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RESUMO

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

intensidade desses eventos foi maior para a dentina bovina.

Palavras-chave: Dentina. Metaloproteases. Hidroxiprolina.
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ABSTRACT

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

intensity of these events were greater for the bovine dentin.

Keywords: Dentin. Metalloproteases. Hydroxyproline.
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1 INTRODUCAO

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

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

producdo de uma camada hibrida livre de imperfeicbes, e, portanto, essa



Cristiane Mayumi Inagati Dissertagdo de Mestrado -20-

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

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

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

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

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

de dentina de dentes bovinos com a de dentes humanos.
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7 CONCLUSAO

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

concluir que:

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

subsequente;

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

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

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

armazenamento em solucéo do tipo saliva.
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