
pela primeira vez, a co-ocorréncia e distribuicdo in situ de MMPs e catepsinas na
dentina. Os autores também observaram uma maior atividade de MMPs em
comparacao as catepsinas o que sugere que elas possam desempenhar um papel

mais relevante na degradacéo da unido resina-dentina.

Figura 3- Imagens ilustrativas de cisteinas catepsinas humanas. (A) Catepsina B contem 339
aminoacidos e massa molecular de 37.822 Da. (B) Catepsina K apresenta 329 aminoacidos em sua

composicao e massa molecular de 36.966 Da.

Fonte: As estruturas basicas das enzimas foram obtidas em www.uniprot.org e as imagens foram produzida

utilizando o Sistema PyMOL Molecular Graphics, versdo 1.7.4.5, Schroédinger LLC.

O processo de desmineralizacdo superficial da dentina durante o
estabelecimento da interface adesiva remove o conteido mineral e expde a rede
de fibrilas de colageno e as proteinas ndo colagenosas da matriz dentinaria. Uma
vez liberadas e ativadas, estas enzimas passam a degradar o colageno que nao foi

totalmente encapsulado pelo sistema adesivo e que permaneceu exposto na
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camada hibrida (Pashley et al.”®, 2004; Mazzoni et al.6!, 2006; Carrilho et al.*?,
2009; Tersariol et al.194, 2010).

Assim sendo, a atividade proteolitica da dentina estda diretamente
relacionada a qualidade e estabilidade da interface adesiva em longo prazo,
podendo levar a falha da unido entre dentina e material restaurador devido a
degradacéo do colageno (Brackett et al.?, 2007; Carrilho et al.'1, 2007; Brackett et

al.5, 2009; Ricci et al.”®, 2010).

2.4 Caracteristicas da dentina bovina

Devido as crescentes barreiras encontradas para a obtencdo de dentes
humanos para pesquisas in vitro, muitos estudos tém utilizado como alternativa
para adeséo a dentina bovina (Francisconi et al.3%, 2008; Li et al.5%, 2014, Prylinska-
Czyzewska et al.”’, 2015; Li et al.>?, 2015; Chiba et al.'°, 2016). Entretanto, ha
ressalvas quanto a extrapolacéo dos resultados obtidos com substrato bovino para
a dentina humana.

Quanto a morfologia, dentina humana e bovina apresentam similaridades
guanto ao namero e ao diametro dos tubulos dentinarios quando a dentina
coronaria de incisivos centrais permanentes bovinos € comparada a molares
deciduos e permanentes humanos (Schilke et al.®’, 2000). Além disso, também
foram observadas similaridades quanto ao coeficiente de expanséao térmica (Lopes
et al.%’, 2012), radiodensidade (Fonseca et al.?%, 2008), propriedades mecanicas
(Novais et al.58, 2016) e permeabilidade dentinaria (Schmalz et al.88, 2001).

Em 2015, Soares e Santo® analisaram a composi¢do inorganica da dentina

bovina em comparagdo a dentina humana. Segundo o0s autores ndo houve

diferenca entre o peso de calcio ou fosforo entre os substratos, de modo que, a
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razao entre os dois elementos foi de 1,82 (+0,06) para dentes humanos e 1,79
(£0,03) para bovinos. Conclusdes semelhantes foram obtidas por Teruel et al.1%
(2015) quando analisaram o contetdo de carbono e nitrogénio nestes substratos.
Até o0 momento pouco se sabe sobre a matriz organica da dentina bovina,
incluindo sua atividade proteolitica. Em 2011, Kato et al.*® descreveram a presenca
de MMP-2 e MMP-9 na dentina bovina. Estas metaloproteinases também séo
facilmente detectadas na dentina humana e tem papel fundamental no processo de
degradacao da interface adesiva, como descrito anteriormente. O trabalho citado
descreveu gue a atividade MMP-9 é similar para o substrato bovino e o substrato
humano, enquanto a atividade de MMP-2 foi 30% maior para a dentina humana.
Em relacdo ao colageno bovino, pode-se verificar diferencas quanto ao nimero
total de aminoacidos nas cadeias e seu peso molecular. O colageno humano tipo |
apresenta 1.464 aminoacidos e peso molecular de 138.941 Da em sua cadeia a1,
ao passo que a mesma cadeia bovina contem 1.463 aminoacidos e peso molecular
de 138.938 Da. Quando as cadeias 02 sao comparadas o colageno humano é
composto por 1.366 aminoacidos com molecular de 129.314 Da contra 1.364

aminoacidos e peso molecular de 129.064 Da para o bovino.

2.5 Dentina bovina vs. humana na odontologia adesiva

A literatura tem, de modo geral, considerado a dentina bovina a mais proxima
da dentina humana para estudos in vitro conforme relatado no tépico anterior,
inclusive para testar materiais e técnicas ligados a odontologia adesiva (lkemura et
al.*3, 2003; Fonseca et al.?%, 2004; Helvatjoglu-Antoniades et al.*!, 2004; Sato,
Miyasaki®, 2005; Almeida et al.l, 2009; Soares et al.?*, 2013; Soares, Santo®,

2015).
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Os dentes bovinos sao de facil acesso, visto que, os rebanhos sdo abatidos
em larga escala para a comercializacdo da carne. Além disso, a maior possibilidade
de padronizacdo da amostra também se torna um ponto positivo (Camargo et al.'°,
2008). Em contrapartida, os dentes humanos sdo mais dificeis de conseguir em
guantidade necessaria e qualidade apropriada, devido a, por exemplo, extensas
lesdes de céarie (Rueggeberg®, 1991; Mellberg®,1992; Skene®, 2002; Yassen et
al.'18 2011).

Ao testar a resisténcia de unido imediata apresentada por um sistema
adesivo a dentina humana, bovina e suina, por microtracéo, Reis et al.”® (2004)
concluiram que o desempenho e morfologia da dentina bovina € similar a humana,
sendo ela uma alternativa viavel para substituir dentes humanos. No entanto,
guando os testes de cisalhamento foram empregados mediante termociclagem,
Ruttermann et al.8! (2013) observaram diferenca significativa entre dentina humana
e bovina ao utilizar dois sistemas adesivos (Clearfil SE Bond e Optibond FL).

Lopes et al.>® (2009) compararam a ocorréncia de microinfiltracdo em dentes
humanos e bovinos em cavidades preparadas na face vestibular dos dentes com 3
mm de largura e 2 mm de profundidade. Dois sistemas adesivos, Clearfil SE Bond
e Scotchbond, foram aplicados e os espécimes submetidos a termociclagem. A
extensdo da microinfiltragdo evidenciada por rodamina foi avaliada. Os autores
concluiram que € preciso cautela ao utilizar dentes bovinos para este tipo de teste
uma vez que, estes dentes apresentaram uma microinfiltragdo significativamente
maior para o Scotchbond MP do que para o Clearfil SE Bond, enquanto nenhuma
diferenca entre os adesivos foi observada para os dentes humanos.

Diante dos resultados controversos, uma revisado sistematica e metanalise

foi conduzida por Soares et al.?% (2016). Ap6s analisar 1.285 trabalhos e selecionar
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apenas 10 de acordo com os critérios definidos, os autores concluiram que os
dentes bovinos podem ser utilizados como substitutos confidveis aos dentes
humanos em testes de resisténcia de unido de sistemas adesivos a dentina. Todos
os dez trabalhos incluidos nessa revisdo sistematica e metanalise, entretanto,
avaliaram apenas a resisténcia de unido imediata, na qual ndo é possivel inferir
sobre a contribuicdo das proteases dentinarias na estabilidade da interface resina-

dentina.
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3 PROPOSICAO

3.1 Proposicéao geral

Baseados na literatura e nas lacunas que ainda precisam ser preenchidas, a
proposicéo geral deste projeto foi investigar a atividade proteolitica e a degradacéo
da matriz de colageno da dentina de dentes bovinos comparados a da dentina de

dentes humanos.
3.2 Proposicdes especificas

- Investigar a atividade total de metaloproteinases da matriz (MMPs) e a
liberacéo de hidroxiprolina da matriz dentinaria obtida de dentes bovinos e humanos,

em funcéo do tempo (velocidade);

- Comparar a intensidade da atividade proteolitica da matriz dentinaria de

dentes bovinos e humanos;

- Determinar a perda de massa seca (degradacdo) da matriz dentinaria de

dentes bovinos e humanos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Organograma do estudo

O organograma do presente estudo esta apresentado na Figura 4.

Figura 4- Organograma dos diferentes protocolos desenvolvidos no presente estudo, a partir da

obtencao dos espécimes de dentina dos dentes bovinos e humanos.

Obtencéo dos

espécimes
30 espécimes de 30 espécimes de
dentina bovina dentina humana
Desmineralizacdo em ‘Desmineralizacéo em
acido fosférico 10% por acido fosférico 10% por
24 horas 24 horas
15 espécimes 15 espécimes 15 espécimes 15 espécimes
para a para a analise da para a para a andlise da
determinag&o perda de massa determinac&o perda de massa
da atividade seca e liberagéo da atividade seca e liberagdo
total de MMPs de HYP total de MMPs de HYP

; B ; 5

Armazenamento em solucao tipo saliva por 7, 14 e 21 dias

l

ApOs cada periodo de armazenamento foram realizadas as seguintes
andlises:
- atividade total de MMPs (SensoLyte®)
- perda de massa seca (balanga microanalitica)
- liberag&o de hidroxiprolina (teste colorimétrico)

Fonte: Elaboracéo prépria
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4.2 Obtencdo dos espécimes de dentina

Dez incisivos bovinos e trinta molares humanos higidos foram selecionados
para o desenvolvimento desse estudo. Os dentes humanos foram obtidos junto ao
Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de Araraguara - Unesp, apés
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da mesma
instituicdo (Anexo A, CAAE 55962515.6.0000.5416). Os dentes bovinos foram
obtidos junto ao frigorifico Vangelio Mondelli, na cidade de Bauru, provenientes de
animais jovens, com idade aproximada de 3 anos. ApOs limpeza com agua
deionizada e profilaxia com pedra pomes e agua, os dentes foram imersos em
solucéo tampao fosfato contendo 0,1% timol e refrigerados a 4°C.

Para os dentes humanos, 30 discos de dentina de 0,5 mm de espessura
foram obtidos do terco médio das coroas (um disco por dente) por meio de
cortadeira metalogréafica ISOMET 1000, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA) equipada
com disco de diamante de 0,3 mm de espessura (Diamond Wafering Blade, Buehler
Ltd.), sob irrigagcdo constante. Em seguida, as amostras de dentina foram
seccionados em espécimes em forma de palitos (prismas retos) com dimensdes de
0,5x1,0x4,0 mm (Figura 5). ApGs inspecao visual quanto a presenca de esmalte,
dimensdes desejadas e paralelismos das faces, 30 dos 60 espécimes obtidos foram
selecionados.

Para os dentes bovinos, a superficie vestibular foi desgastada em politriz
metalografica (Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA), em lixa de carbeto de silicio de
granulacdo 320 e umedecida, até a obtengéo de uma area plana em dentina (Figura
6). Em seguida, os dentes foram montados em bases de madeira de tal forma que
a superficie vestibular desgastada ficasse paralela e em contato com a lateral do

disco diamantado da cortadeira metalogréfica. Foi realizado um corte a 0,5 mm de
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Figura 5- Obtencédo de espécimes de dentina a partir de molares humanos. (a) Discos de dentina
com espessura de 0,5 mm; (b) demarcacao do limite amelo-dentinario e (c) da area de dentina
disponivel para a obtencdo dos espécimes. (d) Delimitacao dos espécimes com grafite para servir
como guia durante o corte e (e) espécimes com dimensées de 0,5 mm de espessura x 1,0 mm de

largura x 4,0 mm de comprimento, com a superficie oclusal demarcada com grafite.

Fonte: elaboracéo propria \

distancia da superficie, possibilitando a obtengcdo de discos com essa espessura,
assim como efetuado na superficie oclusal dos molares humanos. Com auxilio de
grafite, foi realizada a delimitagdo da juncdo amelo-dentinaria, da area de dentina
disponivel para a obtencdo dos espécimes e de linhas guias para o corte dos
espécimes (Figuras 6b, 6¢ e 6d, respectivamente). Assim como para os dentes
humanos, espécimes com dimensfes de 0,5x1,0x4,0 mm foram obtidos e
visualmente inspecionados.

As dimensdes de todos os espécimes foram mensuradas com paquimetro
digital com resolucéo de 0,01 mm (Mod. 500-144b, Mytutoyo Sul Americana Ltda.,
SP, Brasil) e os espécimes foram pesados em balanca microanalitica de precisao
de 0,0000001g (Microbalanca XP6, Mettler- Toledo International Inc., Columbus,
OH, EUA). Apos a padronizacdo dos espécimes, estes foram lavados com agua

deionizada e armazenados em placa de 96 compartimentos, em solucéo timol 0,1%
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e refrigeracdo a 4 °C, até a sua utilizacgao.

Figura 6- Obtencédo de espécimes de dentina a partir de incisivos bovinos. (a) Incisivo bovino; (b)
demarcacao do limite amelodentinario apés obtencgédo da area plana em dentina; (c) determinagéo
da area de dentina disponivel (retangulo) para a obtencéo dos espécimes e (d) marcagcdo com
grafite para servir como guia durante o corte para a obtencéo dos espécimes. (e) Disco de dente
humano demarcado para comparacao quanto a superficie de dentina exposta nos dois tipos de

dentes e nimero de espécimes obtidos.

(a) ) (b)f e

s e

P

Fonte: elaboracéo propria

4.3 Obtencédo das matrizes de coldgeno

Os espécimes foram desmineralizados (Figura 7) em &cido fosforico a 10% por
24 horas sob agitacao constante em temperatura de 4°C. Para tanto, os espécimes
foram individualmente inseridos em tubos Eppendorf contendo 2 mL de solucédo de
acido fosférico a 10%. Os tubos foram posicionados em homogeneizador rotatério de
solugcdes (Phoenix-Luferco, Araraquara, S&o Paulo, Brasil) e permaneceram sobre
agitacao por 24 horas em refrigerador a 4°C. Decorrido esse periodo, o acido fosférico
foi substituido por 2 mL de agua deionizada e os tubos voltaram a ser agitados por
30 min em temperatura de 4°C. Essa lavagem foi repetida 4 vezes, com troca da agua
deionizada a cada 30 min, totalizando 2 horas de lavagem.

Apo6s a desmineralizacdo, os espécimes (n=30 para cada tipo de dente), foram

divididos em dois grupos: 15 para a avaliacdo da atividade total de MMPs e 15 para
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a determinacdo da massa seca e de liberacao de hidroxiprolina.

Figura 7- Espécime de dentina humana ap6s desmineralizagdo em acido fosférico 10% por 24 horas.
A matriz de dentina remanescente apresenta consisténcia “borrachoide”, permitindo curvar o espécime

para demonstrar seu baixo médulo de elasticidade.

Fonte: elaboragdo propria

4.4 Determinacéo da atividade total de MMP

Os espécimes foram individualmente inseridos em compartimentos de uma
placa de cultura de 96 pocos, contendo 100 pL de solucédo tampédo (componente C)
do kit SensoLyte® (AnaSpec Inc., Fremont, CA, EUA; Anexo B). Em seguida, em cada
compartimento foram adicionados 200 pL do substrato (100 uL do componente A +
4,9 mL do componente C) para determinacdo da atividade total de MMPs. Trés
compartimentos adicionais foram preenchidos com essas solu¢des para servirem
como blank. Ap6és 60 minutos em temperatura ambiente, os espécimes foram
removidos, lavados abundantemente em agua deionizada e inseridos em tubos de
Eppendorf contendo 300 pL de solucéo do tipo saliva (Tabela 1). A placa de 96 pogos
foi levada para leitura da absorbéancia em espectrofotometro (Synergy H1 Hybrid

Reader, BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda de 412
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nm. Desta forma, a atividade total de MMP foi determinada por meio dos valores de

absorbancia obtidos para cada poc¢o subtraido do valor do blank.

Tabela 1- Componentes para o preparo de 500 mL da solucéo tipo saliva (10x concentrada — solugéo

estoque).

Composto Concentracgao Peso

HEPES 50 mM 5,96 g

CaCl,.2H,0 25 mM 1,84 g

ZnCl, 0,2 mM 13,63 mg
pH 7.4

Abreviaturas. HEPES = acido hidroxi-etil-piperazina-etano-sulfonico; CaCl; .2H,0 =
cloreto de célcio diidratado; ZnCl; = cloreto de zinco

Fonte: elaboracao propria

4.5 Equivaléncia a atividade de MMP-9

A analise referente a transformacao dos dados de atividade total de MMPs em
atividade de MMP-9 foi realizada com o simples propdsito de quantificar os valores
de absorbancia em pug/mg de dentina. Trata-se de uma analise coadjuvante, uma vez
gue na dentina ndo é encontrada apenas a MMP-9, mas um grupo de
metaloproteinases que inclui a MMP-8, MMP-2, MMP-20, entre outras.

Para a equivaléncia da atividade total de MMPs em atividade de MMP-9, uma
curva padrdo da absorbancia do substrato em relacdo a atividade de rhMMP-9
(MMP-9 humana recombinante) foi construida. Todos os componentes utilizados para
este teste fazem parte do kit SensoLyte® (Anexo B), utilizado para a determinagéo da

atividade total de MMPs, exceto a rhMMP-9 (Anaspec Cat #72009), a qual foi

adquirida separadamente. Inicialmente, para a ativacao da enzima, uma gquantidade
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suficiente de rhMMP-9 foi incubada juntamente com uma solugéo de tripsina
(Componente E) com concentracao final de 10 ug/mL a 37°C por 2h. Apés o periodo
de incubacéo, a tripsina foi inativada pela adicdo do inibidor de tripsina (Componente
F) em concentracéo final de 100 yg/mL. A enzima ativada foi entdo mantida em gelo
e utilizada o mais rapido possivel. Concentracdes conhecidas da rhMMP-9 ativa
foram colocadas em compartimentos da placa de 96 compartimentos (0, 5, 10 e 15
pHg/compartimento), em duplicata. Em seguida, 200 pL do substrato do kit SensoLyte
(Componente C + Componente A) foram adicionados aos compartimentos, e apos 1
hora, a placa de 96 pocos foi levada para leitura da absorbancia em espectrofotémetro
(Synergy H1 Hybrid Reader, BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) no

comprimento de onda de 412 nm.

4.6 Determinacdo da massa seca e das fracdes constituintes da dentina
Antes da mensuracao da massa seca, foi inicialmente determinada a massa
Umida de cada espécime desmineralizado. Esse dado, juntamente com a massa do
espécime mineralizado e do espécime desmineralizado e desidratado foram
utilizados para o calculo das fracbes organica, inorganica e de agua para cada
substrato, dentina bovina e dentina humana. A fracdo inorganica foi calculada
subtraindo-se a massa do espécime mineralizado e desmineralizado umido; a fragédo
de agua foi calculada subtraindo-se a massa do espécime desmineralizado amido do
espécime desmineralizado desidratado e, por fim, a fracdo orgénica correspondeu a
massa do espécime desmineralizado desidratado.
Para a determinagdo da massa Umida, cada espécime foi removido da agua
deionizada, seco com papel absorvente e imediatamente pesado em balanca

microanalitica de precisédo de 0,0000001g (Microbalanca XP6).
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Os espécimes foram entédo desidratados em dessecador contendo sulfato de
célcio anidro (Drierite, WA Hammond Drierite Company, Ltd., Xenia, OH, EUA) por 72
horas em recipiente fechado. Em seguida, foram novamente pesados em balanca
microanalitica de precisdo para determinacdo da massa seca inicial. Os mesmos
procedimentos de desidratacédo e pesagem, seguido de rehidratacéo foram repetidos

apos cada um dos periodos de armazenamento, ou seja 7, 14 e 21 dias.

4.7 Armazenamento em solugéo tipo saliva

Uma vez determinada a massa seca inicial e a atividade total inicial de MMPs,
0s espécimes de ambos os substratos (dentes humanos e bovinos) foram
armazenados individualmente em 300 pL de solucéo tipo saliva (Tabela 1), sob
agitacao constante a 37°C em banho maria termostético digital (mod. CE-400/RE,
CienlaB, Campinas, Sao Paulo, Brasil), pelos periodos de 7, 14 e 21 dias. Finalizado
cada periodo, os espécimes designados para a analise da massa seca eram
desidratados como descrito anteriormente. Também como descrito previamente, uma
nova andlise da atividade total de MMPs foi realizada para os espécimes designados
para essa finalidade. A saliva na qual os espécimes permaneceram armazenados foi
coletada (300 pL) e congelada em frizer -80°C para futura andlise da liberacéo de
hidroxiprolina (HYP). ApGs os testes, 0os espécimes eram novamente armazenados
em 300 pL da solugéo do tipo saliva até a conclusado do proximo periodo. Todos 0s

testes foram repetidos até o periodo de 21 dias (Figura 8).
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Figura 8- Espécimes de dentina de dentes humanos (n=15) e bovinos (n=15) completamente
desmineralizados foram armazenados em solucao tipo saliva até 21 dias, a 37° C sob agitacao
constante. Inicialmente e para todos os periodos de armazenamento, foi avaliada a atividade total de
MMPs e a massa seca. Com excecao do periodo inicial, para os demais periodos (7, 14 e 21 dias)

também foi avaliada a liberacéo de hidroxiprolina (HYP).

37° C sob agitagdor—=m e cxm—
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Atividade de MMPs Atividade de MMPs Atividade de MMPs
Massa seca Massa seca Massa seca
Liberagdo de HYP Liberagcao de HYP Liberacao de HYP

Fonte: elaboracéo propria

4.8 Liberacdo de hidroxiprolina (HYP)

A hidroxiprolina € um aminoacido resultante da hidroxilacdo da prolina, o qual
€ encontrado em poucas proteinas e em elevada quantidade no colageno (13-14%).
Esse aminoacido apresenta a capacidade de estabelecer ligagbes de hidrogénio
entre as moléculas de colageno, favorecendo sua estabilidade (Gomez-Guillén et
al.34, 2002). Dessa maneira, a quantidade de HYP liberada no meio pode ser utilizada
como um indicador da degradacdo dessa proteina.

Apos descongelamento em temperatura ambiente, 250 pL de saliva de cada
tubo para compartimentos de uma placa de 96 compartimentos, a qual foi
armazenada em dessecador com sulfato de calcio anidro por 48 horas. Decorrido

esse periodo, 70 pL de &gua ultrapura foram adicionados em cada compartimento
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para a ressuspensao do contetdo remanescente. Os 70 pL foram transferidos para
um tubo Eppendorf de 2 mL ao qual foram adicionados 70 pL de acido cloridrico 37%.
Os tubos foram mantidos em banho seco por 3 h a 120°C seguido da adicéo de 2,5
mg de carvao ativado e da centrifugacdo a 13.000 g por 2 minutos. Duas aliquotas
de 40 pL do sobrenadante foram transferidas para placas de cultura de 96
compartimentos. Foram adicionados em cada poc¢o 100 pL da solucéo de cloramina
T + tampdo de oxidacdo, seguido da incubagcdo por 5 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida, foram acrescentados 100 pL da solucdo de p-
dimetilaminobenzaldeido (DMAB) + isopropanol e a placa foi novamente incubada por
90 minutos, a 60°C. As placas foram lidas em espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 560 nm e os valores de absorbancia correlacionados aos valores obtidos a
partir de uma curva padréo construida em duplicata com valores conhecidos de HYP.

Os resultados foram apresentados como pug HYP/mg dentina.

4.9 Anélise estatistica

Foram consideradas variaveis independentes (fatores) desse estudo o tipo de
dentina e o periodo de armazenamento; enquanto que a atividade total de MMPs, a
perda de massa seca e a liberacao de hidroxiprolina foram as variaveis dependentes
(resposta). O numero de repeticbes por grupo foi 15, sendo que 0s mesmos
espécimes foram analisados nos diferentes periodos de armazenamento (dados
pareados). O conjunto de dados de cada variavel resposta foi inicialmente avaliado
guanto a sua distribuicdo. Uma vez que os dados ndo apresentaram distribuicéo
normal, foram aplicados os testes de Friedman, Wilcoxon para dados repetidos e

Mann-Whitney. O nivel de significancia de 5% foi selecionado para as inferéncias
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estatisticas, ou seja, grupos foram considerados estatisticamente diferentes quando

p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Composigéo simplificada da dentina bovina e humana

Na Figura 9 sdo apresentados os valores, em porcentagem de peso, das
fracdes organica, inorganica e de agua da dentina bovina e humana. A composicao
foi similar para os dois substratos, com predominio da fracdo inorganica, seguida da

fracdo correspondente a matriz organica e da quantidade de agua.

Figura 9- Composicao simplificada da dentina bovina (a) e humana (b), em peso (%).

(a)Dentinaiovina (b)@Dentinathumana

Agua
8,92 1,1%

Agua
8,4 1,5%

Matrizi®rganica
13,0 1,6% Matrizi®rganica

16,60 2,1%

Fragdo@norganica
75,1 3,4%

Fragdo@norganica
78,2 1,9%

Fonte: Elaboragao propria

5.2 Atividade total de MMPs da dentina bovina e humana

A atividade inicial de MMPs foi estatisticamente semelhante para ambos
os substratos (Figura 10). Uma queda significante na atividade dessas proteases
foi observada apés 7 dias de armazenamento dos espécimes desmineralizados
em solucgdo do tipo saliva. A reducéo da atividade proteolitica da matriz dentinaria
continuou até o periodo de 21 dias, entretanto em uma menor intensidade. Esses

eventos ocorreram de maneira semelhante para a dentina bovina e humana
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(Figura 10). Comparando-se os dois substratos dentro do mesmo periodo de
armazenamento, a intensidade da atividade proteolitica da dentina bovina foi
significantemente maior do que a atividade da dentina humana para todos os

periodos, exceto no periodo imediato (Figura 10).

Figura 10- Atividade total de metaloproteinases da matriz (MMPs) detectada na dentina bovina e
na dentina humana, desmineralizadas em &cido fosférico 10% e armazenadas até 21 dias em
solucdo do tipo saliva. Letras permitem comparacdes dentro de cada substrato, enquanto
conectores permitem comparacdes desses substratos em cada periodo de envelhecimento.
Letras diferentes, assim como a presenca de conectores, indicam grupos estatisticamente

diferentes entre si (Wilcoxon e Mann-Whitney, respectivamente, p<0,05).
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Fonte: Elaboracao prépria

5.3 Equivaléncia a MMP-9
A equivaléncia a MMP-9 (Figura 11) dos valores de atividade total de MMPs

registrados em absorbancia foi realizada para permitir uma quantificacao relativa
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dessa atividade. Essa MMP foi selecionada por ser uma das trés mais prevalentes na
matriz dentinaria, juntamente com as MMP-2 e -8. Consequentemente, as inferéncias
estatisticas ndo diferiram das observadas na Figura 10, e as mesmas comparacoes

foram mantidas.

Figura 11- Dados de absorbéncia da atividade total de MMPs apresentados na Figura 10
transformados em equivaléncia a MMP-9. Letras permitem compara¢fes dentro de cada
substrato, enquanto conectores permitem comparac¢des desses substratos em cada periodo de
envelhecimento. Letras diferentes, assim como a presenca de conectores, indicam grupos

estatisticamente diferentes entre si (Wilcoxon e Mann-Whitney, respectivamente, p<0,05).
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Fonte: Elaboragao propria

5.4 Perda de massa seca
Os dados referentes a porcentagem de massa seca dos espécimes

armazenados até 21 dias em solucéo tipo saliva estdo apresentados na Figura
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12. A despeito da tendéncia a uma maior perda de massa por parte dos
espécimes obtidos da dentina de dentes bovinos, diferenca estatisticamente
significante entre os dois substratos foi observada apenas apés 21 dias de
envelhecimento. Nesse Ultimo periodo, a dentina de dentes bovinos perdeu cerca
de 23% de massa, enquanto que a dentina de dentes humanos perdeu em torno
de 14%, porém ndo houve perda de massa para a dentina humana em

comparacao com o periodo de 14 dias de envelhecimento da dentina humana.

Figura 12- Perda de massa seca acumulada (%) da matriz da dentina bovina e humana no periodo de
envelhecimento de até 21 dias. A massa seca inicial foi considerada como 100% e utilizada para o
célculo dos demais valores. Letras permitem comparacdes dentro de cada substrato, enquanto
conectores permitem comparagfes desses substratos em cada periodo de envelhecimento. Letras
diferentes, assim como a presencga de conectores, indicam grupos estatisticamente diferentes entre si
(Wilcoxon e Mann-Whitney, respectivamente, p<0,05).
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Fonte: Elaboracéo prépria
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5.5 Liberacéo de hidroxiprolina (HYP)

Houve maior liberagéo de HYP das matrizes da dentina bovina em comparagao
a dentina humana apds 7 dias de armazenamento. No entanto, quantidades similares
foram liberadas apos 14 e 21 dias, sem diferenca estatistica entre os dois substratos.
Dentro de cada tipo de substrato, o comportamento da liberagéo de hidroxiprolina foi
semelhante, ocorrendo uma acentuada liberacdo apdés 7 dias com reducdo

significante da quantidade liberada apds 14 e 21 dias de envelhecimento (Figura 13).

Figura 13- Liberacao de hidroxiprolina (HYP) de matrizes de dentina bovina e humana armazenadas
em solucgdo tipo saliva por até 21 dias. As letras permitem comparacdes dentro de cada tipo de matriz
de dentina enquanto os conectores indicam comparacdes entre substratos para cada periodo de
armazenamento. Letras diferentes, assim como, a presenca de conectores, indicam que 0s grupos séo

estatisticamente diferentes (Wilcoxon e Mann-Whitney, respectivamente, p <0,05).
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Fonte: Elaboragao prépria
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6 DISCUSSAO
A dentina humana contém MMP-2, -3, -8, -9 e -20 (Zhang, Kern!?, 2009;

Tersariol et al.1%4, 2010; Mazzoni et al.®%, 2012), entretanto, MMP-2, -8 e -9 s&o as
mais prevalentes e relevantes nos eventos envolvendo a génese desse tecido.
Ambas as MMP-2 e -9 sdo classificadas como gelatinases, enquanto a MMP-8 &
reconhecidamente uma colagenase (Larger et al.*°, 2016). MMP-8 é considerada a
principal colagenase da dentina, e como tal, € capaz de degradar o colageno na
sua forma integra ou desnaturada (Sulkala et al.1?°, 2007). Existe evidéncia de que
a MMP-2, a despeito de sua classificagdo como gelatinase, também atua como
colagenase (Tjaderhane et al.1°8 2012). Segundo Kato et al.*¢ (2011), a atividade
dessa protease na dentina corondria e radicular de dentes humanos chega a ser
30% maior do que nos respectivos tecidos de dentes bovinos, enquanto que a
atividade da MMP-9 foi similar. No mesmo estudo, a atividade de MMP-2 e MMP-9
na dentina pulverizada foi avaliada por meio de zimografia, e a acdo dessas MMPs
sobre a degradacédo do colageno nao foi investigada.

A atividade proteolitica da dentina, no presente estudo, foi avaliada in situ.
Foi observado que a atividade inicial total de MMPs foi similar para os dois
substratos, dentina coronaria bovina e humana, e quando transformada em
equivaléncia de MMP-9, foi de 24 pg/mg e 22 pg/mg de dentina, respectivamente.
O kit SensoLyte® utilizado tem a capacidade de detectar apenas MMPs, sendo
incapaz de identificar a atividade de outras proteases dentinarias como as cisteinas
catepsinas. Especificamente, esse ensaio identifica as MMP-1, -2, -3, -7, -8 -9, -10,
-12, -13 e -14 (informacé&o do fabricante, Anexo B) e n&o permite a discriminagéo
entre essas enzimas. Portanto, a transformacgéo dos valores de absorbancia obtidos

na analise da atividade total de MMPs em equivaléncia de rhMMP-9 foi meramente
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uma forma de transformacgé&o dos valores de absorbancia em valores objetivos. A
deciséo de usar a MMP-9 como referéncia foi puramente de ordem pratica. Outras
MMPs, como a MMP-2 ou a MMP-8, poderiam ter sido utilizadas, uma vez que sao,
juntamente com a MMP-9, as mais frequentemente encontradas na dentina
humana (Sulkala et al.1%°, 2007; Tjaderhane et al.1??, 2015). Uma vez que no estudo
de Kato et al.*6 (2011) a atividade da MMP-2 foi 30% maior para a dentina de dentes
humanos, e considerando a similaridade de atividade inicial observada no presente
estudo, pode ser implicado que variacbes também existam entre outras MMPs,
exceto para a MMP-9 (Kato et al.*¢, 2011).

Embora a atividade total de MMP tenha sido inicialmente similar para a
dentina bovina e humana, essa atividade foi significantemente maior para a dentina
bovina em todos os demais periodos de armazenamento, 7, 14 e 21 dias. Outra
similaridade observada entre os substratos investigados foi o comportamento da
atividade proteolitica em funcdo do tempo. Para ambos os substratos, reducédo
significativa da atividade proteolitica foi observada apds 7 dias de armazenamento
na solucao do tipo saliva, com subsequente manutencao dessa atividade em baixas
taxas até o periodo de 21 dias. Com base nesse comportamento, pode ser sugerido
gue existe um periodo agudo de atividade proteolitica, correspondente aos
primeiros dias de liberacao dessas proteases.

Esse fendbmeno também foi relatado por Turco et al.''? (2016) que avaliaram
pelo periodo de trinta dias a concentracdo de ICTP e CTX (fragmentos do
telopeptideo carboxiterminal crosslinked do colageno tipo 1), resultantes da
clivagem do coldgeno por MMPs e cisteinas catepsinas, respectivamente. Os
autores observaram uma progressiva reducdo da degradacdo do colageno

dentinario humano até o 4° dia de armazenamento em saliva artificial & 37°C, com



Cristiane Mayumi Inagati Dissertagdo de Mestrado -53-

subsequente estabilizacdo. ICTP e CTX, assim como a hidroxiprolina, sé&o
considerados marcadores bioquimicos da degradacdo do colageno e da
osteoclastogénese (Garnero et al.33, 2003; Seibel®®, 2015; Zaitseva et al.}?°, 2015).

A hidroxiprolina (HYP) é resultante da hidroxilacdo da prolina e poucas
proteinas contem esse aminoacido, como a elastina, o primeiro componente do
sistema complemento (Clg), a acetilcolinesterase e glicoproteinas pulmonares
(Zaitseva et al.'?9, 2015). Enquanto algumas dessas proteinas devem ser levadas
em consideracdo quando se investiga a liberacdo de HYP como um biomarcador
da osteoclastogénese, na dentina, o colageno tipo | é a principal fonte desse
aminoacido. Colageno do tipo | representa 90% do conteldo proteico da dentina
(Tjaderhane et al.1%’, 2015) e 13% do total de aminoacidos que o formam é
representado pela HYP (Seibel®, 2015). Portanto, como realizado no presente
estudo, a quantidade de HYP liberada pode ser usada como indicador da
degradacéao do colageno dentinario.

A liberacdo de HYP, assim como para a atividade de MMPs, foi alta nos
primeiros 7 dias de armazenamento, seguida de queda brusca e manutencao de
baixos niveis nos periodos subsequentes. A despeito da intensa atividade
proteolitica da dentina e consequente elevada liberacdo de HYP nos primeiros 7
dias, a perda de massa seca foi similar para a dentina bovina e humana nesse
periodo, 9,7% e 9,2% respectivamente. Entretanto, ao final do periodo de
armazenamento de 21 dias, a perda acumulada de massa seca foi
significantemente maior para a dentina bovina (21,9%) em comparacédo a dentina
humana (13,1%). Para explicar este fenbmeno deve-se considerar que outra classe
de proteases influencia a taxa de degradacdo da matriz dentinaria e que nao foi

avaliada no presente estudo, as cisteinas catepsinas (Zhang et al.*?!, 2009;



Cristiane Mayumi Inagati Dissertagdo de Mestrado -54 -

Tersariol et al.14, 2010; Mazzoni et al.®?, 2012). Estas enzimas poderiam estar
presentes de forma mais significativa na dentina bovina, resultando em maior
clivagem do colageno. Entretanto, essa hipétese ndo tem respaldo cientifico e
necessita ser futuramente ratificada. Ademais, pode ser sugerido que, apesar da
elevada resolucéo da balanca microanalitica utilizada no presente estudo (0,1 ug),
0 método pode néo ter sido capaz de detectar sutis alteragcdes na massa dos
espécimes. Varios fatores afetam a determinacdo da massa de pequenos
espécimes desidratados, como os utilizados no presente estudo. Esses fatores sdo
humidade relativa do ar, temperatura, vibracdes e velocidade de obtencéo do valor
da massa e uma forma de minimizar a interferéncia desses fatores no resultado
final seria trabalhar com espécimes maiores. A vantagem desse método é a sua
simplicidade de execucéo e baixo custo, desde que o laboratério ja seja equipado
com a balanca.

Os principais constituintes da dentina sédo agua, minerais (fracao inorganica)
e proteinas (fracdo organica). No presente estudo em peso, a dentina humana
foram encontrados 8,4+1,5%, 75,1+3,4% e 16,64+2,1%, respectivamente para agua,
minerais e proteinas. Valores proximos a esses foram encontrados no trabalho de
Tjaderhane et al.1%, 2012, na qual, a dentina humana contém cerca de 10% de
agua, 70% minerais e 20% proteina. Os valores encontrados para a dentina bovina
neste estudo também foram proximos aos reportados para a dentina humana. A
porcentagem em peso equivalente a presenca de agua na dentina bovina foi de
8,9+1,1%, para a fracéo inorgéanica foi de 78,2+1,9% e para a fracdo organica foi
de 13,0+1,6%.

A maioria dos estudos sobre a composi¢cao quimica de dentes bovinos em

comparacdo aos humanos, como revisado por Yassen et al.l*® (2011), foram
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realizados em esmalte e ndao em dentina. Na mencionada revisdo, os autores
concluiram que a composicdo do esmalte € similar entre essas espécies. Uma
forma de avaliar o conteudo mineral de um substrato é por meio de testes da sua
dureza. Poucos estudos compararam a dureza da dentina bovina em relacdo a
humana (Turssi et al.}3, 2010; Castanho et al.'®>, 2011). Nesses estudos, foi
concluido que a dentina bovina é menos dura do que a dentina humana, 29,9 e
45,3 VHN (Castanho et al.*®, 2011) e 48,0 e 51,0 KHN (Turssi et al.}'3, 2010),
respectivamente. Em termos de contetdo mineral, os dados do presente estudo
ndo respaldam os resultados encontrados por Turssi et al.12 (2010) e Castanho et
al.*®> (2011), uma vez que similaridade foi observada para ambos os substratos.
Entretanto, a composicdo mineral ndo foi investigada em nenhum dos trabalhos.
Por outro lado, quando a composicéao inorganica e morfolégica da dentina de dentes
bovinos e humanos foi avaliada por Soares e Santo® (2015), os autores nao
observaram diferencas significativas.

Quanto a composi¢ao organica dos tecidos dentais de dentes bovinos, nédo
foram encontrados trabalhos na literatura, mesmo na area médica ou veterinaria.
Portanto, mais trabalhos sdo necessarios para investigar as semelhancas entre a
dentina bovina e a humana. Por exemplo, os autores desconhecem a existéncia
de trabalhos referentes a presencga de cisteinas catepsinas em dentina bovina, o
gue ja foi demonstrado para a dentina humana (Tersariol et al.}%4, 2010; Scaffa et
al.®, 2017).

Embora a dentina bovina seja recomendada como um adequado substrato
em substituicdo a dentina humana para testes de resisténcia de unido, nenhum dos
trabalhos incluidos na reviséo sistematica e meta-analise publicada por Soares et

al.®% (2016) avaliaram a longevidade da unido resina-dentina e, consequentemente,
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a influéncia da degradagcdo dos componentes da camada hibrida na estabilidade
dessa interface. E importante considerar o importante papel exercido pelas
proteases dentinarias no processo de clivagem do coldgeno e consequente
degradacdo da camada hibrida (Pashley et al.”?, 2011; Mazzoni et al.®°, 2012;
Seseogullari-Dirihan et al.®0., 2015; Larger et al.*%, 2016; De Vito Moraes et al.?*,
2016). Portanto, estudos longitudinais que objetivem investigar a estabilidade da
unido resina-dentina utilizando como substrato a dentina bovina, devem levar em
consideracdo que a atividade proteolitica desse substrato pode ser superior em
comparacao a da dentina humana, e que os fendbmenos observados podem ocorrer
em menor intensidade quando extrapolados para esse ultimo substrato. Estudos
sobre os processos de degradacédo da camada hibrida produzida em dentina bovina

versus a produzida em dentina humana ainda precisam ser conduzidos.
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7 CONCLUSAO

Com base na metodologia aplicada e nos resultados obtidos, foi possivel

concluir que:

A velocidade da atividade proteolitica e de liberag&o de hidroxiprolina foi similar
para a dentina humana e bovina. Rapida nos primeiros 7 dias com desaceleracao

subsequente;

A atividade proteolitica da dentina bovina foi mais intensa do que a da dentina

humana em todos os periodos de analise, exceto no periodo imediato;

Maior degradacéao foi observada para a dentina bovina em comparagao a
humana. Entretanto, diferenca significante foi detectada apenas apés 21 dias de

armazenamento em solucéo do tipo saliva.
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Anexo B
i SensoLyte® Generic MMP Assay Kit
ANASPEC *Colorimetric*
Catalog # AS-72095
Kit Size 100 Assays (96-well plate)

@ Optimized Performance: This kit is optimized to detect MMP activity and

screen for MMP inhibitors
@ Enhanced Value: It provides enough reagents to perform 100 assays in a 96-

well format.
@ High Speed: The entire process can be completed in minimal time/

@ Assured Reliability: Detailed protocol and references are provided.

Kit Components, Storage and Handling
Component Description Quantity

Component A MMP colorimetric substrate 10 mM, 100 pL
Component B Reference standard 10 mM, 10 pL
Component C Assay Buffer 20 mL

Component D MMP inhibitor 2mM, 10 uL
Component E Trypsin 1 mg/mL, 100 pL
Component F Trypsin inhibitor 10 mg/mL, 100 pL
Component G Stop Solution 5mL

Other Materials Required (but not provided)

e MMPs source: Enzymes, validated in MMPs assays, can be ordered from AnaSpec: MMP-1
(Cat#72004), MMP-2 (Cat#72005), MMP-3 (Cat#72006), MMP-7 (Cat#72007), MMP-8
(Cat#72008), MMP-9 (Cat#72009), mMMP-9 (Cat#72069), MMP-10 (Cat#72067), MMP-12
(Cat#72010), MMP-13 (Cat#72011), and MMP-14 (Cat#72068).

o 96-well microplate: Clear microplates provide better signal for absorbance reading.
e Microplate reader: Capable of detecting absorbance at 412 nm.

Storage and Handling

e Store all kit components at -20°C.

¢ Aliquot Components E and F as needed to avoid freeze-thaw cycles.
e Store Component C at 4°C in the dark.

e Component G can be stored at room temperature for convenience.

©Anaspec, Inc. « 34801 Campus Dr. « Fremont, CA 94555 1
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Introduction

Matrix metalloproteinases (MMPs) belong to a family of secreted or membrane-associated
zinc endopeptidases capable of digesting extracellular matrix components and processing bioactive
mediators.? Based on their role in normal and pathological processes, including embryogenesis,
wound healing, inflammation, arthritis,® and cancer.*®> MMPs have been chosen as therapeutic
targets for the treatment of many diseases.

The SensoLyte® Generic MMP Assay Kit can be used for the continuous spectrophotometric
assay of MMPs activity, including MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9, 12, 13, and 14 and for high throughput
screening of MMP inducers and inhibitors. The chromogenic substrate is a thiopeptolide that is
cleaved by the MMPs, releasing a sulfhydryl group. The sulfthydryl group reacts with Ellman’s
Reagent (5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid). The final product of this reaction, 2-nitro-5-
thiobenzoic acid (TNB), can be detected at 412 nm using a microplate reader. The assays are
performed in a convenient 96-well microplate format and can detect as low as nanogram level of
active MMPs.

Protocol. Screening MMP inhibitors using purified enzymes
Note: For standard curve, please refer to Appendix Il (optional).

1. Activatepro-MMPs.

1. Incubate pro-MMPs with 10og/mL trypsin (Component E). Refer to Appendix 11 for
information on incubation time. Activate pro-MMPs immediately before the experiment.
2. Add trypsin inhibitor (Component F) at a final concentration of 100 og/mL.

Note 1: Keep activated enzyme on ice. Avoid vigorously vortexing the enzyme. Prolonged storage of activated enzyme
will further de-activate the enzyme.

Note 2: APMA, thiol inhibitors, reducing agents (DTT, B-mercaptoethanol) will interfere with the assay. If APMA was
used for MMPs activation it should be dialyzed out.

Note 3: It is preferable that the zymogen is activated by trypsin at higher protein concentration. After activation, you
may dilute the enzyme for further experiment.

2. Prepareworking solutions.
Note: Warm all kit components until thawed to room temperature before starting the experiments.

1.MMP substrate solution: Dilute MMP substrate (Component A) 1:50 in assay buffer
(Component C). For each experiment prepare fresh substrate solution.

T -
Components Volume
MMP substrate (50X, Component A) 100 ol
Assay buffer (Component C) 4.9mL
Total volume 5mL

2.  MMP diluent: Dilute MMPs enzymes to an appropriate concentration in assay buffer
(Component C).

3. MMP inhibitor (GM6001): Dilute 2 mM inhibitor solution (Component D) to 20 oM in
assay buffer (Component C). Add 10 od of the 20 «dM inhibitor solution into each of the
inhibitor control well of a 96-well plate.

3. Set up the enzymatic reaction.

3.1 Add test compounds and diluted enzyme solution to the microplate wells. For one well of

©Anaspec, Inc. » 34801 Campus Dr. « Fremont, CA 94555 2
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96-well plate, the suggested volume of enzyme solution is 40 od_ and 10 od_ of test
compound.

2. Simultaneously establish the following control wells, as deemed necessary:
» Positive control contains MMP enzyme without test compound.

A\ 4

Inhibitor control contains MMP enzyme and a known MMP inhibitor.

» \ehicle control contains MMP enzyme and vehicle used in delivering test compound
(e.g. DMSO, concentration not to exceed 1%).

» Test compound control contains assay buffer (Component C) and test compound.

» Substrate control contains assay buffer (Component C).

3. Using the assay buffer (Component C), bring the total volume of all controls to 50 od_.

4.  Optional: Pre-incubate the plate for 10 min. at assay temperature. Any temperature
(the assay temperature) from room temperature to 37°C may be used, as long as the
subsequent incubations are performed at the same temperature.
4. Run the enzymatic reaction.
1.  Add 50 o« of MMP substrate solution into each well. For best accuracy, it is advisable to

have the MMP substrate solution equilibrated to the assay temperature. Mix the reagents
completely by shaking the plate gently for 30 sec.

2. Measure absorbance signal:

[0 For kinetic reading: Immediately start measuring absorbance reading at 412 nm
continuously and record data every 10 min. for 60 min.

[0 For end-point reading: Incubate the reaction for 60 min. Optional: Add 50 oL of stop
solution (Component G) to each well. Mix the reagents and measure absorbance at
412 nm.

3. For methods of data analysis: Refer to Appendix I.
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Figure 1. GM6001 inhibition of MMP-9 activity measured with SensoLyte® Generic MMP Assay Kit.
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Appendix |. Data Analysis

[]

The absorbance reading from the substrate control well is used as the background
absorbance. This background reading should be subtracted from the readings of the other
wells containing substrate.

For Kkinetics analysis:

> Plot data as Abs (absorbance units) versus time for each sample. To convert absorbance
to the concentration of the product of the enzymatic reaction, please refer to Appendix Il
for establishing a reference standard.

» Determine the range of initial time points during which the reaction is linear. Typically,
the first 10-15% of the reaction will be the optimal range.

» Obtain the initial reaction velocity (Vo) in Abs/min by determining the slope of the linear
portion of the data plot.

» Avariety of data analyses can be done, e.g., determining inhibition %, ECso, ICso, K,
Ki, etc.

For endpoint analysis:
> Plot data as Abs (absorbance units) versus concentration of test compounds.
» Avariety of data analyses can be done, e.g., determining inhibition %, ECsp, 1Cso, etc.

Appendix Il. Instrument Calibration

[]

O O O O

Glutathione reference standard: Dilute 10 mM of reduced glutathione (Component B) to 200
odM in assay buffer (Component C). Do 2-fold serial dilutions to get concentrations of 100,
50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 odM, include an assay buffer blank. Add 50 od_/well of these serially

diluted reference solutions.
Note 1: Store Component B at —20°C. Avoid freeze-thaw.
Note 2: Reduced glutathione (GSH) is a tripeptide (g-glutamylcysteinylglycine) with a free thiol group, which reacts
with Ellman’s reagent and produces a yellow color. GSH can be used as a reference standard to calculate the
concentration of SH groups in the sample.

Add 50 od_/well of MMP substrate solution (refer to Step 2.1 for preparation).
Measure absorbance at 412 nm.
Plot Abs versus concentration as shown in Figure 2.

The final concentrations of reference standard are 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, and O
oM. This reference standard is used to calibrate the variation of different instruments and
different experiments. It is also an indicator of final amount of SH groups in the enzymatic
reaction.
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Figure 2. GSH reference standard, GSH was serially diluted in assay buffer, and the absorbance was measured
at 412 nm (Ultra Microplate Reader EL808, Bio-Tek Instruments, Inc).

Appendix Ill.
Table 1. Activation of pro-MMPs

MM Ps

Activation

MMP-1 (Interstitial collagenase)

Trypsin, 10 og/mL, 20 min at room temperature

MMP-2 (Gelatinase A)

1 mM APMA, 1 hour at 37°C

MMP-3 (Stromelysin-1)

Trypsin, 10 og/mL, 30 min at 37°C

MMP-7 (Matrilysin)

Trypsin, 10 og/mL, 2 hours at 37°C

MMP-8 (Neutrophil collagenase)

Trypsin, 10 og/mL, slow activation at 37°C

MMP-9 (Gelatinase B)

Trypsin, 10 og/mL, 2 hours at 37°C

MMP-10 (Stromelysin-2)

Trypsin, 10 og/mL, 30 min at 37°C

MMP-12 (Macrophage elastase)

Autolytic, refolding in assay buffer

MMP-13 (Collagenase-3)

Trypsin, 10 og/mL, 30 min at 37°C

MMP-14 (MT1-MMP)

Trypsin, 5 og/mL, 60 min at room temperature
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