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Inagati CM. Atividade proteolítica e degradação da matriz da dentina bovina e humana 

[Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017. 

 
 

RESUMO  

Dentes bovinos têm sido utilizados como substitutos aos dentes humanos, 

especialmente em pesquisas sobre adesão. Entretanto, ainda não foi demonstrada 

se a degradação do colágeno de ambos os substratos ocorre na mesma 

intensidade/velocidade. Portanto, esse estudo comparou a atividade de 

metaloproteinases da matriz (MMPs) e a degradação da matriz dentinária de dentes 

bovinos versus humanos. A coroa de dentes humanos e bovinos foram seccionadas 

para a obtenção de espécimes de dentina (0,5x1,0x4,0 mm). Todos os espécimes 

(n=30/tipo de dente) foram completamente desmineralizados em ácido fosfórico. 

Quinze espécimes foram aleatoriamente selecionados para a análise da atividade 

total de MMPs por método colorimétrico, e os restantes foram utilizados para a análise 

de perda de massa seca em balança microanalítica. Concluídas as análises iniciais, 

os espécimes foram armazenados em saliva e as análises, perda de massa seca e 

MMPs, foram repetidas após 7, 14 e 21 dias. Em cada período, a saliva foi coletada 

para a análise da liberação 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 redução significante em função do tempo, especialmente após 7 dias de 

armazenamento. Aos 7, 14 e 21 dias de análise, a atividade de MMPs foi mais intensa 

para a dentina bovina. Aos 7 dias houve elevada liberação 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 função do 

tempo. Entretanto, diferença significante entre os dois substratos foi detectada 

apenas aos 21 dias. Em conclusão, embora a velocidade da atividade proteolítica e 

de liberação 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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[Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017. 

 
 

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. 



Cristiane Mayumi Inagati                                                                                                       Dissertação de Mestrado 

 

 

- 18 - 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO  .......................................................................................... 18 

2 REVISÃO DA LITERATURA  ................................................................. 21 

2.1 Adesão à dentina  ..................................................................................... 21 

2.2 Degradação da união resina-dentina  ..................................................... 22 

2.3 A dentina humana e suas proteases  ....................................................... 23 

2.4 Características da dentina bovina  ......................................................... 29 

2.5 Dentina bovina vs. humana na odontologia adesiva ............................ 30 

3 PROPOSIÇÃO ........................................................................................... 33 

3.1 Proposição geral ...................................................................................... 33 

3.2 Proposições específicas ........................................................................... 33 

4 MATERIAL E MÉTODO  ......................................................................... 34 

4.1 Organograma do estudo .......................................................................... 34 

4.2 Obtenção dos espécimes de dentina ....................................................... 35 

4.3 Obtenção das matrizes de colágeno  ....................................................... 37 

4.4 Determinação da atividade total de MMP  ............................................ 38 

4.5 Equivalência à atividade de MMP-9 ...................................................... 39 

4.6 Determinação da massa seca e das frações constituintes da dentina  . 40 

4.7 Armazenamento em solução tipo saliva  ................................................ 41 

4.8 Liberação de hidroxiprolina (HYP)  ...................................................... 42 

4.9 Análise estatistica ..................................................................................... 43 

5 RESULTADO  ............................................................................................. 45 

5.1 Composição simplificada da dentina bovina e humana ....................... 45 

5.2 Atividade total de MMPs da dentina bovina e humana  ...................... 45 

5.3 Equivalência à MMP-9  ........................................................................... 46 

5.4 Perda de massa seca  ................................................................................ 47 

5.5 Liberação de hidroxiprolina (HYP) ....................................................... 49 

6 DISCUSSÃO  ............................................................................................... 50 

7 CONCLUSÃO  ............................................................................................ 56 

    REFERÊNCIAS  ........................................................................................ 57 

    ANEXO A  .................................................................................................. 70 

   ANEXO B .................................................................................................... 73 



Cristiane Mayumi Inagati                                                                                                       Dissertação de Mestrado 

 

 

- 19 - 

1 INTRODUÇÃO 

 
          Os procedimentos restauradores adesivos têm se tornado mais eficazes, 

estéticos e conservadores. Enquanto as primeiras resinas compostas e sistemas 

adesivos apresentavam baixa resistência de união e reduzida durabilidade 

(Davidson et al.20, 1984; Asmussen et al.4, 1985), os materiais contemporâneos 

apresentam resultados muito mais satisfatórios. Mesmo assim, cerca de 50% dos 

procedimentos restauradores realizados atualmente, ainda tem por objetivo a 

substituição ou reparo de restaurações que falharam por diferentes motivos, 

dentre eles, a degradação da interface adesiva (Gordan et al.35, 2012). Essa 

degradação pode ser inferida clinicamente pela presença de pigmentação 

marginal, desadaptação marginal, perda parcial ou total da restauração e/ou 

presença de lesão de cárie associada as margens da restauração (Demarco et 

al.22, 2012). 

A união resina-dentina é estabelecida após a desmineralização superficial 

do tecido dentinário por meio da aplicação de ácido fosfórico, no caso de sistemas 

adesivos convencionais, ou de monômeros ácidos quando da utilização de 

sistemas autocondicionantes (Nakabayashi et al.64, 1982; Wang, Spencer116, 

2003; Spencer et al.97, 2004; Carvalho et al.13, 2005; Anchieta et al.2, 2015). A 

dissolução dos cristais de hidroxiapatita cria espaços para a infiltração do sistema 

adesivo por entre as fibrilas de colágeno, as quais deveriam ser completamente 

protegidas por polímeros (Nakabayashi et al.64, 1982), preferencialmente 

hidrófobos e resistentes a degradação hidrolítica mediada por esterases (Tay et 

al.103, 2007; Sadek et al.82, 2008; Shin et al.91, 2009). Entretanto, em função de 

tempo, temperatura e pressão comparáveis clinicamente, não é possível a 

produção de uma camada híbrida livre de imperfeições, e, portanto, essa 
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estrutura é considerada como sendo a mais frágil da união resina-dentina 

(Spencer et al.98, 2010). Como consequência da infiltração incompleta da zona 

de dentina desmineralizada, componentes orgânicos da dentina ficam expostos 

na camada híbrida, favorecendo a degradação (Wang, Spencer116, 2003; 

Spencer et al.97, 2004; Carvalho et al.13, 2005; Anchieta et al.2, 2015; Scheffel et 

al.86, 2016). 

O colágeno do tipo I representa 90% do conteúdo orgânico da matriz 

dentinária, enquanto que proteínas não colagênicas compreendem os restantes 

10% (Tjäderhane et al.108, 2012). Durante o processo de desmineralização da 

dentina essas proteínas não colagênicas são expostas juntamente com o 

colágeno. Dentre essas proteínas, encontram-se as metaloproteinases da matriz 

(MMPs), proteases residentes no próprio tecido (endopeptidases) capazes de 

degradar a maioria dos componentes da matriz extracelular, incluindo o colágeno 

em sua forma nativa ou desnaturada. As MMPs têm responsabilidade direta no 

processo de deterioração da interface adesiva por clivarem as moléculas de 

colágeno expostas na camada híbrida via inclusão de uma molécula de água 

(portanto são classificadas como hidrolases) (Pashley et al.72, 2011; Mazzoni et 

al.60, 2012; Seseogullari-Dirihan et al.90, 2015; Larger et al.49, 2016; De Vito 

Moraes et al.24, 2016). 

 A deterioração da interface adesiva ocorre simultaneamente em duas 

frentes, (1) a degradação da porção orgânica da camada híbrida (fibrilas de 

colágeno), que corresponde a aproximadamente 46% do processo (Hu et al.42, 

2015), e (2) a degradação do componente resinoso da interface, ou seja, a 

hidrólise dos polímeros instáveis e de natureza hidrófila (De Munck et al.23, 2003; 

Ferrari, Tay27, 2003; Wang, Spencer116, 2003; Pashley et al.73, 2004).  
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          Devido às dificuldades crescentes na obtenção de dentes humanos para 

pesquisas in vitro, muitos estudos têm utilizado a dentina bovina como substrato 

alternativo em pesquisas sobre adesão (Francisconi et al.31, 2008; Li et al.51, 2014; 

Prylinska-Czyzewska et al.77, 2015; Li et al.50, 2015; Chiba et al.19, 2016). No 

entanto,  há restrições quanto a extrapolação dos resultados obtidos com dentina 

bovina para a dentina humana. Trabalhos que avaliaram as características 

morfológicas e fisiológicas de ambos os substratos mostraram similaridades entre 

eles quanto ao número e diâmetro de túbulos presentes na dentina coronária de 

incisivos bovinos e molares humanos decíduos e permanentes (Schilke et al.87, 

2000; Soares, Santos95, 2015), ao coeficiente de expansão térmica (Lopes et 

al.57, 2012), a resistência de união imediata (Reis et al.78, 2004; Soares et al.93, 

2016), ao desenvolvimento e inibição de lesões cariosas (Hara et al.37, 2003; 

Lippert, Lynch54, 2014), erosivas e abrasivas (Young-Laurance et al.118, 2011; 

Wegehaupt et al.116, 2008), as propriedades mecânicas (Novais et al.67, 2016), a 

permeabilidade dentinária (Schmalz et al.88, 2001) e a composição química 

(Soares, Santos94, 2015; Teruel et al.104, 2015). Também foi demonstrado, que 

tanto MMP-2 como MMP-9 estão presentes em ambos os substratos (Kato et 

al.46, 2011). Entretanto, neste último trabalho, os autores observaram que a 

atividade de MMP-9 foi equivalente para a dentina humana e bovina, enquanto 

que a atividade de MMP-2 foi 30% maior para a dentina humana.   

A despeito da evidência produzida até o momento, respaldando a 

utilização de dentes bovinos em diferentes protocolos de pesquisa, não é de 

conhecimento dos autores da presente dissertação a existência de trabalhos que 

tenham comparado a taxa (velocidade) e a intensidade da degradação da matriz 

de dentina de dentes bovinos com a de dentes humanos.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Adesão à dentina 

Diferentemente do esmalte, a dentina apresenta uma característica mais 

orgânica e úmida, sendo que 20% de seu peso corresponde a proteínas, 

principalmente colágeno do tipo I, e 10% a água (Embery et al.25, 2001; Tjaderhane 

et al.108,2012). Seu íntimo contato com o tecido pulpar permite a circulação de fluido 

dentinário pelos túbulos, repleto de íons e biomoléculas, mantendo este substrato 

constantemente úmido. Além disso, a presença dos odontoblastos confere à 

dentina sensibilidade e capacidade de defesa (Tjäderhane et al.108, 2012). 

Embora ao longo dos anos os sistemas adesivos tenham evoluido, tanto em 

sua formulação quanto na técnica empregada (Sauro et al.84, 2008; Soares et al.94, 

2013), o estabelecimento de uma união resina-dentina perfeita e estável em longo 

prazo ainda não é uma realidade clínica (Pashley et al.72, 2011), podendo ser 

produzidas somente em laboratórios com temperatura, pressão e tempo 

rigorosamente controlados (Spencer et al.98, 2010). A umidade intrínseca, 

heterogeneidade morfológica, composição complexa e atividade proteolítica da 

dentina a tornam um substrato mais hostil à hibridização quando comparada ao 

esmalte (Pashley et al.72, 2011).  

Ao empregar a técnica úmida, a água mantida na matriz dentinária induz a 

separação de fases do sistema adesivo e dificulta a evaporação de seu solvente 

(Paul et al.74, 1999). Estes fatores levam, respectivamente, a maior infiltração de 

monômeros com menor peso molecular e mais hidrófilos por entre os espaços 

interfibrilares do que monômeros maiores e mais hidrófobos (Spencer, Wang96, 

2002) e compromete o grau de conversão polimérica (Cadenaro et al.9, 2005; Chee 

et al.18, 2012; Hass et al.39, 2013). Além disso, a profundidade de desmineralização 
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gerada pelo agente condicionador excede a capacidade de infiltração monomérica, 

resultando na formação de uma área de dentina desmineralizada não reforçada por 

resina na base da camada híbrida, (Nakabayashi et al.65, 1998; Hashimoto et al.38, 

2000; Wang, Spencer116, 2003; Spencer et al.97, 2004; Scheffel et al.86, 2016) que 

pode ser observada tanto para sistemas convencionais (Wang, Spencer116, 2003; 

Spencer et al.97, 2004; Scheffel et al.86, 2016) como para sistemas auto-

condicionantes (Oliveira et al.69, 2004; Carvalho et al.13, 2005).  

A hibridização incompleta da dentina desmineralizada leva ao 

estabelecimento de camadas híbridas imperfeitas, com porosidades, regiões com 

diferentes graus de hidrofilia e áreas de colágeno exposto. Assim, a camada híbrida 

é ao mesmo tempo a mais importante para o sucesso da interface adesiva e a mais 

suscetível a falhas e degradação de suas porções resinosa e proteica ao longo do 

tempo (Tjäderhane109, 2015).  

 

2.2 Degradação da união resina-dentina 

Embora os sistemas adesivos atuais apresentem uma excelente efetividade 

a curto prazo (Peumans et al.76, 2005; Carvalho et al.14, 2012), estudos clínicos e 

laboratoriais tem mostrado a degradação da interface adesiva ao longo do tempo, 

levando à redução considerável da resistência de união e até mesmo à perda da 

restauração (Van Meerbeek et al.114, 2010; Marchesi et al.49., 2013; Perdigão et 

al.75, 2013). A qualidade e durabilidade da camada híbrida depende da estabilidade 

de seus componentes, resina e colágeno, e sua capacidade de resistir ao processo 

de hidrólise (Tjäderhane et al.111, 2013). Em 2004, Armstrong et al.³ demonstraram 

a quase completa desintegração desses componentes, em dentes permanentes, 
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após 44 meses de armazenamento. O mesmo processo foi descrito por Hebling et 

al.40 (2005), em dentes decíduos, após somente 6 meses de função in vivo. 

A água é a principal responsável pela degradação da camada híbrida, 

eluindo polímeros hidroliticamente instáveis ao se ligar a grupos ésteres durante a 

vida funcional da interface, o que leva ao aumento das imperfeições no interior da 

camada híbrida e à ocorrência e manutenção da nanoinfiltração (De Munck et al.23, 

2003; Ferrari, Tay27, 2003; Tay, Pashley102, 2003; Wang, Spencer116, 2003; Pashley 

et al.73, 2004). Além disso, a água viabiliza a clivagem do colágeno desprotegido, 

processo este que pode ser consideravelmente acelerado pelas proteases 

presentes no substrato dentinário (Pashley et al.73, 2004; Tersariol et al.104, 2010). 

A atividade proteolítica intrínseca da dentina foi descrita pela primeira vez por 

Dayan et al.21 (1983) e posteriormente melhor explorada por Pashley et al.73 (2004), 

os quais demonstraram a liberação de metaloproteinases da matriz (MMPs) pelo 

condicionamento ácido e a capacidade destas enzimas de clivar o colágeno 

dentinário exposto, contribuindo para o processo de degradação da união 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 dentinogênese tem início com a diferenciação das células 

ectomesenquimais da periferia da papila dentária em odontoblastos, que ao longo 

do processo de diferenciação e polarização passam a secretar matriz dentinária. 

Assim como os demais tecidos passíveis de mineralização, a matriz de dentina 

apresenta um componente fibrilar (fibrilas de colágeno) e a substância fundamental 
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interfibrilar. Concomitantemente à secreção das fibrilas de colágeno, surgem dos 

odontoblastos, as vesículas da matriz que darão início ao processo de 

mineralização (Katchburian, Arana45, 2012). Durante a deposição de cristais de 

apatita a matriz dentinária excedente é degradada pelas metaloproteinases da 

matriz (MMPs) (Fanchon et al.26, 2007) que permanecem aprisionadas na dentina 

após a conclusão do processo de mineralização (Mazzoni et al.62, 2009)  

Ao final da odontogênese, a dentina humana é composta, em peso, por 70% 

de conteúdo mineral, 20% de conteúdo orgânico e 10% de água. Quando seu 

volume é levado em consideração estes valores são alterados para 45%, 33% e 

22%, respectivamente (Marshall59, 1993). A fração mineral da dentina é composta 

por cristais de apatita, fosfato de cálcio, carbonatos, sulfato, flúor, zinco e ferro. Já 

seu conteúdo orgânico apresenta 90% de colágeno, predominantemente do tipo I, 

e 10% de proteínas não colagenosas como sialoproteinas, fosfoproteinas, 

proteoglicanas, fosforinas, proteínas morfogênicas dentinárias, proteínas séricas, 

fatores de crescimento e proteases (Linde53, 1989; Butler8, 1998; Orsini et al.71, 

2007; Tjäderhane et al.108, 2012). 

As fibrilas de colágeno tipo I são constituídas por diversas moléculas 

dispostas de forma organizada. Cada molécula tem a forma de um pequeno bastão 

originado pelo entrelaçamento de 3 cadeias polipeptídicas denominadas de cadeias 

α, sendo duas cadeias α1 e uma cadeia α2 (Figura 1) que apresentam variações 

na sequência e no número de aminoácidos (Chapman et al.16, 1990). Durante os 

procedimentos adesivos são estas fibrilas que, após o condicionamento ácido, 

servirão de arcabouço para o estabelecimento da camada híbrida (Nakabayashi et 

al.64, 1982). 
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Figura 1- (A) Esquema representativo de uma fibrila de colágeno com suas estrias características, 

que distam 67 nm entre si. A região clara representa área de “gap” (linha pontilhada preta), enquanto 

a região escura representa área de “overlap” (linha pontilhada vermelha), ou seja, sobreposição de 

moléculas. (B) Moléculas de colágeno dispostas de forma organizada em número de cinco para 

formar uma microfibrila. (C) Cada molécula é uma tripla hélice (D) resultante do entrelaçamento de 

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

Fonte: Imagem reproduzida de Chapman et al.16, 1990  

 

 

Excluindo-se o colágeno, o restante da porção orgânica da dentina (10%) 

apresenta diversas proteínas essenciais para sua organização, maturação e 

mineralização (Takano et al.101, 2000), dentre elas estão as proteases, enzimas 

capazes de degradar proteínas por meio da quebra de ligações peptídicas por 

hidrólise (hidrolases), convertendo-as a cadeias menores (Hannas et al.36, 2007; 

A 

B 

C 

D 
E 1 

1 
2 



Cristiane Mayumi Inagati                                                                                                       Dissertação de Mestrado 

 

 

- 27 - 

Frassetto et al.32, 2016). De modo geral, as hidrolases podem ser classificadas em 

7 grupos: serinas, treoninas, proteases de ácido aspártico, proteases de ácido 

glutâmico, cisteínas e metaloproteinases (Kohei47, 2012), sendo as duas últimas 

amplamente estudadas em dentina humana (Pashley et al.73, 2004; Mazzoni et 

al.61, 2006; Carrilho et al.12, 2009; Tersariol et al.104, 2010). 

 As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) recebem este nome por serem 

enzimas diretamente dependentes de cálcio e zinco (metais) para manterem, 

respectivamente, sua estrutura tridimensional e sua atividade catalítica (Visse, 

Nagase115, 2003; Tezvergil-Mutluay et al.106, 2010). Elas estão espalhadas por 

diversos tecidos do corpo humano, participando de processos fisiológicos e 

patológicos como a formação e remodelação tecidual, mineralização dos tecidos 

dentários, inflamações, metástase de tumores, doenças periodontais, lesões de 

cárie, entre outros. As MMPs atuam destruindo o colágeno e outras proteínas da 

matriz extracelular (Tjäderhane et al.110, 1998; Brinckerhoff, Matrisian7, 2002; 

Nemeth et al.67, 2002; Kukacka et al.48, 2005; Chaussain- Miller et al.17, 2006; Liu 

et al.55, 2006; Nagase et al.66, 2006; Orsini et al.70, 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.70., 

2012). Na dentina humana foram identificadas, até o momento, a colagenases 

MMPs-8 (Sulkala et al.100, 2007), as gelatinases MMP-2 e MMP-9 (Mazzoni et al.62, 

2009) e a enamelesina MMP-20 (Sulkala et al.99, 2002) (Figura 2).  

O segundo grupo de proteases presente na dentina é o das Cisteínas 

Catepsinas (Kafienah et al.44, 1998). Embora sejam, em sua maioria, enzimas 

lisossomais, as Catepsinas B e K (Figura 3) apresentam ação extracelular, são 

capazes de degradar outras proteínas, como o colágeno, e estão presentes na 
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matriz dentinária (Mazzoni et al.61, 2006; Tersariol et al.104, 2010; Scaffa et al.85, 

2017). Assim como as MMPs, as catepsinas também atuam em processos 

fisiológicos e patológicos e têm sido ligadas especialmente às doenças que 

envolvem a remodelação tecidual (Orsini et al.71, 2007). As catepsinas podem ser 

observadas ao longo das fibrilas, embora ainda não esteja claro se elas se ligam 

ao próprio colágeno ou a proteoglicanas, uma vez que já foi demonstrado que as 

catepsinas formam complexos com as proteínas (Li et al.52, 2004; Fonovic, Turk28, 

2014).  

 

Figura 2- Imagens ilustrativas de MMPs humanas. (A) MMP-2 (gelatinase), composta por 660 

aminoácidos e massa molecular de 73.880 Da. (B) MMP-8 (colagenase), com 467 aminoácidos e 

massa molecular de 53.412 Da. (C) MMP-9 (gelatinase), apresenta 707 aminoácidos e massa 

molecular de 78.458 Da. (D) MMP-20 (enamelesina) com 483 aminoácidos e massa molecular de 

54.387 Da. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

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

utilizando o Sistema PyMOL Molecular Graphics, versão 1.7.4.5, Schrödinger LLC. 
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Um trabalho recentemente publicado por Scaffa et al.85 (2017) demonstrou, 

pela primeira vez, a co-ocorrência e distribuição in situ de MMPs e catepsinas na 

dentina. Os autores também observaram uma maior atividade de MMPs em 

comparação às catepsinas o que sugere que elas possam desempenhar um papel 

mais relevante na degradação da união resina-dentina. 

 

 

Figura 3- Imagens ilustrativas de cisteínas catepsinas humanas. (A) Catepsina B contem 339 

aminoácidos e massa molecular de 37.822 Da. (B) Catepsina K apresenta 329 aminoácidos em sua 

composição e massa molecular de 36.966 Da. 

 

 

 

 

 

 

 

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

utilizando o Sistema PyMOL Molecular Graphics, versão 1.7.4.5, Schrödinger LLC. 

 

 

 

O processo de desmineralização superficial da dentina durante o 

estabelecimento da interface adesiva remove o conteúdo mineral e expõe a rede 

de fibrilas de colágeno e as proteínas não colagenosas da matriz dentinária. Uma 

vez liberadas e ativadas, estas enzimas passam a degradar o colágeno que não foi 

totalmente encapsulado pelo sistema adesivo e que permaneceu exposto na 
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camada híbrida (Pashley et al.73, 2004; Mazzoni et al.61, 2006; Carrilho et al.12, 

2009; Tersariol et al.104, 2010).  

Assim sendo, a atividade proteolítica da dentina está diretamente 

relacionada à qualidade e estabilidade da interface adesiva em longo prazo, 

podendo levar a falha da união entre dentina e material restaurador devido à 

degradação do colágeno (Brackett et al.6, 2007; Carrilho et al.11, 2007; Brackett et 

al.5, 2009; Ricci et al.79, 2010).  

 

2.4 Características da dentina bovina 

Devido às crescentes barreiras encontradas para a obtenção de dentes 

humanos para pesquisas in vitro, muitos estudos têm utilizado como alternativa 

para adesão a dentina bovina (Francisconi et al.31, 2008; Li et al.51, 2014; Prylinska-

Czyzewska et al.77, 2015; Li et al.50, 2015; Chiba et al.19, 2016). Entretanto, há 

ressalvas quanto a extrapolação dos resultados obtidos com substrato bovino para 

a dentina humana. 

Quanto à morfologia, dentina humana e bovina apresentam similaridades 

quanto ao número e ao diâmetro dos túbulos dentinários quando a dentina 

coronária de incisivos centrais permanentes bovinos é comparada a molares 

decíduos e permanentes humanos (Schilke et al.87, 2000). Além disso, também 

foram observadas similaridades quanto ao coeficiente de expansão térmica (Lopes 

et al.57, 2012), radiodensidade (Fonseca et al.29, 2008), propriedades mecânicas 

(Novais et al.68, 2016) e permeabilidade dentinária (Schmalz et al.88, 2001). 

Em 2015, Soares e Santo95 analisaram a composição inorgânica da dentina 

bovina em comparação a dentina humana. Segundo os autores não houve 

diferença entre o peso de cálcio ou fósforo entre os substratos, de modo que, a 



Cristiane Mayumi Inagati                                                                                                       Dissertação de Mestrado 

 

 

- 31 - 

razão entre os dois elementos foi de 1,82 (0,06) para dentes humanos e 1,79 

(0,03) para bovinos. Conclusões semelhantes foram obtidas por Teruel et al.105 

(2015) quando analisaram o conteúdo de carbono e nitrogênio nestes substratos. 

Até o momento pouco se sabe sobre a matriz orgânica da dentina bovina, 

incluindo sua atividade proteolítica. Em 2011, Kato et al.46 descreveram a presença 

de MMP-2 e MMP-9 na dentina bovina. Estas metaloproteinases também são 

facilmente detectadas na dentina humana e tem papel fundamental no processo de 

degradação da interface adesiva, como descrito anteriormente. O trabalho citado 

descreveu que 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 relação ao colágeno bovino, pode-se verificar diferenças quanto ao número 

total de aminoácidos nas cadeias e seu peso molecular. O colágeno humano tipo I 

apresenta 1.464 aminoácidos e peso molecular de 138.941 Da em sua cadeia α1, 

ao passo que a mesma cadeia bovina contem 1.463 aminoácidos e peso molecular 

de 138.938 Da. Quando as cadeias α2 são comparadas o colágeno humano é 

composto por 1.366 aminoácidos com molecular de 129.314 Da contra 1.364 

aminoácidos 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 próxima 

da dentina humana para estudos in vitro conforme relatado no tópico anterior, 

inclusive para testar materiais e técnicas ligados à odontologia adesiva (Ikemura et 

al.43, 2003; Fonseca et al.30, 2004; Helvatjoglu-Antoniades et al.41, 2004; Sato, 

Miyasaki83, 2005; Almeida et al.¹, 2009; Soares et al.94, 2013; Soares, Santo95, 

2015).  
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Os dentes bovinos são de fácil acesso, visto que, os rebanhos são abatidos 

em larga escala para a comercialização da carne. Além disso, a maior possibilidade 

de padronização da amostra também se torna um ponto positivo (Camargo et al.10, 

2008). Em contrapartida, os dentes humanos são mais difíceis de conseguir em 

quantidade necessária e qualidade apropriada, devido à, por exemplo, extensas 

lesões de cárie (Rueggeberg80, 1991; Mellberg63,1992; Skene92, 2002; Yassen et 

al.118, 2011). 

Ao testar a resistência de união imediata apresentada por um sistema 

adesivo à dentina humana, bovina e suína, por microtração, Reis et al.78 (2004) 

concluíram que o desempenho e morfologia da dentina bovina é similar a humana, 

sendo ela uma alternativa viável para substituir dentes humanos. No entanto, 

quando os testes de cisalhamento foram empregados mediante termociclagem, 

Ruttermann et al.81 (2013) observaram diferença significativa entre dentina humana 

e bovina ao utilizar dois sistemas adesivos (Clearfil SE Bond e Optibond FL).  

Lopes et al.56 (2009) compararam a ocorrência de microinfiltração 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 

extensão da microinfiltração evidenciada por rodamina foi avaliada. Os autores 

concluíram que é preciso cautela ao utilizar dentes bovinos para este tipo de teste 

uma vez que, estes dentes apresentaram uma microinfiltração significativamente 

maior para o Scotchbond MP do que para o Clearfil SE Bond, enquanto nenhuma 

diferença entre os adesivos foi observada para os dentes humanos.  

 Diante dos resultados controversos, uma revisão sistemática e metanálise 

foi conduzida por Soares et al.93 (2016). Após analisar 1.285 trabalhos e selecionar 
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apenas 10 de acordo com os critérios definidos, os autores concluíram que os 

dentes bovinos podem ser utilizados como substitutos confiáveis aos dentes 

humanos em testes de resistência de união de sistemas adesivos à dentina. Todos 

os dez trabalhos incluídos nessa revisão sistemática e metanálise, entretanto, 

avaliaram apenas a resistência de união imediata, na qual não é possível inferir 

sobre a contribuição das proteases dentinárias na estabilidade da interface resina-

dentina. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

3.1 Proposição geral 

 

            Baseados na literatura e nas lacunas que ainda precisam ser preenchidas, a 

proposição geral deste projeto foi investigar a atividade proteolítica e a degradação 

da matriz de colágeno da dentina de dentes bovinos comparados a da dentina de 

dentes humanos. 

 

 

3.2 Proposições específicas 

 

- Investigar a atividade total de metaloproteinases da matriz (MMPs) e a 

liberação de hidroxiprolina da matriz dentinária obtida de dentes bovinos e humanos, 

em função do tempo (velocidade); 

 

- Comparar a intensidade da atividade proteolítica da matriz dentinária de 

dentes bovinos e humanos; 

 

 - Determinar a perda de massa seca (degradação) da matriz dentinária de 

dentes bovinos e humanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Cristiane Mayumi Inagati                                                                                                       Dissertação de Mestrado 

 

 

- 35 - 

4 MATERIAL E MÉTODO 

 

4.1 Organograma do estudo          

O organograma do presente estudo está apresentado na Figura 4.  

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

obtenção dos espécimes de dentina dos dentes bovinos e humanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria 

Obtenção dos 
espécimes 

30 espécimes de 
dentina bovina 

30 espécimes de 
dentina humana 

Desmineralização em 
ácido fosfórico 10% por 

24 horas 

Desmineralização em 
ácido fosfórico 10% por 

24 horas 

15 espécimes 
para a 

determinação 
da atividade 

total de MMPs 

15 espécimes 
para a 

determinação 
da atividade 

total de MMPs 

 

15 espécimes 
para a análise da 
perda de massa 
seca e liberação 

de HYP 
 

15 espécimes 
para a análise da 
perda de massa 
seca e liberação 

de HYP 

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

Após cada período de armazenamento foram realizadas as seguintes 
análises: 

- atividade total de MMPs (SensoLyte) 
- perda de massa seca (balança microanalítica) 
- liberação de hidroxiprolina (teste colorimétrico) 
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4.2 Obtenção dos espécimes de dentina 

      Dez incisivos bovinos e trinta molares humanos hígidos foram selecionados 

para o desenvolvimento desse estudo. Os dentes humanos foram obtidos junto ao 

Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara - Unesp, após 

aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da mesma 

instituição (Anexo A, CAAE 55962515.6.0000.5416). Os dentes bovinos foram 

obtidos junto ao frigorífico Vangelio Mondelli, na cidade de Bauru, provenientes de 

animais jovens, com idade aproximada de 3 anos. Após limpeza com água 

deionizada e profilaxia com pedra pomes e água, os dentes foram imersos em 

solução tampão fosfato contendo 0,1% timol e refrigerados à 4°C.  

      Para os dentes humanos, 30 discos de dentina de 0,5 mm de espessura 

foram obtidos do terço médio das coroas (um disco por dente) por meio de 

cortadeira metalográfica (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 irrigação constante. Em seguida, as amostras de dentina foram 

seccionados em espécimes em forma de palitos (prismas retos) com dimensões de 

0,5x1,0x4,0 mm (Figura 5). Após inspeção visual quanto a presença de esmalte, 

dimensões desejadas e paralelismos das faces, 30 dos 60 espécimes obtidos foram 

selecionados.  

           Para os dentes bovinos, a superfície vestibular foi desgastada em politriz 

metalográfica (Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA), em lixa de carbeto de silício de 

granulação 320 e umedecida, até a obtenção de uma área plana em dentina (Figura 

6). Em seguida, os dentes foram montados em bases de madeira de tal forma que 

a superfície vestibular desgastada ficasse paralela e em contato com a lateral do 

disco diamantado da cortadeira metalográfica. Foi realizado um corte a 0,5 mm de  
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Figura 5- Obtenção de espécimes de dentina a partir de molares humanos. (a) Discos de dentina 

com espessura de 0,5 mm; (b) demarcação do limite amelo-dentinário e (c) da área de dentina 

disponível para a obtenção dos espécimes. (d) Delimitação dos espécimes com grafite para servir 

como guia durante o corte e (e) espécimes com dimensões de 0,5 mm de espessura x 1,0 mm de 

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

 

 

 

 

 

 

      

 

Fonte: elaboração própria 

 

 

 

 

distância da superfície, possibilitando a obtenção de discos com essa espessura, 

assim como efetuado na superfície oclusal dos molares humanos. Com auxílio de 

grafite, foi realizada a delimitação da junção amelo-dentinária, da área de dentina 

disponível para a obtenção dos espécimes e de linhas guias para o corte dos 

espécimes (Figuras 6b, 6c e 6d, respectivamente). Assim como para os dentes 

humanos, espécimes com dimensões de 0,5x1,0x4,0 mm foram obtidos e 

visualmente inspecionados. 

 As dimensões de todos os espécimes foram mensuradas com paquímetro 

digital com resolução de 0,01 mm (Mod. 500-144b, Mytutoyo Sul Americana Ltda., 

SP, Brasil) e os espécimes foram pesados em balança microanalítica de precisão 

de 0,0000001g (Microbalança XP6, Mettler- Toledo International Inc., Columbus, 

OH, EUA). Após a padronização dos espécimes, estes foram lavados com água 

deionizada e armazenados em placa de 96 compartimentos, em solução timol 0,1% 

 

(e) 

(a) (b) (c) (d) 
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e refrigeração à 4 oC, até a sua utilização. 

Figura 6- Obtenção de espécimes de dentina a partir de incisivos bovinos. (a) Incisivo bovino; (b) 

demarcação do limite amelodentinário após obtenção da área plana em dentina; (c) determinação 

da área de dentina disponível (retângulo) para a obtenção dos espécimes e (d) marcação com 

grafite para servir como guia durante o corte para a obtenção dos espécimes. (e) Disco de dente 

humano demarcado para comparação quanto à superfície de dentina exposta nos dois tipos de 

dentes e número de espécimes obtidos. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: elaboração própria 

                                                                                                      

                 

4.3 Obtenção das matrizes de colágeno 

Os espécimes foram desmineralizados (Figura 7) em ácido fosfórico a 10% por 

24 horas sob agitação constante em temperatura de 4oC. Para tanto, os espécimes 

foram individualmente inseridos em tubos Eppendorf contendo 2 mL de solução de 

ácido fosfórico à 10%. Os tubos foram posicionados em homogeneizador rotatório de 

soluções (Phoenix-Luferco, Araraquara, São Paulo, Brasil) e permaneceram sobre 

agitação por 24 horas em refrigerador à 4oC. Decorrido esse período, o ácido fosfórico 

foi substituído por 2 mL de água deionizada e os tubos voltaram a ser agitados por 

30 min em temperatura de 4oC. Essa lavagem foi repetida 4 vezes, com troca da água 

deionizada a cada 30 min, totalizando 2 horas de lavagem.  

 Após a desmineralização, os espécimes (n=30 para cada tipo de dente), foram 

divididos em dois grupos: 15 para a avaliação da atividade total de MMPs e 15 para 

(a) (b) (c) (d) 

(e) 
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a determinação da massa seca e de liberação de hidroxiprolina. 

 

Figura 7- Espécime de dentina humana após desmineralização em ácido fosfórico 10% por 24 horas. 

A matriz de dentina remanescente apresenta consistência “borrachoide”, permitindo curvar o espécime 

para demonstrar seu baixo módulo de elasticidade. 

 

                  

Fonte: elaboração própria 

 

 

4.4 Determinação da atividade total de MMP 

Os espécimes foram individualmente inseridos em compartimentos de uma 

placa de cultura de 96 poços, contendo 100 µL de solução tampão (componente C) 

do kit SensoLyte (AnaSpec Inc., Fremont, CA, EUA; Anexo B). Em seguida, em cada 

compartimento foram adicionados 200 µL do substrato (100 µL do componente A + 

4,9 mL do componente C) para determinação da atividade total de MMPs. Três 

compartimentos adicionais foram preenchidos com essas soluções para servirem 

como blank. Após 60 minutos em temperatura ambiente, os espécimes foram 

removidos, lavados abundantemente em água deionizada e inseridos em tubos de 

Eppendorf contendo 300 µL de solução do tipo saliva (Tabela 1). A placa de 96 poços 

foi levada para leitura da absorbância em espectrofotômetro (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 

absorbância obtidos para cada poço subtraído do valor do blank.  

 

Tabela 1-  Componentes para o preparo de 500 mL da solução tipo saliva (10x concentrada – solução 

estoque). 

 

Composto Concentração Peso 

HEPES 50 mM 5,96 g 

CaCl2 .2H2O 25 mM 1,84 g 

ZnCl2 0,2 mM 13,63 mg 

pH 7.4 

 

Abreviaturas. HEPES = ácido hidroxi-etil-piperazina-etano-sulfônico; CaCl2 .2H2O = 
cloreto de cálcio diidratado; ZnCl2 = cloreto de zinco 

 

Fonte: elaboração própria 

 

4.5 Equivalência à atividade de MMP-9 

A análise referente a transformação dos dados de atividade total de MMPs em 

atividade de MMP-9 foi realizada com o simples propósito de quantificar os valores 

de absorbância em µg/mg de dentina. Trata-se de uma análise coadjuvante, uma vez 

que na dentina não é encontrada apenas a MMP-9, mas um grupo de 

metaloproteinases que inclui a MMP-8, MMP-2, MMP-20, entre outras. 

Para a equivalência da atividade total de MMPs em atividade de MMP-9, uma 

curva padrão da absorbância do substrato em relação à atividade de rhMMP-9   

(MMP-9 humana recombinante) foi construída. Todos os componentes utilizados para 

este teste fazem parte do kit SensoLyte (Anexo B), utilizado para a determinação da 

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

adquirida separadamente.  Inicialmente, para a ativação da enzima, uma quantidade 
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suficiente de rhMMP-9 foi incubada juntamente com uma solução de tripsina 

(Componente E) com concentração final de 10 μg/mL à 37oC por 2h. Após o período 

de incubação, a tripsina foi inativada pela adição do inibidor de tripsina (Componente 

F) em concentração final de 100 μg/mL. A enzima ativada foi então mantida em gelo 

e utilizada o mais rápido possível. Concentrações conhecidas da rhMMP-9 ativa 

foram colocadas em compartimentos da placa de 96 compartimentos (0, 5, 10 e 15 

µg/compartimento), em duplicata. Em seguida, 200 µL do substrato do kit SensoLyte 

(Componente C + Componente A) foram adicionados aos compartimentos, e após 1 

hora, a placa de 96 poços foi levada para leitura da absorbância em espectrofotômetro 

(Synergy H1 Hybrid Reader, BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) no 

comprimento de onda de 412 nm. 

 

4.6 Determinação da massa seca e das frações constituintes da dentina 

              Antes da mensuração da massa seca, foi inicialmente determinada a massa 

úmida de cada espécime desmineralizado. Esse dado, juntamente com a massa do 

espécime mineralizado e do espécime desmineralizado e desidratado foram 

utilizados para o cálculo das frações orgânica, inorgânica e de água para cada 

substrato, dentina bovina e dentina humana. A fração inorgânica foi calculada 

subtraindo-se a massa do espécime mineralizado e desmineralizado úmido; a fração 

de água foi calculada subtraindo-se a massa do espécime desmineralizado úmido do 

espécime desmineralizado desidratado e, por fim, a fração orgânica correspondeu a 

massa do espécime desmineralizado desidratado. 

 Para a determinação da massa úmida, cada espécime foi removido da água 

deionizada, seco com papel absorvente e imediatamente pesado em balança 

microanalítica de precisão de 0,0000001g (Microbalança XP6). 
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             Os espécimes foram então desidratados em dessecador contendo sulfato de 

cálcio anidro (Drierite, WA Hammond Drierite Company, Ltd., Xenia, OH, EUA) por 72 

horas em recipiente fechado. Em seguida, foram novamente pesados em balança 

microanalítica de precisão para determinação da massa seca inicial. Os mesmos 

procedimentos de desidratação e pesagem, seguido de rehidratação foram repetidos 

após cada um dos períodos de armazenamento, ou seja 7, 14 e 21 dias. 

 

 

4.7 Armazenamento em solução tipo saliva  

            Uma vez determinada a massa seca inicial e a atividade total inicial de MMPs, 

os espécimes de ambos os substratos (dentes humanos e bovinos) foram 

armazenados individualmente em 300 µL de solução tipo saliva (Tabela 1), sob 

agitação constante à 37°C em banho maria termostático digital (mod. CE-400/RE, 

CienlaB, Campinas, São Paulo, Brasil), pelos períodos de 7, 14 e 21 dias. Finalizado 

cada período, os espécimes designados para a análise da massa seca eram 

desidratados como descrito anteriormente. Também como descrito previamente, uma 

nova análise 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 µL) e congelada em frízer -80oC para futura análise da liberação de 

hidroxiprolina (HYP). Após os testes, os espécimes eram novamente armazenados 

em 300 µL da solução do tipo saliva até a conclusão do próximo período. Todos os 

testes foram repetidos até o período 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 solução tipo saliva até 21 dias, à 37o C sob agitação 

constante. Inicialmente e para todos os períodos de armazenamento, foi avaliada a atividade total de 

MMPs e a massa seca. Com exceção do período inicial, para os demais períodos (7, 14 e 21 dias) 

também foi avaliada a liberação de hidroxiprolina (HYP). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: elaboração própria 

 

 

 

4.8 Liberação de hidroxiprolina (HYP) 

 A hidroxiprolina é um aminoácido resultante da hidroxilação da prolina, o qual 

é encontrado em poucas proteínas e em elevada quantidade no colágeno (13-14%). 

Esse aminoácido apresenta a capacidade de estabelecer ligações de hidrogênio 

entre as moléculas de colágeno, favorecendo sua estabilidade (Gómez-Guillén et 

al.34, 2002). Dessa maneira, a quantidade de HYP liberada no meio pode ser utilizada 

como um indicador da degradação dessa proteína.  

Após descongelamento em temperatura ambiente, 250 µL de saliva de cada 

tubo para compartimentos de uma placa de 96 compartimentos, a qual foi 

armazenada em dessecador com sulfato de cálcio anidro por 48 horas. Decorrido 

esse período, 70 µL de água ultrapura foram adicionados em cada compartimento 

Atividade	inicial	de	MMPs

Massa	seca	inicial
7 dias

Atividade de MMPs

Massa seca

Liberação de HYP

14 dias

Atividade de MMPs

Massa seca
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21 dias

Atividade de MMPs

Massa seca 

Liberação de HYP

7 dias 14 dias 21 dias

37o C sob agitação
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para a ressuspensão do conteúdo remanescente. Os 70 µL foram transferidos para 

um tubo Eppendorf de 2 mL ao qual foram adicionados 70 µL de ácido clorídrico 37%. 

Os tubos foram mantidos em banho seco por 3 h à 120oC seguido da adição de 2,5 

mg de carvão ativado e da centrifugação à 13.000 g por 2 minutos. Duas alíquotas 

de 40 µL do sobrenadante foram transferidas para placas de cultura de 96 

compartimentos. Foram adicionados em cada poço 100 µL da solução de cloramina 

T + tampão de oxidação, seguido da incubação por 5 minutos em temperatura 

ambiente. Em seguida, foram acrescentados 100 µL da solução de p-

dimetilaminobenzaldeido (DMAB) + isopropanol e a placa foi novamente incubada por 

90 minutos, à 60°C. As placas foram lidas em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 560 nm e os valores de absorbância correlacionados aos valores obtidos a 

partir de uma curva padrão construída em duplicata com valores conhecidos de HYP. 

Os resultados foram apresentados como µg HYP/mg dentina.  

 

4.9 Análise estatística 

Foram consideradas variáveis independentes (fatores) desse estudo o tipo de 

dentina e o período de armazenamento; enquanto que a atividade total de MMPs, a 

perda de massa seca e a liberação de hidroxiprolina foram as variáveis dependentes 

(resposta). O número de repetições por grupo foi 15, sendo que os mesmos 

espécimes foram analisados nos diferentes períodos de armazenamento (dados 

pareados). O conjunto de dados de cada variável resposta foi inicialmente avaliado 

quanto a sua distribuição. Uma vez que os dados não apresentaram distribuição 

normal, foram aplicados os testes de Friedman, Wilcoxon para dados repetidos e 

Mann-Whitney. O nível de significância de 5% foi selecionado para as inferências 
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estatísticas, ou seja, grupos foram considerados estatisticamente diferentes quando 

p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Composição simplificada da dentina bovina e humana 

            Na Figura 9 são apresentados os valores, em porcentagem de peso, das 

frações orgânica, inorgânica e de água da dentina bovina e humana. A composição 

foi similar para os dois substratos, com predomínio da fração inorgânica, seguida da 

fração correspondente a matriz orgânica e da quantidade de água. 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Elaboração própria 

 

 

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 após 7 dias de armazenamento dos espécimes desmineralizados 

em solução do tipo saliva. A redução da atividade proteolítica da matriz dentinária 

continuou até o período de 21 dias, entretanto em uma menor intensidade. Esses 

eventos ocorreram de maneira semelhante para a dentina bovina e humana 

Matriz	orgânica
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Fração	inorgânica
75,1	± 3,4%

Água
8,4	± 1,5%
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Água
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(Figura 10). Comparando-se os dois substratos dentro do mesmo período de 

armazenamento, a intensidade da atividade proteolítica da dentina bovina foi 

significantemente maior do que a atividade da dentina humana para todos os 

períodos, exceto no período imediato (Figura 10). 

 

 

Figura 10- Atividade total de metaloproteinases da matriz (MMPs) detectada na dentina bovina e 

na dentina humana, desmineralizadas em ácido fosfórico 10% e armazenadas até 21 dias em 

solução do tipo saliva. Letras permitem comparações dentro de cada substrato, enquanto 

conectores permitem comparações desses substratos em cada período de envelhecimento. 

Letras diferentes, assim como a presença de conectores, indicam grupos estatisticamente 

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

 

 
 
Fonte: Elaboração própria 

 
 
 

5.3 Equivalência à MMP-9 

 
          A equivalência à MMP-9 (Figura 11) dos valores de atividade total de MMPs 

registrados em absorbância foi realizada para permitir uma quantificação relativa 
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dessa atividade. Essa MMP foi selecionada por ser uma das três mais prevalentes na 

matriz dentinária, juntamente com as MMP-2 e -8. Consequentemente, as inferências 

estatísticas não diferiram das observadas na Figura 10, e as mesmas comparações 

foram mantidas. 

 

 

Figura 11- Dados de absorbância da atividade total de MMPs apresentados na Figura 10 

transformados em equivalência à MMP-9. Letras permitem comparações dentro de cada 

substrato, enquanto conectores permitem comparações desses substratos em cada período de 

envelhecimento. Letras diferentes, assim como a presença de conectores, indicam grupos 

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

 

 
 

Fonte: Elaboração própria 

 

 

 

5.4 Perda de massa seca 

 
Os dados referentes a porcentagem de massa seca dos espécimes 

armazenados até 21 dias em solução tipo saliva estão apresentados na Figura 
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12. A despeito da tendência a uma maior perda de massa por parte dos 

espécimes obtidos da dentina de dentes bovinos, diferença estatisticamente 

significante entre os dois substratos foi observada apenas após 21 dias de 

envelhecimento. Nesse último período, a dentina de dentes bovinos perdeu cerca 

de 23% de massa, enquanto que a dentina de dentes humanos perdeu em torno 

de 14%, porém não houve perda de massa para a dentina humana em 

comparação 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 período de 

envelhecimento de até 21 dias. A massa seca inicial foi considerada como 100% e utilizada para o 

cálculo dos demais valores. Letras permitem comparações dentro de cada substrato, enquanto 

conectores permitem comparações desses substratos em cada período de envelhecimento. Letras 

diferentes, assim como a presença de conectores, indicam grupos estatisticamente diferentes entre si 

(Wilcoxon e Mann-Whitney, respectivamente, p<0,05). 

 

 

Fonte: Elaboração própria 
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5.5 Liberação de hidroxiprolina (HYP) 

 
          Houve maior liberação de HYP das matrizes da dentina bovina em comparação 

a dentina humana após 7 dias de armazenamento. No entanto, quantidades similares 

foram liberadas após 14 e 21 dias, sem diferença estatística entre os dois substratos. 

Dentro de cada tipo de substrato, o comportamento da liberação de hidroxiprolina foi 

semelhante, ocorrendo uma acentuada liberação após 7 dias com redução 

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

 

 

Figura 13- Liberação de hidroxiprolina (HYP) de matrizes de dentina bovina e humana armazenadas 

em solução tipo saliva por até 21 dias. As letras permitem comparações dentro de cada tipo de matriz 

de dentina enquanto os conectores indicam comparações entre substratos para cada período de 

armazenamento. Letras diferentes, assim como, a presença de conectores, indicam que os grupos são 

estatisticamente diferentes (Wilcoxon e Mann-Whitney, respectivamente, p <0,05). 
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6 DISCUSSÃO 

 A dentina humana contém MMP-2, -3, -8, -9 e -20 (Zhang, Kern121, 2009; 

Tersariol et al.104, 2010; Mazzoni et al.60, 2012), entretanto, MMP-2, -8 e -9 são as 

mais prevalentes e relevantes nos eventos envolvendo a gênese desse tecido. 

Ambas as MMP-2 e -9 são classificadas como gelatinases, enquanto a MMP-8 é 

reconhecidamente uma colagenase (Larger et al.49, 2016). MMP-8 é considerada a 

principal colagenase da dentina, e como tal, é capaz de degradar o colágeno na 

sua forma íntegra ou desnaturada (Sulkala et al.100, 2007). Existe evidência de que 

a MMP-2, a despeito de sua classificação como gelatinase, também atua como 

colagenase (Tjäderhane et al.108, 2012). Segundo Kato et al.46 (2011), a atividade 

dessa protease na dentina coronária 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 ação dessas MMPs 

sobre a degradação do colágeno não foi investigada.  

 A atividade proteolítica 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 coronária bovina e humana, e quando transformada em 

equivalência de MMP-9, foi de 24 µg/mg e 22 µg/mg de dentina, respectivamente. 

O kit SensoLyte utilizado tem a capacidade de detectar apenas MMPs, sendo 

incapaz de identificar a atividade de outras proteases dentinárias como as cisteínas 

catepsinas. Especificamente, esse ensaio identifica as MMP-1, -2, -3, -7, -8 -9, -10, 

-12, -13 e -14 (informação do fabricante, Anexo B) e não permite a discriminação 

entre essas enzimas. Portanto, a transformação dos valores de absorbância obtidos 

na análise da atividade total de MMPs em equivalência de rhMMP-9 foi meramente 
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uma forma de transformação dos valores de absorbância em valores objetivos.  A 

decisão de usar a MMP-9 como referência foi puramente de ordem prática. Outras 

MMPs, como a MMP-2 ou a MMP-8, poderiam ter sido utilizadas, uma vez que são, 

juntamente com a MMP-9, as mais frequentemente encontradas na dentina 

humana (Sulkala et al.100, 2007; Tjäderhane et al.107, 2015). Uma vez que no estudo 

de Kato et al.46 (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 variações também existam entre outras MMPs, 

exceto para a MMP-9 (Kato et al.46, 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 períodos de armazenamento, 7, 14 e 21 dias. Outra 

similaridade observada entre os substratos investigados foi o comportamento da 

atividade proteolítica em função do tempo. Para ambos os substratos, redução 

significativa da atividade proteolítica foi observada após 7 dias de armazenamento 

na solução do tipo saliva, com subsequente manutenção dessa atividade em baixas 

taxas até o período de 21 dias. Com base nesse comportamento, pode ser sugerido 

que existe um período agudo de atividade proteolítica, correspondente aos 

primeiros dias de liberação dessas proteases.  

Esse fenômeno também foi relatado por Turco et al.112 (2016) que avaliaram 

pelo período de trinta dias a concentração de ICTP e CTX (fragmentos do 

telopeptídeo carboxiterminal crosslinked do colágeno tipo I), resultantes da 

clivagem do colágeno por MMPs e cisteínas catepsinas, respectivamente.  Os 

autores observaram uma progressiva redução da degradação do colágeno 

dentinário humano até o 4o dia de armazenamento em saliva artificial à 37oC, com 
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subsequente estabilização. ICTP e CTX, assim como a hidroxiprolina, são 

considerados marcadores bioquímicos da degradação do colágeno e da 

osteoclastogênese (Garnero et al.33, 2003; Seibel89, 2015; Zaitseva et al.120, 2015). 

A hidroxiprolina (HYP) é resultante da hidroxilação da prolina e poucas 

proteínas contem esse aminoácido, como a elastina, o primeiro componente do 

sistema complemento (Clq), a acetilcolinesterase e glicoproteínas pulmonares 

(Zaitseva et al.120, 2015). Enquanto algumas dessas proteínas devem ser levadas 

em consideração quando se investiga a liberação de HYP como um biomarcador 

da osteoclastogênese, na dentina, o colágeno tipo I é a principal fonte desse 

aminoácido. Colágeno do tipo I representa 90% do conteúdo proteico da dentina 

(Tjäderhane et al.107, 2015) e 13% do total de aminoácidos que o formam é 

representado pela HYP (Seibel89, 2015). Portanto, como realizado no presente 

estudo, a quantidade de HYP liberada pode ser usada como indicador da 

degradação do colágeno dentinário.  

A liberação de HYP, assim como para a atividade de MMPs, foi alta nos 

primeiros 7 dias de armazenamento, seguida de queda brusca e manutenção de 

baixos níveis nos períodos subsequentes. A despeito da intensa atividade 

proteolítica da dentina e consequente elevada liberação de HYP nos primeiros 7 

dias, a perda de massa seca foi similar para a dentina bovina e humana nesse 

período, 9,7% e 9,2% respectivamente. Entretanto, ao final do período de 

armazenamento de 21 dias, a perda acumulada de massa seca foi 

significantemente maior para a dentina bovina (21,9%) em comparação a dentina 

humana (13,1%). Para explicar este fenômeno deve-se considerar que outra classe 

de proteases influencia a taxa de degradação da matriz dentinária e que não foi 

avaliada no presente estudo, as cisteínas catepsinas (Zhang et al.121, 2009; 
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Tersariol et al.104, 2010; Mazzoni et al.60, 2012). Estas enzimas poderiam estar 

presentes de forma mais significativa na dentina bovina, resultando em maior 

clivagem do colágeno. Entretanto, essa hipótese não tem respaldo científico e 

necessita ser futuramente ratificada. Ademais, pode ser sugerido que, apesar da 

elevada resolução da balança microanalítica utilizada no presente estudo (0,1 µg), 

o método pode não ter sido capaz de detectar sutis alterações na massa dos 

espécimes. Vários fatores afetam a determinação da massa de pequenos 

espécimes desidratados, como os utilizados no presente estudo. Esses fatores são 

humidade relativa do ar, temperatura, vibrações e velocidade de obtenção do valor 

da massa e uma forma de minimizar a interferência desses fatores no resultado 

final seria trabalhar com espécimes maiores. A vantagem desse método é a sua 

simplicidade de execução e baixo custo, desde que o laboratório já seja equipado 

com a balança. 

Os principais constituintes da dentina são água, minerais (fração inorgânica) 

e proteínas (fração orgânica). No presente estudo em peso, a dentina humana 

foram encontrados 8,41,5%, 75,13,4% e 16,62,1%, respectivamente para água, 

minerais e proteínas. Valores próximos a esses foram encontrados no trabalho de 

Tjäderhane et al.108., 2012, na qual, a dentina humana contém cerca de 10% de 

água, 70% minerais e 20% proteína. Os valores encontrados para a dentina bovina 

neste estudo também foram próximos aos reportados para a dentina humana. A 

porcentagem em peso equivalente à presença de água na dentina bovina foi de 

8,91,1%, para a fração inorgânica foi de 78,21,9% e para a fração orgânica foi 

de 13,01,6%. 

 A maioria dos estudos sobre a composição química de dentes bovinos em 

comparação aos humanos, como revisado por Yassen et al.118 (2011), foram 
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realizados em esmalte e não em dentina. Na mencionada revisão, os autores 

concluíram que a composição do esmalte é similar entre essas espécies. Uma 

forma de avaliar o conteúdo mineral de um substrato é por meio de testes da sua 

dureza. Poucos estudos compararam a dureza da dentina bovina em relação a 

humana (Turssi et al.113, 2010; Castanho et al.15, 2011). Nesses estudos, foi 

concluído que a dentina bovina é menos dura do que a dentina humana, 29,9 e 

45,3 VHN (Castanho et al.15, 2011) e 48,0 e 51,0 KHN (Turssi et al.113, 2010), 

respectivamente. Em termos de conteúdo mineral, os dados do presente estudo 

não respaldam os resultados encontrados por Turssi et al.113 (2010) e Castanho et 

al.15 (2011), uma vez que similaridade foi observada para ambos os substratos. 

Entretanto, a composição mineral não foi investigada em nenhum dos trabalhos. 

Por outro lado, quando a composição inorgânica e morfológica da dentina de dentes 

bovinos e humanos foi avaliada por Soares e Santo95 (2015), os autores não 

observaram diferenças significativas. 

Quanto à composição orgânica dos tecidos dentais de dentes bovinos, não 

foram encontrados trabalhos na literatura, mesmo na área médica ou veterinária. 

Portanto, mais trabalhos são necessários para investigar as semelhanças entre a 

dentina bovina e a humana.  Por exemplo, os autores desconhecem a existência 

de trabalhos referentes a presença de cisteínas catepsinas em dentina bovina, o 

que já foi demonstrado para a dentina humana (Tersariol et al.104, 2010; Scaffa et 

al.85, 2017). 

 Embora a dentina bovina seja recomendada como um adequado substrato 

em substituição a dentina humana para testes de resistência de união, nenhum dos 

trabalhos incluídos na revisão sistemática e meta-análise publicada por Soares et 

al.93 (2016) avaliaram a longevidade da união resina-dentina e, consequentemente, 
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a influência da degradação dos componentes da camada híbrida na estabilidade 

dessa interface. É importante considerar o importante papel exercido pelas 

proteases dentinárias no processo de clivagem do colágeno e consequente 

degradação da camada híbrida (Pashley et al.72, 2011; Mazzoni et al.60, 2012; 

Seseogullari-Dirihan et al.90., 2015; Larger et al.49, 2016; De Vito Moraes et al.24, 

2016). Portanto, estudos longitudinais que objetivem investigar a estabilidade da 

união resina-dentina utilizando como substrato a dentina bovina, devem levar em 

consideração que a atividade proteolítica desse substrato pode ser superior em 

comparação a da dentina humana, e que os fenômenos observados podem ocorrer 

em menor intensidade quando extrapolados para esse último substrato. Estudos 

sobre os processos de degradação da camada híbrida produzida em dentina bovina 

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

 

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

concluir que:  

 

 A velocidade da atividade proteolítica e de liberação de hidroxiprolina foi similar 

para a dentina humana e bovina. Rápida nos primeiros 7 dias com desaceleração 

subsequente;  

 

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

humana em todos os períodos de análise, exceto no período imediato;  

 

Maior degradação foi observada para a dentina bovina em comparação a 

humana. Entretanto, diferença significante foi detectada apenas após 21 dias de 

armazenamento em solução do tipo saliva. 
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UNESP - FACULDADE DE  

ODONTOLOGIA DE  

ARARAQUARA

Continuação do Parecer: 1.603.950

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

O projeto foi bem elaborado, apresentando embasamento científico que justifica a relevância da proposta e  a

metodologia a ser utilizada está descrita de forma clara e detalhada.

A pesquisa trará importante contribuição para uma possível substituição de dentes humanos por dentes de  

bovinos em pesquisas in vitro.

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Foi solicitado a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) porque o estudo utilizará  

dentes oriundos do Banco de Dentes desta mesma instituição.

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

O estudo demonstra relevância científica e trará contribuições importantes para pesquisas na área 

Odontológica.

Considerações Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO em reunião de 23 de junho de 2016.

O pesquisador deverá encaminhar relatórios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa, 

quando deverá encaminhar o relatório final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Informações Básicas PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P 09/05/2016 Aceito
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Anexo B 

 Anaspec, Inc.  •  34801 Campus Dr.  •  Fremont, CA 94555 
                Tel 800-452-5530 • 510-791-9560 • service@anaspec.com  •  www.anaspec.com 

1 

 

    SensoLyte
 
Generic MMP Assay Kit 

                  *Colorimetric* 
 

Revision Number: 1.1                                                                      Last updated: October 2014 

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 L 

Component B Reference standard  10 mM, 10 L 

Component C Assay Buffer 20 mL 

Component D MMP inhibitor 2 mM, 10 L 

Component E Trypsin  1 mg/mL, 100 L 

Component F Trypsin inhibitor 10 mg/mL, 100 L 

Component G Stop Solution  5 mL 

Other Materials Required (but not provided) 

 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).  

 96-well microplate: Clear microplates provide better signal for absorbance reading.   

 Microplate reader: Capable of detecting absorbance at 412 nm.   
 

Storage and Handling 

 Store all kit components at -20 C.   

 Aliquot Components E and F as needed to avoid freeze-thaw cycles. 

 Store Component C at 4
o
C in the dark. 

 Component G can be stored at room temperature for convenience. 
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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.1,2 Based on their role in normal and pathological processes, including embryogenesis,

wound healing, inflammation, arthritis,3 and cancer.4,5 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 sulfhydryl 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 II (optional).

1. Activatepro-MMPs.

1. Incubate pro-MMPs with 10µg/mL trypsin (Component E). Refer to Appendix III for  

information on incubation time. Activate pro-MMPs immediately before the experiment.

2. Add trypsin inhibitor (Component F) at a final concentration of 100 µg/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, β-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. Prepareworkingsolutions.
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.

Table 1. MMP substrate solution for one 96-well plate (100 assays)
Components Volume
MMP substrate (50X, Component A) 100 µL
Assay buffer (Component C) 4.9 mL
Total volume 5 mL

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 µM in  

assay buffer (Component C). Add 10 µl of the 20 µM 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

ãAnaspec, Inc.  •  34801 Campus Dr.  •  Fremont, CA 94555

Tel 800-452-5530 • 510-791-9560 • service@anaspec.com • www.anaspec.com
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96-well plate, the suggested volume of enzyme solution is 40 µL and 10 µL of test  

compound.

2. Simultaneously establish the following control wells, as deemed necessary:

Ø Positive control contains MMP enzyme without test compound.

Ø Inhibitor control contains MMP enzyme and a known MMP inhibitor.

Ø Vehicle control contains MMP enzyme and vehicle used in delivering test compound  

(e.g. DMSO, concentration not to exceed 1%).

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

Ø Substrate control contains assay buffer (Component C).

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

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 µL 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:

• For kinetic reading: Immediately start measuring absorbance reading at 412 nm

continuously and record data every 10 min. for 60 min.

• For end-point reading: Incubate the reaction for 60 min. Optional: Add 50 µL 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.

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Inhibitor Concentration (nM)

Figure 1.  GM6001 inhibition of MMP-9 activity measured with SensoLyte®  Generic MMP Assay Kit.
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Appendix I.  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 kinetics analysis:

Ø 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 II

for establishing a reference standard.

Ø 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.

Ø Obtain the initial reaction velocity (Vo) in Abs/min by determining the slope of the linear  

portion of the data plot.

Ø A variety of data analyses can be done, e.g., determining inhibition %, EC50, IC50, Km,  

Ki, etc.

• For endpoint analysis:

Ø Plot data as Abs (absorbance units) versus concentration of test compounds.

Ø A variety of data analyses can be done, e.g., determining inhibition %, EC50, IC50, etc.

Appendix II.  Instrument Calibration

• Glutathione reference standard: Dilute 10 mM of reduced glutathione (Component B) to 200

µM in assay buffer (Component C). Do 2-fold serial dilutions to get concentrations of 100,  

50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 µM, include an assay buffer blank. Add 50 µL/well of these serially  

diluted reference solutions.
Note 1: Store Component B at –20oC. 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 µL/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 0

µM. 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 III.
Table 1. Activation of pro-MMPs

MMPs Activation
MMP-1 (Interstitial collagenase) Trypsin, 10 µg/mL, 20 min at room temperature
MMP-2 (Gelatinase A) 1 mM APMA, 1 hour at 37oC
MMP-3 (Stromelysin-1) Trypsin, 10 µg/mL, 30 min at 37oC
MMP-7 (Matrilysin) Trypsin, 10 µg/mL, 2 hours at 37oC
MMP-8 (Neutrophil collagenase) Trypsin, 10 µg/mL, slow activation at 37oC
MMP-9 (Gelatinase B) Trypsin, 10 µg/mL, 2 hours at 37oC
MMP-10 (Stromelysin-2) Trypsin, 10 µg/mL, 30 min at 37oC
MMP-12 (Macrophage elastase) Autolytic, refolding in assay buffer
MMP-13 (Collagenase-3) Trypsin, 10 µg/mL, 30 min at 37oC
MMP-14 (MT1-MMP) Trypsin, 5 µg/mL, 60 min at room temperature
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