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Resumo

Introdugao: Agentes promotores de ligacoes cruzadas tém sido investigados como inibidores da atividade enzimatica
da dentina, o que favoreceria a longevidade das restauragdes adesivas. Objetivo: Avaliar o efeito do tratamento
da dentina com proantocianidina (PA), em curtos periodos de tempo, na inibi¢ao da atividade de MMPs in situ.
Material e método: Quarenta espécimes de dentina (1x1x6 mm) foram obtidos de molares higidos e divididos em
quatro grupos (n=10). Os espécimes foram condicionados com acido fosférico por 15 s, seguido de lavagem em
agua deionizada. A dentina condicionada foi tratada com: dgua, 5% PA por 5s, 15 s ou 30 s. A atividade de MMP
foi analisada colorimetricamente (SensoLyte®) e os dados de absorbancia (412 nm) foram submetidos aos testes de
ANOVA e Tukey (a=0,05). Resultado: Todos os periodos de tratamento foram capazes de reduzir a atividade de MMPs,
sendo que os melhores resultados foram observados para a dentina tratada com PA por 15 s (63,1% reducéo) e 30 s
(70,2%). O tratamento por 5 s foi capaz de inibir 39,9% das MMPs. Conclusédo: A aplicagdo de PA sobre a dentina
condicionada foi capaz de reduzir a atividade de MMPs mesmo em periodos de tempo extremamente curtos, como
5 s. No entanto, melhores resultados foram obtidos com os maiores periodos de tratamento.

Descritores: Dentina; colageno; metaloproteinase da matriz; proantocianidina.

Abstract

Introduction: Collagen cross-linkers have been investigated as inhibitors of the enzymatic activity of dentin, therefore
improving the longevity of adhesive restorations. Purpose: To evaluate the effect of etched dentin treatment with
proanthocyanidin (PA) in short periods of time on the inhibition of dentin metalloproteinases (MMP) activity
in situ. Material and method: Forty dentin specimens (1x1x6mm) were obtained from sound third molars and
divided into 4 groups (n=10). The specimens were etched with 37% phosphoric acid for 15s and rinsed in deionized
water. Then they were treated with the following solutions: water, 5% PA for 5s, 15s or 30s. The total MMP activity
was analyzed by a colorimetric test (SensoLyte®). Absorbance data (412nm) were submitted to ANOVA and Tukey
tests (a=0.05). Result: All treatment periods were able to reduce the total activity of MMPs. The best results were
observed for dentine treated with PA for 15s (63.1% reduction) and 30s (70.2%). Treatment for 5s was capable of
inhibiting only 39.9% of the total MMP activity. Conclusion: Application of PA on the etched dentin in extremely
short periods of time reduced the MMPs activity of dentin, even after 5s. However, the best results were obtained
for the longer periods.

Descriptors: Dentin; collagen; matrix-metalloproteinases; proanthocyanidin.

INTRODUCAO

A busca pelo aumento da durabilidade e da estabilidade da
unido resina-dentina tem levado ao desenvolvimento de diferentes
técnicas e materiais. A aplicagdo de agentes inibidores de proteases,
como a clorexidina’, a redu¢do do tempo de condicionamento dcido?
e a tentativa de melhor infiltrar ou até mesmo remineralizar®** o

colageno exposto na base da camada hibrida ainda apresentam

limitages e nao atingiram completamente o objetivo de promover o
estabelecimento de camadas hibridas mais homogéneas, confiveis

e estaveis em longo prazo®®.

Descrita pela primeira vez por Nakabayashi et al.’, a camada
hibrida é formada pela interpenetragdo dos mondémeros que
compdem os adesivos e as fibrilas de coldgeno desmineralizadas
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pelo condicionamento 4cido. Assim, ha a formagdo de uma estrutura
mista, composta por coldgeno encapsulado por material polimérico.
Esta estrutura é responsavel pela reten¢ao micromecanica das
restauracgdes resinosas e sua funcionalidade depende diretamente
da integridade das fibrilas de coldgeno e da qualidade da matriz
polimérica que a compde®, tanto para sistemas adesivos convencionais
como para sistemas autocondicionantes®.

Durante o estabelecimento da camada hibrida, a remogdo do
conteudo mineral superficial da dentina, além de expor fibrilas de
coldgeno, também libera proteases aprisionadas no processo de
mineralizagdo do tecido dentindrio, como as metaloproteinases da
matriz (MMPs)°. Estas enzimas hidrolisam o coldgeno nao protegido
pelo sistema adesivo no interior da camada hibrida', levando a
reduc¢do da resisténcia de unido entre restauragio e dentina'.

Aumentar a resisténcia do colageno a hidrélise, por meio da
biomodificagdo desta proteina, pode ser uma alternativa eficaz para
melhorar a estabilidade da interface adesiva. Substancias naturais
e sintéticas capazes de aumentar o numero de ligacdes peptidicas
intra e intermolecular, e microfibrilar de colageno podem ser
empregadas para este fim'!. Estes formadores de ligagdes cruzadas
exogenas também podem ser capazes de, simultaneamente, inibir
MMPs e aumentar as propriedades mecénicas da matriz de colageno
desmineralizada'>".

Os formadores de ligagdes cruzadas mais utilizados na
Odontologia sdo o glutaraldeido (GD), a carbodi-imida [1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) hidroclorito de carbodi-imida ou EDC]J e
as proantocianidinas (PAs)". As proantocianidinas sdo metabdlitos
naturais provenientes de plantas, largamente encontrados em
frutas, vegetais, nozes, sementes, flores e caules, sendo prevalentes
em extratos de casca de pinheiros, ulmeiros e sementes de uva.
A proantocianidina é considerada um formador de ligagao cruzada
natural de baixa citotoxicidade, capaz de interagir com proteinas ricas
em prolina, como o coldgeno'’. A prolina aumenta a especificidade
da interagdo com as PAs, favorecendo a formagao de ligagoes de
hidrogénio entre a carbonila da amida proteica com a hidroxila
fenolica'. Além disso, tem sido demonstrado que as PAs também
desempenham um papel importante tanto na inibigao da produgao
das MMPs -1, -3, -7, -8, -9 e -13 liberadas pelos macréfagos quanto
na atividade catalitica das MMPs -1 e -9'>'.

Estudos anteriores tém relatado que a aplicagdo de PA (extraida
de semente de uva) na dentina desmineralizada apresenta resultados
significativos tanto nas propriedades mecénicas como na resisténcia
de unido da interface adesiva apds 10 e 60 minutos de tratamento.
Entretanto, esses estudos apresentam como limitagdo comum
o tempo de aplicagdo clinicamente invidvel'”'%. J4 Liu et al."”
demonstraram, indiretamente, que a biomodificagdo da dentina
desmineralizada com PA por periodos de tempo clinicamente
relevantes (10 segundos e 1 minuto) pode aumentar a resisténcia a
degradagao enzimatica; porém, mais estudos ainda sio necessarios
para confirmar diretamente o efeito antiproteolitico desse agente
sobre a matriz dentinaria desmineralizada por periodos de tempo
clinicamente viaveis.

Dessa maneira, levando-se em considera¢ao o pré-tratamento
da dentina com PA ap6s o condicionamento dcido e considerando-
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se tempos de tratamento clinicamente relevantes, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo da PA extraida de sementes de
uva em curtos periodos de tempo (55, 10 s e 30 s) sobre a inativagdo
de MMPs in situ. A hipdtese nula testada foi que o tratamento da
dentina com PA em curtos periodos nao é capaz de inibir MMPs.

MATERIAL E METODO

Quinze terceiros molares higidos foram utilizados para este
estudo, apds a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da
Georgia Regents University—- GRU, Augusta - GA, EUA. Os dentes
foram mantidos em solugéo de timol 0,2% em temperatura de 4°C
até o momento de sua utilizacdo. Um disco de dentina de 1 mm
de espessura foi obtido do terco médio da coroa de cada dente
selecionado, utilizando-se uma cortadeira metalografica (BuehlerLtd,
Lake Bluff, IL, USA) sob constante irriga¢o.

Em seguida, estes discos foram seccionados em 40 espécimes em
forma de palitos com dimensdes de 1x1x6 mm (aproximadamente
trés espécimes por disco). Os espécimes foram divididos em quatro
grupos (n=10), de acordo com as seguintes solugdes e tempos
de tratamento: dgua deionizada (controle positivo) (pH=6,7);
PA 5% em 4gua deionizada (Polyphenolics Inc, Madera, CA, EUA)
(pH=5,2) por 5 s; PA 5% em agua deionizada por 15 s ou PA 5%
em dgua deionizada por 30 s. Cada palito foi condicionado com
300 pL de acido fosférico 37% por 15 s, lavado em agua deionizada
por 10's e imerso pelo periodo determinado em 300 pL da solugdo
de tratamento. Em seguida, os espécimes tratados foram lavados
com dgua deionizada por 10 s e, individualmente, colocados em
pogos de uma placa de cultura de 96 pogos, contendo 200 uL
do substrato para determinacdo da atividade total de MMP
(Kit Sensolyte, catalog N.° 72095, Ana Spec Inc, Fremont, CA, EUA).
Apds 60 minutos de incubagédo a temperatura ambiente, os palitos
foram removidos e a placa de 96 pogos foi levada para leitura da
absorbancia em espectrofotometro (Synergy H1 Hybrid Reader,
BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) com comprimento de
onda de 412 nm'*". O substrato degradado pelas MMPs libera um
grupo sulfidril que reage com o Reagente de Ellman, tendo como
produto final o dcido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), um composto
de cor amarelada. Quanto maior os valores de absorbancia, maior a
atividade destas proteases. Dessa forma, a atividade total de MMP
foi determinada por meio dos valores de absorbancia obtidos para
cada pogo subtraido do valor do blank, correspondente apenas ao
valor de absorbancia do substrato. A porcentagem de inibi¢ao de
MMPs foi calculada utilizando o grupo controle (dgua deionizada)
como 100% de atividade.

Andlise Estatistica

Os dados de absorbancia, representativos da atividade total de
MMPs, foram inicialmente analisados quanto a sua aderéncia a curva
normal (Shapiro-Wilks) e a homocedasticidade (Levene). Uma vez
respeitados os requisitos de normalidade e homocedasticidade
(p>0,05), os dados foram submetidos ao teste de ANOVA a um critério
fixo (“tratamento da dentina condicionada”), complementado por
testes de Tukey para comparag¢des multiplas dos grupos. Em seguida,
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foram transformados em porcentagem de inibi¢do da atividade de
MMPs considerando-se o grupo controle (agua deionizada) como
100% de atividade.

RESULTADO

Os valores de absorbancia e porcentagem de inibicdo da
atividade total de MMPs na dentina condicionada tratada com PA
estdo apresentados na Tabela 1. Independentemente do tempo de
aplicagdo, a PA foi capaz de significantemente reduzir a atividade
total de MMPs da dentina condicionada, em comparag¢do ao controle
(p<0,05). Entretanto, o tratamento da dentina condicionada com PA
5% por 15 s e 30 s resultou nas maiores porcentagens de inibigdo da
atividade de MMPs, com 63,1% e 70,2%, respectivamente. Nao foi
observada diferenca estatistica entre estes dois grupos (p=0,575).
Embora a PA 5% aplicada na dentina por apenas 5 s também tenha
sido capaz de inibir MMPs quando comparada a aplicagdo de dgua
(controle, p<0,0001), a porcentagem de inibigao foi significativamente
menor (39,9%) a observada para os demais tempos de tratamento
realizados, de 15 s e 30 s (p<0,0001).

DISCUSSAO

A utilizagdo de PAs visando a inibi¢do de proteases tem
sido investigada nao somente buscando a estabilidade da uniao
resina-dentina, mas também para a prevengio e a redugéo de cdncer®,
e controle da progressdo de doengas periodontais'>?'. As MMPs
sdo proteases zinco/célcio dependentes que necessitam de fons
calcio para manter sua estrutura tercidria, bem como de ions zinco
para catalisar o processo de hidroélise. Estas enzimas degradam as
proteinas da matriz extracelular e regulam o metabolismo fisioldgico

e patoldgico de tecidos a base de colageno®.

As MMPs sio secretadas como proenzimas na matriz dentindria
e participam do processo de mineralizagdo deste tecido’. Quando
o conteudo mineral da dentina é removido, seja por um processo
de carie ou pelo condicionamento com acido fosférico, as MMPs
sdo liberadas e ativadas, podendo degradar as fibrilas de colageno
expostas na base da camada hibrida'®. Embora existam 26 MMPs
identificadas, as MMP-2, MMP-9%, MMP-3%, MMP-8% e MMP-20*
tém sido relacionadas ao processo de degradacdo da interface adesiva.
Estas proteases se ligam as moléculas de coldgeno clivando-as
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nos fragmentos ‘um quarto’ e ‘trés quartos’ da ligagdo peptidica
Glicina/Isoleucina; a estrutura peptidica do colageno determina
a especificidade da clivagem e o sitio de ligacdo para as MMPs?.

Aliteratura tem demonstrado que o uso de agentes formadores
deligagdes cruzadas na matriz de coldgeno desmineralizada promove
a estabilidade dos polipeptidios e a inativagdo do sitio catalitico das
proteases, por meio da formagao de novas ligagdes covalentes entre
os peptideos adjacentes®. Varios agentes formadores de ligagoes
cruzadas tém sido aplicados na Odontologia, como o glutaraldeido
(GD), a carbodi-imida [1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) hidroclorito
de carbodi-imida ou EDC] e as proantocianidinas (PAs). Dentre
estes, as proantocianidinas (ou taninos condensados) sdo os
unicos agentes naturais. Estas sdo compostas por subunidades de
flavan-3-ol unidas por ligagdes de C4-C8", que tém o potencial de
inibir a producéo e a ativagao das MMPs'"?, além de apresentarem
propriedades antimicrobianas, baixa toxicidade, baixo custo e facil
obtengdo, uma vez que sdo provenientes de sementes ou frutas
encontradas abundantemente na natureza''. O mecanismo de a¢ao
por tras da capacidade das proantocianidinas em inibir proteases
ainda ndo estd bem definido; ou seja: seu efeito é inespecifico,
podendo envolver diversos mecanismos diferentes'’.

A metodologia utilizada neste estudo é uma avaliagdo colorimétrica
da atividade total de MMPs ligadas a matriz de coldgeno; este é
um método in vitro que nao representa com acuricia a condi¢ao
clinica. Além disso, s¢ foi avaliada a atividade de MMPs logo apds
o tratamento, ndo sendo possivel constatar o efeito da PA em longo
prazo. Apesar de suas limitagdes, o presente estudo demonstrou
que a PA 5% aplicada por periodos de tempo entre 5 s e 30 s foi
capaz de reduzir significativamente a atividade de MMPs na dentina
condicionada, em comparagio ao grupo controle, sendo que os
melhores resultados foram observados para os periodos mais longos
(15se30s). Essas verificagdes sugerem, dessa forma, que sua agéo
¢ tempo-dependente, ou seja, quanto maior o periodo de contato
entre a PA e o coldgeno desmineralizado, maior a quantidade de
MMPs que interage com a solugio e, consequentemente, maior a
inibi¢do de MMPs.

Dessa maneira, estes resultados levam a rejei¢ao da hipétese
nula de que o tratamento da dentina com PA em curtos periodos
de tempo nio é capaz de inibir MMPs in situ. Além disso, pode-se
sugerir que a aplicagdo de PA previamente ao sistema adesivo pode
aumentar a durabilidade e a estabilidade da interface adesiva por

Tabela 1. Atividade de metaloproteinases (MMPs) na dentina condicionada e tratada com Proantocianidina 5% por diferentes tempos de aplicagdo,

expressa como absorbéncia a 412 nm, e porcentagem de inibi¢do

TRATAMENTO DA DENTINA CONDICIONADA

A
gua PA5%5s PA 5% 155 PA 5% 30's
(controle)
Absorbancia 0,32+0,05 0,20+0,05® 0,12+0,03 ¢ 0,10+0,02 ¢
% inibicio 0c 39,9+15,7® 63,149,8 4 70,246,8 4

PA=Proantocianidina. Numeros sio média+desvio padrao, n=10. Médias indicadas por letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). s=segundos.
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meio da reducéo da atividade de MMPs; porém, mais estudos sao 5 s. No entanto, os melhores resultados foram obtidos quando os
necessarios para investigar os efeitos em longo prazo da aplica¢ao periodos mais longos, 15 s ou 30 s, foram utilizados.

desse agente cross-linker tanto in vitro quanto in vivo.
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