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Souza IG. Atividade inibitória de partículas liberadoras de íons (S-PRG) sobre 
metaloproteinases ligadas ao colágeno e efeito sobre a degradação da matriz 
dentinária [Trabalho de Conclusão de Curso – Graduação em Odontologia]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022. 

 
 
RESUMO 
Objetivo: Avaliar a atividade inibitória de um eluato produzido a partir de partículas 
liberadoras de íons (S-PRG) sobre metaloproteinases de matriz (MMPs) ligadas ao 
colágeno e degradação da matriz dentinária. Métodos: Quarenta espécimes de 
dentina (0,5 × 2,0 × 5,0 mm) obtidos de molares humanos foram completamente 
desmineralizados para produzir espécimes de matriz dentinária (MD). A massa seca 
de cada espécime foi mensurada e um ensaio colorimétrico determinou a atividade 
inicial total de MMPs, permitindo alocar homogeneamente os espécimes em 4 grupos 
de tratamento (n=10/grupo): G1) água ultrapura por 1 min (controle negativo), G2) 2% 
digluconato de clorexidina (CHX – controle positivo inibitório) por 1 min, G3) eluato de 
partículas S-PRG por 1 min e G4) eluato de partículas S-PRG por 30 min. Após os 
tratamentos, a atividade total de MMPs foi reavaliada. Então, os espécimes foram 
armazenados em fluido corporal simulado (SBF) a 37ºC por até 21 dias. A massa seca 
foi reavaliada semanalmente. Ao sétimo dia, a degradação da MD foi analisada pela 
presença de fragmentos de colágeno (FC) e hidroxiprolina (Hyp) no SBF. As análises 
estatísticas foram realizadas com ANOVA/Tukey, ANOVA para medidas 
repetidas/Sidak e testes t pareados (α=5%). Resultados: A exposição ao eluato de 
S-PRG por 1 min e 30 min reduziu significativamente a atividade de MMPs (p<0,0001). 
A exposição ao eluato de partículas S-PRG por 30 min apresentou inibição da 
atividade de MMPs semelhante à CHX (p=0,061). Ambos os tratamentos com eluato 
de partículas S-PRG e CHX reduziram a liberação de FC (p≤0,007) e Hyp (p<0,046). 
Após 21 dias de armazenamento em SBF, espécimes tratados com o eluato de 
partículas S-PRG, independentemente do tempo de exposição, apresentaram 
redução (p≤0,017) de perda de massa, a qual foi intermediária entre CHX e controle 
negativo. Conclusão: O tratamento da dentina desmineralizada com eluato de 
partículas S-PRG reduziu a atividade total de MMPs ligadas à matriz e a degradação 
da matriz dentinária por até 21 dias. 
 
 
Palavras–chave: Dentina. Colágeno. Hidroxiprolina. Metaloproteinases da matriz. 
Íons.  

 

  



 

Souza IG. Inhibitory activity of an ion-releasing filler (S-PGR) eluate on collagen- 
bound metalloproteinases and effect on dentin matrix degradation [Trabalho de 
Conclusão de Curso – Graduação em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de 
Odontologia da UNESP; 2022. 

 
 
ABSTRACT 
Objective: To evaluate the inhibitory activity of an eluate produced from ion releasing-
filler (S-PRG) on dentin collagen-bound metalloproteinases (MMP) and dentin matrix 
degradation. Methods: Dentin beams (5 × 2 × 0.5 mm) obtained from human molars, 
were completely demineralized to produce dentin matrix specimens. The dry mass was 
measured and a colorimetric assay determined the initial total MMPs activity to 
establish the allocation of the beams into 4 treatment groups (n=10/group): 1) water 
for 1 min (negative control), 2) 2% chlorhexidine digluconate (CHX – inhibitor control) 
for 1 min, 3) S-PRG eluate for 1 min, or 4) 30 min. After treatments, the total MMP 
activity was reassessed. The specimens were stored in simulated body fluid (SBF) at 
37ºC for up to 21 days. The dry mass was reassessed weekly. On day 7, the dentin 
matrix degradation was analyzed by the presence of collagen fragments (CF) and 
hydroxyproline (Hyp) in the SBF. Statistical analyses were performed with ANOVA with 
Tukey’s post-hoc, paired t-tests, and RM-ANOVA with Sidak’s post-hoc (α=5%). 
Results: S-PRG eluate exposure for 1 min and 30 min significantly (p<0.0001) 
reduced MMP activity. S-PRG exposure for 30 min presented MMP activity inhibition 
similar to CHX (p=0.061). S-PRG and CHX decreased CF (p≤0.007) and Hyp 
(p<0.046) release. After 21 days of storage, S-PRG-treated beams, regardless of 
exposure time, presented a reduced (p≤0.017) loss of mass, intermediate between 
CHX and control. Conclusion: Treating demineralized dentin with S-PRG eluate 
reduced matrix-bound MMP activity and decreased matrix degradation for up to 21 
days. 
 
 
Keywords: Dentin. Collagen. Hydroxyproline. Matrix metalloproteinases. Ions.  
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1 INTRODUÇÃO 

A dentina humana responde a vários processos fisiopatológicos. Esse tecido 

apresenta 20% de sua massa composta por conteúdo orgânico, do qual, 90% 

correspondem a colágeno do tipo I1. A rede de fibrilas colágenas serve como 

arcabouço para a deposição mineral1, a qual é guiada por proteínas não colágenas. 

Essas últimas, compõem os 10% restantes da matriz dentinária e são responsáveis 

por funções primordiais durante a dentinogênese fisiológica ou em resposta a 

processos patológicos1,2. Dentre as proteínas não colagenosas, existem duas 

importantes famílias de proteases dentinárias (também denominadas de 

endopeptidases) que são as metaloproteinases de matriz (MMPs) e cisteínas 

catepsinas (CATs). Em conjunto, essas enzimas têm capacidade de degradar todos 

os componentes orgânicos da matriz extracelular, sendo fundamentais nos processos 

de formação e remodelação tecidual3,4. No entanto, MMPs e CATs também estão 

envolvidas em processos patológicos de perda progressiva de tecido, incluindo lesões 

de cárie5,6,7 e lesões erosivas7,8,9. Além disso, essas enzimas desempenham um papel 

importante na falha de interfaces adesivas estabelecidas em dentina devido à sua 

capacidade de degradação de componentes da camada híbrida6,10,11. 

Embora MMPs e CATs coexistam na dentina, as primeiras apresentam maior 

atividade enzimática, indicando um papel mais relevante na degradação da matriz 

dentinária12. Na dentina humana, já foram identificadas as MMP-813, MMP-2, MMP-

914, MMP-2015 e MMP-716, assim como as CATs K e B. As MMPs são assim 

denominadas porque são diretamente dependentes dos íons metálicos cálcio e 

zinco17. Durante a deposição de cristais de apatita, as MMPs degradam parcialmente 

a matriz dentinária para permitir a nucleação mineral18, e, uma vez concluído o 

processo de mineralização, essas enzimas ficam aprisionadas na dentina14.  

Na dentina mineralizada, as MMPs apresentam configuração de proenzimas 

(zimogênios) que não exercem ação proteolítica19. No entanto, a desmineralização 

ácida do conteúdo mineral da dentina, como ocorre em processos de cárie, processos 

erosivos e procedimentos adesivos, expõem as fibrilas de colágeno e as proteases 

dentinárias20. Uma vez expostas, essas enzimas tornam-se ativas e iniciam, 

imediatamente, o processo a catalisar o processo de hidrólise das fibrilas de 

colágenos, acelerando a degradação da matriz dentinária20,21. Entretanto, a atividade 

indesejável dessas enzimas pode ser regulada por inibidores endógenos e exógenos. 



 - 9 - 

Diferentes células produzem inibidores teciduais endógenos de MMPs, 

denominados TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases), os quais modulam a 

atividade de MMPs em tecidos saudáveis, restringindo o processo de degradação 17. 

Porém, esse processo intrínseco de autorregulação é inviável em ambientes com pH 

ácido, o qual ativa, principalmente, as MMPs. Portanto, vários estudos têm investigado 

inibidores exógenos de MMPs5,22 uma vez que a inativação de proteases dentinárias 

reduz a progressão de lesões de cárie5,22, de lesões erosivas9 e favorece a 

longevidade de interfaces adesivas no substrato dentinário11. 

Em geral, os mecanismos de ação dos inibidores exógenos de MMPs e CATs 

envolvem a quelação de íons, o revestimento do substrato e a limitação da motilidade 

enzimática por reticulação6,10,23. A clorexidina (CHX) é um exemplo de um forte inibidor 

não-específico de MMP-2, -8, -9 e CAT-K e -B em até 80% quando livres ou ligadas à 

matriz dentinária24-27. O mecanismo pelo qual a CHX inibe a atividade catalítica da 

enzima tem sido relacionado à sua propriedade quelante que promove a sua ligação 

ao Ca2+ e Zn2+ na estrutura da enzima e impede a atividade catalítica28.  

Como o ambiente iônico pode modular a atividade enzimática, outros agentes 

terapêuticos também têm sido investigados. O fluoreto de sódio (NaF) inibe MMPs 

ligadas à matriz dentinária29, salivares30 e recombinantes31. Ainda, algum potencial de 

inativação enzimática do NaF foi observado para CATs ligadas à matriz dentinária32. 

O mecanismo pelo qual o NaF inibe a atividade enzimática não está esclarecido, 

embora sugira-se que a elevada eletronegatividade do F- pode competir pela interação 

com íons Ca2+ e Zn2+, tornando-os menos disponíveis para atividade catalítica30. 

Ainda, íons metálicos incluindo Al3+, Zn2+, Cu2+, Sn2+ e Hg2+ também mostraram um 

efeito inibitório sobre a atividade de MMPs31,33-37. 

Partículas de vidro são muito utilizadas como fonte de liberação de íons. Os 

cimentos de ionômero de vidro (CIVs), por exemplo, são grandes representantes de 

materiais incorporados com partículas de vidro dispersas em uma matriz insolúvel de 

hidrogel, capazes de liberar íons para o substrato. Essas partículas de 

fluoralumíniosilicato servem como material de preenchimento e conferem a esses 

cimentos capacidade remineralizadora38,39 e antimicrobiana39-41, e são capazes de 

recarregamento por íons flúor39,42. As partículas de vidro também conferem aos CIVs 

propriedades mecânicas importantes para um material restaurador, como resistência 

ao desgaste, resistência mecânica às forças de compressão e resistência à 

abrasão43,44. Entretanto, quando comparadas as mesmas propriedades da resina 
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composta, os CIVs são muito inferiores43, o que limita a indicação desses materiais 

em áreas de esforços mastigatórios como restaurações de classe IV e amplas 

restaurações de classe I e II, principalmente em dentes permanentes. 

Partículas de ionômero de vidro com superfície pré-reagida (S-PRG, surface 

pre-reacted glass ionomer) têm sido incorporadas como partículas bioativas de carga 

em vários materiais dentários, os quais são denominados de GIOMERs. As partículas 

S-PGR são constituídas por três camadas. Um vidro multifuncional de fluoro-boro-

alumino-silicato em seu centro (multifuncional glass core), recoberto com uma fase de 

cimento de ionômero (camada intermediária), e uma camada superficial cuja 

tecnologia é patenteada pela SHOFU Dental Incorporate (Kioto, Japão). Devido a sua 

composição, os compósitos resinosos que contém essas partículas (GIOMERs) 

mantém suas propriedades mecânicas e estéticas desejáveis e passam a apresentar 

bioatividade.  

Além de F-, as partículas S-PRG podem liberar cinco outros íons: Al3+, BO3-, 

Na+, SiO3
2− e Sr2+46. Assim, vários efeitos terapêuticos têm sido atribuídos à essas 

partículas, incluindo a capacidade de tamponamento de ácido46,47, inibição da 

desmineralização47,48, indução da formação de dentina terciária49 e propriedades 

antimicrobianas50-53.  

Também tem sido relatado que o eluato produzido a partir da dissolução dessas 

partículas inibiu a atividade proteolítica e gelatinolítica de P. gingivalis54. Assim, é 

plausível que o eluato de S-PGR poderia exercer efeito inibitório sobre a atividade 

proteolítica dentinária. Portanto, este estudo avaliou o efeito do eluato de partículas 

S-PRG sobre a atividade de MMPs ligadas à matriz de dentina e, consequentemente, 

sobre a degradação do colágeno dentinário. As hipóteses nulas testadas foram que 

(1) o eluato de partículas S-PRG não apresentaria efeito inibitório sobre a atividade 

de MMPs ligadas à dentina e (2) sobre a degradação do colágeno da matriz dentinária. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

Avaliar o efeito inibitório in situ de um eluato produzido a partir de partículas 

liberadoras de íons (S-PRG) sobre MMPs ligadas à matriz e sobre a degradação do 

colágeno da matriz dentinária.  
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

  

Será apresentada a seguir a revisão de literatura, com base em estudos antigos 

e recentes publicados sobre os temas. 

 

3.1 Composição da dentina  

 

A dentina é um tecido conjuntivo mineralizado, avascular e acelular localizado 

subjacente ao esmalte dentário. A matriz dentinária é depositada por odontoblastos 

presentes na polpa dental e constitui a maior parte do dente55. Sua composição 

correspondente ao peso é de 70% de matriz inorgânica (cristais de apatita), 20% de 

matriz orgânica e 10% de água1. Possui uma morfologia específica, caracterizada por 

túbulos dentinários (~0,9-3,1 μm diâmetro), que variam seu diâmetro de acordo com 

a proximidade do tecido pulpar: quanto mais próximos a ele, mais amplos55. Os 

túbulos dentinários são cercados por uma camada hiper mineralizada denominada 

dentina peritubular e uma dentina intertubular com menor conteúdo mineral, na qual o 

material orgânico está concentrado55. A matriz intertubular é composta, 

principalmente, por fibrilas de colágeno do tipo I (aproximadamente 90% em massa) 

associadas a proteínas não-colagenosas e proteoglicanos, formando uma rede 

orgânica tridimensional reforçada por minerais de apatita cristalizados56,57. Proteínas 

não colagenosas representam 10% do conteúdo orgânico da dentina e, dentro do 

contexto do presente trabalho, destacam-se as proteases dentinárias. 

 

3.2 Proteases dentinárias  

 

As proteases dentinárias ou endopeptidases são enzimas essenciais para a 

remodelação e mineralização no processo de dentinogênese. À medida que a matriz 

dentinária é mineralizada, essas enzimas ficam aprisionadas no tecido, e 

permanecem em estado latente como precursores enzimáticos (zimogênios)3,4. 

Entretanto, frente a processos que envolvem a dissolução mineral da dentina, como 

ocorre nas lesões de cárie, lesões erosivas ou durante o condicionamento ácido dos 

procedimentos restauradores adesivos, essas enzimas são liberadas e ativadas; 

assim, passam a exercer novamente o seu papel de degradação dos componentes 

da matriz extracelular da dentina, incluindo o colágeno na sua forma nativa ou 
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desnaturada58,59. Como consequência da reativação dessas enzimas, ocorre o 

aumento das lesões de cárie e de erosão, assim como a degradação do componente 

orgânico presente nas camadas híbridas, as quais são responsáveis pelo selamento 

da dentina e adesão do material restaurador resinoso60,20.  

As metaloproteinases da matriz (MMPs) e as cisteínas catepsinas (CATs) são 

as duas classes (famílias) de proteases presentes na matriz orgânica da dentina3,4. 

As MMPs são produzidas principalmente por células do tecido conjuntivo, incluindo 

odontoblastos. As MMPs contêm íons zinco no seu sítio de ação catalítico para que 

exerçam a sua função de quebra de ligações peptídicas, além de íons cálcio, 

responsáveis por manter sua conformação estrutural terciária estável e ativa, sendo, 

assim, denominadas enzimas metal-dependentes (ou metaloproteinases)1,61. Sabe-se 

que as MMP-2 e -9 são as mais importantes no que se refere a degradação da camada 

híbrida na dentina, contudo há outras MMPs identificadas na dentina humana, como 

a colagenase MMP-8, as gelatinases MMP-2 e MMP-9, a matrilisina MMP-7 e a 

enamelesina MMP-2062,63. 

As CATs são endopeptidases produzidas por vários tipos de células, incluindo 

os odontoblastos. Assim como as MMPs, as CATs têm a capacidade de degradar 

componentes da matriz extracelular, principalmente colágeno do tipo I, laminina, 

fibronectina e proteoglicanos64,65. Existem 11 CATs humanas conhecidas atualmente, 

que são B, C, F, H, K, L, O, S, V, X e W. Elas têm em comum na sua estrutura um 

sítio ativo formado por resíduos de cisteína (Cys) e histidina (His), aminoácidos 

fundamentais para sua atividade66. Entretanto, na dentina humana foram identificadas 

somente as catepsinas B, C, K, L e O, sendo que a CAT-K compreende 98% da 

atividade das CATs sobre o colágeno e se difere na capacidade de clivar o colágeno 

helicoidal em múltiplos locais. Porém, embora MMPs e CATs coexistam na matriz 

dentinária, a atividade enzimática de quebra do colágeno por MMPs parece ser maior 

do que a atividade das CATs67,68. 

 

3.3 Mecanismos de inibição das proteases e seus inibidores  

 

A atividade de proteases pode ser inibida por inibidores endógenos e exógenos. 

Diferentes células produzem inibidores endógenos que modulam a atividade de 

proteases em tecidos saudáveis, restringindo o processo de degradação17. Os 

inibidores endógenos teciduais são denominados TIMPs (tissue inhibitors of 
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metalloproteinases). Porém, estudos têm se concentrado na atividade inibitória 

exercida por agentes exógenos a fim de mediar processos destrutivos ao tecido, como 

a progressão de lesões de cárie e erosivas, além de preservação de interfaces 

adesivas5,9,11,22. 

Dentre os inibidores exógenos, a clorexidina (CHX) destaca-se por ser um 

exemplo de um forte inibidor não-específico de MMP-2, -8, -9 e CAT-K e -B em até 

80% quando livres ou ligadas à matriz dentinária24-27. O mecanismo de ação ocorre 

por meio da alteração da estrutura tridimensional dessas enzimas e quelação dos íons 

metálicos (Ca2+e Zn2+) por meio da adição de cloreto de sódio, que impede a ação 

enzimática24. Nos procedimentos restauradores adesivos, a CHX em solução aquosa 

é aplicada após o condicionamento ácido e antes da utilização do sistema adesivo. 

Tem sido demonstrado que aplicação desse inibidor enzimático não-específico 

preserva a integridade estrutural do colágeno que permanece exposto no interior da 

camada híbrida11,24. A clorexidina é capaz de inativar todas as MMPs mesmo em 

baixas concentrações (0,02%), e possui elevada substantividade, propriedade essa 

que permite a substância ficar retida na matriz orgânica da dentina por um período, 

que pode ser responsável pela prevenção ou desaceleração da perda de resistência 

de união de interfaces adesivas à dentina24. 

 Outra forma de inibição das proteases é por meio da biomodificação do 

colágeno dentinário por agentes promotores de ligações cruzadas (crosslinkers), que 

são capazes de induzir novas ligações em moléculas de colágeno, tanto no interior 

das fibrilas como entre as fibrilas, melhorando suas propriedades mecânicas e sua 

resistência à degradação hidrolítica e enzimática60. Além da ligação cruzada na matriz 

orgânica, os agentes também induzem a formação dessas ligações em outras 

proteínas dentinárias, incluindo as MMPs e CATs; por esse motivo, atuam como 

potentes inibidores de proteases, limitando a motilidade molecular das proteases, 

impedindo o acoplamento do seu sítio ativo ao substrato (colágeno)26,27. Os 

crosslinkers mais estudados incluem as proantocianidinas (PA), a carbodiimida (EDC) 

e o glutaraldeído (GA), apresentando resultados promissores para a preservação de 

interfaces adesivas em dentina. 

  



 - 15 - 

3.4 Partículas S-PRG e suas propriedades bioativas  

 

Partículas de ionômero de vidro com superfície pré-reagida (S-PRG, surface 

pre-reacted glass ionomer) têm sido incorporadas como partículas bioativas de carga 

em vários materiais dentários, os quais são denominados GIOMERs. As partículas S-

PGR são constituídas por três camadas (Figura 1). Um vidro multifuncional de fluoro-

boro-alumino-silicato em seu centro (multifuncional glass core), recoberto com uma 

fase de cimento de ionômero (camada intermediária), e uma camada superficial cuja 

tecnologia é patenteada pela SHOFU Dental Incorporate (Kioto, Japão).  

 

Figura 1 – Representação esquemática da manufatura e das três camadas que compõem as 
partículas S-PRG 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Shofu Dental Corporation. 

 

As partículas S-PGR liberam seis diferentes íons, que são: flúor (F-), sódio 

(Na+), estrôncio (Sr2+), alumínio (Al3+), borato (BO3
3-) e silicato (SiO3

2-) (Figura 2), e 

diversas propriedades bioativas têm sido atribuídas a esses íons quando liberados 

das partículas45. Essas propriedades afetam positivamente o sucesso de um 

tratamento restaurador, como o reforço da estrutura dentária, o tamponamento de 

ácidos, a inibição da desmineralização, e a inibição da adesão do biofilme. As 

partículas S-PGR possuem um efeito de modulação em condições ácidas produzidas 

por microrganismos cariogênicos orais, fazendo com que o ambiente fique com pH 

neutro ou levemente alcalino. Tal efeito de modulação deve-se a liberação de íons 

BO3-, Na+, Sr2+ e F-46. Outra vantagem das partículas S-PRG é que possibilitam a 

recarga desses íons multifuncionais 53. A quantidade de liberação desses íons é 
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proporcional à concentração de partículas presentes no material, ou seja, quanto 

maior a concentração das partículas maior será sua liberação no meio46.  

 

 

Figura 2 – Íons liberados pelas partículas S-PRG, presentes na camada intermediária da 
partícula, correspondente a fase de ionômero de vidro 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Shofu Dental Corporation. 

 

 

Além do fluoreto, os íons BO3-, Na+, Al3+, SiO3
2− e Sr2+ estão envolvidos na 

neutralização e na redução subsequente da desmineralização do esmalte47,48.  O íon 

Sr2+ possui a capacidade de promover a remineralização, com um efeito sinérgico 

sendo observado quando aplicado em conjunto com o F- 47. Essa combinação de íons 

pode ser vantajosa para substituir os íons hidroxila e cálcio na estrutura da apatita, 

resultando na formação de estroncioapatita. Adicionalmente, o Sr2+ também apresenta 

um excelente efeito antibacteriano47. Ainda, tem sido demonstrado que em materiais 

para capeamento pulpar direto contendo as partículas S-PRG, o estrôncio apresenta 

efeito positivo no processo de reparação de injúrias ao complexo dentina-polpa, sendo 

potencializado quando associado à liberação dos demais íons, promovendo a 

formação de dentina terciária após exposição pulpar49. 

Um eluato produzido a partir de uma solução aquosa saturada de partículas S-

PRG foi avaliado quanto aos seus efeitos sobre a formação de biofilme e sobre a 

halitose, apresentando efeitos inibitórios na formação de biofilme e uma capacidade 

de interromper biofilmes maduros, porém com a necessidade de estar em 

concentrações mais altas neste último caso50,54. Esse fenômeno pode estar 
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relacionado ao efeito inibitório na aderência, coagregação e atividade da protease de 

bactérias orais50. Resinas compostas contendo essas partículas incorporadas 

apresentaram redução na aderência de bactérias (biofilme) nas restaurações, sendo 

esse efeito atribuído à liberação dos diferentes íons50,51. Os íons do eluato produzido 

a partir de partículas S-PRG têm o potencial de penetrar no biofilme dentário, podendo 

ser absorvidos pela membrana celular ou de atravessar essa membrana para suprimir 

a atividade metabólica50. Ainda, foi demonstrado que enxaguar a boca e limpar a 

língua com o eluato reduz imediatamente a quantidade de bactérias presentes na 

cavidade oral e a quantidade de compostos de enxofre voláteis, sendo um novo 

método de controle do mau hálito50. Outra propriedade atribuída ao eluato de 

partículas S-PRG é sua atividade antifúngica. Íons liberados inibem efetivamente o 

crescimento e os fatores patogênicos de C. albicans53. 

Embora várias propriedades desejáveis já tenham sido demonstradas, a 

inibição da atividade proteolítica e gelatinolítica tecidual ainda necessita ser 

investigada, especialmente no contexto restaurador. Como mencionado no item 3.2, 

proteases dentinárias exercem um papel importante na degradação da união resina-

dentina, e a inibição dessas proteases melhoram a longevidade dessas interfaces. Até 

o momento, apenas é conhecida a atividade anticolagenolítica e antigelatinolítica 

exercida pelas partículas S-PGR sobre bactérias P. gingivalis54.  
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4 MATERIAL E MÉTODO 

  

 Neste estudo trabalhamos com os materiais e métodos a seguir. 

 

4.1 Cálculo do tamanho da amostra 

O cálculo do tamanho da amostra para cada variável resposta foi baseado em 

estudos anteriores26,27, utilizando o software G*Power (versão 3.1.9.6). O poder 

(probabilidade de erro 1-β) e probabilidade de erro α foram fixados em 80% e 5%, 

respectivamente, para todas as variáveis de resposta. O tamanho do efeito foi 

calculado individualmente usando médias e desvios-padrão dos tratamentos com 

água e CHX a 2%. O tamanho do efeito para a atividade total de MMPs foi de 2,1, 

para a liberação de fragmentos de colágeno foi de 2,5, a liberação de hidroxiprolina 

(Hyp) foi de 4,9 e a alteração da massa seca (considerando o período de 7 dias) foi 

de 3,0. Portanto, o tamanho estimado da amostra por grupo foi 5 para atividade total 

de MMPs, 4 para liberação de colágeno, 3 para liberação de Hyp e 4 para alteração 

de massa. Considerando que os grupos tratados com eluato de partículas S-PRG 

apresentariam valores intermediários entre os grupos tratados com água e tratados 

com CHX, o tamanho final da amostra de 10 espécimes por grupo foi definido para 

todas as variáveis de resposta. 

 

4.2 Preparação dos espécimes de matriz dentinária  

Trinta terceiros molares humanos hígidos foram obtidos após aprovação pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos (protocolo nº 

32520020.7.0000.5416, ANEXO A, p.45). Os dentes foram armazenados a 4 °C em 

0,1% de solução de timol para prevenir o crescimento bacteriano e usados dentro de 

3 meses após a extração. De cada dente, um disco de dentina com 0,5 mm de 

espessura foi obtido do terço médio coronário. Para isso, o esmalte e a dentina 

superficial foram removidos por corte horizontal utilizando disco de cobre de 0,3 mm 

revestido com diamante acoplado a máquina de corte de precisão (Isomet 1000, 

Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, EUA) sob refrigeração com água. Discos apresentando 

ilhas de esmalte e projeção do corno pulpar foram descartados. Em seguida, dois 

espécimes de dentina 5,0 × 2,0 × 0,5 mm foram seccionados do terço médio dos 

discos sob refrigeração com água e as medidas foram verificadas com paquímetro 
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digital com resolução de 0,01 mm (Mod. 500-144b, Mytutoyo Sul Americana Ltda., São 

Paulo, SP, Brasil), totalizando quarenta espécimes. 

Os espécimes foram desmineralizados em tubos contendo solução aquosa de 

ácido fosfórico a 10%70. Os tubos foram colocados em um misturador rotativo vertical 

(Phoenix-Luferco, Araraquara, SP, Brasil) e permaneceram sob agitação constante 

por 48h a 4°C para garantir a completa dissolução do mineral. Após o período de 

desmineralização, as matrizes dentinárias foram enxaguadas com água deionizada 

sob agitação constante por 2h a 4ºC. 

 

4.3 Avaliações preliminares e alocação nos grupos de tratamento  

Cada espécime foi cuidadosamente seco com papel absorvente e alocado em 

poços identificados de uma placa de 96 poços mantida em um dessecador contendo 

sílica e sulfato de cálcio anidro por 72h. Após esse período, a massa seca dos 

espécimes foi aferida em balança analítica com sensibilidade de 0,01 mg (XS105 

Microbalance, Mettler Toledo, Hightstown, NJ, EUA) até obter um valor constante. 

Em seguida, os espécimes foram reidratados em 100 µL de água deionizada 

por 1h a 4ºC para determinar a atividade endógena total inicial de MMPs ligadas à 

matriz dentinária. Para isso, os espécimes foram alocados em poços de uma placa de 

96 poços contendo 300 µL de um substrato cromogênico de MMPs genérico 

tamponado (kit de ensaio colorimétrico Sensolyte Generic MMP - catálogo nº 72095, 

lote nº 1031, AnaSpec Inc. Fremont, CA, EUA). Após 60 min a 37°C, os espécimes 

foram removidos dos poços, e a atividade total de MMPs de cada amostra foi 

determinada medindo a absorbância da solução contida em cada poço a 412 nm 

(Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, Vantaa, Finlândia). 

Os espécimes foram abundantemente enxaguados em água deionizada e 

armazenados individualmente em tubos a 100% de umidade relativa e 4ºC até a 

realização dos tratamentos. A alocação dos espécimes nos quatro grupos de 

tratamento considerou valores médios semelhantes de massa seca inicial e atividade 

de MMPs verificados por meio de análises de variância a um fator após avaliação da 

distribuição normal (Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variâncias (Levene) dos 

dados (α=5%). 
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4.4 Obtenção do eluato de partículas S-PRG 

O eluato de partículas S-PRG foi preparado conforme descrito em estudo 

prévio46 e fornecido pelo fabricante (Shofu Inc, lote #081922, Kyoto, Japão). Partículas 

de S-PRG (ca. 3 µm) foram diluídas em água destilada (1:1), seguido por agitação a 

23°C durante 24h. Em seguida, a mistura foi centrifugada para sedimentar as 

partículas. O sobrenadante foi coletado e filtrado (Chromato Disk; 25a tipo hidrofílico, 

diâmetro: 25 mm, tamanho de poro: 0,45 μm; GL Sciences Inc., Tóquio, Japão). As 

concentrações de íons liberados (Tabela 1) foram analisadas usando espectroscopia 

de emissão atômica com plasma indutivamente acoplado (ICPS-8000, Shimadzu 

Corp., Kyoto, Japão) e eletrodos de íon de flúor (Modelo 9609BNWP, Orion Research, 

Boston, MA, EUA). O pH final do eluato foi 7,8 ± 0,1. 

 

 

Tabela 1 - Concentrações (em mM e ppm) dos íons presentes no eluato obtido a partir da 
dissolução de partículas S-PRG em água destilada seguido por filtragem 

Concentração 
Íon 

Al3+ BO3
3- Na+ SiO2

3- Sr2+ F- 

mM 0,72 136,92 23,89 0,51 1,73 7,13 

ppm 19,42 8.052,40 525,44 91,92 151,58 128,34 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

4.5 Tratamento da matriz dentinária 

Cada espécime foi retirado de seu recipiente de armazenamento, 

cuidadosamente seco com papel absorvente, e imerso em um tubo com 1 mL da 

solução de tratamento durante o período de cada tratamento, sob agitação constante 

a 200 rpm a 25ºC (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha). Os espécimes 

(n=10/tratamento) foram tratados com: G1 (Água/Controle): água ultrapura (pH ~ 6,8) 

por 1 min; G2 (CHX): solução aquosa de digluconato de clorexidina a 2% durante 1 

min (pH ~ 7,2) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA); G3 (S-PRG1): Eluato de partículas 

S-PRG por 1 min, ou G4 (S-PRG30): 30 min. Imediatamente após o tempo estipulado 

para cada grupo de tratamento, as soluções foram aspiradas. Os espécimes foram 

enxaguados com 1 mL de água deionizada durante 1 min e secos com papel 

absorvente para retirar o excesso de água. 
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4.6 Determinação total da atividade de MMPs pós-tratamento 

Concluídos os tratamentos, cada espécime foi transferido para um poço de uma 

placa de 96 poços previamente preparada com substrato para a mensuração da 

atividade de MMPs pós-tratamento, conforme descrito anteriormente. A redução da 

atividade total de MMPs (%) foi calculada considerando os valores iniciais e finais da 

atividade de MMPs para cada matriz dentinária, e o grupo controle (água) foi utilizado 

para normalização dos dados a serem considerados como ausência de redução27. 

 

4.7 Perda de massa seca  

Depois disso, os espécimes foram enxaguados abundantemente em água 

deionizada e transferidos individualmente para tubos contendo 600 µL de fluido 

corporal simulado (SBF; 12,9 mM KCl, 1,9 mM KSCN, 2,4 mM Na2SO4.10 H2O, 3,3 

mM NH4Cl, 1,5 mM CaCl2.2H2O, NaHCO3 7,5 mM, ZnCl2 0,02 mM e tampão HEPES 

5,0 mM; pH~7,4)71. Os tubos foram armazenados em incubadora a 37ºC sob agitação 

(VDRL Shaker, Biomixer, Ribeirão Preto, SP, Brasil) por até 21 dias. Aos 7, 14 e 21 

dias, cada espécime foi removido de seu tubo de armazenamento, enxaguado com 

água deionizada para remover o excesso de sais do SBF e a massa seca foi 

reavaliada seguindo o mesmo procedimento descrito para a avaliação inicial. Após 

aferição de massa seca, os espécimes foram reidratados por 1h em água deionizada 

antes de serem reemersos em 600 µL de SBF. A variação da massa seca (%) foi 

calculada pela diferença entre cada período com o anterior. A perda cumulativa de 

massa seca (%) foi calculada pela diferença entre cada ponto de tempo com a massa 

inicial. 

 

4.8 Liberação de fragmentos de colágeno  

Após 7 dias de armazenamento, a degradação da matriz dentinária foi avaliada 

pela quantificação dos fragmentos de colágeno solubilizados determinada pelo 

método de Sirius Red72. Esse método é baseado na ligação seletiva da solução 

corante aos colágenos dos tipos I a IV, quantificando os fragmentos de colágeno 

solúvel total presentes na amostra73. Para isso, 300 µL da solução de armazenamento 

homogeneizada foram coletados de cada tubo contendo espécime e misturados (1:1) 

com solução 0,05M Direct Red 80 (Sigma-Aldrich) em ácido pícrico saturado. As 

soluções foram incubadas por 1h a 400 rpm e 25°C (Eppendorf AG). Em seguida, os 
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tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e 

foram adicionados 300 μL de ácido clorídrico 0,01 M a 4ºC. Os tubos foram 

centrifugados novamente (12.000 rpm / 10 min), o sobrenadante foi descartado e 200 

μL de hidróxido de sódio 0,5 M foram adicionados para solubilizar os fragmentos de 

colágeno corados e precipitados. Uma alíquota de 100 μL de cada amostra foi 

coletada para determinar a absorbância a 555 nm (Multiskan GO Microplate 

Spectrophotometer). Os fragmentos de colágeno solubilizados presentes na amostra 

foram quantificados por meio de uma curva padrão (R²=0,98) construída com uma 

solução estoque de colágeno (Sigma-Aldrich) e normalizada com a massa seca de 

cada feixe expressa em porcentagem em relação ao controle (água). 

 

4.9 Liberação de hidroxiprolina  

Como a hidroxiprolina (Hyp) é um aminoácido característico da estrutura do 

colágeno, compreendendo 9,6% em massa dessa proteína1, e não sendo encontrado 

em outras proteínas que compõem a dentina, avaliamos o conteúdo de Hyp no meio 

de armazenamento (SBF) como um segundo parâmetro indicativo da degradação do 

colágeno ao longo do tempo29,71. 

Após 7 dias, 300 µL da solução de armazenamento homogeneizada foram 

coletados de cada tubo contendo espécime e colocados em poços separados de uma 

placa de 96 poços mantida em um dessecador contendo sílica e sulfato de cálcio 

anidro por 72h. Após a completa secagem dos poços, 100 µL de água ultrapura foram 

adicionados a cada poço para concentrar as amostras por ressuspensão. As soluções 

foram misturadas (1:1) com HCl 12 M e transferidas para tubos colocados em um 

banho seco digital a 120°C (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) por 3h para 

hidrolisar os peptídeos solubilizados. Após o resfriamento, 2,5 mg de carvão ativado 

(Sigma-Aldrich) foram adicionados a cada tubo. Os tubos foram centrifugados por 2 

min a 13.000 rpm e 100 µL do sobrenadante foram coletados e transferidos para uma 

placa de 96 poços colocada em um dessecador contendo sulfato de cálcio anidro e 

sílica para reter o vapor de HCl liberado e secar completamente as amostras. A 

concentração de Hyp foi determinada por uma reação colorimétrica das amostras 

oxidadas com 4- (Dimetilamino) benzaldeído (DMAB) de acordo com as instruções do 

fabricante (MAK008-1KT, Sigma-Aldrich). A absorbância da solução final foi 

mensurada a 560 nm (Multiskan GO). O teor de Hyp de cada amostra foi quantificado 

por meio de uma curva padrão (R²=0,99) construída com uma solução estoque de Hyp 
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do kit e normalizada com a massa seca de cada feixe expresso em porcentagem em 

relação ao controle (água). 

 

4.10 Análise de dados  

Todos os experimentos foram realizados em duas ocasiões (duplicata 

experimental) para minimizar erros sistemáticos e permitir observar a 

reprodutibilidade. As análises estatísticas foram realizadas com o software SPSS 

(versão 26.0, IBM Inc., Chicago, IL, EUA). Todas as inferências estatísticas foram 

baseadas no nível de significância de 5% pré-estabelecido. Os conjuntos de dados da 

atividade total de MMPs, liberação de fragmentos de colágeno (FC) e liberação de 

Hyp apresentaram distribuição normal (Shapiro-Wilk, p>0,05) e as variâncias foram 

homogêneas (Levene, p>0,05). Portanto, esses dados foram analisados com ANOVA 

a um fator complementada com Tukey. Os dados de atividade de MMPs também 

foram analisados com testes t pareados. Os dados da mudança de massa seca 

apresentaram distribuição normal (Shapiro-Wilk, p>0,05) e foram analisados com 

ANOVA para medidas repetidas complementadas com Sidak. 
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5 RESULTADOS 

 

A Figura 3 representa a atividade total de MMPs em espécimes de matriz de 

dentina antes e depois do tratamento com água, CHX ou eluato de S-PRG. Todos os 

grupos experimentais apresentaram atividade de MMPs total inicial semelhante antes 

dos tratamentos (p=0,65, ANOVA). Após os tratamentos, os espécimes tratados com 

CHX e S-PRG mostraram menor atividade de MMPs do que os espécimes tratados 

com água (p<0,0001, Tukey). Exceto para as amostras tratadas com água (p=0,1597, 

teste t pareado), esses valores foram significativamente menores do que antes dos 

tratamentos (p≤0,0058, teste t pareado). Os espécimes tratados com S-PRG 

mostraram, independentemente do tempo de exposição (1 ou 30 min), atividade total 

de MMPs intermediária entre os espécimes tratados com água e com CHX. 

 

Figura 3 – Atividade total de MMPs em espécimes de matriz dentinária antes e depois do 
tratamento com água, clorexidina 2% (CHX) ou eluato de S-PRG 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
As colunas representam as médias e as barras de erro representam o desvio padrão (n=10). 
Colunas conectadas pelo asterisco (*) são estatisticamente diferentes (teste t pareado, 
p<0,05). As letras maiúsculas permitem comparações entre os grupos antes do tratamento 
(ANOVA), enquanto as letras minúsculas permitem comparações entre os grupos após o 
tratamento (Tukey). Os grupos identificados com a mesma letra não diferem estatisticamente 
(p>0,05). 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 A redução da atividade de MMPs é mostrada na Figura 4. O tratamento com 

CHX e S-PRG30 apresentou as maiores atividades inibitórias (p<0,0001; Tukey), 

reduzindo em 68,4% e 55,4%, respectivamente. O tratamento com eluato de S-PRG 
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por 1 min também apresentou efeito inibitório significativo (37,4%), intermediário entre 

o controle e os outros dois grupos (p≤0,0045; Tukey). 

 

Figura 4 – Porcentagem de inibição da atividade de MMP em espécimes de matriz dentinária 
após tratamento com água, clorexidina 2% (CHX) ou eluato de partículas S-PRG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Colunas representam as médias e as barras de erro representam o desvio padrão (n=10). Os 
mesmos dados estatísticos são mostrados numericamente dentro das colunas. As colunas 
identificadas com a mesma letra não diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

A estimativa quantitativa dos fragmentos de colágeno liberados após 7 dias de 

tratamentos (porcentagem do grupo de controle tratado com água) está representada 

na Figura 5. Em comparação com os espécimes tratados com água, todos os outros 

grupos apresentaram liberação significativamente menor (p≤0,007, Tukey) de 

fragmentos de colágeno, sem diferenças entre eles (p≥0,92, Tukey).  
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Figura 5 – Estimativa quantitativa do colágeno (ensaio de Sirius Red) liberado de espécimes 
de matriz dentinária e detectado no meio de armazenamento (fluido corporal 
simulado) após 7 dias de incubação 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Espécimes foram tratadas com água, clorexidina 2% (CHX) ou eluato de S-PRG. Colunas 
representam as médias e as barras de erro representam o desvio padrão (n=10). Os mesmos 
dados estatísticos são mostrados numericamente dentro das colunas. As colunas 
identificadas com a mesma letra não diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 

 

Da mesma forma, a liberação de Hyp após 7 dias de tratamentos foi menor 

(p≤0,036, Tukey, Figura 6) para espécimes tratados com CHX e S-PRG em 

comparação com o controle; independentemente do tempo de exposição, as matrizes 

tratadas com S-PRG apresentaram liberação intermediária de Hyp entre os grupos 

controle e CHX (Figura 6). 
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Figura 6 – Liberação de hidroxiprolina (porcentagem relacionada ao controle) de de 
espécimes de matriz dentinária armazenadas por 7 dias em fluido corporal 
simulado após tratamento com água, clorexidina 2% (CHX) ou eluato de S-PRG 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Colunas representam as médias e as barras de erro representam o desvio padrão (n=10). Os 
mesmos dados estatísticos são mostrados numericamente dentro das colunas. As colunas 
identificadas com a mesma letra não diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). 
 
Fonte: Elaboração própria. 

 
 

A alteração de massa seca após 7, 14 e 21 dias é ilustrada na Figura 7. A perda 

de massa seca foi semelhante para todos os grupos em cada período (p=0,091, 

ANOVA para medidas repetidas); espécimes tratados com água (controle) 

apresentaram maior perda (p≤0,017, Sidak), independentemente do período. Após 21 

dias, os grupos CHX e S-PRG mostraram uma perda de massa cumulativa menor - 

cerca de metade ou menos - em comparação com o controle (p≤0,017, Sidak). 
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Figura 7 – Alteração da massa seca dos espécimes de matriz dentinária tratados com água, 
clorexidina 2% (CHX) ou eluato de S-PRG e armazenadas por 7, 14 e 21 dias em 
fluido corporal simulado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Colunas representam as médias e as barras de erro representam o desvio padrão (n=10). 
Letras maiúsculas permitem comparações para a mesma solução de tratamento entre os 
períodos de armazenamento; as letras minúsculas permitem comparações para as soluções 
de tratamento dentro do mesmo período (ANOVA para medidas repetidas e Sidak). Os grupos 
identificados com a mesma letra não diferem estatisticamente (p>0,05). Para a mudança 
cumulativa de massa seca (perda acumulada), as colunas indicadas com o mesmo número 
de asteriscos não diferem estatisticamente (Sidak, p>0,05). 
 
Fonte: Elaboração própria. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo foi delineado para investigar o efeito do eluato de partículas 

S-PRG na atividade proteolítica dentinária, a qual está diretamente relacionada à 

progressão de lesões de cárie, erosão e biodegradação das interfaces de união 

resina-dentina6,8. Neste estudo, o tratamento da matriz dentinária com o eluato de S-

PRG reduziu de uma maneira tempo-dependente a atividade de MMPs em cerca de 

metade. Portanto, a primeira hipótese nula de que o eluato de S-PRG não apresentaria 

um efeito inibitório na atividade de MMPs ligada à matriz dentinária foi rejeitada. Da 

mesma forma, o eluato de S-PRG reduziu significativamente a liberação de FC, Hyp 

e a perda de massa seca dos espécimes de dentina desmineralizada. A liberação de 

fragmentos de colágeno, hidroxiprolina e a perda de massa seca foram utilizadas 

como medidas indiretas para avaliar a solubilização da matriz dentinária por proteases 

ligadas ao colágeno. Assim, a segunda hipótese nula de que o eluato de S-PRG não 

apresentaria efeito inibitório na degradação da matriz dentinária também foi rejeitada. 

Como controle inibitório, utilizou-se a CHX, uma vez que essa molécula 

apresenta capacidade de se ligar eletrostaticamente à dentina e alterar a configuração 

do sítio ativo de MMPs, tornando-as inativas28,70. MMPs requerem cálcio para manter 

sua estrutura terciária e íons zinco para manter sua atividade catalítica e, uma vez que 

a CHX apresenta ação quelante, sugere-se que essa bisguanida catiônica exerce sua 

ação inibitória via o sequestro desses íons metálicos23. Recentemente, foi relatado 

que a CHX pode ser identificada em espécimes de dentina mesmo após 10 anos de 

envelhecimento75, indicando efeito inibitório prolongado. A atividade inibitória de 2% 

de CHX em MMPs recombinantes foi relatada como variando entre 74,3% e 81,9% 26. 

Para MMPs ligadas à matriz dentinária, a inibição foi em torno de 79% quando 

utilizados espécimes parcialmente desmineralizados27. Neste estudo, a CHX inibiu em 

torno de 68%. Esse achado pode estar relacionado à desmineralização completa dos 

espécimes de dentina que criaram uma área interfibrilar desafiadora (5 mm3) a ser 

infiltrada pela CHX. Apesar disso, o tratamento da matriz dentinária com CHX reduziu 

significativamente a liberação de Hyp e a perda de massa seca, corroborando com 

outros estudos26,63. 

As partículas S-PRG são incorporadas em diversos materiais dentários 

restauradores devido às várias propriedades bioativas. Como os efeitos terapêuticos 

estão relacionados à propriedade de liberação de íons, o uso de um eluato preparado 
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a partir das S-PRG tem sido bastante investigado. Nos últimos anos, verificou-se que 

o eluato de S-PRG, como o utilizado no presente estudo, pode reduzir a atividade 

proteolítica de P. gingivalis, que é a principal atividade atribuída à degradação do 

tecido na periodontite54. No entanto, o experimento realizado por Yoneda et al.54 

(atividade gelatinolítica) não foi capaz de esclarecer a extensão da inibição. 

Alternativamente, analisamos o efeito do eluato de S-PRG na atividade total de MMPs 

por meio de um ensaio colorimétrico quantitativo, que possibilitou determinar a 

porcentagem de inibição em relação a um controle. Além disso, avaliamos o efeito 

inibitório sobre as MMPs ligadas à matriz dentinária, visto que é a forma que se 

apresentam in situ e são menos suscetíveis à inibição ou inativação quando 

comparados às MMPs recombinantes ou isoladas76,71. 

Interações iônicas podem ser a base do mecanismo pelo qual o eluato de S-

PRG inibiu a atividade de MMPs. As MMPs requerem cálcio e zinco para manter sua 

estrutura17. Além disso, para degradar o colágeno, as MMPs devem se ligar em locais 

específicos da cadeia peptídica por meio do íon zinco catalítico presente no sítio 

ativo77,78. Considerando que o eluato de S-PRG contém muitos ânions, é razoável 

inferir que as interações iônicas tornem esses cátions menos disponíveis. Portanto, 

se os ânions podem reagir com o cálcio ou zinco presente na estrutura da enzima, a 

supressão da atividade catalítica por um distúrbio estrutural é viável. MMPs salivares 

recombinantes e purificadas foram inibidas em 75 a 275 ppm F-30,29. Neste estudo, o 

eluato de S-PRG continha 138 ppm F-, sugerindo um papel importante nos efeitos 

inibitórios da atividade de MMPs. Vale ressaltar que o íon mais prevalente no eluato 

de S-PRG produzido foi o BO3
3- (8.052 ppm), que pode ter papel relevante na inibição 

pelos mesmos mecanismos do F-. Outros íons, incluindo Al3+, Zn2+, Cu2+, Sn2+ e Hg2+ 

também mostraram um efeito inibitório na atividade de MMPs33-37, apoiando nossos 

achados e hipóteses. No entanto, sua possível interação com a estrutura das MMPs 

requer investigações. Assim, novos estudos podem esclarecer quais íons do S-PRG 

são mais relevantes para a inibição proteolítica e como como essa inibição ocorre. 

Embora apenas 1 minuto de exposição do eluato de S-PRG tenha apresentado 

um efeito inibitório significativo, esse efeito foi maior quando a exposição aumentou 

para 30 minutos, sendo comparável à CHX. Esse achado pode indicar que a inibição 

de MMPs pelo eluato S-PRG está diretamente relacionada ao tempo disponível para 

os íons interagirem com a matriz dentinária. A inibição das MMP-2 e -9 encontradas 

na saliva humana dependem do tempo em que o F- permanece na boca30. Além de 
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inibir MMPs, foi relatado que F- também pode inibir CAT-B e -K32,79. Isso levanta 

evidências de que os íons eluidos das partículas de S-PRG podem promover um efeito 

inibitório abrangente na atividade proteolítica dentinária. Dada a propriedade de 

liberação de íons das partículas de S-PRG46, pode-se supor que materiais 

restauradores contendo preenchimento de S-PRG também podem produzir alguma 

atividade inibitória de longa duração. No entanto, isso deve ser mais investigado. 

A liberação de Hyp e fragmentos de colágeno (ensaio de Sirius red) foram 

usados como medidas indiretas de que a matriz dentinária foi degradada por 

proteases endógenas. Enquanto o primeiro está relacionado a peptídeos solubilizados 

específicos, o último permite estimar fragmentos maiores de colágeno e da matriz 

dentinária, sendo complementares73,29,71. Além disso, a perda de massa ao longo do 

tempo foi outro parâmetro adicional usado para fortalecer os resultados. Embora o 

efeito inibitório do eluato de S-PRG na atividade de MMPs tenha aumentado com 

tempos de exposição mais elevados, ambos os grupos (1 ou 30 min) promoveram 

uma redução semelhante na degradação da matriz dentinária. Além da inibição de 

proteases, outro possível efeito do eluato de S-PRG pode ser a ligação de íons ou 

sais de metal à estrutura do colágeno, que pode atuar como um “revestimento” para 

prevenir a atividade enzimática35. Dessa forma, íons e sais metálicos podem se ligar 

competitivamente ao local do colágeno ao qual as proteases também se ligam. 

Portanto, as proteases podem se tornar incapazes de se ligar ao colágeno para 

exercer atividade enzimática, fazendo com que a degradação do colágeno mediada 

por proteases seja suprimida36. 

Neste estudo, foram demonstrados os efeitos inibitórios in situ do eluato de S-

PRG na atividade proteolítica da dentina. Embora um efeito inibitório tempo-

dependente tenha sido encontrado, mesmo 1 minuto de exposição foi suficiente para 

promover a inibição de MMPs e diminuir significativamente a degradação da matriz 

dentinária em 21 dias. No entanto, a duração desse efeito a longo prazo não foi 

avaliada, sendo uma limitação do estudo. Ainda, como os efeitos foram avaliados 

apenas usando o eluato de partículas S-PRG, é questionável se os materiais 

restauradores contendo essas partículas podem liberar concentrações de íons 

capazes de promover um efeito inibitório. Além disso, íons e sais de metal que podem 

estar envolvidos na atividade inibitória podem lixiviar da matriz de dentina. Portanto, a 

eficácia inibitória de longo prazo promovida pelos íons S-PRG permanece 

questionável. Recentemente, o eluato de S-PRG (1:1) mostrou citotoxicidade severa 
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quando em contato direto com fibroblastos gengivais humanos80. Assim, os efeitos da 

liberação de íons nas células pulpares também devem ser levados em consideração 

ao usar esse tratamento diretamente sobre dentina. Estudos futuros podem revelar 

como esse efeito inibitório pode ser aplicável para limitar a biodegradação de 

interfaces adesivas, bem como a progressão de lesões cariosas e erosivas. 
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7 CONCLUSÃO  

 

O tratamento da dentina desmineralizada com eluato de partículas S-PRG 

reduziu a atividade total de MMPs ligadas à matriz e a degradação da matriz dentinária 

por até 21 dias. 
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