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Resumo

TORRE, Eliana do Nascimento. Metaloproteinases da Matriz Extracelular e Carie
Dentéaria. Avaliagcdo dos fluoretos TiF4, SnF,, ZnF, e NaF na expressédo das
MMP-2 e MMP-9 salivares humanas.2014. 84f.Tese. Programa de Pds Graduacéo
em Odontologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Enzimas bacterianas foram consideradas as principais responsaveis pela
degradacdo da matriz dentinaria durante o processo de lesdo de cérie dentaria. No
entanto, a literatura emergente sugere que enzimas derivadas do hospedeiro, e, em
particular, as metaloproteinases da matriz (MMPs) contidas na dentina e na saliva
podem desempenhar um papel importante neste processo, pela sua capacidade em
degradar a matriz organica dentinaria. Estes fatos possibilitam o estudo de novas
opcOes terapéuticas para a prevencao e tratamento da lesdo de carie dentaria. Uma
revisdo de literatura foi feita, como primeira parte desta tese, para elucidar a
presenca, localizacdo e o nivel de atividade das principais MMPs encontradas no
tecido cariado humano, abordando temas relevantes, sobre o papel local das MMPs
em relacdo a este tecido. A selecdo dos trabalhos foi feita na base de dados
Pubmed, em artigos com idioma inglés, até novembro de 2014. De 411 artigos
elegiveis, 14 foram selecionados para o estudo completo, e 08 foram incluidos nesta
revisdo. A partir desta analise, respeitando os critérios de inclusdo/exclusédo
propostos, pode-se concluir que a literatura possui poucos dados sobre a presenca,
localizacdo, e nivel de atividade enzimatica no tecido cariado humano. Além disto,
foi encontrada também uma heterogeneidade grande, a respeito das metodologias
utilizadas para alcancar os objetivos de cada trabalho, e em relacdo a classificacao
do tipo de tecido dentinario cariado estudado. As MMPs mais frequentemente
estudadas na dentina cariada humana foram, a MMP-2 e a MMP-9, seguidas pelas
MMP-8 e MMP-20. Contudo pode-se sugerir que a MMP-2 parece ser, dentre as
metaloproteinases estudadas, a que existe em maior quantidade no tecido dentinario
cariado, localizada principalmente nos tdbulos dentinarios da dentina afetada
(interna), préximo ao tecido pulpar. Como segunda parte, foi avaliada a possibilidade
de utilizacdo de alguns fluoretos como inibidores de MMPs salivares humanas, para
interferir na prevencdo ou progressao de lesdes de carie. Os fluoretos de estanho
(SnF>), fluoreto de zinco (ZnF) e o tetrafluoreto de titanio (TiF4), foram testados em
comparacao com o fluoreto de sodio (NaF), para a inibicdo de MMPs salivares.
Saliva de doadores saudaveis foi usada em ensaio por zimografia e testadas as
solugbdes em concentragdes clinicas relevantes. A zimografia mostrou inibicdo das
MMP-2 e MMP-9 em ordem decrescente para os fluoretos ZnF,e TiF;> NaF e SnF,.
Com as limitagdes de um estudo in vitro, pode-se sugerir que devido aos fluoretos
testados terem mostrado capacidade de inibicdo de MMP-2 e -9 salivares,uma nova
visdo e perspectiva se abre, para o estudo destes materiais, na prevencao das
lesbes de carie dentéria.

Palavras-chave: MMPs; fluoretos; saliva; carie dentaria; inibidores de MMPs



Abstract

TORRE, Eliana do Nascimento. Matrix Metalloproteinases and Dental Caries.
Assessment of the fluorides TiF4, SnF,, ZnF, and NaF in the expression of the
MMP-2 ad MMP-9 human salivaries.2014. 84f.Tesis (Doctor Degree em
Odontologia area de concentracdo Dentistica) — Programa de Pés-Graduacdo em
Odontologia. Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.
2014

Bacterial enzymes were considered the main responsible factor for the degradation
of the dentine matrix during the carious lesion. However, the emerging literature
suggests that host derived enzymes, and, specially, the matrix metalloproteinases
(MMPs) found in the dentine and in the saliva may play an important role in this
process, due to their capacity to contribute to degradation of the dentine organic
matrix. These facts are important as they enable the study of new therapeutic options
for the dental caries lesions prevention and treatment. A literature review was carried
out, as the first part of this thesis, to clarify the presence, location and the activity
level of the main MMPs found in the human carious tissues,approaching relevant
issues, on the local role of the MMPs in regard to this tissue. The selection of the
papersdone based on the Pubmed database, in the English language, until
November 2014. From 411 eligible papers, 14 were selected for the full study, and 8
were included in this review. From this analysis, respecting the inclusion/exclusion
criteria proposed, it can be concluded that the literature has little data on the
presence, location and enzymatic activity level in the human carious tissue. Besides
this, great differences were found concerning the methodologies used to reach the
purposes of their work, and in regard to the classificationof the type of carious
dentinal tissue studied. The MMPs more often studied in the carious lesions inhuman
dentine were the MMP-2, andMMP-9, followed by MMP-8 and MMP-20. Besides this,
it can be suggested that the MMP-2 seems to be, among the studied
metalloproteinases, the one in larger quantity in the carious dentinal tissue, mainly in
the dentinal tubulesof the affected dentine (internal), proximitywith the pulp tissue. As
a second part, the possibility of some fluoride usage as inhibitors of MMPs human
salivary has been studied, to interferein the prevention or progressionof carious
lesions. The tin fluoride (SnF,), the zinc fluoride (ZnF;) and the titanium tetrafluoride
(TiF4), were tested in comparison to the sodium fluoride (NaF), for the inhibition of
salivary MMPs. Saliva of healthy donors was used in Zymography, and the solutions
were tested in relevant clinical concentrations. The Zymography showed inhibition of
the MMP-2 and MMP-9 in decreasing order for the fluorides ZnF, and TiF,> NaF and
SnF,.With the limitations of an in vitro study, it can be suggested that due to the fact,
the fluorides tested have shown the capacity of inhibiting the salivary MMP-2 and
MMP-9, a new view and perspective arises for the study of these materials in the
prevention of dental caries lesion.

Key-words: MMPs; fluorides; saliva; dental caries; MMPs inhibitors
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1 Introducéo

A literatura mostra a possibilidade da paralisacdo da lesdo de carie, em
qualquer estagio do seu processo de desenvolvimento, quando for possivel a
desorganizacao e interferéncia no metabolismo do biofilme. No entanto, quando a
lesdo de carie evolui para uma cavidade de conformacgéo retentiva, podera ser
impossivel 0 acesso para a desorganizacdo do biofilme, havendo a indicacdo de
uma intervencdo mais radical: o tratamento restaurador. Quando ndo houver
nenhum tipo de intervencdo, a lesdo de carie pode evoluir do que inicialmente seria
uma lesdo de esmalte ou cemento até atingir o tecido dentinario, podendo progredir
até haver um intimo contato deste tecido desmineralizado e infectado, com o tecido
pulpar (KIDD, 2010).

A desmineralizacdo da dentina nas lesdes de carie, € promovida por acidos
bacterianos, entretanto 0os microrganismos ndo sdo 0s Unicos responsaveis pela
degradacdo do colageno. Estudos demonstram que as metaloproteinases da matriz
extracelular (MMPs), enzimas endogenas, desempenham um importante papel na
progressdo da lesdo de carie, destruindo a matriz organica da dentina
(TJADERHANE et al., 1998; SULKALA et al., 2001; HANNAS et al., 2007).A ativagio
das MMPs salivares e dentindrias esta relacionada com a reducédo do pH (ativacédo
acida) e promove a degradacdo do tecido dentario, desmineralizado inicialmente
pelas proteases bacterianas (TJADERHANE et al., 1998).

De acordo com a literatura, as principais MMPs encontradas na dentina
humana sao: a MMP-2, MMP-3, MMP-8, e MMP-9 (MARTIN - DE LAS HERAS et al.,
2000;BOUKPESSI et al., 2008; SULKALA et al., 2007; MAZZONI et al., 2007). Mas a
MMP-2, a chamada gelatinase A, parece ser a MMP mais encontrada na matriz
dentindria (MARTIN DE LAS HERAS et al, 2000; BOUSHELL et al., 2008;
TOLEDANO et al., 2010; BOUSHELL et al., 2011). Dentre as MMPs presentes na
dentina, as MMP-2 e MMP-9 estéo incorporadas e mais fortemente ligadas a matriz
de dentina mineralizada (SULKALA et al., 2007; NIU et al., 2011). Adicionalmente, a
MMP-9 (gelatinase B) € a principal MMP encontrada na saliva total (INGMAN et al.,
1994; TJADERHANE et al., 1998).

Estas MMPs séo secretadas pelos odontoblastos em resposta as agressdes
frente as lesdes de carie, e principalmente a MMP-2 parece ter um potencial

envolvimento nos mecanismos de defesa do complexo dentino-pulpar, os quais
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podem resultar em calcificacdo das regibes afetadas pelo processo carioso
(TOLEDANO et al., 2010; BOUSHELL et al., 2011).

A saliva contém diversas MMPs, incluindo colagenases (MMP-8) e
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) derivadas tanto do fluido gengival como da secrecéo
das glandulas salivares (BIRKEDAL-HANSEN 1993; INGMAN et al.,, 1994).
Entretanto, as MMPs encontradas na saliva mais envolvidas com o processo das
lesdes de carie parecem ser as gelatinases, com destaque para a MMP-9, que
parece ser a principal gelatinase na saliva total INGMAN et al., 1994; MAKELA et
al., 1994; TJADERHANE et al., 1998; VAN STRIJP et al.,, 2003), e sua atividade
pode ter um papel importante na degradaciao da matriz dentinaria, junto a MMP-2,
(NIU et al., 2011). A literatura também j& correlacionou uma maior expressao das
MMPs salivares em pacientes com lesfes ativas de carie, quando comparadas com
pacientes com lesfes inativas (NASCIMENTO et al., 2011), sendo muito possivel
que as MMPs salivares participem do processo de degradacdo da matriz de
colageno, desde que o complexo dentina-esmalte permita esta penetracdo molecular
(TJADERHANE et al., 1998).

O tratamento da céarie dentaria exige a interferéncia em varios fatores como a
desorganizacao do biofilme (KIDD et al., 2010), mas considerando o potencial das
MMPs para degradacdo da matriz organica dentinaria, parece légico que a inibicdo
das MMPs salivares, quando associada a um controle do desafio cariogénico,
ajudaria na intervencdo da progressdao da desmineralizacdo dentinaria. Ajudar a
diminuir ou prevenir a destruicdo irreversivel da matriz organica poderia permitir
tratamentos ndo invasivos ou minimamente invasivos da lesdo de cérie, por
remineralizacdo da dentina descalcificada, particularmente no tratamento das lesdes
de carie radiculares (KIDD et al, 2010). Nesse contexto, uma estratégia
interessante, seria a utilizacao de inibidores de MMPs salivares.

A literatura atual comeca a mostrar um efeito inibidor de MMPs pelos
fluoretos. Fluoreto de sédio (NaF), com conhecida acdo remineralizadora e redutora
de desmineralizacdo nos tecidos dentéarios, (MARINHO, 2009; TUBERT-JEANNIN et
al., 2011; CAREY, 2014; MAGUIRE et al., 2014), ja foi demonstrado ser também
inibidor de MMPs (MEI et al., 2012; KATO et al., 2014).Existem poucos estudos na
literatura sobre a relagdo das MMPs com os fluoretos, além disto, ndo foi encontrada
nenhuma revisao sitematica sobre a relagdo das MMPs com a carie dental, até o

presente. Assim, o objetivo do presente estudo foi revisar a literatura em relacéo a
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presenca das MMPs nas lesbes de carie, além de avaliar o comportamento
relacionado a inibicdo de MMPs salivares pelo Tetrafluoreto de titanio (TiF,),
Fluoreto de zinco (ZnF,) e Fluoreto de estanho (SnF;), comparando-os com o NaF,
nas MMPs salivares. A hipotese nula é a de que os fluoretos testados ndo tenham

influéncia na inibicdo das MMPs salivares.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral
- Estudar a relacdo entre as MMPs e a degradacdo da matriz organica

dentinaria e possiveis inibidores exdégenos.

1.2.2 Objetivos especificos

- Revisar a literatura abordando as principais MMPs encontradas no tecido
cariado dentario;

- Comparar a presenca, localizagdo e o nivel de atividade das MMPs
encontradas no tecido cariado dentario;

- Avaliar o efeito dos TiF4, SnF,, ZnF,, comparando com NaF com relagéo a

inibicdo das atividades das MMP-2 e MMP-9 salivares humanas.



2 Revisado De Literatura

2.1 O processo da leséo de cérie

A carie dentéria € um processo dinamico que ocorre na placa dental, na qual
uma massa microbiana (biofilme) se deposita sobre a superficie dentéria, o que
resulta em uma perturbacdo do equilibrio entre o dente e o biofilme adjacente. Ao
longo do tempo, pode haver uma perda liquida de mineral, levando a dissolucéo dos
tecidos dentarios duros e consequentemente & uma lesédo de cérie, a qual podera
ser vista clinicamente. A desmineralizacdo do esmalte e dentina que pode ser vista
como um reflexo dos eventos dinamicos que ocorrem no biofilme, € chamada leséo
de cérie dentaria (KIDD, 2004).

O processo de desmineralizacdo nos dentes, que ocorre varias vezes por dia
€ normalmente equilibrado pelas propriedades da saliva (capacidade tampao, fluxo
salivar, conteddo inorganico) que permitem que a remineralizacdo ocorra. No
entanto, a lesdo progride quando este equilibrio € perdido e fatores patolégicos
predominam. Uma leséo de cérie pode ser iniciada no esmalte ou no cemento e
eventualmente, progredir para a dentina (KIDD, 2004).

Quando a lesdo de carie ocorre, mesmo que inicialmente no esmalte, o
complexo dentino-pulpar comeca a responder dinamicamente, para proteger 0s
tecidos pulpares destas agressdes, formando dentina esclerdtica, através da
calcificacdo dos tubulos ou promovendo formacdo de dentina reacional pelos
odontoblastos, os quais rapidamente depositam este tecido. Em resposta a uma
lesdo ou a um estimulo leve, estas células regulam crescentemente sua funcéo
secretoria com a finalidade de formar uma nova matriz extracelular sobre a qual,
novo mineral pode ser cristalizado. Assim, uma dentina terciaria é formada, para
reparar o tecido parcialmente danificado. Este processo é totalmente dependente da
populacdo de células existente e assim, requer que os odontoblastos sobrevivam ao
estimulo. Isto ocorre nos casos onde a lesédo de cérie é tipicamente mais branda, e
uma dentina reacionaria & produzida. Este mecanismo ndo foi completamente
elucidado, e é provavel que o estimulo possa diretamente provocar a libertacdo de
moléculas de sinalizacdo a partir da dentina danificada, iniciando uma cascata de
eventos que levam a secrecdo de um tecido novo (FERRACANE et al.,, 2010).

Geralmente, quando a agressao € grande e de rapida duragcao, os odontoblastos
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adjacentes morrem e sao substituidos por células semelhantes a odontoblastos, as
quais se originam de celulas indiferenciadas presentes na polpa. Estas células
parecidas com odontobastos produzem entdo dentina reparativa subjacente aos
tubulos dentinarios afetados. A camada inicial da dentina reparativa € muito
irregular, amorfa e atubular (LEE, et al., 2006). Fatores de crescimento, como os da
familia do Fator de Crescimento Transformante-Beta (TGF-B), mostraram-se
relacionados com a diferenciacdo destas células parecidas com odontoblastos
(FERRACANE et al., 2010).

Lee et al., 2006 encontraram grande quantidade de colageno tipo I, fosfoforina
(PP) e sialoproteina dentinaria (DSP) em dentes com lesGes de carie, 0 que mostra
a sintese pelos odontoblastos tanto de colageno, quanto destas duas proteinas nao-
colagenoliticas, adjacente a lesdo de carie dentinaria, concluindo que a DSP assim
como PP podem facilitar a rapida mineralizagdo durante a formagédo de dentina
reacionaria ou reparativa. Alternativamente, a DSP pode agir como um ativador para
as MMPs (Lee et al., 2006). Embora muitos estudos mostrem evidéncias
histoldgicas, discutindo as reacdes de defesa do complexo dentino-pulpar, Nnosso
entendimento sobre a progressédo das lesdes de carie e seu efeito nas mudancas

morfolégicas e eventos moleculares adjacentes esta ainda incompleto.

2.2 Metaloproteinases da Matriz Extracelular

As MMPs formam uma familia de enzimas com identidade estrutural, porém
geneticamente distintas, que degradam a matriz extracelular (MEC). Estas proteases
constituem uma classe de endopeptidases, que degradam proteinas por clivagem
das ligacdes peptideas. As MMPs desempenham importante funcdo na fisiologia e
patologia dos tecidos. Nos processos normais, estas enzimas participam do
remodelamento tecidual, da cicatrizacdo de feridas, embriogénese, apoptose,
reacfes de defesa imunolégica do hospedeiro e reproducdo. Elas também
participam da patogénese de muitas doencas como emdiversas condi¢cdes
inflamatorias envolvendo injaria tecidual, doencas pulmonares, doencas de pele,
doencas cardiacas, doencas oftalmicas, artrites, artroses, cancer (STERNLICHT;
WERB, 2001; VISSE; NAGASE, 2003). Dentre os diferentes papéis atribuidos as

MMPs no ambiente oral, estdo varios eventos durante a odontogelinese, além da
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participacao no desenvolvimento de processos patoldgicos, tais como as doencllas
periodontais, as doencl]as pulpares inflamatérias e as caries (HANNAS et al., 2007).

As MMPs sao principalmente sintetizadas na forma latente de zimoge(Inios
inativos (pr6-MMPs) e requerem a ligacl1ao de um ion zinco ao seu sitio catalitico e
a clivagem de um dominio pré-peptideo para tornar-se cataliticamente competentes.
A atividade das MMPs é controlada por mudancas no delicado equilibrio entre a
expressdo e sintese destas enzimas e seus principais inibidores enddgenos, os
inibidores teciduais de metaloproteinases da matriz (TIMPs). A expressao destas
enzimas é controlada pela ativacao de pré-enzimas, e pela inibicao da sua atividade
pelos TIMPs. Muitas MMPs sao ativadas fora das células por outras MMPs ativadas
ou proteinases serinas (EGEBLAD; WERB, 2002). Esta familia de enzimas é
chamada MMPs pelo fato de serem dependentes de ions metalicos para sua
atividade catalitica, além de possuirem habilidade de degradar proteinas estruturais
da MEC. Esta habilidade & essencial para as células poderem interagir corretamente
com o ambiente onde estdo localizadas, e para os organismos multicelulares se
desenvolverem e desempenharem suas funcl16es (STERNLICHT; WERB, 2001).

Baseado na especificidade do substrato, similaridade de sequelincia e
organizaclJao de dominio, as MMPs dos vertebrados podem ser divididas em
grupos. Entre eles as colagenases, as gelatinases, as estromelisinas, as matrilisinas,
as tipo-membrana e outras MMPs. As colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13)
clivam especificamente o colageno intersticial tipo I, Il, lll e outras moléculas da
matriz extracelular. Ja as MMP-2 e MMP-9 (gelatinases A e B, respectivamente), sao
capazes de degradar os fragmentos de colageno degradados (gelatina). As
estromelisinas (MMP-3 e MMP-10) possuem especificidade pelo mesmo substrato,
porém a MMP-3 tem uma maior acl]ao proteolitica que a MMP-10. Elas degradam
componentes da MEC, entretanto a MMP-3 também ativa algumas pro-MMPs. As
matrilisinas (MMP-7 e MMP-26) degradam também componentes da MEC, e sao
caracterizadas por apresentarem um dominio de hemopexina. Existem seis MMPs
tipo-membrana (TM-MMP) (MMP-14, MMP-15, MMP- 16, MMP-17, MMP-24 e MMP-
25). Algumas outras MMPs nao sao classificadas dentre as anteriormente citadas
(MMP-11, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-22, MMP-23 e MMP-28), e possuem
funcldes distintas (VISSE e NAGASE, 2003).
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2.3 Céarie e MMPs

Durante o processo da lesdo de carie, ocorre a desmineralizacdo da parte
inorganica dos tecidos dentais, principalmente a hidroxiapatita, por acidos
produzidos pelas bactérias. Neste processo, apds a parte mineral da dentina ser
dissolvida, esta expbe a matriz organica deste tecido que continua a ser decomposto
por enzimas bacterianas (FEATHERSTONE, 2008). No entanto, 0s microrganismos
ndo sdo os Unicos responsaveis pela degradagdo do colageno (TJADERHANE et al.,
1998). Estudos demonstram que as MMPs, enzimas provenientes do hospedeiro,
desempenham um importante papel na progressdo da cérie, destruindo a matriz
organica da dentina (TJADERHANE et al., 1998; SULKALA et al., 2001; HANNAS et
al., 2007). A contribuicdo das colagenases bacterianas na degradacdo da matriz
organica dental, parece ser menos importante do que se pensava inicialmente
(CHAUSSAIN-MILLER et al., 2006).

A proteina mais abundante na matriz organica da dentina é o colageno tipo I,
que é produzido na sua grande maioria, pelos odontoblastos. Estas células séo
capazes de produzir também o colageno tipo Ill, embora este quase ndo apare¢ca na
dentina madura. A dentina também contém varios fatores de crescimento, dentre
eles, o TGF-B, que parece ter importante papel na regulacdo da resposta do
complexo dentino-pulpar a carie. Ao invés de regular principalmente a atividade
secretora odontoblastica, a principal acdo do TGF-R parece ser a inducdo da
diferenciacdo dos odontoblastos (TZIAFAS et al, 2000). Durante a dentinogénese,
proteinas como o colageno, sao sintetizadas e secretadas pelos odontoblastos, e
ap6s a sua organizaclJao estrutural na camada da pré-dentina, a mineralizacl1ao
ocorre por deposicllao de cristais de hidroxiapatita. A dentinogeénese e a
mineralizacado sao fenolJmenos complexos que requerem o controle de atividade
enzimatica extracelular. Muitas proteinases, pertencentes principalmente as MMPs,
te(Im importante participacao nestes processos (TJALIDERHANE et al., 2001).

As MMPs parecem ter um grande papel na modulacdo da matriz dentinéria,
antes e durante a progressao da lesao de carie. Embora o mecanismo relacionado a
expressao das MMPs néo esteja totalmente claro, elas participam da organizacéo da
matriz organica da dentina, antes da mineralizacdo. Os efeitos diferenciais de TGF-3
na expressdao do RNA mensageiro (MRNA) da MMP e a sintese de proteinas,

indicam que os fatores de crescimento podem ter um papel importante na maturacao
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da matriz através da regulacdo das MMPs sintetizadas nos odontoblastos. Além
disto, as MMPs participam da organizacdo das fibras de colageno na camada da
pré-dentina, degradando as fibrilas que ndo vao ser incorporadas na matriz organica.
As metaloproteinases também podem ser necessarias para desnaturar o colageno
tipo Ill, a partir da pré-dentina. Este colageno € um componente abundante nas
matrizes de tecidos moles, mas ndo é normalmente observado em 0sso ou na
dentina, e sua remocdo pode ser essencial para a mineralizacdo adequada.
Naturalmente, outras proteinas presentes na pré-dentina necessitam ser removidas,
e as MMPs podem estar envolvidas nestes processos também (TJADERHANE et
al., 2001).

Contudo o TGF- ndo pode induzir a formacgéo da dentina com uma regulacéo
ascendente da sintese de colageno, por si sé. Esta afirmacéo suporta a hipétese de
que a funcao principal de TGF-3 no complexo dentino-pulpar pode ser a inducéo da
diferenciacdo dos odontoblastos de reposicao (TZIAFAS et al., 2000). No entanto,
estes fatores de crescimento podem interferir na regulacao crescente da formacéao
de dentina por odontoblastos maduros, indiretamente, interferindo na expressao das
MMPs nos odontoblastos. Isso por sua vez, pode resultar na formacéo acelerada de
dentina mineralizada, uma vez que a mineralizacdo pode ocorrer antes que a
organizacdo da matriz esteja completa. Em situacdes extremas, como nas lesdes de
caries, a organizacdo irregular da matriz, pode resultar em formacédo de dentina
reparadora (TJADERHANE et al., 2001).

AS MMPs nas lesdes de carie, quer derivadas da placa dental (SORSA et al.,
1995), da saliva ou da préopria dentina, podem ser ativadas por proteinases
bacterianas. Durante a atividade da lesdo de carie, a liberacdo de acidos pelas
bactérias, rapidamente diminui o pH, e neste ambiente acido, as pr6-MMPs do
hospedeiro derivadas de ambas dentina e saliva, podem ser ativadas. As MMPs,
embora ativadas, ndo podem degradar a matriz organica da dentina em pH &cido.
No entanto, no processo de cérie, a queda do pH é seguido por neutralizacdo deste,
devido aos sistemas de tampdo salivares. Por conseguinte, um aumento
momentaneo do pHna dentina desmineralizada, permite que as MMPs pH-ativadas
degradem a matriz organica (TJADERHANE et al., 1998).

As evidéncias das atividades colagenoliticas ou gelatinoliticas em matrizes de
colageno parcialmente desmineralizadas sdo prova da existéncia de MMPs na

dentina humana. De acordo com a literatura, a dentina humana contém a MMP-2
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(MARTIN DE LAS HERAS et al, 2000; BOUSHELL et al., 2008), a MMP-8
(SULKALA et al., 2007), a MMP-9 (MAZZONI et al., 2007, 2009) e a MMP-3
(BOUKPESSI et al., 2008). Embora a MMP-8 tenha sido descrita como a principal
MMP na dentina humana, ela pode estar principalmente envolvida na organizacao
da matriz organica, antes da mineralizagcdo da dentina. Estudos mostram que a
gelatinase A (MMP-2) parece estar incorporada e mais fortemente ligada a matriz de
dentina mineralizada (MARTIN-DE LAS HERAS et al.,, 2000; NIU et al., 2011) e
desmineralizada (BOUSHELL et al., 2011). Além disto, a MMP-9 é a principal MMP
encontrada na saliva total (INGMAN et al., 1994; TJADERHANE et al., 1998; VAN
STRIJP et al., 2003), e sua atividade pode ter um papel importante na degradacéo
da matriz dentinéria, junto a MMP-2, s6 que em uma menor expressao (NIU et al.,
2011).

Nascimento e colaboradores(2011) encontraram uma maior expressao das
MMPs salivares em pacientes com les@es ativas de carie, quando comparadas com
as de pacientes com lesdes cronicas, além de observarem também um leve
aumento das MMPs salivares com o aumento da profundidade das lesoes,
concluindo que possa ser muito possivel que as MMPs salivares participem do
processo de degradacdo da matriz de colageno, desde que o complexo dentina-
esmalte permita esta penetragcdo molecular (TJADERHANE et al., 1998).

A MMP-2 parece ser a principal MMP presente na matriz dentinaria (MARTIN
DE LAS HERAS et al., 2000; MAZZONI et al., 2007; BOUSHELL et al., 2008;
TOLEDANO et al., 2010). Esta MMP esta presente e fortemente concentrada nos
odontoblastos, regido de dentina mais profunda, préxima ao limite dentino-pulpar e
também na juncdo amelo-dentinaria. Enquanto a MMP-9 esta também presente,
porém em propor¢cdes bem menores nos odontoblastos e pré-dentina, com muito
pouca expressao na regido da dentina média e superficial (NIU et al., 2011).

As MMPs séo secretadas pelos odontoblastos em resposta as agressdes das
lesBes de cérie. Expressao da MMP-2 foi encontrada em ensaio imunohistoquimico
em grande quantidade nos tdbulos dentinarios, na matriz de dentina afetada pela
carie, esta dentina € menos desorganizada e passivel de remineralizacdo. Isto indica
0 potencial envolvimento desta MMP nos mecanismos de defesa, 0s quais podem
resultar em calcificacdo das regides afetadas pelo processo carioso (BOUSHELL et
al., 2011). Adicionalmente, Toledano e colaboradores(2010) encontraram um

aumento da expressao da MMP-2 na dentina cariada, quando avaliadas ambas,
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dentina infectada (necrética, superficial, ndo passivel de remineralizacdo) e dentina
afetada, comparadas a dentina higida, saudavel. Estes autores também
encontraram uma maior expressao desta gelatinase, em zonas de dentina infectada
por carie, que em zonas de dentina afetada.

A MEC dos tecidos mineralizados contém trés grupos de componentes.
Dentre estes, as macromoléculas da matriz estruturais, como o colageno,
determinam a forma e a estrutura do componente mineralizado; as proteinas da
matriz ndo colagenosas, as quais regulam o local de deposicao inicial dos cristais e
o tipo de cristal mineral depositado, das quais as fosfoproteinas sao o grupo
dominante no tecido ésseo e na dentina; e finalmente, as proteinases e outras
enzimas modificadoras, que tém a capacidade de degradar ou modificar as
proteinas da matriz durante o processo de mineralizacdo. A DSP, uma proteina nao-
colagenosa importante, influencia o local de formacéo mineral do cristal. Charadram
e colaboradores (2012) observaram em seu estudo uma grande densidade de DSP
nas fibrilas de colageno dentinario, o que corresponde em um aumento da regulacdo
da sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) durante a dentinogénese reacionaria.
Acréscimo da deposicao de DSP sugere um processo modificado de cristalizagéo,
com locais de nucleacdo de hidroxiapatita, em dentinogénese reacionaria. As
DSPPs podem ser clivadas pela MMP-2, liberando assim, a DSP a partir das
moléculas maiores. Tem sido relatado que a MMP-2 tem a capacidade de regular a
biodisponibilidade e bioatividade de TGF-B. MMP-2 é sintetizada e liberada por
osteoblastos e odontoblastos humanos como uma inativa pré-proteina. Uma maior
densidade de DSP detectada em dentina reacionaria foi compativel com a
expressdo aumentada e atividade da MMP-2. O que ocorre na dentinogénese
reacionaria, € que a MMP-2 facilita a liberacdo de DSP a partir de DSPP. A medida
que o pH na dentina reaciondria era demasiadamente alto para a ativacdo da MMP-
2, € provavel que a ativacdo desta MMP tenha sido mediada pela MMP Tipo-
membrana-1 (MT1-MMP), que mostrou estar crescentemente regulada em resposta
a carie (CHARADRAM et al., 2012). Este prévio estudo definiu parametros
essenciais em relacdo a resposta da polpa dentaria para a invasdo microbiana na
dentina. Os resultados deste recente estudo indicam uma adaptativa e consistente
mudanca na atividade odontoblastica, levando a formacdo de uma matriz calcificada
modificada, que efetivamente impede a migragdo de bactérias, ao longo dos tubulos

dentinarios, protegendo assim a polpa dentaria da invasdo microbiana. A
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uniformidade desta resposta apesar da variacao inevitavel do estagio da lesdo e a
etiologia microbiana, sugere fortemente a ativacdo de um programa alternativo para
0 estabelecimento de uma matriz calcificada. Uma investigacdo mais aprofundada,
in vivo é necessaria, levando a melhores protocolos terapéuticos para as lesdes de
carie avancadas. Inclusive no que se refere ao papel terapéutico dos materiais
forradores, em relagdo ao comportamento bioldgico do complexo dentino-pulpar,

durante a desmineralizacdo que ocorre na lesdo de carie dentaria.
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4 Relatoério do trabalho de campo

Algumas modificagdes importantes necessitaram ser realizadas neste
trabalho.

O ensaio clinico proposto, ndo podde ser finalizado, devido a dificuldades
técnicas para executar sua segunda parte, a analise dos tecidos cariados coletados,
para a verificacdo da presenca e atividade das MMP-2 e -9, antes e ap0s o
selamento de lesBes profundas de céarie. A metodologia proposta era o ensaio por
zimografia, teste com custo relativamente baixo. Porém na segunda fase do ensaio
clinico, houve dificuldade na coleta do tecido remanescente, devido as modificadas
caracteristicas deste, nesta fase (remineralizacdo do tecido dentinério). Assim
sendo, apOs diversos pilotos, ndo foi possivel otimizar a zimografia devido a
pequena quantidade de amostra de dentina obtida.Outras metodologias foram
pensadas, inclusive sugeridas pela banca na qualificacdo deste trabalho, como o
teste de ELISA, o qual pela menor sensibilidade, poderia detectar niveis proteicos
bem baixos ou imunoistoquimica, mas estas metodologias sdo de custo elevado, o
gue tornou inviavel no momento, a finalizacdo deste trabalho.

O estudo com a saliva dos pacientes selecionados no ensaio clinico, antes e
apos tratamento dentario completo, também se tornou dificil, devido aos pacientes
participantes derivarem das diversas clinicas de graduacéo e de terem necessidade
de tratamentos complexos. Muitas vezes havia a necessidade de tratamento
cirirgico, endodoéntico, periodontal e ainda tratamento protético e devido as
consideracdes éticas, havia a necessidade do tratamento integral aos participantes,
ser assegurado, o que inviabilizou também este trabalho.

A revisdo narrativa em relacdo as MMPs e a cérie dental, teve algumas
pequenas modificagbes na sua metodologia, entretanto,seguindo a mesma linha
proposta, optou-se pela reviséo sistematica.

Foi inserido um novo trabalho, ainda dentro da pesquisa sobre as MMPs e
sua relacdo com a carie dental. O ensaio por zimografia foi executado com saliva
humana de doadores saudaveis, para acessar o nivel de inibicdo da expressédo de
atividade das MMP-2 e-9, pelas solucdes de trés fluoretos (ZnF,, SnF, e TiF,), em

comparacao com o tradicional NaF.
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Resumo

Enzimas provenientes do hospedeiro, como as metaloproteinases da matriz
extracelular (MMPs), segundo a literatura, sdo as principais responsaveis pela
degradacédo do colageno dentinario nas lesdes de carie dental humana.O objetivo
deste trabalho foi realizar uma revisdo sistematica de estudos que avaliaram a
presenca, localizacdo, ou o nivel de atividade das principais MMPs encontradas no
tecido cariado humano. Como critérios de incluséo, foram avaliados estudos in vitro,
in situ e in vivo; estudos envolvendo carie dental em dentes humanos
(dentinogénese reparativa ou reacional);estudos envolvendo somente MMPs
enddgenas humanas ou estudos contendo metodologias que tenham feito avaliagéo
protéica de MMPs e que tenham investigado a presenca, localizacdo ou nivel de
atividade das metaloproteinases. Critérios de exclusdo, estudos em modelo animal;
qgue avaliaram qualquer inibidor de MMPs; com avaliacdo de qualquer método de
tratamento de carie; que investigaram somente o perfil de expressdo genética de
MMPs, sem sua avaliagdo proteica ou que avaliaram somente os Inibidores
Teciduais (TIMPs), além daqueles trabalhos que ndo especificassem o tipo de MMP
estudada. De 411 artigos elegiveis, 14 foram selecionados para a leitura completa e
08 foram incluidos nesta revisdo sistematica. Os seguintes dados foram coletados:
tipo de dentina, quais MMPs envolvidas, metodologia utilizada, a adoc¢do de alguma
classificagdo para determinar o tipo de tecido cariado estudado, e principais
resultados relacionados. A partir desta analise, pode-se concluir que a literatura
possui poucos dados, além de heterogeneidade a respeito do tema. Contudo, a
MMP-2 parece ser, seguida da MMP-9, dentre as metaloproteinases estudadas,
existente em maior quantidade no tecido dentindrio cariado, localizada
principalmente nos tdbulos dentindrios da dentina afetada (interna), com
proximidade com o tecido pulpar. A MMP-20 parece estar mais presente no tecido
pulpar e proximidades, e a MMP-8 mostrou-se presente na dentina cariada mais

externa ou apés selamento dentério in vivo.

Palavras-chave: MMPs; carie dentaria; dentina afetada; dentina infectada
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5.1 Introducéao

O processo carie ocorre inicialmente devido a um desequilibrio no biofilme,
uma comunidade de microorganismos de filosofia coletiva, que responde ao
ambiente, no sitio. O resultado desta interacdo poderd levar a uma perda de
minerais, ocasionando uma lesdo de carie (KIDD et al., 2010).

Durante o processo da lesédo de carie, ocorre a desmineralizacdo da parte
inorganica dos tecidos dentais, principalmente a hidroxiapatita, por acidos
produzidos pelas bactérias. Ap6s a parte mineral da dentina ser dissolvida, a matriz
organica deste tecido é exposta e continua a ser decomposta por enzimas
bacterianas (FEATHERSTONE, 2008). No entanto, os microrganismos ndo Sao 0s
Unicos responsaveis pela degradagdo do colageno, (TJADERHANE et al., 1998) e
colagenases que nao de origem bacteriana podem ter participacdo na decomposicao
da matriz organica dental (TJADERHANE et al.,, 1998). Enzimas chamadas
metaloproteinases da matriz (MMPs), derivadas do proprio hospedeiro, poderiam
desempenhar um papel de destaque na progressao da lesédo de cérie, destruindo a
matriz organica dentinaria (TJADERHANE et al., 1998; SULKALA et al., 2001).

As MMPs formam uma familia de enzimas, derivadas do préprio hospedeiro,
com identidade estrutural, porém geneticamente distintas, as quais possuem a
habilidade de degradar a matriz extracelular (MEC). Estas enzimas desempenham
importante funcéo na fisiologia e patologia dos tecidos. Dentre os diferentes papéis
atribuidos as MMPs no ambiente oral, estao varios eventos durante a odontogénese,
além da participacao no desenvolvimento de processos patologicos, tais como as
doencllas periodontais, as doencllas pulpares inflamatoérias e as lesées de carie
(HANNAS et al., 2007).

As MMPs nas lesbes de cérie, quer derivadas da placa dental (SORSA et al.,
1995), da saliva ou da propria dentina (TJADERHANE et al., 1998; SULKALA et al.,
2001), podem ser ativadas por proteinases bacterianas. Durante o desenvolvimento
da leséo de carie, a liberacdo de acidos bacterianos, rapidamente faz com que o pH
seja diminuido e neste ambiente acido, as pro-MMPs (inativas) do hospedeiro,
podem ser ativadas. As MMPs, embora ativadas, ndo podem degradar a matriz
organica da dentina em ambiente acido. No entanto, neste processo, a queda do pH

€ seguido por neutralizacdo deste, devido aos sistemas de tampao salivares. Por
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conseguinte, um aumento momentaneo do pH, na dentina desmineralizada, permite
que as MMPs pH-ativadas degradem a matriz organica (TJADERHANE et al., 1998).

Véarios trabalhos ja demonstraram a atividade das principais enzimas
proteoliticas enddgenas do tecido dentinario, incluindo as metaloproteinases da
matriz MMP-2 (MARTIN-DE LAS HERAS et al., 2000), MMP-3 (BOUKPESSI et al.,
2008), MMP-9 (MAZZONI et al., 2007) e MMP-8 (SULKALA et al.,, 2007) e do
esmalte, a MMP-20 (LU et al., 2008). Estas MMPs se mostram necessarias para a
formacéo da dentina e do esmalte normais. Uma vez que ocorre a mineralizacéo da
matriz no dente neoformado, algumas destas enzimas permanecem fossilizadas na
matriz calcificada, quer sob formas ativas ou pré-enzimas (PALOSAARI et al., 2003;
SMITH et al., 2012). Com isto, poderia se supor que o processo de desmineralizacao
cariogénico ndo sb re-expde estas enzimas, mas também poderia induzir a sua
ativagao.

Durante a dentinogénese, proteinas como o colageno sao sintetizadas e
secretadas pelos odontoblastos e apds a sua organizacao estrutural, ocorre na
camada da pré-dentina, a mineralizacao por deposicao de cristais de hidroxiapatita
(SMITH et al., 2012). A dentinogénese e a mineralizagao sao fendmenos complexos
que requerem o controle de atividade enzimatica extracelular. Muitas proteinases
pertencentes principalmente a familia das MMPs tem uma importante participaclJao
nestes processos (HANNAS et al., 2007). Em funcéo disso, estas enzimas parecem
ter um grande papel na modulacdo da matriz dentinaria, antes e durante a
progresséao da céarie (TJADERHANE et al., 1998).

Quando a lesdo de carie ocorre, mesmo que inicialmente no esmalte, o
complexo dentino-pulpar comeca a responder dinamicamente, para proteger 0s
tecidos pulpares destas agressdes, formando dentina esclerdtica, através da
calcificacdo dos tubulos ou promovendo formacdo de dentina reparativa ou
reacionaria. Em resposta a uma lesdo ou a um estimulo leve, os odontoblastos
regulam crescentemente sua fungdo secretoria com a finalidade de formar nova
matriz extracelular sobre a qual, novo mineral pode ser cristalizado. Assim, uma
dentina terciaria € formada, para reparar o tecido parcialmente danificado. Este
processo € totalmente dependente da populacdo de células existente e assim,
requer gque os odontoblastos sobrevivam ao estimulo. Isto ocorre nos casos onde a
lesdo de carie é tipicamente mais branda, e uma dentina reacionaria é produzida

(SMITH et al., 2012). Geralmente, quando a agresséo é grande e de rapida duracéo,
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0s odontoblastos adjacentes morrem e sdo substituidos por células semelhantes aos
odontoblastos, as quais se originam de celulas indiferenciadas presentes na polpa.
Estas células parecidas com odontobastos produzem entdo dentina reparativa
subjacente aos tubulos dentinarios afetados. A camada inicial da dentina reparativa
€ muito irregular, amorfa e atubular (LEEet al., 2006).

Os mecanismos da dentinogénese reparativa ou reacional nao foram
completamente elucidados, e € provavel que o estimulo possa diretamente provocar
a libertacdo de moléculas de sinalizacdo a partir da dentina danificada, iniciando
uma cascata de eventos que levam a secrecdo de um tecido novo (SMITH et al.,
2012). Embora existam evidéncias histoldgicas e moleculares, discutindo as reacdes
de defesa do complexo dentino-pulpar, durante a leséo de cérie (LEE et al., 2006), o
entendimento sobre a presenca ou atividade das MMPs durante as mudancas
morfologicas e eventos moleculares adjacentes, ndo esta ainda bem esclarecido.
Por estas razdes, este trabalho objetiva revisar a literatura a respeito da presenca,
localizacdo ou atividade das principais Metaloproteinases da Matriz (MMPSs)
encontradas no tecido cariado humano, abordando os temas relevantes, sobre o

papel local das MMPs em relacéo a este tecido.
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5.2 Materiais e Métodos

Para esta revisdo foi realizada uma busca na base de dados cientificos
MEDLINE/Pubmed, para pesquisar artigos apropriados que satisfizessem o0s
objetivos do estudo. A busca se deu em estudos completos em idioma inglés,
publicados até novembro de 2014. Nao houve restricdo quanto a data de publicacéo.
A estratégia de pesquisa foi estruturada para incluir todos os artigos publicados que
avaliaram a presenca, localizacdo ou atividade das principais MMPs na dentina
cariada humana. As questbes desta pesquisa foram: Quais as principais MMPs
relacionadas com as lesdes de cérie? Qual é a localizagéo e o nivel de atividade das

Metaloproteinases da Matriz na dentina cariada humana?

Foram utilizados os seguintes termos de pesquisa detalhados:

(((((((metalloproteinases) OR matrix metalloproteinases) OR metalloproteinases,
matrix) OR MMP)) AND ((((((((dental caries) OR dental decay) OR caries, dental) OR
decay, dental) OR carious dentin) OR carious dentin) OR dentin, carious) OR dentin,
carious)) OR reparative dentinogenesis OR reactionary dentinogenesis) OR tertiary
dentinogenesis OR caries-affect dentin OR caries-infected dentin

Critérios de elegibilidade:

Artigos em idioma inglés, com as caracteristicas presentes abaixo, seriam
considerados:
- estudos in vitro, in situ e in vivo;
- estudos envolvendo cérie dental em dentes humanos (dentinogénese
reparativa ou reacional);
- estudos envolvendo MMPs enddgenas (provenientes do tecido cariado
humano);
- pesquisa de artigos publicados até novembro de 2014;
- estudos contendo avaliacdo proteica de MMPs e que tenham investigado a
presenca, localizac&o ou atividade das metaloproteinases.

Desfecho: Agrupar informacgfes referentes a presencga, nivel de atividade e

localizac&o das principais MMPs encontradas na carie dentinaria humana.
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Seriam excluidos os trabalhos que ndo preencherem os critérios acima, além
de trabalhos:
- em modelo animal;
- com dentes de origem animal,
- gue estudaram qualquer inibidor de MMPs ou Inibidores Teciduais (TIMPS);
- com avaliagdo de métodos de tratamento da leséo de carie;
- gue investigaram somente o perfil de expresséo genética de MMPs, sem sua
avaliacao proteica;
- que avaliaram somente MMPs no tecido dentéario sadio;
- gue néo especificaram o tipo de MMP estudada.

Além de metodologias que néo estejam contempladas nesta revisao.

Selecédo dos artigos

Dois revisores (E.N.T. e A.R.S.) pesquisaram de forma independente o0s
titulos e os resumos dos trabalhos elegiveis. Sempre que alguma informacao
relevante para os critérios de elegibilidade ndo estava disponivel no resumo ou se o
préprio resumo ndo estava disponivel, o artigo foi selecionado para a leitura na
integra. Os artigos que preencheram os critérios de elegibilidade foram incluidos no
estudo. Qualquer discordancia entre os dois revisores foi resolvida apds discussao
adicional ou apds o julgamento por um terceiro revisor (A.E.). Os trabalhos que

preencheram os critérios de inclusdo foram analisados (Figura 1).



Pubmed

411

Leitura de
titulos e
resumos

411

Selecionados
para leitura
completa

14

Excluidos
(titulos e
resumos)

397

Selec¢do final

Excluidos apos leitura (6):

-1(dentes bovinos)

-2 (colagenase extrinseca)

-1(dentina higida, somente)

-2 (ndo especificava a MMP)

Figura 1- Fluxograma da revis&o.
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5.3 Resultados

Em razdo da natureza dos estudos selecionados, de acordo com 0s critérios
de incluséo/excluséo, sua metodologia e variaveis de resultados, os dados reunidos
se mostraram heterogéneos. Em funcdo disto, foi utilizada uma forma de
apresentacao descritiva a respeito da diferenca entre os resultados.

A pesquisa resultou em 411 artigos, como mostrado na figura 1. A triagem
através da leitura de titulos e resumos, levou a exclusdo de 397 artigos. Dos 14
artigos incluidos para leitura na integra, 06 ndo preenchiam os critérios de inclusdo e
foram excluidos (2 artigos estudaram colagenases extrinsecas (MAKINEM, 1971,
KAWASAK, 1997), 1 artigo avaliou somente MMPs em dentina normal (n&o-cariada)
(NIU et al.,, 2011),1 artigo usou dentes bovinos (VAN STRIJP 2003) e outros 2
artigos néo especificaram as MMPs estudadas (DAYAN et al., 1983; NASCIMENTO
et al., 2011). Totalizando 8 estudos incluidos nesta revisdo, os quais foram descritos
na tabela 1.

Dentre as principais MMPs enddgenas, ja estudadas no tecido dentinério,
esta revisdo encontrou apenas as MMP-2, -8, -9 e -20, de acordo com o0s critérios de
inclusdo/exclusédo desta pesquisa, no tecido dentinario cariado.

Este trabalho reuniu informacGes em relacdo a presenca, localizacdo e/ou a
atividade catalitica das enzimas estudadas. As metodologias encontradas foram
diversas, além disto, foi observada uma grande heterogeneidade com relacédo as
formas de classificacdo do tecido cariado. Houve trabalhos que especificaram
somente a atividade da lesdo (carie ativa ou inativa) (TJADERHANE et al., 1998;
SULKALA et al., 2002). Um trabalho mostrou classificacao do tipo de dentina cariada
de acordo com critérios de coloracdo e dureza, segundo Bjgrndale colaboradores
(1997) (CHIBINSKI et al., 2014), outros, classificaram o tecido cariado, dividindo-o
em regides mais externas e mais internas, ou dentina cariada afetada e dentina
cariada infectada, de acordo com Fusayama (1979) (SHIMADA et al., 2009;
TOLEDANO et al., 2010; BOUSHELL et al., 2011; CHARADRAM et al., 2012;VIDAL
et al., 2014).

Foram incluidos 06 trabalhos que analisaram a dentina cariada coronaria e 02

trabalhos que investigaram ambas, dentina cariada coronaria e radicular (Tabela 1).
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Na dentina cariada coronaria, independente do tipo de lesdo de cérie, foram
encontradas as MMPs -2, -8, -9, e -20, enquanto somente a MMP-2 e -20 foram
estudadas e se mostraram presentes na dentina cariada radicular, dentre os estudos
incluidos na presente revisao.

Os principais resultados encontrados foram reunidos na tabela 1 e 2.



Tabela 1 Estudos encontrados, de acordo com critérios de inclusdo/excluséao
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Estudos Dentina MMP Dentes Dente Idade Tipo Objetivo Metodologia Principais resultados Observacgdes
Cariado s doad de
s higido or estud
S [0}
Tjaderhane Coronaria MMP-2, -8 e - (n=37) - - Invitro  Investigar a Zimografia, Western Todas as MMPs investigadas estavam Amostras de tecido dentinario
9 presenca e Blot,Microscopia presentes nas amostras de dentina cariado (cérie ativa)
etal., 1998 atividade de Eletrénica de cariada. Foi confirmada também a coletadas de dentes
MMPs em Varredura, por atividade das MMP-2 e -9 derivadas de extraidos
lesbes de carie emissdo de campo dentina cariada e saliva. E quando Desfecho: presenga e
dentinaria (FE-SEM), Ensaio houve uma ativagdo acida, a atividade atividade
humana e em Funcionalde atividades das MMPs, aumentou. Todas as MMPs
saliva (gelatinoliticos/colagen ~ foram ativadas em pH &cido.
oliticos)
Sulkala et Coronaria e MMP-20 (n=16) (n=12) (20 a Invitro Estudar a Imunoistoquimica () e Foi encontrada a MMP-20 no tecido N&o especificou o tipo de
al., 2002 radicular 27 presenca e Western Blotting (WB) dentinério sadio, odontoblastos e tecido dentina cariada (somente
anos) localizagcdo da pulpar (WB). MMP-20 foi encontrada no carie ativa). Para WB, foi
MMP-20, em nos odontoblastos do tecido sadio e do usado o fluido dentinario de
dentes cariados tecido dentinario cariado, nos tubulos 68 dentes . WB do tecido
e higidos, no dentinarios dilatados e tecido pulpar, dentinario cariado foi
fluido dentinério mas com mais forte marcagdo negativo para a MMP-20.
e tecido pulpar imunoistoquimica em dire¢do a dentina Desfecho: presenca e
radicular (I). A principal fonte de MMP-20 localiza¢&@o dentina coronéria e
no complexo dentino-pulpar sao os radicular.
odontoblastos, os quais podem secretar
a MMP-20 no fluido dentinario.
Shimada et Coronéria MMP-2, -9, -8 (n=5) - (32 a Invitro Investigar 0 Imunomarcacdo (ouro) Presenca de todas MMPs estudadas, Secc¢les inteiras de dentes,
al., 2009 e-20 59 nivel da eFE-SEM em ambas as dentinas (cariada e congeladas, para evitar
anos) expressao das higida). Presenga de MMP-2 nado teve deslocamentos. Divisédo:
MMPs na significante diferenca entre dentina dentina externa (infectada por
denina higida, cariada externa, interna e dentina microorganismos) e dentina
comparando higida. J4 as MMP-8 e -9 tiveram interna (perda mineral, mas

com a dentina
cariada

marcacao diminuida significantemente
na dentina cariada interna quando
comparada com dentina higida, mas
aumentou novamente sua marcacgédo na
dentina cariada mais externa. A MMP-
20 teve mais alta marcagéo na dentina
higida, mas diminuiu em direcdo a
lesdo externa, alcancando o mais baixo

sem infec¢do bacteriana) e
dentina normal (pequena ou
nenhuma desmineralizaco).
Desfecho: presenca e
localizagéo



Toledano et
al., 2010

Boushell et
al., 2011

Charadram
et al., 2012

Coronéria e
radicular

Coronaria

Coronal

MMP-2

MMP-2

MMP-2

(n=10)

(n=10)

(n=30)

(n=6)

(n=15)

(18 a
20
anos)

(20 a
35
anos)

In vitro

In vitro

In vitro

Identificar a
diferenca entre
a expressao de
MMP-2

coronaria e
radicular, na
dentina cariada
e higida

Identificar e
comparar
MMP-2 e
Sialoproteina
6ssea(BSP) em
dentina
saudavel e
afetada por
carie

Investigar a

cascata
responsavel
pela formacgéo
de dentina
reacionaria,
focando na
andlise do
colageno e
associacao

com proteinas
nao
colagenosas
(NCPs), com
enzimas,
envolvendo o0s
odontoblastos
na
dentinogénese

Tricrdmico de Massone
Imunofluorescéncia

Imunoistoquimica (1)
e Western Blot (WB)

Hibridizacédo
fluorescente in  situ
(FISH),
Imunoistoquimica
fluorescente,
Microscopia eletrénica

de Varredura, PCR-
tempo real, Ensaio
Funcional de
atividades para

gelatinases (EnzChek
Gelatinase/Collagenas
e Assay kit)

nivel na dentina cariada externa.

MMP-2 estava presente em ambas
coronal/radicular dentina cariada. Baixa
intensidade da expressado de MMP-2 em
dentina-afetada (menor que na dentina-
infectada, mas muito mais alta que na
dentina sadia). Padrdo semelhante nas
dentinas radicular e coronéria.

Dentes higidos = MMP-2 - em toda
dentina, com aumento na regido interna,
préximo aos processos odontoblasticos
e regido de juncdo amelo-dentinaria
(JAD); Dentes cariados = MMP-2 -
regido dentinaria interna, semelhante a
dentes higidos, mas intensa detecgao
préximo a JAD, e significante aumento
imunorreatividade de MMP-2 nos tabulos
dentinarios na dentina afetada por carie.
O nivel de MMP-2 ndo aumentou com o
aumento da severidade das caries.

Foi encontrado um aumento da

densidade e distribuicao de

Sialoroteina dentinaria (DSP) e da

MMP-2 na dentina reacionaria. Um

aumento da regulagdo da MMP-2

(camada odontobléastica), com paralelo

aumento da regulagdo do Inibidor

tecidual-2 (TIMP-2) e da

Metaloproteinase tipo membrana-1

(MT1-MMP) em resposta a carie. MMP-

2 estava ativa na dentina cariada.
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Identificaramdiferentes
dentinas cariadas, conforme
colorac&o. Dentinas afetada e
infectada por cérie, e dentina
higida. Desfecho: presenca e
localizagéo.

Desfecho: presenca e
localizagéo.
Amostras de dentina

reacionéria (tecido dentinario
cariado abrangendo 1/3 ou
2/3 de profundidade) (tecido
dentinario separado e
avaliado em 04 camadas =
mais superficial, mais interna,
afetada, e dentinalocalizada
abaixo da leséo de cérie)
Desfecho:presenga,
localizagéo e atividade.



Chibinski et
al., 2014
Vidal et al.,
2014

Coronaria

Coronaria

MMP-2, -9, -8

MMP-2 e -9

(n=34)

(n=5)

(n=5)

B a
10
anos)

25 a
38
anos)

In vivo

In vitro

reacionaria.
Identificar e
quantificar a
expressdo de
MMp-2,-8,-9,
colageno tipo |
e sialoproteina
6ssea  (BSP)
em dentina
cariada antes e
apos selamento
dentério.
Comparar a
guantidade
MMPs (além de
outras
enzimas) na
dentina higida
com a dentina
afetada. E a
interacao
destas
proteases com
0 colageno em
ambos 0s
tecidos.

Imunoistoquimica

Autofluorescéncia

MMP-2 e -9 detectadas na dentina
cariada antes e ap0s selamento da
cavidade, mais concentradas ao redor
dos tubulos dentinarios e pouco
concentradas na matriz intertubular.
Houve aumento da expressdo de
MMPs, colageno tipo | e BSP, apés
selamento, mas diferengas estatisticas
observadas somente para MMP-8
(concentrada em toda a matriz
orgéanica), colageno tipo | e BSP.

O colageno molecularmente bem
estruturadofoi perdido na dentina
afetada por carie. MMPs estavam mais
intensamente presentes na camara
pulpar, pré-dentina e/ou na dentina
interna. Todas as proteases testadas
estavam marcadamente mais fortes na
dentina afetada que na dentina higida.
MMP-2 e -9 estavam presentes 05 e 15
vezes mais fortes, respectivamente, na
dentina afetada por cérie que na
dentina intacta.
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Unico estudo in vivo; dentes
deciduos. Comparou tecido
dentinério cariado com macia
a média consisténcia (cérie
aguda), antes e apobs
selamento  dentario com
lonbmero de vidro. Sem
controle positivo (ética).
Desfecho: presenga e
localizag&o.

Dentes tinham les&o cavitada
ndo maior que 1/3 da
superficie oclusal (dentina
afetada por cérie)

Desfecho: presenca e
localizagéo.
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Tabela 2 Distribuicdo das MMPs estudadas, de acordo com sua presenca, localizacdo e atividade.

MMP-2 MMP-9 MMP-8 MMP-20
Presenca na (Shimada 2009; Boushell (Sulkala 2002; Shimada
dentina higida 2011; Vidal 2014) (Shimada 2009; Vidal 2014) (Shimada 2009) 2009)
Localizacdo na - aumento da sua expressao
dentina higida na regido interna, préximo -Dentina higida- marcagéo

aos processos
odontoblasticos  (PO) e
também regido de jungdo

amelodentinaria
(Boushell 2011)

(JAD)

nos odontoblastos e tecido
pulpar (Sulkala 2002)

Presenca na

- maior marcagdo proxima

dentina cariada aos tubulos  dentinarios
jaderhane ; Shimada jaderhane ; Shimada jaderhane ; Shimada
(Tjaderhane 1998; Shimada | (Tjaderhane 1998; Shimada = (Tjaderhane 1998: Shimad ?é'ﬁltlfglgszogz)tec'd" pulpar
2009; Chibinsk 2014) 2009; Chibinsk 2014) 2009; Chibinsk 2014) “maior marcacio na dentina
regido interna  (Shimada
2009)
Atividade na -Ativa na dentina cariada . . .
dentina cariada = (Tjaderhane 1998; -Apva hna dentina - cariada
Charadram 2012) (Tjaderhane 1998)
Presenca na (Tjaderhane 1998; Shimada
dentina cariada | 2009; Toledano 2010; . .
coronaria Boushell 2011; Charadram | (Tjaderhane 1998; Shimada | (Tjaderhane 1998; Shimada (zsolélg)ala 2002;  Shimada
2012; Chibinski 2014; Vidal @ 2009; Vidal 2014) 2009; Chibinsk 2014)
2014)
Presenca na
denitna cariada (Toledano 2010) (Sulkala 2002)
radicular
Comparagao -Presenca néo teve diferenca
entre dentina significante entre  dentina
cariada externa, cariada externa, interna ou -Dentina cariada  interna-
interna e dentina | na dentina higida (Shimada anifi
higida 2009) presenca  signi |czntemente
-Presente, com intensa gﬁeenrlﬁ]fé c?]?q?c?;? a o?'gm -Dentina cariada interna-
deteccdo na dentina cariada, aumentada 9 ’mach):a 50 | Presenca significantemente | -Dentina higida- alta
também préoximo a JAD novamente na den?ina menor, comparada com | marcagcdo, mas diminuiu em
(Boushell 2011) cariada externa (Shimada dentina higida; porém | direcdo a lesdo externa,
-na dentina cariada interna, 2009) aumentou sua marcagdo @ tendo menor presenca nha
presenca semelhante a @ ° . ! novamente na dentina | dentina cariada externa
dentina  higida  (Boushell presente no tecido cariado cariada externa (Shimada & (Shimada 2009)
2011) mais |ntte|ns§mented na 2009)
-presente no tecido cariado camara pulpar; ~predentina
mais intensamente na e/ou dentina interna (Vidal
X ) ) 2014)
camara pulpar; predentina
e/ou dentina interna (Vidal
2014)
Comparacéo -baixa quantidade na dentina

entre dentina
cariada afetada,
dentina cariada
infectada e
dentina higida

afetada, em relacé@o a dentina
infectada. (Toledano 2010)
-na dentina afetada, sua
presenca foi muito maior que
na dentina higida (Toledano
2010; Vidal 2014)
-Significante aumento junto
aos tlbulos dentinarios na
dentina afetada por cérie
(Boushell 2011)

Severidade da -Seu nivel ndo aumentou
leséo com o] aumento da
severidade da lesdo
(Boushell 2011)
Dentina -aumento da densidade e
reaciondria distribuicao na dentina
reacionaria (Charadram
2012)
Presenca dentina | -detectada na dentina cariada | -detectada na dentina cariada
cariada antes e corondria, antes e ap6s | corondria, antes e apos

apos selamento
dentério

selamento dentario in vivo,
mais concentrada ao redor
tubulos dentinarios e pouco

concentradas na  matriz
intertubular,  porém  sem
diferengas estatisticas

(Chibinski 2014)

selamento dentario in vivo,
mais concentrada ao redor
tubulos dentinarios e pouco

concentradas na  matriz
intertubular,  porém  sem
diferengas estatisticas

(Chibinski 2014)

-detectada na dentina cariada
coronéria, antes e apoés
selamento dentéario in vivo,
com aumento significativo em
toda a matriz organica, apos
selamento (Chibinski 2014)
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5.4 Discussao

Esta revisédo revelou uma grande heterogeneidade nas metodologias empregadas
para os estudos, tanto da presenca das MMPs no tecido cariado dentinario, quanto para a
comprovacao de que além de presentes, estas MMPs estavam ativas neste tecido. Assim
sendo, néo foi possivel responder de forma direta asquestbes idealizadas, sendo evidente
gue os estudos adotaram diferentes metodologias e diferentes formas de classificacado do
tecido dentinario cariado, para acessar da melhor forma o seu objetivo. Além disto, com a
finalidade de reunir da melhor forma os dados elencados, as nomenclaturas encontradas
nos estudos: “dentina cariada afetada” e “dentina cariada infectada”, foram agrupadas
com “dentina cariada interna” e “dentina cariada externa”, respectivamente (FUSAYAMA,
1979).

Dois dos estudos excluidos, mostraram atividade enzimética em tecido dentinario
desmineralizado (DAYAN et al., 1983; NASCIMENTO et al., 2011), porém 0 mais recente
apenas mostrou presenca e atividade de MMPs em lesdes de carie, mas nao identificou
guais as MMPs poderiam estar presentes. Ja Dayan e colaboradores (1983), identificaram
claramente a presenca e atividade de uma colagenase na matriz dentinaria
desmineralizada, mas também néo a identificaram como uma metaloproteinase.

Toledano e colaboradores (2010) encontraram padrdes semelhantes para a MMP-
2radicular e coronaria. Entretanto Sulkala e colaboradores (2002) encontraram a MMP-20,
nos odontoblastos dos dentes sadios e cariados, mas com mais forte marcacao
imunoistoquimica em direcdo a dentina radicular. Estes autores relatam que a
dentinogénese primaria ocorre da coroa em direcdo apical, e que os dentes utilizados no
estudo, eram terceiros molares de pacientes jovens (20 a 27 anos), ou seja,
adentinogénese primaria poderia ainda estar ocorrendo na area de dentina radicular. O
resultado deste estudo sugere que a producédo dos odontoblastos pode estar alterada de
acordo com o estagio de diferenciacdo, e assim o estagio da dentinogénese primaria dos
dentes utilizados nos estudos, pode refletir o nivel da sintese enzimatica.

Sulkala e colaboradores (2002) encontraram a MMP-20, na regido de pré-dentina,
e nos tubulos dilatados dos tecidos cariados, com imunoistoquimica. Com Western
Blotting (WB), ndo foi possivel detectar esta MMP no tecido cariado, o que pode ter
ocorrido devido a este ensaio poder necessitar de uma quantidade proteica maior. Além
disto, os autores presumem que as enzimas estudadas possam ter sido ativadas e
fragmentadas em formas nao-detectaveis por WB durante eventos prévios, na progressao

das caries, ou durante 0 seu processamento, ocorrendo a presenca desta MMP na
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dentina mineralizada, porém parte desta metaloproteinase pode ter sido removida ou
perdida durante a desmineralizacdo (SULKALA et al., 2002). A diminuida presenca da
MMP-20 no tecido cariado, comprovada nos dois estudos que foram reunidos nesta
revisdo (SULKALA et al., 2002; SHIMADA et al., 2009), pode ter ocorrido pelo fato de que
esta MMP possivelmente tenha como substrato preferencial a amelogenina, contribuindo
para a degradacdo desta, a mais comum proteina do esmalte (BOURD-BOITTIN et al.,
2004). Contudo, os achados de Sulkala e colaboradores (2002) indicam que a MMP-20
pode ser produzida pelos odontoblastos, e ser alterada conforme o estagio de
diferenciacdo destes. Além disto, estes mesmos autores sugerem que pode existir uma
influéncia da MMP-20 na organizagdo da matriz dentinaria, antes e durante a
mineralizacdo in vivo, concluindo que a desmineralizacdo ou degradacdo da matriz
organica da dentina € necessaria para a MMP-20 poder ser liberada da mesma, o que
poderiaocorrer, por exemplo, durante a progressao da carie dentinaria (SULKALA et al.,
2002).

Uma recente publicacdo mostra um estudo in vivo, desenhado como um ensaio
clinico, com criancas, que teve como objetivo avaliar a presenca das MMPs -2, -8 e -9,
além do colageno tipo | e da sialoproteina 6ssea (BSP), usando imunoistoquimica
(CHIBINSKI et al., 2014). Este parece ser o unico trabalhoin vivo, at¢é o momento, que
teve como objetivo identificar e quantificar estas proteinas da matriz extracelular, em
dentina cariada, antes e apds o selamento dentario. Estes autores avaliaram 34 dentes
deciduos. As lesdes de carie dentinaria eram agudas e abertas (ICDAS 06)(International
Caries Detection and Assessment System) (ISMAIL et al., 2007), coletadas dos dentes
deciduos, imediatamente no inicio do tratamento e apds o periodo de avaliagdo. Algumas
perdas ocorreram, devido a dificuldade relatada pelos autores em coletar o tecido cariado
na segunda fase, ja que este se encontrava modificado (CHIBINSKI et al.,, 2014). A
literatura mostra as modificacdes que ocorrem no tecido cariado dentinario, apos o
selamento dentario (BJORNDAL et al., 1997; MALTZ et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006).
Na sequéncia deste estudo in vivo, foi utilizada a técnica de Imunoistoquimica, porém o
tecido cariado coletado teria que ser removido com cuidado, para ndo haver a perda do
arcabouco necessario para a marcacao exigida pela técnica. Estes autores nao
encontraram diferencas estatisticas entre a quantidade de MMP-2, e MMP-9, antes e
apoés o tratamento, porém encontraram um leve aumento da sua marcacgdo, na segunda
etapa. Embora n&o tenha sido usado um controle com dentina normal neste trabalho,
devido a questdes éticas, a presenca das MMP-2 e -9 no tecido cariado, sugere que estas
MMPs possam ter origem na dentina higida, ja que varios trabalhos mostraram presenca
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destas MMPs em dentina normal, de dentes permanentes extraidos (SHIMADA et al.,
2009; TOLEDANO et al., 2010; BOUSHELL et al., 2011; NIU et al., 2011; VIDAL et al.,
2014), porém com pequenas diferencas de localizacdo, provavelmente devido a
diferencas individuais, ao tipo de metodologia empregada, e ao processamento das
amostras.

Chibinski e colaboradores (2014) encontraram forte marcacdo da MMP-8 na
segunda etapa do seu estudo, relatando que esta MMP estava concentrada em toda a
matriz organica. Esta enzima ja foi localizada na dentina higida (SULKALA et al., 2007;
SHIMADA et al.,, 2009) com significante diminuicdo de sua marcacdo em direcdo a
dentina cariada interna (SHIMADA et al., 2009). Estes dois trabalhos (SHIMADA et al.,
2009; CHIBINSKI et al., 2014)possuem resultados que diferem entre si. Houve diferenca
na fase de desenvolvimento dos dentes. O estudo de Chibinski e colaboradores, avaliou
amostras retiradas de dentes deciduos e encontrou a presenca da MMP-8 em toda a
matriz organica desmineralizada, o que ndo pode ser comparado com o trabalho de
Shimada e colaboradores, que avaliaram cortes de dentes permanentes inteiros
congelados, para preservar melhor a estrutura para o seu processamento (Immunogold
labelling e FE-SEM). A MMP-8 também foi encontrada na literatura em trabalhos que
avaliaram a presenca desta, em tecido dentinério cariado (TJADERHANE et al., 1998;
SHIMADA et al., 2009), porém o nivel de atividade desta MMP, no tecido cariado, parece
nao ter sido avaliado até o momento.

Tjaderhane e colaboradores (1998) encontraram as MMP-2, -8 e -9, em todas as
amostras de dentina cariada. Estes autores confirmaram também, que a MMP-2 e a
MMP-9 derivadas de dentina cariada e da saliva de doadores estavam ativas. Além disto,
todas as MMPs estudadas eram ativadas em pH acido, mas poderiam degradar seu
substrato somente em pH neutro, uma tipica sequéncia na placa dental, apds ingestédo de
acucares (TJADERHANE et al., 1998), porém nao especificaram o tipo de tecido cariado
estudado. Pelo fato de que bactérias cariogéncias parecerem ndo possuir sozinhas
nenhum efeito gelatinolitico ou colagenolitico, os achados suportam que somente as
bactérias, ndo séo suficientes para produzir lesdes de céarie dentinaria (KATZ et al., 1987,
TJADERHANE et al., 1998), sendo sugerido que as principais enzimas envolvidas na
degradacdo do colageno dentinario desmineralizado sejam realmente, de origem
endoégena (TJADERHANE et al., 1998). Além disto, a MMP-2 pode ser liberada do
esmalte ou da dentina desmineralizada por bactérias cariogénicas ou sintetizada e
liberada imediatamente por odontoblastos durante o processo carioso (TJADERHANE et
al., 1998). A segunda hipdtese parece ser mais plausivel, e & suportada por varios
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estudos que encontraram esta gelatinase em maior quantidade nos tubulos dentinarios da
dentina afetada, em comparacdo com a dentina higida, o que pode indicar seu
envolvimento potencial no mecanismo de defesa do complexo dentino-pulpar em resposta
ao processo carie (TOLEDANO et al., 2010; BOUSHELL et al., 2011; CHARADRAM et al.,
2012; VIDAL et al., 2014). Charadram e colaboradores (2012) mostraram a partir de seus
achados, que a MMP-2 estd relacionada com a dentinogénese reacionaria, sendo
responsavel, em parte, pela ativacdo de um adaptado fendtipo, levando a uma radical
reprogramacao dos odontoblastos, com a promoc¢do da modulacdo da sintese de uma
alterada matriz dentinaria reacionaria, porém este mecanismo necessita da interacdo de
um magquinario enzimatico complexo, além de proteinas ndo colagenosas presentes na
matriz dentinaria.

A MMP-2 foi acessada em 07 artigos encontrados por esta revisdo. Os estudos
mostravam o0 uso de dentina cariada humana,proveniente de dentes extraidos de
doadores de diversas faixas etarias. Martin-de-Las Heras e colaboradores (2000)
mostraram que os niveis da expressdo da MMP-2 era diferente, conforme a idade do
doador. Quanto maior a idade, menor expressao enzimatica era encontrada. Dos estudos
elencados, dois ndo relataram a idade dos doadores (TJADERHANE et al., 1998;
BOUSHELL et al.,, 2011). Alguns artigos utilizaram dentes de doadores mais jovens
(TOLEDANO et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2011; CHARADRAM et al., 2012) e outros
de doadores de mais idade (SHIMADA et al., 2009; VIDAL et al., 2014), além do estudo in
vivo, onde a avaliacdo foi feita em dentes deciduos (voluntarios de 3 a 10 anos de
idade)(CHIBINSKI et al., 2014).Esta diferenca na idade dos doadores pode ter
influenciado os resultados.

A MMP-9 foi detectada juntamente a MMP-2 na camara pulpar, pré-dentina e
dentina interna. Esta MMP foi marcadamente mais forte, na dentina afetada por carie que
na dentina higida (VIDAL et al., 2014). Ja Shimada e colaboradores (2009), encontraram
maior concentracdo da MMP-9 na dentina cariada externa (infectada), quando comparado
com a dentina higida. Estes dois trabalhos mostram uma concentracdo maior da MMP-9
no tecido cariado, porém estas conclusdes ndo corroboram quanto ao local de maior
concentracdo da MMP estudada. Estes resultados poderiam ter sido influenciados pelo
diferentes tipos de metodologia empregada.

Estes resultados sugerem que as MMPs estdo envolvidas, ndo somente na
progressdo da lesdo de carie, mas na reparagado e regeneracao que ocorre no complexo

dentino-pupar, sendo semelhante as respostas naturais encontradas em muitos dos
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sistemas do organismo, nas quais as MMPs tém um papel fundamental (SMITH et al.,
2012).
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5.5 Concluséao

A literatura ainda € inconclusiva no assunto pesquisado, em relacdo a
compreensao da identidade, da presenca, localizacdo ou atividade das MMPs no tecido
cariado humano. Contudo, a MMP-2 parece ser, seguida da MMP-9, dentre as
metaloproteinases estudadas, a que est4d presente em maior quantidade no tecido
dentinario cariado, localizada principalmente na regido dos tubulos dentinarios, na dentina
afetada (interna), com proximidade com o tecido pulpar. Sua presenca e atividade foram
encontradas em maior expressdo no tecido dentinario desmineralizado, quando
comparada com a dentina normal, o que pode indicar seu potencial envolvimento no
mecanismo de defesa do complexo dentino-pulpar. A MMP-20 parece estar mais presente
no tecido pulpar e proximidades, e a MMP-8 mostrou-se presente na dentina cariada mais

externa ou apés selamento dentério in vivo.



6 Capitulo 2

Inibicdo das MMP-2 e MMP-9 salivares humanas por fluoretos
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Resumo

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs), enzimas existentes na dentina e saliva do
préprio hospedeiro, desempenham um papel de destaque no processo de progressao da
lesdo de cérie, pela sua capacidade de degradar a matriz organica dentinaria. As MMPs
salivares podem ter uma forte relacdo com a degradacdo da matriz de colageno
dentinario, durante o processo da lesdo de carie. Assim, inibidores de MMPs poderiam
atuar sobre as metaloproteinases salivares, auxiliando, junto ao controle do desafio
cariogénico, na prevencdo ou paralizacdo da lesdo de carie. Este estudo teve como
objetivo avaliar a inibicdo da atividade das MMPs salivares (MMP-2 e -9) por solu¢des de
Tetrafluoreto de Titanio (TiF4), Fluoreto de Zinco (ZnF;) e Fluoreto de Estanho (SnF,),
comparando sua acdo com Fluoreto de Sdédio (NaF). Amostras de saliva total foram
coletadas de voluntarios saudaveis, para ser usada em ensaio por zimografia. As
solucdes dos fluoretos testados tiveram as concentragdes de 0,01%; 0,05%; 0,2%; 0,5%;
1% e 2%. O ZnF, e o TiF4 promoveram a maior inibicdo das duas MMPs salivares,
inibindo totalmente (100%), tanto a atividade da MMP-2 quanto da MMP-9, em todas as
concentracdes testadas. O NaF e o SnF, tiveram padrao semelhante com relagcdo a MMP-
9, inibindo totalmente (100%) a sua acdo gelatinolitica, até a concentracdo de 0,2% e
sendo dose-dependente, nas concentracfes menores. Em relacdo a MMP-2, o NaF
manteve o mesmo padrdo mostrado para a MMP-9, mas o SnF, nao foi dose-dependente,
inibindo 100% da atividade desta gelatinase nas menores concentracdes (0,01%, 0,05% e
0,2%) e nas maiores concentracfes, mostrou menor inibicdo: inibicdo de 69%, 75% e
85%, para as concentracdes de 2%, 1% e 0,5% respectivamente. Em conclusao, todos os
fluoretos estudados foram capazes de inibir a atividade das MMPs salivares. Os TiF, e
ZnF, tiveram efeito inibitério em todas as concentracdes testadas. Ja o NaF e SnF,,
agiram de forma dose-dependente, com excecdo para a MMP-2, onde o SnF,, inibiu

apenas as menores concentra(;()es.

Palavras-Chave: fluoretos; saliva; carie dentaria; MMP-2; MMP-9; inibidores de MMPs
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6.1 Introducéao

Durante o desenvolvimento da uma lesdo de céarie ocorre a desmineralizacdo da
parte inorganica dos tecidos dentais, principalmente a hidroxiapatita, por &acidos
produzidos pelas bactérias. Neste processo, ap06s a parte mineral da dentina ser
dissolvida, ocorre a exposicdoda matriz organica deste tecido e que continua a ser
decomposto por enzimas bacterianas (FEATHERSTONE, 2008). No entanto, os
microrganismos ndo sao 0s Unicos responsaveis pela degradacédo do colageno dentinario.
Estudos revelam que a contribuicdo das colagenases bacterianas na degradacdo da
matriz organica dental € menor do que aquela atribuida no passado (CHAUSSAIN-
MILLER et al., 2006). Por outro lado, a acdo de metaloproteinases da matriz (MMPSs),
enzimas existentes na dentina e saliva do proprio hospedeiro, sdo decisivas no processo
de progressédo da lesdo de cérie, pela sua capacidade de degradar a matriz organica
dentinaria (TJADERHANE et al., 1998; SULKALA et al., 2001; HANNAS et al., 2007).

As MMPs presentes na saliva podem ter acesso direto a dentina desmineralizada,
gquando acontece a penetracao da saliva na cavidade aberta das lesbes de carie
(TJACJDERHANE et al. 1998; SULKALA et al., 2001).

A saliva contém diversas MMPs, incluindo colagenases (MMP-8) e gelatinases
(MMP-2 e MMP-9) derivadas tanto do fluido gengival como da secrecao das glandulas
salivares (BIRKEDAL-HANSEN 1993; INGMAN et al., 1994). Entretanto, as MMPs
encontradas na saliva mais envolvidas com o processo das lesdes de carie parecem ser
as gelatinases, com destaque para a MMP-9, que parece ser a principal gelatinase na
saliva total (INGMAN et al., 1994; MAKELA et al., 1994; TIADERHANE et al., 1998; VAN
STRIJP et al., 2003), e sua atividade pode ter um papel importante na degradacllao da
matriz dentinaria, junto a MMP-2, porém esta, em uma menor expressao (NIU et al.,,
2011). A literatura também ja correlacionou uma maior expressado das MMPs salivares em
pacientes com lesdes ativas de carie, quando comparadas com pacientes com lesdes
inativas (NASCIMENTO et al.,, 2011), sendo muito possivel que as MMPs salivares
participem do processo de degradacdo da matriz de colageno, desde que o complexo
dentina-esmalte permita esta penetracdo molecular (TJADERHANE et al., 1998).

O tratamento da carie dentaria exige a interferéncia em varios fatores como a
desorganizacao do biofilme (KIDD et al., 2010), mas considerando o potencial das MMPs
para degradacdo da matriz organica dentinaria, parece logico que a inibicdo das MMPs
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salivares, quando associada a um controle do desafio cariogénico, ajudaria na
intervencdo da progressdo da desmineralizagdo dentinéria. Ajudar a diminuir ou prevenir
a destruicao irreversivel da matriz organica poderia permitir tratamentos néo invasivos ou
minimamente invasivos da lesédo de cérie, por remineralizacdo da dentina, particularmente
no tratamento das lesdes de carie radiculares (KIDD et al., 2010). Nesse contexto, uma
estratégia interessante, seria a utilizacao de inibidores de MMPs salivares.

A literatura atual comega a mostrar um efeito inibidor de MMPs pelos fluoretos.
Fluoreto de sodio (NaF), com conhecida acdo remineralizadora e redutora de
desmineralizacdo nos tecidos dentarios, (MARINHO, 2009; TUBERT-JEANNIN et al.,
2011; CAREY, 2014; MAGUIRE et al., 2014), ja foi demonstrado ser também inibidor de
MMPs (MEI et al., 2012; KATO et al., 2014). Assim, 0 objetivo do presente estudo foi
avaliar o comportamento relacionado a inibicdo de MMPs salivares pelo Tetrafluoreto de
titanio (TiF,4), Fluoreto de zinco (ZnF,) e Fluoreto de estanho (SnF;), comparando-0os com
o NaF, nas MMPs salivares. A hipo6tese nula é a de que os fluoretos testados ndo tenham

influéncia na inibicdo das MMPs salivares.
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6.2 Materiais e Métodos

Os fluoretos (TiFs, ZnF;, SnFy) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (Aldrich
Chemical Company, Deisenhofen, Germany).O NaF, pela Labsynth (Synth, Brasil). Todas

as solucdes (10%) foram feitas com agua destilada.

- TiF4 (Aldrich, Sigma-Aldrich, Brasil) (<=100%)

- ZnF, (Aldrich, Sigma-Aldrich, Brasil) (<=100%)
- SnF; (Aldrich, Sigma-Aldrich, Brasil) (<=100%)
- NaF (Synth, Labsynth, Brasil) (<=100%)

Todos fluoretos utilizados foram testados,com as seguintes diluigées: 2%, 1%,
0,5%, 0,2%, 0,05% e 0,01%.

Coleta das amostras de saliva para andlise em zimografia

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas, sob o parecer 026/2008. Saliva total foi
coletada de 8 voluntarios saudaveis(idades entre 20 a 40 anos), sem nenhuma leséo ativa
de céarie ou doenca periodontal. Os voluntarios assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido. O pool salivar (saliva de 8 voluntarios)foi centrifugado (10,000 rpm, 10
minutos), e o sobrenadante congelado (-80°C) (Freezer Indrel/ IULT 335D), até o
momento dos experimentos (VAN STRIJP et al., 2003; KATO et al., 2014). Os voluntarios
nao utilizaram creme dental fluoretado por 12 horas, antes da coleta da saliva. Depois de
descongeladas, as amostras foram centrifugadas a 13,000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante foi levado ao banho-maria (Biopar, Mod BM 03) a 50°C por 30 minutos, e

novamente congelado — 80°C até o inicio da zimografia.

Ensaio de Zimografia (gelatina)

As amostras de saliva foram diluidas em tampéo da amostra (Dodecil Sulfato de
Sadio, 2%; Tris-HCI 125mM (pH 6.8); Glicerol, 10% e Azul de Bromofenol, 0,001%) (10:3 -
amostra:tampdo da amostra), o conjunto foi incubado por 2 horas, a 26°C, e
imediatamente submetido a eletroforese, em triplicata. Para avaliar o efeito dos fluoretos

na atividade das MMPs-2 e -9 amostras de saliva humana foram carregadas em gel de
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poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE), contendo 0,05% de gelatina (Sigma Chemical, St.
Louis, MO, USA). A eletroforese foi conduzida a 4°C, com voltagem constante de 125V
por 2 horas e 10 minutos, seguida da incubacéo por 60 minutos em Triton X-100 (2%)
(SOUZA et al., 2000). Os géis contendo ambos marcadores de peso molecular (MWM)
(kDa) (Colorburst, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e amostras de saliva, foram entédo
cortados em tiras de 1 cm. Cada tira foi incubada separadamente a 37°C por 19 horas,
em tampao (Tris-HCL, 50mM; CaCl,, 5mM (Tris— CaCly); ZnCl,, 1 uM), contendo (ou néao)
(controle) as diferentes concentracdes (2%, 1%, 0,5%, 0,2%, 0,05% e 0,01%) dos
fluoretos testados (TiF4, ZnF2, SnF2, e NaF) pH 7.4. Posteriormente, os géis foram
corados em Azul de Comassie R-250 (Vetec, Brasil) a 0,1%, por 60 minutos e descorados
em 10% &cido acético/ 10% metanol. A atividade gelatinolitica foi detectada como bandas
nao coradas no fundo azul. Para quantificar a relativa inibicdo das gelatinases pelos
fluoretos, as bandas foram escaneadas e analisadas com o programa Image J (NIH,
Bethesda, MD, USA). Para confirmar que as enzimas representavam MMPs, géis
representativos carregados com MMPs salivares, foram incubados com adi¢cdo de 0,5mM
Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA), (Synth,Labsynth,Brasil) para inibir as atividades
das MMPs, enquanto 0,05mMN-etil-maleimida (NEM) (Sigma-Aldrich, MO, USA) foi usado
para inibir atividades por proteinases serinas (dados ndo mostrados). O percentual de
inibicdo enzimatico, foi plotado de acordo com as concentracfes dos fluoretos. A inibicdo
da atividade gelatinolitica pelos fluoretos,foi determinada pela comparagcdo com seus

respectivos controles.
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6.3 Resultados

Todos os fluoretos testados foram capazes de inibir MMPs salivares, o que levou a
rejeicado da hipotese testada.

Em nosso ensaio por zimografia, 04 bandas foram detectadas nos controles, 2
bandas menos nitidas, préximas ao peso molecular de 70 KDa (correspondentes as
formas pro e ativas da MMP-2), e outras duas bandas mais evidentes, migrando entre 90
KDa (pro e ativa MMP-9). Estas enzimas foram caracterizadas como MMPs, pois suas
atividades foram inibidas por EDTA e néo inibidas por NEM (dados ndo mostrados).
Bandas adicionais gelatinoliticas, correspondendo aos complexos de maior peso
molecular, bem como bandas de baixo peso molecular, representando formas enziméaticas
truncadas, também foram encontradas.

A incubacdo dos géis na zimografia com as diferentes concentracfes dos fluoretos
mostrou uma diminuicdo da expressao da atividade gelatinolitica das MMPs salivares, em
ambas as formas da MMP-2 e MMP-9 em um padréo dose-dependente (figura 1 e figura
2). O ZnF, e o TiF4 promoveram inibicdo das duas MMPs salivares, em todas as
concentracOes testadas. O NaF e o SnF, tiveram padrdao semelhante com relacdo a MMP-
9, inibindo totalmente (100%) a sua acdo gelatinolitica, até a concentragdo de 0,2%, e
sendo dose-dependente, nas concentracdes menores. Em relacdo a MMP-2, o NaF
manteve o mesmo padrdo mostrado para a MMP-9, mas o SnF, nao foi dose-dependente,
inibindo 100% da atividade desta gelatinase nas menores concentra¢des (0,01%, 0,05% e
0,2%) e nas maiores concentracfes, mostrou menor acdo sobre a atividade enzimatica:
inibicdo de 69%, 75% e 85%, para as concentracdes de 2%, 1% e 0,5% respectivamente.
A inibicdo completa esta mostrada nas Figuras 1 e 2 pela auséncia de bandas claras e

nas Tabelas 1 e 2 pela porcentagem de inibicéo.



Tabela 1 Percentual de inibicho das MMP-2 salivares pelos

fluoretos NaF, ZnF2, TiF4 e SnF2, em relacdo ao controle.

Percentual de Inibicdo (MMP-2)

Concentracéo NaF Znk; TiF, SnF,
(%)
0,01 47,8 100 100 100
0,05 68,5 100 100 100
0,2 100 100 100 100
0,5 100 100 100 85,1
1 100 100 100 75,6
2 100 100 100 69,3

Tabela 2.Percentual de inibicdo das MMP-9 salivares pelos
fluoretos NaF, ZnF,, TiF, e SnF, em relagdoao controle.

Percentual de Inibicdo (MMP-9)

Concentracgéo NaF ZnF; TiF, SnF;
(%)

0,01 45,1 100 100 211

0,05 61,9 100 100 51,5

0,2 100 100 100 100

0,5 100 100 100 100

1 100 100 100 100

2 100 100 100 100
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Tabela 3. pH das solucdes testadas, ap0s diluicdo no tampao de revelagéo

Concentracao ZnF; TiF,4 NaF Snk;
2% 4,98 0,85 7,67 2,63

1% 5,22 1,37 7,15 2,79
0,5% 5,64 1,66 6,8 2,98
0,2% 6,2 1,95 6,36 3,19
0,05% 6,14 2,38 6,14 3,48
0,01% 5,18 2,88 6,1 3,54
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95 kDa (Pro MMP-9)
86 kDa (Act MMP-9)
72kDa (Pro MMP-2)
66 kDa (Act MMP-2)

Figura 1 - Inibicdo das metaloproteinases da matriz (MMPs) salivares, pelos fluoretos TIF, e SnF,, em
relacéo ao seu controle (c). Efeito sobre a atividade das gelatinases salivares MMP-2 e -9 foi observado nos
géis por zimografia. Houve inibicdo significativa das formas pro e ativas de MMP-2 -9 salivares. TiF, inibiu,
em todas as concentragfes testadas, a atividade das MMP-2 e -9, enquanto o SnF, teve influéncia sobre a
MMP-2 nas menores concentragfes, mas ndo nas maiores concentragdes (0,5%, 1% e 2%); ja para a MMP-
9, este fluoreto inibiu de forma dose-dependente, a partir da concentracao de 0,2%. A reducao nos niveis de
cinza no gel, indicam a degradagdo enzimatica.

95kDa (Pro MMP-9)
86 kDa (Act MMP-9)

72kDa (Pro MMP-2)
66 kDa (Act MMP-2)
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0.2% 0.5% 1% 2%

0.01%  0.05%

¢
95 kDa (Pro MMP-9)
86 kDa (Act MMP-9)
72kDa (Pro MMP-2)
66 kDa (Act MMP-2)
001%  0.05%

¢ 0.2% 0.5% 1% 2%
Figura 2 - Inibicdo das metaloproteinases da matriz (MMPs) salivares, pelos fluoretos NaF e ZnF2, em
relacéo ao seu controle (c). Efeito sobre a atividade das gelatinases salivares MMP-2 e -9 foi observado nos
géis por zimografia. Houve inibicao significativa das formas pré e ativas de MMP-2 -9 salivares. ZnF, inibiu
em, todas as concentracfes testadas, a atividade das MMP-2 e MMP-9, enquanto o NaF teve influéncia de

forma dose-dependente, com significante inibicdo a partir da concentracao de 0,2%. A redugdo nos niveis
de cinza no gel, indicam a degradacao enzimatica.

95 kDa (Pro MMP-9)
86 kDa (Act MMP-9)

72kDa (Pro MMP-2)
66kDa (Act MMP-2)
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6.4 Discussao

Este trabalho demonstrou in vitro, por zimografia, a acdo de diferentes fluoretos,
com relacdo a sua inibicdo de MMPs salivares. A hipdtese nula testada de que néo
haveria inibicdo das MMPs salivares pelos TIF4, SnF, e ZnF,, em relacdo ao NaF, foi
rejeitada, pois estes fluoretos foram capazes de interferir na atividade enzimatica, tanto da
MMP-2 como da MMP-9. Este estudo parece ser, de acordo com a literatura consultada, o
primeiro a demonstrar o efeito dos TiF4, ZnF, e do SnF, sobre atividade enzimatica
salivar e sugerir que estes materiais poderiam ajudar a reduzir a desmineralizacdo da
matriz organica dentinaria.

Nascimento e colaboradores (2011) encontraram uma maior atividade das MMPs
salivares de pacientes com lesfes ativas de carie, quando comparados a pacientes com
lesBes inativas. Além disto, a atividade das MMPs salivares em pacientes com lesdes de
carie profundas foi maior que em pacientes com lesées menos profundas, motivando
especulacdo de que MMPs salivares podem participar na patogénese da lesdo de cérie
de dentina. Esta hipotese é suportada por resultados de alguns estudos anteriores que
demonstraram a degradacéo do coldgeno dentinario exposto, por MMPs salivares &cido-
ativadas (TJADERHANE et al., 1998 ) e ainda, a diminuicdo na progressido da carie de
dentina por inibidores de MMPs, administrados localmente (SULKALA et al, 2001). Estes
fatos tornam a reducdo das MMPs salivares por inibidores sintéticos potentes e seletivos,
uma meta desejavel.

As gelatinases possuem em sua estrutura trelJs dominios de fibronectina,
responsaveis pela sua ligac(1ao a gelatina, laminina, elastina e aos colagenos tipo 1V e VII
(NAGASE et al., 2006; VISSE, NAGASE, 2003). Ha uma coordenacllao entre a cisteina
presente no pré-dominio e o zinco presente no dominio catalitico da enzima. Essa
ligacdo Cis-Zn?* mantém as pro-MMPs inativas, prevenindo que moléculas de agua se
liguem ao atomo de zinco, o que ocasionaria a sua ativacJao (NAGASE et al., 2006 ).

No presente trabalho, 03 fluoretos metalicos foram estudados, em comparacéo
com o NaF. O mecanismo de inibicAo das enzimas por metais, ndo é completamente
entendido. Uma hipétese é que ions metalicos se liguem a sitios estruturais especificos,
causando mudancas na conformacgdo das enzimas, 0 que poderia levar a inativacdo da
sua funcao catalitica (MASKOS, 2005). Na incubacéo das MMPs salivares com fluoretos
metalicos, como o TiF4, 0 SnF,; e 0 ZnF,, 0s metais poderiam promover uma troca com

fons Ca** ou Zn?*, presentes na estrutura das MMPs, inativando a funcdo das enzimas. A
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MMP-2 possui 2 fons Ca** e 2 fons Zn** e a MMP-9 possui 3 fons Ca*' e 2 jons
Zn**(MASKOS, 2005). Estes fons Ca** e Zn?*, presentes no sitio catalitico das enzimas,
s&0 mais reativos que os fons Sn®*, e Ti**. Assim as enzimas salivares poderiam ter sua
estrutura alterada devido a diminuicdo de ions calcio ou zinco. Hipoteticamente, o TiF4
reagiria com Ca** ou Zn** (reacdo TiF, + Ca®" e/ou Zn** = CaF, ou ZnF, + Ti), e da mesma
forma, poderia acontecer o mesmo com o SnF; (reacdo SnF, + Ca”* e/ou Zn** = CaF ou
ZnF, + Sn) (SOUZA et al., 2000; KATO et al., 2010). Além disto, Souza e colaboradores
(2000), demonstraram que metais menos reativos que o Ca*, como o cobre e 0o mercurio
(CuSO,4 e HgSO,), causaram menor inibicdo as MMPs, quando comparados com ZnSO,.

NaF foi usado neste estudo como um grupo controle, j& que em estudo prévio, a
acao deste fluoreto foi comprovada sobre as MMPs salivares (KATO et al., 2014). Além
disto, este fluoreto € usado clinicamente com comprovada acdo remineralizadora e
inibidora de desmineralizacédo de tecidos dentarios (MARINHO, 2009; TUBERT-JEANNIN
et al.,, 2011; CAREY, 2014; MAGUIRE et al.,, 2014). Kato e colaboradores (2014)
utilizaram também ensaio por zimografia e encontraram inibicdo das MMP-2 e MMP-9
recombinantes, com 200ppmF, e inibicdo das MMP-2 e -9 salivares, a partir de 100ppmF
e 75 ppmF (50% de inibicdo), respectivamente. No presente trabalho, utilizamos o NaF
em concentragdes que variaram entre 0,01% e 2%. Foi encontrada com este fluoreto,
uma inibicdo dose-dependente da expressdo das MMPs salivares a partir de 0,05%
(225ppmF). Nesta concentracdo o NaF inibiu 68% (MMP-2) e 62% (MMP-9), e na
concentracédo de 0,01% (45ppmF), este fluoreto inibiu 48% (MMP-2) e 45% (MMP-9), o
gue demonstra que os resultados do presente trabalho, corroboram com esta recente
publicacao.

O NaF mostrou comportamento dose-dependente, na presente avaliacdo (KATO et
al., 2014), o que nos leva a supor que, sua efichcia quando usado em maiores
concentracfes, na prevencdo de lesbes de carie (CAREY, 2014), possa ser também
influenciada pela sua acdo sobre a atividade das MMPs salivares em concentracfes
iguais ou superiores a 0,2%. Além disto, Kato e colaboradores (2014) mostraram, a
irreversibilidade da inibicdo das MMPs testadas em altas concentragdes (5000ppmF), mas
nao foi possivel inferir razdes para este achado.

O mecanismo pelo qual NaF teria inibido as MMPs salivares, ndo é conhecido.
Considerando-se que as MMPs sdo enzimas Zn?* e de Ca®* dependentes, e que o FlGor é
altamente eletronegativo, foi sugerida a hipétese de que o excesso de F poderia levar a
uma diminuicdo destes ions no sitio catalitico das MMPs, inativando estas enzimas
(KATO et al., 2014).
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O TiF4 inibiu 100% das MMPs salivares,mesmo nas menores concentracdes. A
literatura mostra uma caracteristica remineralizadora igual ou superior do TiF4, em relacao
ao NaF, quando estes s&o comparados em concentracdes mais altas (4% e 2%
respectivamente) (MAGALHAES et al., 2008; WIEGAND et al., 2010; COMAR et al.,
2012), superioridade esta que encontramos também em relacdo a sua capacidade de
inibicdo enzimética. Estudos, com o tetrafluoreto de titanio ja tem investigado este fluoreto
com relacdo a prevencdo da desmineralizacdo do esmalte (BUYUKYILMAZ et al., 1997,
VAN RIJKOM et al, 2002; TVEIT et al., 1983; VIEIRA et al., 2005; VIEIRA et al., 2006) e
prevencdo da nanoinfiltracdo da camada hibrida (DUNDAR et al., 2011). Seu efeito
cariostético parece ser obtido através de uma camada de cobertura rica em ambos, fldor e
titAnio, formada sobre a superficie do esmalte exposto ao fluoreto, reduzindo seus niveis
de solubilidade e prevenindo o desafio cariogénico (MUNDORFF et al., 1972; NASSUR et
al., 2013). Esse efeito inibidor sobre formacdo das lesdes de céarie (TEZEL et al, 2002),
pode em parte, ser explicado pelo seu efeito sobre as MMPs, ja que este fluoreto foi
capaz de inibir totalmente a atividade das MMP-2 e -9 salivares, em todas as
concentragdes testadas.

Um verniz experimental a base de TIF, foi capaz de diminuir a desmineralizacéo e
aumentar o dureza do esmalte saudavel e cariado, respectivamente, sendo igualmente
efetivo em comparagdo aos vernizes NaF, sobre a reducdo da desmineralizacdo na
subsuperficie, mas foi mais eficaz em melhorar a remineralizacdo na superficie e
subsuperficie in vitro (MAGALHAES et al., 2008) e in situ (COMAR et al., 2012). As
concentracfes destes vernizes nestes trabalhos prévios foram de 4% e 5,4% para o TiF,e
NaF, respectivamente. No presente estudo, as maiores concentracbes foram de 2%,
porém a estas concentragdes maximas (2%), tanto o NaF quanto o TiFg,inibiram
totalmente as MMPs salivares, 0 que pode justificar parte do bom desempenho destes
fluoretos, quando concentracdes mais altas sdo usadas.

O TiF4 mostrou, a partir da concentracao de 0,01% inibir totalmente a MMP-2 e a
MMP-9. A acgédo protetora deste composto incorporado a uma solucédo tem sido atribuida
ndo apenas a acao do fluor, mas também a acéo do titanio (BUYUKYILMAZ et al., 1997;
TEZEL et al.,2002). No presente estudo, ndo podemos dissociar 0 mecanismo de acéo do
titdnio e do fldor, por ndo compararmos isoladamente cada ion. Porém foi demonstrado
gue o tetrafluoreto de titdnio teve uma acdo maior sobre as MMPs salivares em relacdo ao
NaF.

De acordo com estudos anteriores, o baixo pH do TiF,4 (cerca de 1,2), favorece a
ligacdo entre o titAnio e o oxigénio do grupo fosfato, conduzindo assim a formacéo de
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uma camada de esmalte composta por didxido de titanio na superficie dentaria (TVEIT et
al., 1983; BUYUKYILMAZ et al., 1997). O pH das diferentes solu¢des estudadas, esté
apresentado na Tabela 3. Dentre todos os fluoretos testados, o TiF, é 0 que apresenta
menores valores de pH, o que poderia ter influéncia sobre as MMPs. Estas enzimas sao
secretadas como zimogénios inativos e podem ser ativadas em ambiente acido. Estas
enzimas embora ativadas, ndo degradam seu substrato, neste ambiente acido
(TJADERHANE et al., 1998). O pH do tamp&o de revelagdo é ajustado para 7.4, para
propiciar um ambiente favoravel para a acdo enzimatica, portanto é provavel que o pH
inicial das substancias testadas, ndo possa influenciar a atividade das MMPs nos ensaios
por zimografia, contudo, estas diferencas de pH merecem futuras investigacfes.Além
disto, o real mecanismo de acg&o do tetrafluoreto de titanio e seu protocolo de uso, ainda
nao estdo bem esclarecidos. Nossos achados demonstram que TiF,4 teve influéncia sobre
as MMPs, fato que pode somar-se as outras promissoras caracteristicas deste material,
para elucidar melhor seu mecanismo de acéo, em futuras pesquisas.

Lippert (2012) mostrou em seu estudo, que na presenga de baixas quantidades de
flor (F), o Zn atua apenas como um inibidor de crescimento de cristais, que esta em
concordancia com as observacdes clinicas do papel do Zn como um agente anti-calculo
(NETUVELI & SHEIHAM, 2004). Em elevadas quantidades de F, o zinco é capaz de
aumentar a remineralizacdo da lesdo de carie, no entanto, quando muito baixas
guantidades de zinco estdo presentes. Além disso, Lippert também verificou que F e Zn
poderiam atuar sinergicamente (LIPPERT, 2012). No presente estudo, o Fluoreto de zinco
mostrou a maior interferéncia sobre as MMPs salivares. Mesmo na concentracdo de
0,01% ZnF,, na qual a quantidade de fltor e zinco foi bem pequena, até a concentracao
de 2% ZnF,, onde h& maior quantidade dos dois elementos, este fluoreto inibiu totalmente
a atividade das MMP-2 e -9 salivares. A sinergia entre F e Zn dentro do composto usado
em nosso estudo, poderia ser uma das causas da maior eficacia do material em relacao
ao uso de Zn ou de F sozinhos (LYNCH et al. 2011; LIPPERT, 2012).

A literatura tem mostrado que metais divalentes, tais como 0 zinco, podem
efetivamente inibir atividades proteoliticas de MMPs (SOUZA et al., 2000; SOUZA et al.,
2001; SANTOS et al., 2004; KATO et al., 2010; HENN et al., 2012). Materiais dentarios
gue possuem zinco em sua composi¢cao, como 0s cimentos de Oxido de zinco e eugenol,
ligas de amalgamas contendo zinco, cimentos de fosfato de zinco e mais recentemente
metacrilato de zinco, também tem demonstrado ser inibidores de MMP-2 e -9 (SOUZA et
al., 2000; SOUZA et al., 2001; SANTOS et al., 2004; HENN et al., 2012). O mecanismo de

inativacdo destas enzimas por metais ndo esta completamente entendido. Outra hipdtese,
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além da ja citada teoria da reatividade dos metais, seria a de que ions metalicos poderiam
ligar-se a residuos de aminoacidos, causando mudanc¢as na conformacéo e inativando a
funcéo catalitica das MMPs (SOUZA et al., 2001).

O zinco também tem um papel estrutural nas proteinas, estabilizando a sua
estrutura terciaria (MCCALL et al.,, 2000). Quatro sitios de ligacdo ao zinco foram
encontrados em moléculas de colageno; dois destes locais estdo na mesma regido que
os locais de clivagem das colagenases (DZAMBA et al., 1993; ROSENBERG et al., 1998).
Mudancas sutis na conformacdo podem ocorrer apos a ligacdo do zinco ao colageno e
levar & protecéio dos sitios de clivagem das MMPs (OSORIO et al., 2011). Além disto, a
literatura j& propds que o mecanismo de acdo do zinco em relagdo as MMPs, pode
ocorrer devido a formacdo de um monohidrato de zinco, que liga o ion zinco catalitico a
cadeia lateral no sitio ativo da enzima. A ndo inibicAo competitiva por outros ions
metalicos pesados € atribuida a ligacdo deste ion ao sitio ativo da enzima (LARSEN &
AULD 1991).

O SnF;, é usado como um componente de mdultiplos beneficios em dentifricios
dentais e em solugdes, além de reduzir o crescimento bacteriano, a atividade bacteriana,
e também diminuir os marcadores inflamatérios (MADLENA, 2013). Este fluoreto mostra
também influéncia sobre a inibicdo da formacao da placa bacteriana (WILLUMSEN et al.,
2007; WHITE et al.,, 2008; MADLENA, 2013; CURY& TENUTA, 2014) e eficacia na
reducédo da hipersensibilidade dentinaria (HE et al., 2014). Além disto, a combinacéao entre
SnF; e fluoreto de amina (AmF) em solucdes tem mostrado bons resultados em relacao a
prevencao de doencas bucais. O fluoreto de amina é usado em conjunto com o SnF, por
melhorar suas propriedades em solucao, estabilizando este ultimo (SCHLUETER et al.,
2009; MADLENA, 2013).

O SnF, também estd sendo estudado com relacdo a erosdo do esmalte, onde
parece exercer um efeito protetor (MAGALHAES et al., 2011; BELLAMY et al., 2014;
FALLER & EVERSOLE, 2014).

Em nosso estudo, este fluoreto se mostrou eficaz sobre a inibicdo da atividade
enzimética salivar. O seu mecanismo de agdo ndo é conhecido, mas poderia estar
relacionado & reatividade do metal (Sn) com os fons estruturais Ca®* e Zn**, como ja
comentado anteriormente.

Nossos resultados mostraram que o SnF, apresentou padrédo semelhante ao NaF
com relacdo & MMP-9, inibindo totalmente (100%) a sua acdo gelatinolitica, até a
concentracdo de 0,2% e sendo dose-dependente. Porem em relacdo a MMP-2, este

fluoretondo mostrou 0 mesmo comportamento, inibindo 100% da atividade desta
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gelatinase nas menores concentracdes (0,01%, 0,05% e 0,2%) e, nas maiores
concentracbes, mostrou menor acdo sobre sua atividade. A razdo para iSso ndo é
aparente e estd provavelmente relacionado com o mecanismo de inibicdo da MMP-2
salivar por este fluoreto, fato que merece uma investigacao mais aprofundada. Contudo, o
SnF,, possui certa instabilidade quando utilizado sozinho, em solucdes ou cremes
dentais. Por este motivo, a literatura mostra o uso de estabilizadores alternativos como o
Fluoreto de Amina (AmF) (SCHLUETER et al., 2009; MADLENA, 2013) e o
Hexametafosfeto de Sodio (STOOKEY, 2004). Esta instabilidade poderia ser uma das
razdes para este efeito ndo-dose-dependente deste fluoreto.

Um estudo clinico prospectivo randomizado demonstrou que o uso da combinagéo
de dentifricio/enxaguatério contendo AmF/SnF;levou a um maior efeito sobre a formacao
de lesBes de mancha branca, placa bacteriana e gengivite quando em comparacdo com o
uso de apenas a combinacdo de dentifricio/enxaguatério contendo NaF. Estes autores
supdem que o pH dos produtos testados poderia ter influéncia no resultado. Produtos
contendo AmF/SnF, tem um menor pH que aqueles contendo NaF (OGAARD et al.,
2006). Nossos achados demonstram esta diferenca de pH (Tabela 3), porém nao
encontramos correlacdo do potencial inibitério dos fluoretos com relacdo a acidez das
substancias testadas. O que se pode especular é que a ligacdo-Cisteina, encontrada na
estrutura das MMPs, pode estar envolvida, desde que a ligacdo Zn-Cisteina, a qual
representa um passo critico no processo de ativacdo da enzima, possa ser afetada. A
mudanca de pH poderia alterar as estruturas secundarias e terciarias e a conformacgéo do
pro-peptideo e portanto mudar o equilibrio da ligagdo com a Cisteina (TJADERHANE et
al., 1998).

Ha uma dificuldade muito grande na comparacao de diferentes sais e na discussao
a respeito dos seus diferentes componentes, pois seus mecanismos de acdo nao sao
iguais. Entretanto o estudo destes 04 fluoretos juntos permitiu uma comparacao, que até
0 momento nos parece inédita na literatura, sobre a influéncia destes fluoretos na

atividade enzimatica salivar, in vitro.
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6.5 Concluséo

Com as limitagcdes de um estudo in vitro, podemos concluir que todos os fluoretos
estudados foram capazes de inibir a atividade das MMPs salivares. Os TiF, e ZnF;
tiveram efeito inibitério em todas as concentracdes testadas. J& o NaF e SnF,, agiram de
forma dose-dependente, com excecao para a MMP-2, na qual o SnF; inibiu apenas as
menores concentracdes. O efeito inibitorio destes fluoretos sobre MMPs, como
demonstrado no presente estudo, pode nao acontecer in vivo e esta interacdo entre estes
materiais com o ambiente bucal, precisa ser melhor investigada. No entanto estes
achados podem servir como base para futuras pesquisas no desenvolvimento de
materiais, que talvez em conjunto com outros inibidores de MMPs usados na cavidade

bucal, possam influenciar a diminuicdo da degradacédo da matriz organica dentinaria.



7 Considerac0fes Finais

1) A presente revisdo encontrou as MMP-2, -9, -8 e -20, como as principais
metaloproteinases encontradas no tecido dentinario desmineralizado. A MMP-2 parece
ser, seguida da MMP-9, dentre as metaloproteinases estudadas, a que existe em maior
guantidade no tecido dentinario cariado, localizada principalmente na regido dos tubulos
dentinarios, na dentina afetada (interna), com proximidade com o tecido pulpar. Sua
presenca e atividade foram encontradas em maior expressdo no tecido dentinario
desmineralizado, quando comparada com a dentina normal, o que pode indicar seu
potencial envolvimento no mecanismo de defesa do complexo dentino-pulpar. A MMP-20
parece estar mais presente no tecido pulpar e proximidades, e a MMP-8 mostrou-se
presente na dentina cariada mais externa ou apos selamento dentério in vivo. Devido a
maior frequéncia destas MMPs, nas lesdes de carie humanas, com relagdo ao tecido
dentinario sadio, é de fundamental importancia conseguir determinar e caracterizar o perfil
proteolitico completo do tecido dentinario desmineralizado e compreender a interacao
entre estas enzimas na degradacao da dentina, o que poderia contribuir na orientacdo de

pesquisas sobre futuras terapias ou materiais no controle eficaz da lesé@o de cérie.

2) Todos os fluoretos avaliados foram capazes de inibir a atividade das MMPs
salivares. Os TiF4 e ZnF, tiveram efeito inibitério em todas as concentracdes testadas. Ja
o NaF e SnF,, agiram de forma dose-dependente, com excec¢ao para a MMP-2, na qual o
SnF, inibiu apenas as menores concentragbes. Estes materiais mostraram uma
promissora capacidade de inibicdo de MMPs salivares in vitro, e estes dados podem
colaborar para pesquisas futuras no desenvolvimento de materiais que possam ter

influéncia na prevencao da degradacao da matriz organica dentinaria.
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Apéndice



APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este termo tem o objetivo de informar os pacientes sobre a pesquisa intitulada:Avaliagdo dos
fluoretos TiF, SnF, e ZnF, e NaF na expressdo das MMP-2 e MMP-9 salivares humanas, e

receber o consentimento para participar do projeto.

Estas informacBes foram dadas pela doutoranda Eliana do Nascimento Torre
(cel.91051937) e pelos Prof.2 Dr.2 Elenara Ferreira de Oliveira, Prof.2 Dr.2 Adriana Etges e Prof.

Dr. Fabio Renato Manzolli Leite.

Objetivo principal: Avaliar algumas enzimas provenientes da saliva, quando testadas com

fluoretos.

1. Justificativa: Algumas enzimas, provenientes da saliva, conhecidas como
Metaloproteinsases da Matriz, participam da carie dentaria. Seria interessante a inibigéo
destas por meio de solu¢des de fluoretos.

2. Procedimento: O voluntario, s6 tera que fazer a doacdo de sua saliva total, apés um
periodo de 12 horas sem utilizagédo de dentifricio contendo fltor.

Desconforto esperado: Ndo ha nenhum desconforto, nem risco com a doag&o.
Recusa a participagcdo no projeto ou retirada do consentimento: O paciente
também poderd, a qualquer momento, retirar seu consentimento de participar da pesquisa.

5. Sigilo: ndo sera divulgado qualquer dado pessoal do paciente ou algo que possa

identifica-lo quando a pesquisa for publicada.

U e e apoés a leitura deste documento e
de outras explicacdes dadas pelos pesquisadores autorizo 0s mesmos a utilizarem minha saliva
doada, para pesquisa. Declaro que estou plenamente de acordo com o0 experimento. Assim, eu

autorizo a execuc¢do do trabalho de pesquisa, exposto acima.

Pelotas, / /

Assinatura n° do RG

Elaborado com base na resolugdo 196/1996 do Conselho de Saude do Ministério da Saude publicada no Diario Oficial

n.201, 16/10/9.
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ANEXO A

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PELOTAS, 13 de maio de 2008.

PARECER N° 15/2008

O projeto de pesquisa intitulado: AVALIACAO DA ATIVIDADE DAS
METALOPROTEINASES EM LESOES PROFUNDAS DE CARIE,APOS A
REMOCAO PARCIAL DA DENTINA CARIADA ” esta constituido de forma
adequada, cumprindo, na suas plenitudes preceitos €ticos estabelecidos por este Comité e
pela legislagdo vigente, recebendo, portanto, PARECER FAVORAVEL 4 sua execug3o.

P

£ _ / 1
Prdf°. Marcos Antonio Torriani
Coordenador do CEP/FO/UFPel.




