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------------------~RESUMrO~--



RESUMO 

A participação das metaloproteinases durante o desenvolvimento 

dental ainda não está bem estabelecida. Neste trabalho foram realizados 

estudos no intuito de caracterizar e determinar o sítio principal de atuação 

dos grupos de metaloproteinases associadas ao germe dental do primeiro 

molar em desenvolvimento. Verificou-se a presença de enzunas 

gelatinolíticas e caseinolíticas com comportamento, quanto à ação de 

inibidores específicos, ação colagenolítica e peso molecular, semelhante ao 

das enzimas pertencentes ao grupo das metaloproteinases. A análise nos 

diversos periodos do desenvolvimento do germe dental mostrou que a 

maturação dental é acompanhada por um aumento na secreção dessas 

proteinases. Quando analisado o sítio de atuação dessas metaloproteinases, 

observou-se maior ação gelatinolítica na papila dental quando comparado 

com o órgão do esmalte. A ação caseinolítica foi maior no órgão do esmalte. 

Estes resultados indicam que enzimas pertencentes ao grupo das 

metaloproteinases estão associadas ao desenvolvimento e crescimento do 

órgão dental. A presença de caseínases, principalmente no órgão do esmalte, 

pode estar relacionada ao processo de mineralização dental. 
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--------------~INTRODUÇÃO-----



INTRODUÇÃO 

A matriz extracelular é uma estrutura biologicamente ativa fonnada 

por duas classes de macromoléculas: polissacarídeos e proteínas. O 

primeiro grupo, é formado pelos glicosamínoglicanos que, usualmente, 

apresentam-se complexados a um core protéico, na forma de 

proteoglicanos. Os componentes fibrosos são divididos em dois grupos, 

componentes estruturais (por exemplo, colágeno e elastina) e componentes 

adesivos (fibronectina e lamínína). Além de servir como suporte para as 

células, a matriz extracelular também exerce influência no desenvolvimento, 

migração, polarização, proliferação, forma e funções metabólicas das 

células (Alberts et al., 1989). 

O desenvolvimento do germe dental é acompanhado de uma rápida 

degradação e remodelação das macromoléculas da matriz extracelular. Esta 

degradação e remodelação está associada com o crescimento e 

desenvolvimento do órgão dental e parece ser feita pelas metaloproteinases 

(Thesleff et al., 1981). As metaloproteinases têm uma participação 

importante na remodelação tecidual durante o desenvolvimento embrionário 

e em outras condições onde a matriz extracelular é remodelada. Embora 

muitas sejam as evidências do papel das metaloproteinases no 

desenvolvimento do germe dental, a literatura sobre o assunto é bastante 

restrita. 
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Sahlberg et al. (1992) observaram através de análises de hibridização 

"in situ" para gelatinase de 72 kDa que a expressão do gene, nos estágios 

iniciais (fase de botão), era positiva em toda extensão da papila dentária. 

Após três dias, com a diferenciação dos odontoblastos, houve um aumento 

na expressão, principalmente nas regiões formadoras de cúspedes. Na área 

do epitélio do órgão do esmalte, em todos os estágios do 

desenvolvimento, a expressão de gelatinase de 72 kDa foi negativa. 

Breckon et al. (1995) obtiveram resultados semelhantes em estudo da 

expressão de gelatinase de 72 e 92 kDa e TIMP nos sítios de mineralização 

da região craniofacial de coelhos, através de análises imunohistoquímicas. 

Estes autores observaram um aumento na expressão de gelatinases durante 

a odontogênese e a associação com o desaparecimento da membrana basal 

dental interna. Desta forma, foi sugerido que as gelatinases de 72 e 92 kDa 

desempenham papel importante na remodelação da membrana basal, 

principalmente do colágeno tipo IV. 

Fukae et al. (1991), através de análises em eletroforese de gel de 

poliacrilamida, identificaram a existência de diversas enzimas com 

atividades gelatinolíticas, durante o processo de mineralização da dentina. 

No intuito de caracterizar estas proteinases em componentes do grupo das 

metaloproteinases, fizeram uso de inibidores de metaloproteinases, EDT A 

(quelante de íons bivalentes), 1,10-fenantrolina (quelante de íons bivalentes) 

e PMSF, e analisaram a influência do pH na atividade proteolítica. Estes 

autores concluíram que as enzimas exibiram comportamento semelhante 

àquelas pertencentes ao grupo das metaloproteinases. 
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------------~PROPOSIÇÃO~---



PROPOSIÇÃO 

O objetivo deste trabalho foi analisar e caracterizar as 

metaloproteinases associadas ao germe dental do primeiro molar de ratos, 

através de técnica zimográ:fica, durante os diversos períodos de formação 

do órgão dental, e determinar o sítio principal de atuação desse grupo de 

enzunas. 
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----REVISÃO DA LITERATURA--



REVISÃO DA LITERATURA 

GERME DENTAL 

Quando o embrião hmnano atinge a sexta semana de vida, 

células do ectodenna oral proliferam mais rapidamente que as células das 

áreas adjacentes. Essa proliferação leva à fonnação da lâmina dentária. A 

fonnação do genne dental pode ser dividida em três estágios: de botão, de 

capuz e de campânula, embora alguns autores dividam a fonnação do genne 

dental em mais uma fase, fase de campânula avançada. 

Fase de Botão 

Nesse estàgio, as células epiteliais mostram pouca ou nenhmna 

diferenciação. A proliferação celular resulta em mn amnento de volmne e 

tamanho da lâmina dentária. 

Fase de Capuz 

Confonne o botão de células continua a proliferar, a densidade da 

área amnenta, levando as células do genne dental a adquirirem mna fonna 

grosseira de capuz, o qual é caracterizado por mna invaginação pouco 

profunda das células epiteliais. 
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Durante o estágio de capuz começa a diferenciação celular. No órgão 

do esmalte, as células mais periféricas são denominadas epitélio externo do 

órgão do esmalte. As células da concavidade do capuz são denominadas 

células do epitélio interno do órgão do esmalte. As células no interior do 

órgão do esmalte são células poligonais, que adquirem forma de estrela e se 

dispõem na forma de rede. São denominadas células do retículo estrelado. 

A principal função do retículo estrelado é fornecer nutrientes para o epitélio 

interno e externo do órgão do esmalte. As células em proliferação 

localizadas no interior da invaginação são denominadas células da papila 

dentária. A papila dentária é o órgão formador da dentina, através da 

diferenciação dos odontoblastos, e da polpa. Concomitantemente ao 

desenvolvimento do órgão do esmalte e da papila dentária, surge uma 

condensação de células nas margens do epitélio externo que originará o 

folículo dentário. As células do folículo dentário darão origem ao ligamento 

periodontal, osso alveolar e cemento dental. 

Fase de Campânula 

Nessa fase, a invaginação do órgão do esmalte se aprofunda e o 

germe dental adquire uma forma de campânula de sino. Antes que as células 

do epitélio interno se diferenciem em ameloblastos e comecem a secretar 

matriz do esmalte, células da periferia da papila dentária se diferenciam em 

odontoblastos e começam a sintetizar pré-dentina, que é matriz orgânica da 

dentina. É composta basicamente por colágeno tipo I, glicosaminoglicanos e 

algumas glicoproteínas. 
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A formação da raiz do germe dental só se inicia após a formação do 

esmalte e da dentina da junção cemento-esmalte. A orientação da raiz é 

dada pela bainha epitelial de Hertwig. A bainha epitelial consiste de duas 

camadas de células: uma proveniente do epitélio interno (células 

cuboídes) e outra proveniente do epitélio externo (células achatadas). A raiz 

dental é recoberta por cemento. O cemento é uma matriz mineralizada 

sintetizada pelos cementoblastos. Duas formas de cemento são conhecidas, 

i-e, celular e acelular. A diferença fundamental entre essas duas formas é 

que o cemento acelular não apresenta células incluídas na matriz 

mineralizada e está localizado na porção cervical da raiz. O cemento celular 

está localizado na porção apical da raiz. 

A mineralização das estruturas dentais é um fenômeno complexo e 

distinto para o esmalte e dentina. A mineralização do esmalte é dividida em 

dois estágios. No primeiro estágio, ocorre a mineralização imediata e 

parcial dos segmentos da matriz, conforme vão sendo secretadas. No 

segundo estágio, a mineralização é gradual e progride até a completa 

mineralização (estágio de maturação). Essa mineralização inicia-se nas 

cúspides da coroa e progride apicalmente. A deposição de cristais de apatita 

é acompanhada de uma reabsorção das protéinas do esmalte, principalmente 

amelogenina, por proteases específicas (Robinson et al., 1978). A 

mineralização da dentina é iniciada logo após a síntese da matriz orgânica. 

Essa mineralização é gradual e continua. 
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METALOPROTEINASES 

Com o surgimento dos orgarusmos multicelulares, houve a 

necessidade do desenvolvimento de uma matriz intercelular capaz de unir as 

células e servir de arcabouço. A matriz extracelular participa de muitos 

fenômenos celulares como diferenciação e crescimento. Esta matriz está 

constantemente sendo sintetizada e degradada. Membros das familias das 

metaloproteinases e dos ativadores de plasminogênio são os principais 

reguladores da degradação da matriz extracelular (Bikerdal-Hansen, 1993). 

As metaloproteinases compreendem uma família de enzimas que 

apresentam especificidades pelas macromoléculas da matriz extracelular. A 

família das metaloproteinases é formada por pelo, menos nove, membros 

que exibem similaridades estruturais e funcionais. Todas as 

metaloproteinases são secretadas na forma de um zimógeno ou como um 

complexo enzima inibidor (Emonar e Grimaud, 1990), sendo que sua 

ativação se dá em duas etapas. Inicialmente o zimógeno sofre clivagem 

proteolítica que resulta na remoção da porção amino-terminal. A clivagem 

pode ser feita por várias enzimas como a tripsina, plasmina, catepsina B e 

elastase. Numa segunda etapa, a enzima sofre autodigestão que resulta na 

sua forma ativada (Van Wart e Birkedal-Hansen, 1990). Acredita-se que a 

ativação é causada pela ruptura da ponte existente entre o aminoácido 

cisteína e o íon zinco, que bloqueia o sítio ativo da molécula. Outra 

característica comum entre as metaloproteinases é a dependência do íon 

zinco e do íon cálcio. A interação do zinco com dois resíduos de histidina 
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presentes no domínio catalitico da molécula tem importância crucial para o 

funcionamento adequado das metaloproteinases. Os dois átomos de cálcio 

conferem uma estabilidade para a estrutura terciária da proteína (Dioszegi et 

al., 1995). 

As metaloproteinases desempenham papel importante em vários 

processos fisiológicos e patológicos, como na involução pós-parto (W eeks 

et al., 1976; Souza et al., 1976), na reabsorção óssea (Shapiro et al., 1993 e 

Okada et ai., 1995), na inflamação através da migração leucocitária 

(Knauper et al., 1993), na osteoartrite (Woessner, 1994 e Vijaykumar et al., 

1995), na doença periodontal (Biekedal-Hansen, 1993), no crescimento e 

expansão de tumores benignos (Autio-Hermainen et al.,1993) e na invasão e 

metástase (Declerck et al., 1992). 

Têm-se dividido as metaloproteinases em três subclasses: 

colagenases intersticiais, gelatinases e estromelisinas. Esta subclassificação 

baseia-se na especificidade ao substrato. Esta classificação tem sido 

contestada por alguns autores, pois embora satisfatória para o grupo das 

colagenases, todas elas apresentando especificidades ao colágeno tipo I, 11 e 

III, é insatisfatória ao grupo das gelatinases, também chamadas de 

colagenases tipo IV. Isto se deve ao fato de que as estromelisinas também 

digerem colágeno tipo IV. Os outros dois componentes da família das 

metaloproteinases são menos estudados e caracterizados: elastase de 

macrófago(Banda e Werb, 1981) e PUMP (Quantin et al., 1989).. 

Dentre as metaloproteinases as colagenases interstícias são as mais 

específicas. Foram as primeiras a serem descritas em 1962 e, durante as 

últimas décadas, têm sido objeto de muitos estudos que versam desde sua 
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expressão e distribuição, estrutura química e molecular, até participação em 

processos normais e patológicos. Estas enzimas são as únicas com 

capacidade de clivar as triplas hélices dos colágenos tipo I, · II, III em 

condições fisiológicas, tornando estas moléculas susceptíveis à ação de 

outras enzimas (Souza et al., 1993). Existem dois tipos de colagenases 

intersticiais que, apesar de exibirem grande semelhança estrutural e de 

especificidade, são codificadas por genes distintos. A do primeiro tipo, que 

exibe uma distribuição ambígua, é sintetizada por fibroblastos, 

queratinócítos, células endoteliais, macrófagos, osteoblastos, condrócitos e 

osteoclastos (Bikedal-Hansen, 1993). Quando analisada em eletroforese de 

gel de poliacrilamida a colagenase de fibroblastos aparece como várias 

bandas com peso molecular variando entre 57 e 52 kDa. Esta variação 

provavelmente se deve à proteólise parcial da molécula. A do segundo tipo 

é produzida exclusivamente por leucócitos polimorfonucleares. Apesar de 

possuir um núcleo protéico muito semelhante à colagenase de fibroblastos, a 

alta taxa de glicosilação faz com que esta molécula possua um peso 

molecular de 75 kDa. Ao contrário da colagenase de fibroblastos, que é 

rapidamente secretada após a sua síntese, a colagenase de 

polimorfonucleares é armazenada em grânulos intracelulares que só são 

liberados após a ativação das células (Hibbs e Bainton, 1989). Existem 

também as colagenases bacterianas que, clivam as cadeias alfa do colágeno 

nos inúmeros sítios ricos no amínoácido glicina. Elas são muito utilizadas 

em laboratórios devido a sua grande especificidade a tripla hélice da 

molécula do colágeno. 
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As gelatinases são enzimas capazes de clivar a região helicoidal do 

colágeno tipo IV em dois fragmentos proporcionais a Y. e o/. do tamanho da 

molécula (Murphy et al., 1989). Estas enzimas também são capazes de 

degradar colágeno tipo V e VII, elastina e gelatina ( colágeno desnaturado). 

A gelatinase de 72 kDa parece ser capaz de clivar também o colágeno tipo 

X (Welgus et al., 1990), porém, não é ativa sobre o colágeno tipo I , 

II e III, laminina e proteoglicanos. A especificidade dessas enzimas sobre 

o colágeno tipo IV parece indicar que elas participam da remodelação e 

degradação da membrana basal. É também possível que a atividade 

galatinolítica dessas enzimas esteja relacionada com a remoção de 

fragmentos de colágeno desnaturado que sofreram ação de outras 

metaloproteinases (Reponen et al., 1992 e Reponen et al., 1994 ). 

A gelatinase de 72 kDa é, talvez, a metaloproteinase mais abundante, 

sendo secretada por fibroblastos, queratinócitos, células endoteliais, 

macrofágos, osteoblastos e condrócitos, estando também presente no plasma 

sanguíneo (Birkedal-Hansen, 1993). A gelatinase de 92 kDa é produzida por 

neutrófilos polimorfonucleares, queratinócitos e macrofágos, e, 

ocasionalmente, por fibroblastos. Estudos por hibridização "in sitn" têm 

demonstrado que as gelatinases de 92 kDa são fortemente expressas nos 

tecidos, embrionários de ratos (Reponen et al., 1994). 

O terceiro grupo de metaloproteinases é formado pelas estromelisinas. 

As estromelisinas dos tipos 1 e 2 são capazes de digerir várias proteínas da 

matriz extracelular como a laminina, fibronectina, proteoglicano (core 

protéico), colágeno tipo IV, V, VII e X, colágeno desnaturado (gelatina) e 

caseína (Chin et al., 1985). A estromelisina 1 é expressa por várias células 
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do estroma conjuntivo quando induzidas por fatores do crescimento e 

citoquinas (IL-1, EGF, TNF-a e PDGF) (MacNaul et ai., 1990 e Ken et ai., 

1988), e, quando analisada em gel de poliacrilamida, apresenta um peso 

molecular entre 60 e 53 kDa. Esta enzima parece não ser expressa por 

leucócitos ou queratinócitos. A estromelisina 2 é expressa em menor 

quantidade e, aparentemente, pelas mesmas células que expressam 

estromelisina 1. Apresenta um peso molecular semelhante à estromelisina 1. 

Parece não responder a fatores de crescimento (Birkedal-Hansen, 1993). 

A regulação da atividade proteolítica das metaloproteinases ocorre a 

nível extracelular através da ação de uma enzima inibidora específica de 

tecidos, a TIMP (inibidor tecidual de metaloproteinase). Dois membros da 

família TIMP: TIMP-1 e TIMP-2, já foram caracterizados (Herron et ai., 

I 986). Estes inibidores estão distribuídos pelos tecidos e fluídos e são 

secretados por diversos tipos celulares, incluindo fibroblastos, neutrófilos 

polimorfonucleares, células endoteliais, condrócitos e células neoplásicas. 

O mecanismo de ação da TlMP é complexo, e envolve numerosos 

pontos de interação com as metaloproteinases. O evento principal parece ser 

resultado da ligação ao domínio catalítico N-terminal, do sítio ativo da 

metaloproteinase (Murphy et ai., 1994). TIMP-1 parece ser mais efetivo na 

regulação das colagenases, enquanto que TIMP-2 é mais efetivo com o 

grupo das gelatinases (Howard et ai., 1991). 
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Tabela com os membros da família das metaloproteinases com 

respectivos, peso molecular e substratos. 

ENZIMAS ABREV. PM(k:Da) SUBSTRATO 

Colagenase de MMP-1 
fibroblastos 
Colagenase de MMP-8 
PMN 
Estromelisina-1 MMP-3 

Estromelisina-2 MMP-1 O 

Estromelisina-3 
Gelatinase A 

Gelatinase B 

Matrilisina 

Metaloelastase 
de macrófagos 

MMP-11 
MMP-2 

MMP-9 

MMP-7 

MMP-12 

57/52 Colágeno tipo I, II, III VII, VIII, 
X e gelatina 

75 Colágeno tipo I, li, III VII, VIII, 
X e gelatina 

60/55 Fibronectina, Laminina, Elastina 
Colágeno tipo IV, V, IX, X, 
Proteoglicanos e Caseína 

60/55 Fibronectina, Laminina, Elastina 
Colágeno tipo IV, V, IX, X, 
Proteoglicanos e Caseína 

72 

92 

28 

55 

19 

Gelatina, Fibronectina, Elastina 
Colágeno tipo IV, V, VII, X 
Gelatina, Elastína, Colágeno tipo 
IV, V 
Fibronectina, Laminina, Elastina, 
Proteoglicanos, Colágeno tipo IV 
Elastina 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Gennes dentais dos primeiros molares da maxila e mandíbula de ratos 

Wistar recém-nascidos e com 01, 03, 05, 07, 10 e 15 dias após o nascimento 

foram usados para análises bioquímicas. Grupos de 03 animais foram 

sacrificados por decapitação, e os primeiros molares da maxila e mandíbula 

removidos cuidadosamente sob lupa. 

EXTRAÇÃO DAS METALOPROTEINASES 

As metaloproteinases foram extraídas segundo o protocolo 

modificado de Robinson et ai, 1992. Os gennes dentais foram 

homogeneizados em tampão contendo 0,25% Triton X-100, 10 mM CaCh, 2 

mM PMSF e 2mM NEM pH 7,4 a 4 oc e centrifugados 20 mina 6000g. O 

precipitado foi ressuspenso no mesmo tampão e centrifugado novamente. As 

metaloproteinases foram extraídas com tampão contendo 50 mM Tris-HCI 

pH 7,4, 100 mM CaCb, 2 mM PMSF e 2mM NEN por 30 mina 40 °C. O 

extrato foi aliquotado e armazenado em freezer -20 °C. 

ANÁLISE DAS METALOPROTEINASES 

a) Zimograma. 

Extrato de genne dental (0,4 ug, concentração protéica detenninada 

método de Bradford) foi incubado com tampão de amostra (2% SDS; 125 
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mM Tris-HCI pH 6,8; lO % glicerol; 0,001 % azul de bromofenol) e 

submetido a eletroforese em gel I O % e 12 % de poliacrilamida (Laemmli, 

1970) contendo 1,6 mglrnl e 0,5 mg/rnl de gelatina e caseína, 

respectivamente. Após eletroforese, o gel foi lavado duas vezes por 20 min 

em solução aquosa de 2 % Triton X-100 e incubado em tampão 10 mM 

Tris-HCI pH 8,0, 5mM CaCh por 16 h a 37 oc (Heussen and Dowdle, 

1980). A seguir, o gel foi corado com Coomassie blue (0,05 %). As 

proteínas com atividades gelatinolíticas e caseinolíticas foram observadas 

como bandas negativas. O gel foi "escaneado" em um densitômetro Bio Rad 

modelo GS-700 e analisado no software análise molecular (Bio Rad). 

b) Ensaio de inativação das metaloproteinases. 

As amostras de extrato de germe dental foram submetidas a 

eletroforese e lavadas nas mesmas condições mencionadas anteriormente; 

em seguida, foram incubadas por 16 h a 37 oc em tampão Tris-HCVCaCh 

contendo um dos seguintes inibidores de proteinases: 0,5 mM 1,10-

fenantrolina (Sigma Chem. Co., St Louis, MO), 0,5 mM EDTA, 0,5 mM 

PMSF (Sigma). Posteriormente, o gel foi corado com Coomassie blue (0,05 

%) por 4 h e descorado em solução 50% metano! e 10% ácido acético. 

c) Efeito do pH na atividade enzimática. 

Após eletroforese, os geis foram lavados e incubados por 16 h em 

tampão 10 mM Tris-HCl e 5 mM CaCb com o pH variando de 7,0 a 10,0 e 

em tampão 50 mM acetato de sódio e 5 mM CaCh para os pHs 5.0 e 6.0. 
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ENSAIO DE DEGRADAÇÃO DO COLÁGENO 

a) Extração e Purificação do Colágeno tipo I. 

O colágeno foi extraído segundo o protocolo modificado de Guis et 

al., 1973. Resumidamente, caudas de quatro ratos Wistar foram seccionadas 

na raiz e o couro, que a envolvia, removido. Após a remoção do couro, os 

tendões foram homogeneizados em tampão contendo 0,45 M NaCl e 

centrifugados por 5 min a 2000 g. O precipitado foi ressuspenso no mesmo 

tampão e centrifugado novamente. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado ressuspenso em 100 ml de 0,2 M NaCl e centrifugado por 5 min 

a 2000g. Esse procedimento foi repedito por mais duas vezes. A extração do 

colágeno foi realizada com tampão contendo 0,5 M ácido acético por 15 h a 

4 °C. O extrato foi centrifugado e o sobrenadante dializado extensivamente 

contra água deionizada a 4 °C. Em seguida, o colágeno foi liofilizado para 

estocagem. 

b) Degradação analisada por eletroforese. 

Ativação das metaloproteinases: Alíquotas de extrato de germe dental 

contendo atividade gelatinolítica foram tratadas com tampão Tris-HCI pH 

8,0 acrescido de 5 mg/ml tripsina por 20 min a 37 °C. Após ativação, 

adicionou-se inibidor de tripsina na concentração final de 400 ug/ml e 1,0 

mM PMSF, Stricklin et al., (1983). Ao extrato ativado foi adicionado 

20 ul de colágeno (1,0 ug/ml) e 10 ul tampão 1,0 M Tris-HCl pH 9,1. 

Incubou-se a mistura a 37 oc por 30 min. A ação das metaloproteinases foi 

terminada pela adição de tampão de amostra em condições redutoras 

acrescido de 0,5 mM EDTA, em igual volume, e fervido por 5 min. Os 
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produtos da c li vagem foram analisados em gel de poliacrilamida 7,5 % 

(Okada et al., 1992). Comassie blue (0,5 %) foi usado como corante para 

análise das bandas protéicas. 

c) Degradação analisada por marcação com o corante "Sirius Red". 

Alíquotas de 50 ul colágeno tipo I diluído em 0,5 M ácido acético (1,6 

ug/ul) foram plaqueadas em "Microtiter Wells", em duplicatas, e deixadas a 

4 oc por 16 h. Em seguida, lavadas três vezes por 5 min com TBS e 

adicionou-se 20 ui de extrato de germe dental ativado por tripsina, que foi 

mantido por 30, 45, 60 e 90 min a 37 °C. A ação das metaloproteinases 

terminou após lavagem com TBS e adição do corante "Sirius Red" por 1 h. 

A seguir, a amostra foi lavada com 0,01 N HCI por I mine o corante eluido 

por 1 h com 0,1 M NaOH. Absorbância foi lida em 490 nm no aparelho 

Microplate Reader Model450- BioRad, segundo o protocolo modificado de 

Walsh et al., 1992. 

LOCALIZAÇÃO DAS METALOPROTElNASES 

Os germes dentais de ratos com 1 O dias após o nascimento foram 

removidos e a papila dental e o órgão do esmalte separados cuidadosamente 

sob lupa. Em seguida, as porções separadas foram homogeneizadas em 

tampão de extração de metaloproteinases. As proteases extraídas foram 

analisadas em zimograma. 
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RESULTADOS 

Quando o extrato de germe dental foi analisado em eletroforese de gel 

de poliacrilamida, contendo gelatina como substrato, e a seguir incubado por 

16 h em tampão Tris-HCl contendo íons cálcio, três bandas negativas foram 

detectadas. O peso molecular estimado em 65, 63, 55 kDa. Contudo, 

quando o extrato foi incubado em tampão Tris-HCI na ausência de íons 

cálcio, apenas a banda de 55 kDa pôde ser observada (fig. 1). 

A análise em diversos periodos do desenvolvimento do germe dental 

mostrou que a maturação dental é acompanhada por um aumento na 

secreção de proteinases. Essas proteinases apresentaram um peso molecular 

semelhante ao da colagenase de fibroblastos, entre 57 e 52 kDa (Bikerdal­

Hansen, 1993) (fig. 2a). A análise densitométrica do gel co-polimerizado 

com gelatina confirmou a observação anterior (fig. 2b ). No intuito de 

caracterizar essas proteinases em componentes do grupo das 

metaloproteinases, acrescentou-se, ao tampão de incubação, um dos 

seguintes inibidores de proteinases: EDTA, PMSF e 1,10-fenantrolina. A 

atividade enzimática foi parcialmente inibida com 0,5 mM EDTA e 

completamente inibida com 0,5 mM 1,10-fenantrolina, mas não com 0,5 

mM PMSF (fig. 3). 

A influência do pH sob a atividade do extrato foi analisada após 

eletroforese de gel de poliacrilamida polimerizado com gelatina. A atividade 

26 



enzimática foi observada com o pH variando entre 7,0 e 9,0. O máximo de 

atividade foi observado com o pH 8,0 (fig. 4). 

A associação maturação e secreção de metaloproteinases pelas células 

do órgão dental também foi analisada em eletroforese de gel de 

poliacrilamida co-polimerizado com caseína. Diversas bandas negativas, 

com atividades caseinolíticas, foram detectadas. O peso molecular das 

bandas principais foi estimado em 47, 32, 29 e 25 kDa (fig. 5a). Não foi 

observado a secreção dessas proteinases nos períodos de O e 1 dia após o 

nascimento. A máxima secreção foi observada no período de 10 dias após o 

nascimento. A análise densitométrica, mostrou um aumento na produção 

enzimática até o período de 1 O dias, e um decréscimo na produção no 

período de 15 dias após o nascimento (fig. 5b). 

Fígura 6 mostra a influência dos inibidores enzimáticos EDT A, PMSF 

e 1, 10-fenantrolina, sobre as metaloproteinases do extrato de germe dental, 

quando submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida com 0,5 mg/ml de 

caseína. Foi observado que 0,5 mM EDTA e 0,5 mM 1,10-fenantrolina 

foram capazes de inibir as atividades enzimáticas, mas 0,5 mM PMSF não 

foi. 

A influência do pH também foi analisada em gel co-polimerizado com 

caseina. A máxima atividade foi observada com pH 8,0 (fig. 7). 

A degradação do colágeno pelo extrato de germe dental foi analisada 

por eletroforese e por marcação com o corante "Sirius Red". Os resultados 

demonstraram que as enzimas do extrato foram capazes de degradar 

rapidamente colágeno nativo. Após 30 mín de incubação cerca de 70,92% 

de colágeno tinha sido degradado (fig. 8a e 8b ). A atividade proteolítica do 
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extrato de geooe dental foi analisada por um segundo método, que utiliza o 

corante "Sirius Red" como marcado de colágeno. Os resultados desse 

ensaio confirmaram a capacidade do extrato em degradar colágeno (fig. 9). 

No intuito de caracterizar o sítio de atuação das metaloproteinases do 

extrato, a papila dental e o órgão esmalte foram separados e as proteinases 

extraídas. Após eletroforese, foi observada maior ação gelatinolítica no 

extrato da papila dental quando comparada com o extrato feito a partir do 

órgão do esmalte. A ação caseinolítica foi maior na região do órgão do 

esmalte (fig. 10). 
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Fig. L Atividade gelatinolítica do extrato de genne dental. Após 

eletroforese, o gel foi lavado e incubado em tampão Tris-HCI com e sem 

íons cálcio por 16 h a 37 °C. !)com 5 mM CaCb. 2) sem Ca+2 
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Fig. 2a. Atividade gelatinolítica do extrato de germe dental. Os 

números correspondem a dias após o nascimento. O peso molecular 

estimado das bandas protéicas foi de 65, 63 e 55 k:Da. Notar wn awnento na 

expressão de colagenase associada com a maturação dentaL 
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Fig. 2b. Análise densitométrica da atividade gelatinolítica. Notar o 

aumento na atividade das enzimas gelatinolíticas durante o desenvolvimento 

dental. 
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Fig. 3. Efeito dos inibidores de proteinases nas enznnas 

gelatinolíticas. 1) controle positivo ; 2) 0,5 mM 1,10-fenantrolina; 3) 0,5 

mM EDTA ; 4) 0,5 mM PMSF. Notar a ação inibidora da fenantrolina 

(quelaote de íons zinco) e do EDTA (quelante de íons bivalentes) sobre as 

metaloproteinases. 
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Fig. 4. Efeito do pH na atividade das colagenases. Os números 

indicam o valor correspondente ao pH. Notar máxima ação gelatinolítica 

com o pH 8,0. 
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Fig. 5a. Atividade caseínolítica do extrato de germe dental. Os 

números correspondem aos dias após o nascimento. Observar o aumento da 

secreção das proteínases com peso molecular estimado em 47, 32, 29 e 25 

kDa até o período de I O dias após o nascimento. 
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Fig. Sb. Análise densitométrica da atividade caseinolítica. Notar o 

aumento na produção de caseinases até o período de I O dias após o 

nascimento. 
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Fig. 6. Ação dos inibidores de proteinases nas enzimas caseinolíticas. 

1) controle positivo; 2) 0,5 mM 1,10-fenantrolina; 3) 0,5 mM EDTA; 4) 

0,5 mM PMSF. Ação proteolítica completamente inibida pela fenantrolina e 

EDTA, mas não pelo PMSF. 
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Fig. 7. Efeito do pH na ação enzimática do extrato de genne dental 

após eletroforese em gel de poliacrilamida com caseína como substrato. Os 

números indicam o valor do pH. pH 5,0 e 6,0: tampão acetato de sódio 

acrescido de 5 mM CaCh. pH 7,0; 8,0; 9.0 e 10,0: tampão Tris-HCI 

acrescido de 5 mM CaCh. 
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Fig. 8a. Degradação do colágeno pelas proteinases do extrato. O 

colágeno tipo I (20 ug) foi incubado com extrato de germe dental ativado 

por tripsina. A incubação foi feita a 37 oc por 30 min. I) controle negativo: 

substrato sem extrato de germe dental ; 2) substrato incubado com extrato 

de germe dental. 
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Fig. 8b. Análise densitométrica da atividade colagenolítica do extrato 

de germe dental mostrando a ação das metaloproteinases sobre o colágeno 

tipo I. Observar que a degradação das cadeias a1 e ru ocorre em padrão 

proporcional à estequiometria das cadeias do colágeno (adru= 2/1). 
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Fig. 9. Degradação do colágeno analisado por marcação com o 

corante "Sirius Red". 
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Fig. 10. Sítio principal de ação das metaloproteinases. I) extrato de 

germe dental com lO dias após o nascimento; 2) extrato do órgão do esmalte 

com 10 dias após o nascimento; 3) extrato da papila dental com lO dias após 

o nascimento. 

A: zimograma co-polimerizado com gelatina, mostrando maior atividade 

gelatinolítica no extrato da papila dentaL 

B: zimograma co-polimerizado com caseina, onde se observa maior ação 

caseinolítica no extrato feito a partir do órgão do esmalte. 
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DISCUSSÃO 

Ainda não está estabelecido o papel das metaloproteinases durante o 

desenvolvimento dental. No presente estudo, verificou-se a presença de 

inúmeras enzimas com atividades gelatinolíticas e caseinolíticas associadas 

ao germe dental em desenvolvimento. Os dados obtidos indicam a presença 

de gelatinases e caseínases de diferentes pesos moleculares. Suga (1970) foi 

o primeiro a observar a existência de enzimas proteolíticas dependentes de 

cálcio durante a formação dos tecidos dentais mineralizados. Segundo esse 

autor, esta atividade proteolítica da matriz, ao longo da junção dentina-pré­

dentina, poderia estar relacionada com o processo de mineralização dental 

em desenvolvimento. Moe e Bikerdal-Hansen (1979) analisaram a matriz 

orgânica do esmalte bovino em mineralização utilizando zimografia, sendo 

que os resultados indicaram uma ação enzimática dependente de íons 

bivalentes. De acordo com os resultados desses autores, uma ação 

proteolítica estaria envolvida na remodelação da matriz durante a maturação 

do esmalte dental. Fukae et al. (1991) obtiveram resultados semelhantes ao 

detectarem e caracterizarem algumas proteases associadas com a 

mineralização da matriz orgânica da dentina. Verificaram que a ação 

enzimática sobre os componentes da matriz extracelular constitui-se num 

evento importante para o desenvolvimento dental, sugerindo que essas 

enzimas proteolíticas atuariam diretamente na remodelação e degradação de 

macromoléculas da matriz dental. 
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Outros autores (Dayan et al., 1983) sugeriram que as colagenases 

intersticiais secretadas durante a fonnação dental estariam na fonna 

inativada, e sua ativação ocorreria apenas em processos cariogênicos, onde 

os produtos ácidos bacterianos clivariam e ativariam as colagenases 

intersticiais. Os dados desses autores não estão de acordo com os 

observados por Fukae et al. (1991), que descrevem a participação das 

metaloproteinases durante o desenvolvimento dental. A grande variação na 

expressão e atividade das metaloproteinases, observadas no presente estudo, 

sugere que estas enzimas possuem um papel ativo durante o 

desenvolvimento do genne dental. 

As metaloproteinases estão envolvidas na fisiopatologia dos tecidos e 

no desenvolvimento e crescimento de alguns órgãos, como é o caso do 

pulmão (Rolland et al., 1995). Estes autores sugeriram que as gelatinases de 

72 e 92 kDa participariam na remodelação e degradação da membrana basal 

durante a embriogênese pulmonar. Regiões descontínuas encontradas na 

membrana basal seriam importantes promotoras da citodiferenciação celular, 

pois promoveriam o contato do tecido mesenquirnal com o tecido epitelial. 

Em todos os períodos do desenvolvimento dental, detectou-se a presença de 

uma gelatinase com peso molecular entre 65 e 55 kDa, cujo peso 

molecular corresponde à colagenase de fibroblastos. Está variação no 

peso molecular, provavelmente, deve-se à proteólise parcial da molécula 

durante a sua ativação (Strickilin et al., 1983). A ativação das 

metaloproteinases é dividida em duas etapas. Na primeira etapa, ocorre uma 

clivagem proteólitica que resulta na remoção da porção propeptidica (porção 

amino-terrninal) da enzima. A clivagem da porção propeptidica da molécula 
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não ocorre sempre em um mesmo ponto, resultando em enzimas de peso 

molecular diferentes. O aumento gradativo na produção dessa gelatinase 

acompanha o desenvolvimento do germe dental e corresponde a uma maior 

remodelação e degradação dos componentes da matriz extracelular e a um 

maior crescimento da papila dental. O aumento da concentração de enzimas 

gelatinolíticas na papila dental pode estar relacionado com as rápidas 

alterações que ocorrem na matriz extracelular desta região, durante o 

desenvolvimento do germe dental. Além da formação da matriz do esmalte e 

dentina, o desenvolvimento do germe dental também é acompanhado por 

uma maturação da papila dental, que passa de um tecido conjuntivo frouxo, 

assemelhando-se a um tecido mixoíde, para um tecido fibroso nas fases pré­

eruptivas. 

O aumento na produção das enzimas caseinolíticas até o período de 

1 O dias após o nascimento pode estar associado ao processo de 

mineralização dental. Aoba et al. (1987) demonstraram que a mineralização 

do esmalte dental é antecedida por uma degradação e quase completa 

remoção das proteínas da matriz orgânica do esmalte ( amelogenina e 

enamelina). Estes autores observaram que a amelogenina apresenta 

atividade inibitória sobre cristais de hidroxiapatita em crescimento, 

sugerindo, portanto, que a clivagem e degradação da amelogenina são 

fatores desencadeadores para a mineralização dental. Resultados 

semelhantes foram observados por Tanabe et ai. (1994) e DenBesten e 

Hefferman (1989). 

DenBestem e Hefferman (1989) detectaram, durante os estágios 

iniciais do desenvolvimento do esmalte dental de ratos, sete gelatinases com 
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pesos moleculares entre 92 e 43 kDa. Quando testadas sobre a matriz do 

esmalte bovino, apenas duas delas, as com peso molecular estimado em 28 e 

33 kDa, mostraram ser capazes de degradar amelogemina e enamelina. 

Segundo Tanabe et al. (1994), os ameloblastos estão envolvidos na 

degradação da amelogenina e da enamelina durante a mineralízação dental. 

Estes autores detectaram duas proteinases com peso molecular estimado em 

78 e 76 kDa capazes de degradar a matriz orgânica do esmalte. 

Neste trabalho, observou-se que o aumento na produção da matriz 

orgânica do esmalte, pelos ameloblastos, e o início do processo de 

mineralízação, foram acompanhados por um aumento na expressão de 

caseinases. Porém, as proteinases detectadas em nossos testes mostraram-se 

diferentes das citadas anteriormente, pois, além de apresentarem pesos 

moleculares diferentes, apresentaram atividades degradatórias em substrato 

de caseina. A maioria dos estudos utiliza germes dentais de bovinos e 

suínos. Os animais utilizados em nossos experimentos foram ratos Wistar, 

que são os mais comuns em nosso meio, motivo pelo qual foram utilizados 

neste trabalho. O fato da diferença entre as proteinases pode estar 

relacionado com a espécie animal utilizada. No período de 15 dias após o 

nascimento, a mineralização pré-eruptiva do esmalte dental está concluída 

e tem início a erupção dental. A isto pode estar relacionado o fato da 

diminuição na concentração de enzimas caseinolíticas no extrato de germe 

dental. 

Durante a osteogênese, que em muitos aspectos assemelha-se à 

odontogênese, osteoblastos produzem vários dos componentes da família 

das metaloproteinases e seus iníbidores. Essas enzimas são responsáveis 
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pela remodelação óssea e parecem também degradar seletivamente as 

proteínas da matriz e contribuir para a mineralização (Otsuka et al., 1984 e 

Overalland and Sodek, 1987). 

A remodelação da matriz dental durante a morfogênese pode ser 

controlada em três níveis: produção de metaloproteinases, ativação das 

metaloproteinases e produção de TIMPs. TIMPs são considerados 

importantes reguladores da atividade proteolítica das metaloproteinases. 

Estes inibidores são expressos em muitos tecidos embrionários, como no 

pulmão, rim, fígado, pele, cérebro e em vários sítios osteogênicos (Nomura 

et al., 1989). Nos tecidos dentais ainda não foi investigada. Desta forma, 

TIMP pode estar envolvido na regulação da atividade das metaloproteinases 

durante o desenvolvimento e crescimento dental. 

As metaloproteinases são uma família de enzimas que apresentam 

similaridades estruturais e funcionais. Outra característica comum é a 

dependência, para sua ativação, de íons zinco e cálcio. Os ensaios de 

ínativação confirmaram que as proteinases detectadas em nossos estudos, 

são pertencentes ao grupo das metaloproteinases. Agentes quelantes de íons 

bivalentes como a 1-10-fenantrolína e o EDTA, foram capazes de inibir 

completamente a ação enzimática. O ensaio de influência do pH foi outro 

recurso utilizado no intuito de caracterizar essas proteinases, pois as 

enzimas pertencentes ao gmpo das metaloproteinases só apresentam ação 

degradatória em pH neutro ou ligeiramente alcalino. A máxima ação 

gelatinolítica e caseinolítica foi observada em pH variando entre 6,0 e 9,0. 

Por outro lado, com o pH 5,0 e 10,0 a atividade enzimática foi inibida. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Fukae et al. (1989), que 
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observaram uma ação gelatinolítica com os pHs variando entre 6,0 e 9,0. A 

desnaturação enzimática, que é um desarranjo da estrutura terciária da 

molécula, pode ocorrer em valores de pH extremamente baixo ou elevado. 

Em valores baixos, o sítio catalítico ativo da enzima com carga negativa, 

pode ser protonado, resultando na inativação da enzima. A inibição 

enzimática encontrada com o valor do pH igual a 10,0 pode ter ocorrido por 

precipitação de íons cálcio, na forma de hidróxido de cálcio. Os átomos de 

cálcio são importantes, pois conferem a estabilidade para a estrutura 

terciária da enzima (Dioszegi et al., 1995). 

Optou-se nesse trabalho pela utilização, para todos os períodos, de 

germes dentais dos primeiros molares da maxila e mandíbula. Foi observado 

que a diferenciação dental e a produção de matriz orgânica de dentina e 

esmalte do primeiro molar são semelhantes para ambos os maxilares. 

As metaloproteinases são enzimas importantes para a função dos 

tecidos e células, pÓis atuam na clivagem das moléculas da matriz 

extracelular, inclusive sobre o colágeno, onde é específico e indispensável 

(Bauer et al., 1975). Os ensaios de clivagem do colágeno tipo I confirmaram 

a natureza dessas proteinases e mostraram que as colagenases presentes no 

extrato de germe dental são capazes de degradar colágeno nativo. Acredita­

se que a colagenase que atuou na clivagem inicial do colágeno seja a 

gelatinase detectada em nossos testes visto que, a gelatinase do extrato de 

germe dental é inibida por 1,10-fenantrolina e EDTA e apresenta um 

peso molecular semelhante à colagenase de fibroblastos. 

Em ensaios de degradação do colágeno onde se utiliza colagenases 

purificadas, observa-se a formação de bandas correspondentes aos 
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fragmentos proporcionais a Y4 e% de tamanho da molécula do colágeno. A 

ausência das bandas de Y4 e % do colágeno em nossos ensaios de 

degradação, possivelmente, se explica pela existência de outras proteinases 

no extrato de germe dental que completam a digestão do colágeno. Além das 

enzimas com atividade caseinolítica detectadas em nossos estudos, a 

degradação dos fragmentos Y. e % poderia ser feita por gelatinases de 72 e 

92 k.Da também presentes no desenvolvimento do germe dental. Reponen et 

al. (1992) demonstraram por hibridização "in situ" a expressão de gelatinase 

de 72 k.Da nas regiões adjacentes a membrana basal do epitélio interno do 

órgão do esmalte. Segundo esses autores, a gelatinase participaria, 

provavelmente, no "tumover" da membrana basal e na remoção de 

fragmentos de colágeno desnaturado, clivado por outras metaloproteinases. 

Resultados semelhantes foram observados por Sahlberg et al. (1992), 

estudando a expressão de gelatinase de 72 k.Da em camundongos, por 

análise de hibridização "in situ", e por Breckon et al. (1995), que analisaram 

a expressão de gelatinase de 92 k.Da em germes dentais de coelhos em 

desenvolvimento. Reponen et al. (1994) observaram a expressão de 

gelatinase de 92 k.Da apenas nas regiões circundantes do germe dental. 

Desta forma, sugeriram que as gelatinases de 92 k.Da seriam importantes 

para a degradação óssea responsável pela acomodação do germe dental 

durante o seu crescimento. 

No intuito de determinar o sítio principal de ação das diferentes 

metaloproteinases no desenvolvimento dental, analisaram-se os extratos 

obtidos a partir da separação da papila dental e do órgão do esmalte do 

germe dental com 10 dias após o nascimento. A escolha desse periodo se 
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deve ao fato da alta concentração de metaloproteinases e por ser um período 

onde se encontrou uma facilidade para a separação mecânica da papila 

dental do órgão do esmalte. A pequena expressão de colagenase encontrada 

na região do órgão do esmalte talvez esteja relacionada com pequenos 

fragmentos da papila dental que permaneceram aderidos ao órgão do 

esmalte após a separação. A função exata dessas metaloproteinases 

encontradas no órgão do esmalte em desenvolvimento ainda não está clara. 

Contudo, os resultados indicam que algumas dessas metaloproteinases, que 

provavelmente pertençam ao grupo das estromelisinas, poderiam atuar na 

degradação das proteínas da matriz orgânica do esmalte, durante a 

amelogênese. 

Alterações nessas enzimas podem estar relacionadas a patologias 

dentais, como na amelogênese imperfeita. Segundo Aoba et al., (1989) a 

clivagem enzimática da matriz orgânica do esmalte é o fator iniciador para a 

mineralização do esmalte dental. Na amelogênese imperfeita do tipo 

hipomaturada, ocorre uma deposição diminuída de cristais de hidroxiapatita. 

Desta forma, acredita-se que qualquer alteração genética dessas enzimas 

leve a uma função anormal e a urna possível inibição na deposição de 

cristais de apatita. Segundo Wright e Butler (1989), a causa primária da 

amelogênese imperfeita do tipo hipomaturada envolveria um mecanismo 

anormal de remoção das proteínas da matriz do esmalte. 

Foi· demonstrado que diversas proteinases com atividades 

gelatinolíticas e caseinolíticas estão presentes nos vários períodos de 

desenvolvimento do germe dental. É sabido que a maturação dental é 

acompanhada por urna remodelação e degradação dos componentes da 
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matriz dental (Fukae et al., 1991) e da membrana basal, principalmente de 

colágeno tipo IV (Salhberg et al., 1992). O presente estudo suporta a 

concepção de que as metaloproteinases estão envolvidas no processo de 

desenvolvimento, crescimento e mineralização do órgão dental, como 

observado por alguns autores anteriormente. Estudos adicionais devem ser 

realizados para elucidar o papel preciso das metaloproteinases no 

desenvolvimento dental e sua associação em patologias como nas 

hipoplasias do esmalte dental. 
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CONCLUSÕES 

1. O desenvolvimento do germe dental é acompanhado por rápidas 

mudanças na expressão das metaloproteinases. 

2. A expressão de metaloproteinases com atividade gelatinolítica, 

ocorre principalmente na região da papila dental, estando, possivelmente, 

associada ao rápido "turnover" do colágeno que ocorre nesta região durante 

a maturação do germe dental. 

3. A expressão de metaloproteinases com atividade caseinolítica, 

ocorre principalmente na região do órgão do esmalte, estando, 

principalmente, associada ao processo de mineralização da matriz orgânica 

do órgão dental. 
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SUMMARY 

CARACTERIZATION OF METALLOPROTEINASES ASSOCIATED 

WITH THE DEVELOPMENT OF THE FIRST MOLAR 

TOOTH GERM IN RA TS. 

The partícipation of metalloproteinases during the tooth development 

is not well established. This work was performed in order to determine and 

characterize the expression of metalloproteinases during the rnt first molar 

development. Gelatinolytic and caseinolytic activities were analyzed by 

zymogrnphy on polyacrylarnide gels contaíníng one of the substracts. The 

maturation of the rat first molar was accompanied by changes in the 

expresswn of metalloproteinases. Gelatinolytic activlty increased 

progressively from day O to 15, while caseinolytic activity increased rapidly 

from day 3 to 10, decreasing on day 15. Mechanical separation of 

compartinents o f tooth germ showed that caseinolytic activity was restricted 

mainly in the enamel organ while gelatinolytic activity was localized maínly 

in the papillae. Ali the enzymes detected were ínhibited by 1 , 10-

phenanthroline, which is a specific inhibitor for metalloproteinases. These 

data suggest that matrix metalloproteinases play an important role in the 

development and maturntion of tooth germ. 
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