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Resumo
Introdução: Agentes promotores de ligações cruzadas têm sido investigados como inibidores da atividade enzimática 
da dentina, o que favoreceria a longevidade das restaurações adesivas. Objetivo: Avaliar o efeito do tratamento 
da dentina com proantocianidina (PA), em curtos períodos de tempo, na inibição da atividade de MMPs in situ. 
Material e método: Quarenta espécimes de dentina (1×1×6 mm) foram obtidos de molares hígidos e divididos em 
quatro grupos (n=10). Os espécimes foram condicionados com ácido fosfórico por 15 s, seguido de lavagem em 
água deionizada. A dentina condicionada foi tratada com: água, 5% PA por 5 s, 15 s ou 30 s. A atividade de MMP 
foi analisada colorimetricamente (SensoLyte®) e os dados de absorbância (412 nm) foram submetidos aos testes de 
ANOVA e Tukey (α=0,05). Resultado: Todos os períodos 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% redução) e 30 s 
(70,2%). O tratamento por 5 s foi capaz de inibir 39,9% das MMPs. Conclusão: A aplicação de PA sobre a dentina 
condicionada foi capaz de reduzir a atividade de MMPs mesmo em períodos de tempo extremamente curtos, como 
5 s. No entanto, melhores resultados foram obtidos com os maiores períodos de tratamento. 

Descritores: Dentina; colágeno; 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 (α=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.

INTRODUÇÃO

A busca pelo aumento da durabilidade e da estabilidade da 
união resina-dentina tem levado ao desenvolvimento de diferentes 
técnicas e materiais. A aplicação de agentes inibidores de proteases, 
como a clorexidina1, a redução do tempo de condicionamento ácido2 
e a tentativa de melhor infiltrar ou até mesmo remineralizar3,4 o 
colágeno exposto na base da camada híbrida ainda apresentam 

limitações e não atingiram completamente o objetivo de promover o 
estabelecimento de camadas híbridas mais homogêneas, confiáveis 
e estáveis em longo prazo5,6.

Descrita pela primeira vez por Nakabayashi et al.7, a camada 
híbrida é formada pela interpenetração dos monômeros que 
compõem os adesivos e as fibrilas de colágeno desmineralizadas 
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pelo condicionamento ácido. Assim, há a formação de uma estrutura 
mista, composta por colágeno encapsulado por material polimérico. 
Esta estrutura é responsável pela retenção micromecânica das 
restaurações resinosas e sua funcionalidade depende diretamente 
da integridade das fibrilas de colágeno e da qualidade da matriz 
polimérica que a compõe8, tanto para sistemas adesivos convencionais 
como para sistemas autocondicionantes6.

Durante o estabelecimento da camada híbrida, a remoção do 
conteúdo mineral superficial da dentina, além de expor fibrilas de 
colágeno, também libera proteases aprisionadas no processo de 
mineralização do tecido dentinário, como as metaloproteinases da 
matriz (MMPs)9. Estas enzimas hidrolisam o colágeno não protegido 
pelo sistema adesivo no interior da camada híbrida1, levando à 
redução da resistência de união entre restauração e dentina10.

Aumentar a resistência do colágeno à hidrólise, por meio da 
biomodificação desta proteína, pode ser uma alternativa eficaz para 
melhorar a estabilidade da interface adesiva. Substâncias naturais 
e sintéticas capazes de aumentar o número de ligações peptídicas 
intra e intermolecular, e microfibrilar de colágeno podem ser 
empregadas para este fim11. Estes formadores de ligações cruzadas 
exógenas também podem ser capazes de, simultaneamente, inibir 
MMPs e aumentar as propriedades mecânicas da matriz de colágeno 
desmineralizada12,13.

Os formadores de ligações cruzadas mais utilizados na 
Odontologia são o glutaraldeído (GD), a carbodi-imida [1-etil-
3‑(3‑dimetilaminopropil) hidroclorito de carbodi-imida ou EDC] e 
as proantocianidinas (PAs)11. As proantocianidinas são metabólitos 
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 ligação cruzada 
natural de baixa citotoxicidade, capaz de interagir com proteínas ricas 
em prolina, como o colágeno11. A prolina aumenta a especificidade 
da interação com as PAs, favorecendo a formação de ligações de 
hidrogênio entre a carbonila da amida proteica com a hidroxila 
fenólica14. Além disso, tem sido demonstrado que as PAs também 
desempenham um papel importante tanto na inibição da produção 
das MMPs -1, -3, -7, -8, -9 e -13 liberadas pelos macrófagos quanto 
na atividade catalítica das MMPs -1 e -915,16.

Estudos anteriores têm relatado que a aplicação de PA (extraída 
de semente de uva) na dentina desmineralizada apresenta resultados 
significativos tanto nas propriedades mecânicas como na resistência 
de união da interface adesiva após 10 e 60 minutos de tratamento. 
Entretanto, esses estudos apresentam como limitação comum 
o tempo de aplicação clinicamente inviável17,18. Já Liu  et  al.19 
demonstraram, indiretamente, que a biomodificação da dentina 
desmineralizada com PA por períodos de tempo clinicamente 
relevantes (10 segundos e 1 minuto) pode aumentar a resistência à 
degradação enzimática; porém, mais estudos ainda são necessários 
para confirmar diretamente o efeito antiproteolítico desse agente 
sobre a matriz dentinária desmineralizada por períodos de tempo 
clinicamente viáveis.

Dessa maneira, levando-se em consideração o pré-tratamento 
da dentina com PA após o condicionamento ácido e considerando-

se tempos de tratamento clinicamente relevantes, o objetivo deste 
estudo foi avaliar o efeito da aplicação da PA extraída de sementes de 
uva em curtos períodos de tempo (5 s, 10 s e 30 s) sobre a inativação 
de MMPs in situ. A hipótese nula testada foi que o tratamento da 
dentina com PA em curtos períodos não é capaz de inibir MMPs.

MATERIAL E MÉTODO

Quinze terceiros molares hígidos foram utilizados para este 
estudo, após a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da 
Georgia Regents University– GRU, Augusta – GA, EUA. Os dentes 
foram mantidos em solução de timol 0,2% em temperatura de 4°C 
até o momento de sua utilização. Um disco de dentina de 1 mm 
de espessura foi obtido do terço médio da coroa de cada dente 
selecionado, utilizando-se uma cortadeira metalográfica (BuehlerLtd, 
Lake Bluff, IL, USA) sob constante irrigação.

Em seguida, estes discos foram seccionados em 40 espécimes em 
forma de palitos com dimensões de 1×1×6 mm (aproximadamente 
três espécimes por disco). Os espécimes foram divididos em quatro 
grupos (n=10), de acordo com as seguintes soluções e tempos 
de tratamento: água deionizada (controle positivo) (pH=6,7); 
PA 5% em água deionizada (Polyphenolics Inc, Madera, CA, EUA) 
(pH=5,2) por 5 s; PA 5% em água deionizada por 15 s ou PA 5% 
em água deionizada por 30 s. Cada palito foi condicionado com 
300 µL de ácido fosfórico 37% por 15 s, lavado em água deionizada 
por 10 s e imerso pelo período determinado em 300 µL da solução 
de tratamento. Em seguida, os espécimes tratados foram lavados 
com água deionizada por 10 s e, individualmente, colocados em 
poços de uma placa de cultura de 96 poços, contendo 200  µL 
do substrato para determinação da atividade total de MMP 
(Kit Sensolyte, catalog N.º 72095, Ana Spec Inc, Fremont, CA, EUA). 
Após 60 minutos de incubação à temperatura ambiente, os palitos 
foram removidos e a placa de 96 poços foi levada para leitura da 
absorbância em espectrofotômetro (Synergy H1 Hybrid Reader, 
BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) com comprimento de 
onda de 412 nm12,13. O substrato degradado pelas MMPs libera um 
grupo sulfidril que reage com o Reagente de Ellman, tendo como 
produto final o ácido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), um composto 
de cor amarelada. Quanto maior os valores de absorbância, maior a 
atividade destas proteases. Dessa forma, a atividade total de MMP 
foi determinada por meio dos valores de absorbância obtidos para 
cada poço subtraído do valor do blank, correspondente apenas ao 
valor de absorbância do substrato. A porcentagem de inibição de 
MMPs foi calculada utilizando o grupo controle (água deionizada) 
como 100% de atividade.

Análise Estatística

Os dados de absorbância, representativos da atividade total de 
MMPs, foram inicialmente analisados quanto à sua aderência à curva 
normal (Shapiro-Wilks) e à 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 comparações múltiplas dos grupos. Em seguida, 
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foram transformados em porcentagem de inibição da atividade de 
MMPs considerando-se o grupo controle (água deionizada) como 
100% de atividade.

RESULTADO

Os valores de absorbância e porcentagem de inibição da 
atividade total de MMPs na dentina condicionada tratada com PA 
estão apresentados na Tabela 1. Independentemente do tempo de 
aplicação, a PA foi capaz de significantemente reduzir a atividade 
total de MMPs da dentina condicionada, em comparação 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 inibição da 
atividade de MMPs, com 63,1% e 70,2%, respectivamente. Não foi 
observada diferença estatística 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 à aplicação de água 
(controle, p<0,0001), a porcentagem de inibição foi significativamente 
menor (39,9%) à observada para os demais tempos de tratamento 
realizados, de 15 s e 30 s (p<0,0001).

DISCUSSÃO

A utilização de PAs visando à inibição de proteases tem 
sido investigada não somente buscando a estabilidade da união 
resina‑dentina, mas também para a prevenção e a redução de câncer20, 
e controle da progressão de doenças periodontais15,21. As MMPs 
são proteases zinco/cálcio dependentes que necessitam de íons 
cálcio para manter sua estrutura terciária, bem como de íons zinco 
para catalisar o processo de hidrólise. Estas enzimas degradam as 
proteínas da matriz extracelular e regulam o metabolismo fisiológico 
e patológico de tecidos à base de colágeno22.

As MMPs são secretadas como proenzimas na matriz dentinária 
e participam do processo de mineralização deste tecido9. Quando 
o conteúdo mineral da dentina é removido, seja por um processo 
de cárie ou pelo condicionamento com ácido fosfórico, as MMPs 
são liberadas e ativadas, podendo degradar as fibrilas de colágeno 
expostas na base da camada híbrida1,5. Embora existam 26 MMPs 
identificadas, as MMP-2, MMP-923, MMP-324, MMP-825 e MMP‑2026 
têm sido relacionadas ao processo de degradação da interface adesiva. 
Estas proteases se ligam às moléculas de colágeno clivando‑as 

nos fragmentos ‘um quarto’ e ‘três quartos’ da ligação peptídica 
Glicina/Isoleucina; a estrutura peptídica do colágeno determina 
a especificidade da clivagem e o sítio de ligação para as MMPs27.

A literatura tem demonstrado que o uso de agentes formadores 
de ligações cruzadas na matriz de colágeno desmineralizada promove 
a estabilidade dos polipeptídios e a inativação do sítio catalítico das 
proteases, por meio da formação de novas ligações covalentes entre 
os peptídeos adjacentes6. Vários agentes formadores de ligações 
cruzadas têm sido aplicados na Odontologia, como o glutaraldeído 
(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) são os 
únicos agentes naturais. Estas são compostas por subunidades de ​​
flavan-3-ol unidas por ligações de C4-C811, que têm o potencial de 
inibir a produção e a ativação das MMPs15, além de apresentarem 
propriedades antimicrobianas, baixa toxicidade, baixo custo e fácil 
obtenção, uma vez que são provenientes de sementes ou frutas 
encontradas abundantemente na natureza11. O mecanismo de ação 
por trás da capacidade das proantocianidinas em inibir proteases 
ainda não está bem definido; ou seja: seu efeito é inespecífico, 
podendo envolver diversos mecanismos diferentes11.

A metodologia utilizada neste estudo é uma avaliação colorimétrica 
da atividade total de MMPs ligadas à matriz de colágeno; este é 
um método in vitro que não representa com acurácia a condição 
clínica. Além disso, só foi avaliada a atividade de MMPs logo após 
o tratamento, não sendo possível constatar o efeito da PA em longo 
prazo. Apesar de suas limitações, o presente estudo demonstrou 
que a PA 5% aplicada por períodos de tempo entre 5 s e 30 s foi 
capaz de reduzir significativamente a atividade de MMPs na dentina 
condicionada, em comparação ao grupo controle, sendo que os 
melhores resultados foram observados para os períodos mais longos 
(15 s e 30 s). Essas verificações sugerem, dessa forma, que sua ação 
é tempo-dependente, ou seja, quanto maior o período de contato 
entre a PA e o colágeno desmineralizado, maior a quantidade de 
MMPs que interage com a solução e, consequentemente, maior a 
inibição de MMPs.

Dessa maneira, estes resultados levam à rejeição da hipótese 
nula de que o tratamento da dentina com PA em curtos períodos 
de tempo não é capaz de inibir MMPs in situ. Além disso, pode-se 
sugerir que a aplicação 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 aplicação, 
expressa como absorbância a 412 nm, e porcentagem de inibição

TRATAMENTO DA DENTINA CONDICIONADA

Água  
(controle) PA 5% 5 s PA 5% 15 s PA 5% 30 s

Absorbância 0,32±0,05 c 0,20±0,05 b 0,12±0,03 a 0,10±0,02 a

% inibição 0 C 39,9±15,7 B 63,1±9,8 A 70,2±6,8 A

PA=Proantocianidina. Números são média±desvio padrão, n=10. Médias indicadas por letras iguais nas linhas não diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). s=segundos.
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meio da redução da atividade de MMPs; porém, mais estudos são 
necessários para investigar os efeitos em longo prazo da aplicação 
desse agente cross-linker tanto in vitro quanto in vivo.

CONCLUSÃO

Com base na metodologia desenvolvida e nos resultados obtidos, 
pôde ser concluído que a PA foi capaz de inativar a atividade de 
MMPs mesmo em períodos de tempo extremamente curtos, como 

5 s. No entanto, os melhores resultados foram obtidos quando os 
períodos mais longos, 15 s ou 30 s, foram utilizados.
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