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RESUMO

SILVA, Renata Luisa Santos da. Papel dos biopeptideos no processo carioso. 2014. 31f.
Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo em Odontologia) - Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

Enzimas bacterianas por muito tempo foram consideradas como responsaveis isoladas pela
degradacdo da matriz dentinaria durante o processo carioso. Todavia, a literatura sugere que
biopeptideos derivados do hospedeiro, que estdo presentes na dentina e na saliva, podem
contribuir de forma significativa nesse processo. Nessa revisdo de literatura o papel dos
biopeptideos no processo carioso sera estudado. Metaloproteinases (MMPS) possuem a
habilidade de degradar a matriz dentinaria e sdo importantes na progressao e paralisagdo das
lesGes cariosas. O papel dos Inibidores das MMPs também € discutido quanto a sua importancia
no processo carioso. Tal conhecimento é importante no entendimento do processo carioso em
nivel molecular e no desenvolvimento futuro de ferramentas terapéuticas relevantes na
paralisacdo do processo carioso. A identificagdo desses biopeptideos pode contribuir na
regeneracdo tecidual dentaria.

Palavras-chave: Biopeptideos. Dentina. Processo carioso. MMPs. Siblings. Inibidores de MMPs.
Dentina cariada selada.



ABSTRACT

SILVA, Renata Luisa Santos da.The role of biopeptides in the carious process. 2014. 31f.
Final Paper (Graduation in Dentistry) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

Bacterial enzymes have long been considered solely responsible for the matrix degradation
during carious process. However, the literature suggests that biopeptides derived from the host
and that are present in dentin and saliva, may have a strong contribution to this process. In this
review of the literature, the role of the biopeptides in the carious process will be studied.
Metalloproteinases (MMPSs) poses the ability to degrade the dentin matrix and are important in
the progression and arrestment of the carious lesions. The role of the MMPs inhibitors will be
also discussed in relation to its importance in the carious process. These findings are important to
the understanding of the carious process in the molecular level and in the development of future
therapeutic tools important in caries progress arrestment. The identification of these biopeptides
may contribute in the dentin tissue regeneration.

Keywords: Biopeptides. Dentin. Carious process. MMPs. Siblings. MMPs inibitors. Sealed
carious dentin.
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1 INTRODUCAO

O processo de formacdo da céarie dentdria envolve mecanismos
complexos de interacdo entre as bactérias do biofilme e o dente. Outrora,
entediasse que a matriz organica da dentina, fosse destruida somente pelas
enzimas proteoliticas bacterianas, ampliando a extensdo da lesdo de carie. No
entanto, atualmente, sabe-se que durante o processo carioso além das enzimas
microbianas que degradam o colageno, existem mecanismos de desmineralizacéo
e remineralizacdo da dentina que sdo mediados por moléculas sinalizadoras do
préprio tecido do hospedeiro, tanto na saliva quanto na dentina. Essas moléculas
que sdo secretadas por odontoblastos e estdo inseridas na matriz extracelular sob a
forma de zimogénio, quando sdo ativadas no processo de cérie, desencadeiam a
degradacdo do coladgeno e de outros componentes da matriz organica dentinaria,
além de também estarem envolvidas com a remineralizacdo do tecido dentinério,
na formacéo de dentina reacional ou esclerotica. Representando estes biopeptideos
temos as metaloproteinases (MMPs), as SIBLINGs (familia de proteinas nédo
colagenas) e as TIMPs (inibidores das metaloproteinases) que atuam mutualmente
nos processos fisioldgicos e patolégicos na dentina, sendo o foco do trabalho
revisar os achados quanto a imunoexpressdo e a funcdo destes biopeptideos em
tecido cariado.A interacdo no processo de desmineralizacdo e remineralizacao é
importante no processo fisiolégico do turn over dentinario assim como também
no processo patolégico da cérie. Estes achados sdo relevantes uma vez que abrem
novas opgbes para o entendimento do processo carioso, possibilitando novas
estratégias na prevencao e tratamento da doenca carie (CHAUSSAIN et al., 2013).
Assim, o objetivo do presente estudo é determinar o papel dos biopeptideos no

processo carioso.
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2 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao de literatura com estudos que foram publicados entre os
anos de 2003 e 2014. A busca dos artigos foi feita na base de dados do PUBMED. Artigos
com idioma Inglés e portugués foram selecionados. Os descritores utilizados foram
biopeptideos, MMPs, siblings e inibidores de MMPs. Fez-se também a busca manual atraves

das referéncias citadas nos artigos encontrados.

As metodologias aplicadas nos estudos dessa revisdao foram bastante variados.
Alguns estudos avaliaram os biopeptideos a partir de dentes extraidos (CHARADRAM et al.,
2012; BOUSHELL et al., 2011), outros de amostras coletadas de dentes “ in vivo”
(CHIBINSK et al., 2014), e outro através de amostras de células da mucosa bucal
(TANNURE et al., 2012). Outros artigos incluidos na revisao foram revisfes de literatura
(VISSE; NAGASE, 2003; CHAUSSAIN et al., 2013; NAVARRO et al., 2006; VISSE;
NAGASE, 2006).
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 ESTRUTURA E COMPOSICAO DA DENTINA

A dentina é formada pelos odontoblastos, que sdo responsaveis por guiar a
mineralizacdo dentinaria, formando a dentina primaria e secundaria, esta Ultima sendo
secretada ao longo dos anos, mesmo apos a erupcao dentaria e formacdo do &pice radicular.
Por isto, a dentina é composta por tubulos dentinarios, que contém em seu interior 0s
prolongamentos odontoblasticos e fluido dentinario. Estes tabulos estdo envoltos por uma
dentina altamente mineralizada, denominada peritubular, e por entre estes tabulos, no meio da
trama de fibras coldgenas do meio extracelular, temos a dentina intertubular
(PEREIRA;NETTO;GONCALVES, 2014). Portanto, de acordo com a intensidade dos
estimulos provenientes do processo carioso, que agridem a polpa, os odontoblastos podem
responder, através dos seus prolongamentos, de maneira, a produzir dentina terciaria ou
esclerdtica para proteger a polpa. Estes mecanismos desencadeiam uma série de interaces
entre os biopeptideos presentes na matriz extracelular da dentina e que sdo também secretados
pelos odontoblastos. No que diz respeito a sua composicdo, a dentina € composta por uma
matriz organica mineralizada, onde predomina principalmente colageno tipo |,
correspondendo a 90% da matriz, e colagenos tipo Ill e V, que correspondem entre 1-3% da
matriz extracelular da dentina, organizado em uma rede de fibrilas, sob uma trama
mineralizada por cristais de hidroxiapatita (HA), e associadas a elas outras proteinas nao
colagenas, que constituem cerca de 10% da matriz dentinaria. Entre estas proteinas nao
colagenosas temos: glicoproteinas, proteoglicanas, MMPS (Metaloproteinases) e SIBLINGS
(small integrin-binding N-linked glycoproteins) entre outras enzimas, fatores de crescimento e
proteinas ndo fosforiladas. Estas MMPS e SIBLINGS estdo presentes, além da dentina, em
outros tecidos do organismo, como o 6sseo, tecido cardiaco, neuronal, conjuntivo, epitelial,
entre outros, associados em eventos fisioldgicos e patolégicos (CHAUSSAIN et al., 2013;
BOUSHELL etal., 2011; PEREIRA;NETTO;GONCALVES, 2014).

3.2 ATIVACAO E INATIVACAO DOS BIOPEPTIDEOS NA DENTINA CARIADA

Neste capitulo serdo abordadas as proteinas metaloproteinases, as TIMPs e as
SIBLINGsS.
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3.2.1 MMPs (Metaloproteinases)

As MMPs formam um grupo de 23 enzimas, zincos dependentes, encontradas em
humanos, que sdo sintetizadas e liberadas no meio extracelular (MEC), sob a forma de
zimogénio (forma inativa da enzima) pelas células dos tecidos que séo capazes de responder a
acao dos fatores de crescimento e citocinas, como € o caso dos odontoblastos (NAVARRO et
al., 2006; VISSE;NAGASE, 2003). Quanto a sua estrutura base, as MMPs possuem uma
sequéncia sinal (S) na extremidade amino-terminal, que é responsavel por direcionar a rota
secretdria destas enzimas. Em seguida, h4 o prodominio (pré-peptideo) que contém um grupo
tiol (SH) que é responsavel por manter a enzima em sua forma inativa. Logo em seguida, tem
o dominio catalitico que contém um sitio de ligacdo ao zinco, podendo ter também, a presenca
da fibronectina, responsavel pela unido da enzima a molécula de coladgeno. Logo em seguida,
ha um componente denominado hemopexina, ligada ao dominio catalitico por uma estrutura
“H” denominada “hinge” (Figuras 1 e 2). E neste componente terminal em que as TIMPs
(inibidores das MMPs) atuam nas MMPs, regulando sua atividade, mantendo a homeostase do
tecido (VIDAL, 2012; NAVARRO et al.,, 2006). A figura a seguir (Figura 1), mostra a
estrutura base das MMPs. Temos a representacdo esquematica da estrutura molecular das
metaloproteinases como ja foi citado logo acima, e em seguida alguns dominios adicionais
relacionados com a ativacdo e com a interacdo destas enzimas com outras moléculas da
MEC. Ao lado de cada estrutura molecular, esta representado o numero da MMP a qual
corresponde. Para que as MMPs sejam ativadas algumas reagdes ocorrem na molécula (Figura
2). Quando ocorre a ativacdo da enzima, ha uma quebra da molécula na regido que liga o

prodominio ao dominio catalitico.



Figura 1- Classificagdo das MMPs de acordo com sua conformacéo estrutural
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Fonte: VISSE;NAGASE, 2003

Figura 2- Representacao esquematica da ativacdo da MMP
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Fonte: VIDAL, 2012
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As MMPs sdo subdivididas em 5 classes: colagenases, gelatinases, estromelisinas,

matrilisinas e tipo membrana. Sua classificacdo deve-se a conformacgdo de suas estruturas

moleculares e seus substratos alvo. As metaloproteinases estédo relacionadas com processos de

degradacéo das fibras colagenas em situagdes patoldgicas, como no caso da cérie. No entanto,

elas também atuam em processos de regulacdo da mineralizacdo e remineralizacdo dos
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tecidos, clivando componentes da matriz extracelular, como as proteinas ndo colagenas da
familia SIBLINGS.

3.2.2 TIMPs (Inibidores de metaloproteinases)

S&o os inibidores das metaloproteinases (MMPs), os quais formam uma familia de
quatro enzimas, numeradas de 1 a4 (TIMP 1, TIMP 2, TIMP 3, TIMP 4). As TIMPs possuem
dois dominios estruturais, um dominio N-terminal e um C-terminal. Os TIMPs também tem a
funcdo bioldgica de regular o crescimento celular, a migracédo celular e a apoptose, além de
atuar como inibidor enddgeno das metaloproteinases, regulando a atividade das MMPs nos
tecidos, mantendo a homeostase (VISSE;NAGASE, 2003). Qualquer uma das TIMPs podem
atuar nas mais diversas metaloproteinases identificadas, desde que possuam o dominio
hemopexina, que corresponde ao local onde elas se ligam as moléculas de MMPs. As outras
MMPs que ndo possuem a hemopexina, provavelmente tem a sua atividade controlada por
outros inibidores endégenos das MMPs, cujo mecanismo de ligacdo ndo foi identificada na
literatura (VISSE; NAGASE, 2003).

3.2.3 SIBLINGs (Familia de proteinas ndo colagenas)

As SIBLINGs compreendem as proteinas ndo colagenas, representadas por:
Osteopontina (OPN), Sialoproteina 6ssea (BSP), Proteina da matriz dentinaria 1 (DMP 1),
Sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), glicoproteinas fosforiladas da matriz extracelular
(MEPE) e sdo assim denominadas por apresentarem caracteristicas genéticas e estruturais
comuns. Elas formam complexos proteicos, ao se unirem as moléculas de MMPs, e tem
intima relacdo com células com alta taxa metabdlica (OGBUREKE;FISHER, 2007). Acredita-
se que as SIBLINGs estdo relacionadas com a mineralizacdo e remineralizacdo da dentina,
com a maturagdo e reorganizacdo das fibras colagenas, mineralizando a matriz extracelular,
norteando a deposicdo dos cristais de hidroxiapatita (HA) na dentina, tanto no processo de
dentinogénese como na dentina reacional. Também, encontraram-se relatos na literatura, que
indicam a atividade destas proteinas ndo colagenas com a degradacdo da MEC frente ao
processo carioso (CHAUSSAIN et al., 2013).
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4 EXPRESSAO DE MMPS NA DENTINA

Na dentina, as metaloproteinases séo essenciais para o processo de dentinogénese,
realizando a regulacdo do processo de mineralizacdo da dentina, ja que atua em sinergia com
outras proteinas de origem ndo colagena, promovendo a remodelacéo do tecido conjuntivo, a
partir da clivagem e associacdo com as SIBLINGs, colaborando com o processo de
mineralizagdo. Na dentina, as MMPs 2, 3, 8, 9, 13, 14 e 20 fazem-se presentes, sendo a
gelatinase MMP 2, a estromelisina MMP 3 e a gelatinase MMP 9 as mais expressas em
dentina, principalmente durante a dentinogénese. Em processos de formacdo dentinaria, ha
uma expressdao mais significativa das MMPs 2, 3 e 9, que induzem a mineralizacdo da
dentina, e ficam inseridas na matriz extracelular sob a sua forma inativa. A MMP 2 tem sua
importancia no processo de dentinogénese, como ja foi supracitado, atuando na degradacédo da
membrana celular, promovendo o contato epitélio-mesénquima, sendo pré-requisito para a
citodiferenciacdo entre os pré- ameloblastos e odontoblastos. A metaloproteinase 2 € a mais
predominante em dentina sadia e é regulada pelo TIMP 2 (CHAUSSAIN, 2013).

Boushell et al. (2011) relataram que como a MMP 2 esta envolvida nos processos
iniciais de formacdo dentinaria, também esta relacionada com a remineralizag¢do da dentina,
pois através dos testes de imunohistoquimica, ela mostra-se presente por toda a extensdo da
dentina, sendo as regides de maior predominio, o interior dos processos odontoblasticos na
regido de dentina do manto, regido correspondente a juncdo amelodentinaria. Também,
identificou-se a marcacédo da sialoproteina do osso (BSP), que também esta associada com ao
processo de mineralizagdo. Estes dois biopeptideos formam o complexo protéico que atua
induzindo a mineralizacdo. A MMP 3 também apresenta-se em maior predominio na regido

da dentina do manto, e € um importante ativador de outras metaloproteinases e SIBLINGs.
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5 PROCESSO CARIOSO NA DENTINA

Do ponto de vista biocelular, assim que os patdogenos adentram a matriz organica da
dentina, os prolongamentos odontoblésticos, através de seus receptores celulares, sdo
responsaveis por gerar uma resposta pulpar. Dependendo do tempo e da intensidade da
agressdo a polpa pode responder formando dentina terciaria, gerar uma pulpite , ou uma
necrose pulpar. Com a resposta pulpar haverd a liberagdo de citocinas que modulardo a
resposta imune e inflamatéria (FONSECA, 2014). Durante o processo carioso, com a queda
de pH para o nivel critico, de 5,5 para os cristais de HA, haverd uma desmineralizacdo da
dentina, expondo a sua matriz organica. Sendo assim, sdo ativadas, no meio extracelular, as
MMPs que antes estavam ali sob a sua forma inativa. Estas metaloproteinases sdo
responsaveis por clivar as outras proteinas da MEC, colaborando na propagacdo do processo
carioso. Sabe-se que as colagenases bacterianas ndo sdo capazes de degradar sozinhas as
moléculas da MEC da dentina, e além disto elas ndo resistem por um periodo muito longo, ao
meio acido (pH 4,3), sendo portanto, necessario haver outros mecanismos, de proteases
enddgenas, que sejam capazes de propagar a degradacdo das fibras colagenas e de sua matriz
extracelular, na dentina (CHAUSSAIN et al., 2013; ARAKAKI;MARQUES;SANTOS, 2009;
BOUSHEL et al., 2011).

Mesmo que as moléculas de colageno sejam conformadas em tripla hélice, as
proteases da familia das metaloproteinases (MMPs), e também as cisteino-protease catepsina
K(CT-K) s8o  capazes de  hidrolisar  estas  moléculas de  colageno
(PEREIRA;NETTO;GONCALVES, 2014; CHAUSSAIN, 2013). As cisteino-catepsinas
correspondem a outra classe de proteases, que elencam 11 proteases humanas identificadas.
Elas ajudam na degradacdo da MEC, e sdo ativadas por outras proteases ou por uma
autoativacdo através do pH acido. Vidal (2012) relata que as cisteinas-catepsinas podem ser
encontradas mais em associacdo com lesdes profundas de cérie, ao contrario das MMPs, que

foram mais associadas as regides mais externas das lesdes.
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5.1 INTERACAO ENTRE AS MMPS DA DENTINA E SALIVA

A ativacdo das MMPs presentes no interior dos processos odontoblasticos, na MEC
da dentina e na saliva, ocorrerd devido a neutralizagdo do pH do meio, apés a
desmineralizacdo dos cristais de HA que compdem a matriz organica da dentina. Acredita-se
que esta neutralizacdo ocorre devido ao efeito tampao da saliva, e também pelo processo de
liberacdo dos ions célcio e fosfato, pela dissolucéo destes cristais de HA no meio extracelular,
gerando uma alcalinizacdo deste meio (VIDAL, 2012). Os ions calcio também séo
responsaveis por estabilizar a atividade das enzimas de metaloproteinases. Frente ao evento
patoldgico da cérie, a clivagem de outras MMPs, que potencializara a capacidade proteolitica
das MMPs, e proteinas nao colagenas, também serdo clivadas e envolvidas no processo de
hidrélise das moléculas que formam o colageno, e de outras moléculas da matriz extracelular
(CHAUSSAIN, 2013). Os biopeptideos envolvidos na degradacdo da MEC na cérie, também
estdo envolvidos no processo de remineralizacdo da dentina (CHAUSSAIN et al., 2013;
ARAKAKI;MARQUES;SANTQOS, 2009; BOUSHELL et al., 2011).

5.2 METALOPROTEINASES DA SALIVA

Sabe-se que as metaloproteinases presentes na cavidade bucal, que podem ter
origem tanto do fluido crevicular gengival ou da secrecdo das glandulas salivares,
desempenham papel fundamental na ativacdo das metaloproteinases da dentina. Além disso,
apresentam-se como importantes adjuvantes na propagagdo do processo carioso em dentina,
colaborando com a degradacdo da MEC da dentina. As gelatinases MMPs 2 e 9 apresentam-se
em abundéancia na saliva, degradando colageno tipos I, Il e Ill, que estdo inseridas tanto na
matriz dentinaria, como nas membranas basais celulares (CHAUSSAIN, 2013;
CHARADRAM, 2012; VISSE;NAGASE, 2006). A gelatinase MMP 2 é clivada a partir do
pH de 6,49 (CHARADRAM et al., 2012) tendo assim a ativacdo do seu dominio catalitico. A
MMP 2 é uma das principais metaloproteinases envolvidas no processo de dentinogénese,
como ja foi relatado, mas que também tem forte relacdo com a degradacdo do colageno, na
dentina cariada, juntamente com a gelatinase MMP 9 e a colagenase MMP 8, que foram
identificadas com maior expressao nas regioes externas das lesdes (VIDAL, 2012). A figura a
seguir esquematiza a atividade das MMPs no processo carioso (Figura 4). As bactérias
cariogénicas produzem &cido na leséo de carie. Com isto, ocorrera a queda de pH, que resulta
na desmineraliza¢do dos cristais de HA da matriz dentinaria, libertando ions célcio e fosfato

no meio extracelular, sugerindo uma alcaliniza¢do do pH, ativando as MMPs da dentina e da
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saliva. Havera, também, uma neutralizacdo do pH pelo sistema tampdo da saliva, que
participa na ativacdo das MMPs. Estas MMPs ativadas na carie degradam as fibras colagenas

da matriz dentinaria desmineralizada, e outros componentes integrantes da MEC.

Figura 3 -Esquema sobre a atividade das MMPs durante o0 processo carioso.
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Fonte: CHAUSSAIN et al., 2013

5.3 MMPS PRESENTES NO PROCESSO CARIOSO

As MMPs proteoliticamente ativas durante o0 processo carioso sdo as colagenases
MMP1, MMP8 e MMP13, as gelatinases MMP 2, MMP 9, a matrilisina MMP 20, as tipo
membranaMT1-MMP e a estromelisina MMP 3(CHIBINSKI et al., 2014). As proteinas ndo
colagenas, envolvidas no processo de remineralizacdo da dentina e que pertencem a familia
das SIBLINGs, sao: a sialofosfoproteina da dentina (DSPP), e a sialoproteina do osso (BSP)
(CHARADRAM et al., 2012; CHIBINSKI et al., 2014). As MMPs 2, 8, 9 e 14 (MT1-MMP)

s80 as que mais sdo expressas em dentina cariada.

A MMP 2, apesar de ser predominante em dentina sadia, tem sua imunoexpressao
mais intensa ainda em dentina cariada (TANNURE et al., 2012). A MMP 2 ¢ ativada pela
metaloproteinase tipo membrana (MT1-MMP), que frente a quadros de dentina cariada, tem

sua atividade aumentada. As MMPs do tipo membrana (MT-MMP) sdo pro- MMP 2, com
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excecdo da MT4-MMP(VISSE;NAGASE,2003). Possuem, também, atividade colagenolitica,
degradando colageno tipos 1,11 e Ill, e também, digerem moléculas da matriz extracelular,
sendo também relacionada com a angiogénese em processos patoldgicos, como nos casos de
cancer (VISSE;NAGASE, 2003; VISSE;NAGASE, 2006). As MT1-MMP (MMP14) ficam
mais expressas nos odontoblastos, durante o processo patoldgico da cérie, sendo, portanto, um
potente ativador de outras metaloproteinases, sendo o principal ativador da MMP 2
(CHAUSSAIN, 2013). Em suma, na dentina, as MMPS fazem-se presentes, tanto na
progressdo como na reparacdo do processo carioso e no processo inicial de dentinogénese
(BOUSHELL etal., 2011).

As MMPs 13 que também estdo presentes na matriz extracelular da dentina,
também se mostram ativas frente ao processo carioso, como é o caso das MMPs 2, 8 e 9 e 14.
Na cérie, ela também atua na ativacéo de outras moléculas de MMPs, na degradacéo da MEC,
mas também esta relacionada com a remodelacdo dos tecidos, incluindo os odontoblastos. A
sua imunoexpressao também tem sido estudada com relacéo a suscetibilidade individual dos
individuos a carie (LORETO et al., 2014). Tannure et al. (2012) realizaram um estudo no Rio
de Janeiro, entre 2009 e 2011, com 505 pacientes com idades entre 3 e 21 anos, que avaliou a
suscetibilidade a carie dos individuos de acordo com os polimorfismos em MMPs 2, 9, 13 e
TIMP 2. Através de um questionario que buscou identificar dados étnicos, socioecondmicos,
dietéticos e de exposicdo ao fluor, e com um exame clinico para identificar o CPOD ou ceod
destes pacientes, avaliou-se por uma regressdo logistica binaria, a associacdo entre as
varidveis genotipicas, obtidas através de uma amostra de células da mucosa bucal, com a
suscetibilidade a carie. Nos resultados encontrou-se associacdo positiva entre o polimorfismo
da MMP 13 e a suscetibilidade a carie, onde o genétipo GG foi identificado mais em
pacientes livres de cérie. Esse estudo tenta explicar as diferencas individuais a partir de
modificacdes genéticas e ambientais e ressalta a importancia da MMP 13 nesse processo. Para
as MMPs 2, 9, e a TIMP 2 ndo encontrou-se essa significancia entre os polimorfismos e a

suscetibilidade a carie.
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6 MMPS X SIBLINGS X FORMACAO DE DENTINA REACIONAL E
TRANSPARENTE(ESCLEROTICA)

Charadram et al. (2012) relata que em testes de imunohistoquimica a MMP 2 , a
DSPP (Sialoproteina de dentina), MT1-MMP e TIMP 2 estdo expressas em processos
cariosos em que ha formacdo de dentina reacional. Isto sugere que através da clivagem de
MT1-MMP, no processo carioso, havera uma ativacdo da pr6-MMP 2. Este processo €
regulado pela MT1-MMP e a TIMP 2, onde a molécula de MT1-MMP se liga a uma
molécula de TIMP 2 inibindo a sua atividade, ativando a MMP 2 (VISSE;NAGASE, 2003).
Em dentina cariada, a imunohistoquimica revela que a MMP 2 e a BSP apresentam 0 mesmo
padrdo de imunoexpressdao que em dentina sadia, apresentando-se por toda a extensdo da
dentina, associado aos prolongamentos odontoblasticos e inseridas na matriz extracelular da
dentina, com maior expressdo na regido correspondente a dentina do manto. No entanto, ha
um aumento significativo da expressdo destes biopeptideos nos tubulos dentinarios que estdo
afetados pela carie (Figura 5). Apesar disso, quando se tentou relacionar a intensidade de
expressdo das MMPs 2 e BSP com diversos graus de severidade de cérie ndo foi possivel ver
essa associacdo (BOUSHELL et al.,2011).

Charadram et al. (2012) também descrevem que a sialofosfoproteina da dentina
(DSPP) que é uma proteina de origem ndo coldgena, da familia das SIBLINGs, esta
relacionada com a mineralizacdo da dentina, e que sua expressao estd ativa, frente a um
processo carioso, com a formacdo de dentina reacional, sendo que, esta dentina também
apresenta formato tubular, semelhante a dentina primaria que € formada na dentinogénese, e a
dentina secundaria, que segue sendo formada mesmo apos a erupcao dental e total formacao
radicular.O mecanismo de acdo descrito para a formacdo de dentina reacional sugere que nos
processos cariosos, havera uma cascata de ativagdes como: ativacdo de MT1-MMP, que cliva
a MMP 2, através da ativacdo de moléculas pro-MMP 2. A MMP2 cliva as moléculas de
DSPP (sialofosfoproteina da dentina), que participam do processo de mineralizacdo e
remineralizacdo, libertando moléculas maiores de DSP (sialoproteina da dentina), visto que a
DSPP divide-se proteoliticamente em sialoproteina da dentina (DSP) e fosfoproteina da
dentina (DPP) (BOUSHELL, 2011; CHARADRAM et al., 2012).

Em agressdes de alta intensidade, podemos ter a morte de odontoblatos, e a formacéo
de dentina esclerdtica ou transparente. O mecanismo de formacgédo da dentina esclerotica ou

transparente, funciona através da desmineralizacdo da dentina peritubular, devido a acdo das
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proteases bacterianas que desmineralizam a matriz extracelular, como foi anteriormente
explicado. Havera, portanto, uma calcificacdo dentro do tubulo dentinario como forma de
proteger a polpa das bactérias. Acredita-se que este mecanismo € mediado pela acdo das
MMPS e das SIBLINGs, mas que ainda ndo esta esclarecido (BOUSHELL et al., 2011).A
presenca de dentina transparente ou esclerética, logo abaixo da lesdo de cérie, e os testes de
imunohistoquimica, confirmam um aumento da expressdo de MMP 2 e BSP , nestes tubulos
que sofreram a calcificacdo, reforcando a ligacdo entre estes dois biopeptideos na
mineralizacdo dentindria (BOUSHELL et al., 2011). A imagem abaixo, de maior aumento,
ilustra a alteracdo de mineralizacdo na dentina afetada pela cérie (setas). A imagem de menor
aumento (representando a dentina descalcificada) € do mesmo dente e identifica a intensa

imunoreatividade para MMP2 e BSP nos tubulos dentinarios afetados pela céarie (Figura 5).

Figura 4 — Imunomarcacdo das MMPs2 e BSP em dentina transparente (esclerética)

Fonte: BOUSHELL etal., 2011

Acredita-se que esta calcificacdo deve-se a ligacdo das moléculas de MMP 2 e BSP em
um complexo proteico, ligando-se a moléculas de colageno e de cristais de HA, da dentina
peritubular desmineralizada, direcionando o processo de mineralizacdo destes tubulos,
resultando em sua calcificacdo (BOUSHELL et al., 2011). Outras metaloproteinases como a
MMP 3 e a MMP 9, também apresentam associa¢do com as SIBLINGs, sendo a MMP 3 com
a OPN, e a MMP 9 com a DMP 1. No entanto, ainda é necessario identificar a importancia da
atividade destes complexos proteicos na atividade da doenca carie (BOUSHELL, 2011,
OGBUREKE; FISHER, 2007).
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7 BIOPEPTIDEOS NA DENTINA SELADA

A remogdo parcial de dentina cariada faz-se necessaria, em casos de lesdes de cérie
profunda, a fim de evitar uma exposicdo pulpar desnecesséria que poderia comprometer a
longevidade deste dente no ambiente bucal. No entanto, € necessario que a cavidade esteja
bem selada. Isto reduz significativamente a quantidade de bactérias da lesdo, tornando-as
invidveis e inativando a lesdo (ALVES et al., 2010). Nos diferentes estudos com selamento de
dentina cariada pode-se observar a modificacdo clinica da dentina e a reorganizacdo do tecido
(BJORNDAL, 2008; CORRALO; MALTZ, 2013). O entendimento do processo de
remineralizacdo dentinaria comecou a ser estudado com énfase em seus mecanismos
moleculares e, em especial, no papel dos biopeptideos dentinarios. Esse conhecimento traz
contribuicOes interessantes para o estudo da carie dental e deve ser uma linha de pesquisa a
ser explorada em um futuro proximo. Muitos estudos que avaliam os biopeptideos da dentina
cariada, o fazem a partir de dentes extraidos, sendo que a dinamica do complexo dentino -

pulpar é bastante complexa e deve, na medida do possivel, ser estudada in vivo.

Dentro dessa idéia, um estudo publicado recentemente avaliou a imunoexpressdo de
MMP 2, MMP 8 e MMP 9, colageno tipo I, e BSP, em dentina cariada selada em uma
amostra final de 34 dentes deciduos, com pacientes de idades entre 3 e 10 anos de idade. Os
dentes selecionados ndo poderiam ter sinais de sintomas pulpares (CHIBINSKI et al., 2014).
Nesse estudo, para evitar as diferencas individuais na expressdo dos biopeptideos, amostras
do mesmo dente foram utilizadas na comparagdo dos resultados antes e apds o selamento
dentério por 60 dias. Foi feita uma coleta de dentina cariada antes do selamento, em uma
regido mais mesial da leséo e outra ap6s o selamento de 60 dias com cimento de ionémero de
vidro, em uma regido mais distal da lesdo. Técnicas de imunohistoquimica foram utilizadas
para identificar as MMPs destas amostras. Essas metaloproteinases (MMP2, MMP 8 e MMP
9) foram escolhidas devido a sua relacdo ja comprovada com a carie dental em dentes
extraidos (CHARADRAM et al., 2012; BOUSHELL et al., 2011; CHIBINSKI et al., 2014). A
BSP foi escolhida por ser uma proteina ndo colagenosa importante na mediacdo da
mineralizacdo dentinaria. A BSP apresenta afinidade com célcio e com a hidroxiapatita,
fazendo a conexd@o entre o colageno recém-formado e a fase inorganica da dentina
(CHARADRAM et al., 2012). Os resultados de Chibinski et al. (2014) mostram uma maior
expressao MMP 8, colageno tipo | e BSP ap6s o selamento da dentina cariada. As demais

MMPs (MMP 2 e MMP 9) estavam presentes tanto antes quanto ap6s o selamento. A



localizacdo das MMPs variou no tecido dentinario cariado. O quadro a seguir resume o

principais achados dessa pesquisa.

Tabela 1 - Resumo sobre biopeptideos da dentina cariada selada.

ACHADOS MMP 2 MMP 8 MMP 9 BSP COLAGENO
TIPO |
Fungdo ja Associadacom Muito efetiva na Atividade Mediacdo da Produzido pelos
identificada  lesGes de hidrélise do gelatinolitica  mineralizagdo  odontoblastos;
carie; colageno; predominante  dentindria; Componente
Presente  na Produzida por na cérie; Acédo conjunta principal da
saliva; odontoblastos e Presente na com a MMP- denting;
tecido pulpar; saliva; 2;
Presente na saliva;
Antes do Presente Presente Presente Presente Presente
selamento
Apos Presente Expressdo Presente Expressdo Expressdo
selamento aumentada aumentada aumentada
Localizagdo Ao redor dos Distribuida em Ao redor dos Ao redor dos Ao longo dos
na dentina tdbulos toda a dentina e tdbulos tbulos tlbulos
cariada dentinarios; grande expressdo dentinarios; dentinarios; dentinarios;
selada nos tabulos
dentindrios;
Principais Em dentina  Apesar de Em dentina Indicaqueestd Sua expressdo
resultados sadia sua hidrolisar sadia sua ocorrendo aumentada
localizagdo ¢é colégeno, seu localizacdo € remineralizagd indica que o0s

na pré-dentina
e JAD;

Na dentina
cariada selada
foi encontrada
ao redor dos
tibulos
dentinarios;
Sua expressdo
nao estava
aumentada
mas difere da
dentina higida;

0] pouco
tempo de
selamento

pode explicar
sua expressdo

nao estar
aumentada
como se

esperava

papel é importante
na organizagdo da
dentina antes da
mineralizacdo;
Acéo conjunta
com MMP-9 e
MMP-2;

na pré-dentina
e JAD;

Apesar de ndo
estar com
expressao
aumentada,
sua
localizacdo ao
redor dos
tabulos
mostra
diferenca em
relacdo a
dentina
higida;

o da dentina
cariada selada;

odontoblastos
secretaram
colageno

durante a
remineralizacdo
da dentina
selada;
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Os achados de expressdo aumentada de MMP 8, BSP e colageno tipo | na dentina
cariada selada, indicam que estes biopeptideos estejam relacionados com a remodelacdo da
dentina infectada e ndo com a progressdo da doenca carie, e sugere-se que a imunoexpressao
destas proteinas descrevam o perfil inicial da reorganizacdo da dentina, ja que o periodo de
selamento foi curto (60 dias). Acompanhamentos longitudinais de maior duragdo de dentes
selados poderiam avaliar o papel desses biopeptideos na continuacdo do processo de

reestruturacdo dentinaria e remineralizacéo.
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8 CONCLUSAO

O conhecimento sobre os fatores bioquimicos envolvidos no processo carie sdo de
suma importancia , uma vez que possibilitam o desenvolvimento de novas condutas que
tenham o objetivo de aumentar a longevidade dentaria. Através do esclarecimento, quanto a
acao das endopeptidases metaloproteinases, em suas mais variadas formas de expressdo, e seu
relacionamento com as demais proteinas ndo colagenas presentes na matriz extracelular, nos
possibilita entender a origem de muitos processos fisiologicos e patoldgicos, permitindo um
aprofundamento maior na compreensdo sobre a maneira de como estes eventos, se expressam
clinicamente, permitindo-nos buscar solucbes para os problemas que podem ser ocasionados

pela interacdo destas proteinas.

Mesmo que, os resultados de diversos estudos, proponha a identificacdo destas
metaloproteinases e SIBLINGs correlacionadas aos eventos de degradagdo da matriz
extracelular, formacdo de dentina reacional e esclerdtica, e também com a dentinogénese,
ainda ndo foi completamente elucidado o mecanismo de acdo concreto de cada uma delas.
Sabe-se que na dentina, as MMPs atuardo degradando os componentes da MEC, mas também,
participando do processo de formagdo de dentina reacional ou esclerdtica, e que sua fungéo
vai depender da intensidade da agressdo pulpar. Isto € reforcado através das identificacGes de
MMPS 2, 8 e 9 com a degradacdo de matriz extracelular em processos cariosos, mas que
também estdo envolvidas na dentinogénese.Os desequilibrios de expressdo entre as MMPs e
as TIMPS aumentam a degradacdo da matriz extracelular, j& que as TIMPs sdo as
responsaveis por regular a atividade das MMPs. Com relacdo a resposta pulpar com a
remineralizacdo de dentina, as MMPs 2 e BSPs foram apresentados nos estudos, em
associacdo, em eventos de formacdo de dentina esclerdtica. JA& em dentina reacional,
encontrou-se uma associacdo de MMP 2 com DSPP. Também relatou-se sobre um aumento
na expressao de BSP na dentina, apds a remocao parcial de tecido cariado e seu selamento.

Como sdo fundamentais, também para o processo de mineralizacdo dos tecidos, estes
biopeptideos séo expressos por toda a vida do individuo, sendo de extrema importancia para o
remodelamento dos tecidos.Portanto, mesmo que ainda tenha-se poucos dados sobre a acéo
precisa das MMPs, tendo algumas destas proteinas que continuam com seu mecanismo de
acao sem esclarecimento (LORETO et al.,2014), sabe-se de suas funcbes, nos eventos
fisioldgicos e patologicos, permitindo o desenvolvimento de propostas de intervengdo nos

processos patologicos. E com relacdo a cérie, poderdo ser desenvolvidas substancias ou
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materiais,que interfiram na atividade destas proteinas, reduzindo a degradacdo da matriz

extracelular.
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