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EPIGRAFE

““Qusar é perder o equilibrio por um instante, mas nao

ousar é perder-se em si mesmo”
(Kierkgaard Soren)



RESUMO

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas zinco dependentes
secretadas por diversas células e que possuem uma importante funcdo no
remodelamento da matriz extracelular tanto em processos fisiol6égicos quanto
patolégicos. Essas enzimas sdo secretadas na forma inativa (zimégeno) e sua
atividade pode ser modulada por inibidores teciduais endégenos (TIMPs). As
MMPs sdo subdivididas de acordo com seu substrato, sendo as MMPs -2 e -9
conhecidas como gelatinases por degradar gelatina, ou seja, colageno
denaturado. Em uma inflamacgao pulpar intensa ocorre degradacao tecidual similar
a qualquer outro processo inflamatério. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar polpas dentais humanas sadias e inflamadas quanto a expressado génica
de MMP-2, MMP-9 e TIMP-2 utilizando o PCR em tempo real; valores proteicos de
TIMP-2 através do ELISA e atividade gelatinolitica de MMP-2 e MMP-9 por meio
da técnica zimografica. A técnica de quantificagdo de mieloperoxidase (MPO)
também foi realizada em todas as amostras para identificar e quantificar a
presenca de células neutrofilicas na polpa. Foram utilizadas polpas sadias (n=20)
de terceiros molares inclusos e polpas inflamadas (n=20), caracterizadas
clinicamente. Os resultados mostraram uma expressao génica 9 vezes maior para
MMP-9 em polpas inflamadas quando comparadas a polpas sadias. Para a
quantificagdo proteica, os valores absolutos evidenciaram maiores valores de
TIMP-2 em polpas inflamadas quando comparadas com polpas sadias (p<0,0039).
A atividade gelatinolitica para o grupo sadio evidenciou maior presenca de bandas
para pro-MMP-2, com auséncia de MMP-9. Em polpas inflamadas, a proteina que
apresentou maior atividade foi a MMP-9, com atividade significantemente maior
(p=0,00081) quando comparada com MMP-2 ativa. O resultado da quantificacdo
da proteina MPO evidenciou para algumas amostras inflamadas, caracterizadas
clinicamente, um padrao similar ao encontrado para polpas sadias. E em amostras

inflamadas com alto indice de MPO, caracterizando assim presenca de muitos
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neutrofilos, houve presenca de atividade gelatinolitica para MMP-9. Assim, pode-
se concluir que a proteina MMP-2, em polpas inflamadas, tornou-se ativa mesmo
com o aumento da producdo de TIMP-2. Entretanto, o aumento em niveis
proteicos para TIMP-2 na inflamagao, nao foi acompanhado do aumento do RNA,
para este gene. Em processos inflamatérios, MMP-2 e MMP-9 foram encontradas
de forma ativa, 0 que ndo ocorreu em polpas sadias. Nao houve correlagao entre
sintomatologia e presenca da proteina mieloperoxidase ou atividade gelatinolitica
em polpas inflamadas.

Palavras-chave: polpa dentaria, inflamagéao, gelatinases, TIMPs, mieloperoxidase.
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ABSTRACT

Matrix Metalloproteinases (MMPs) are members of a family of zinc-dependent
endopeptidases which are involved in the degradation of extracellular matrix but
also in a number of other biologic processes. Such as any other inflammatory
process, the pulp inflammation is associated with tissue degradation which can be
mediated by MMPs. MMP-2 and MMP-9, named gelatinases, are secreted in latent
form (zymogen) and their activity can be modulated by tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs). The aim of this study was evaluated the role of MMP-
2, MMP-9 and TIMP-2 in inflammatory human dental pulp tissues. Twenty dental
pulp clinically diagnosed as inflammatory tissues and twenty healthy pulp tissues
from enclosed third molars were harvested and evaluated to: gene expression of
MMP-2, MMP-9 and TIMP-2 by real-time PCR; protein quantification of TIMP-2 by
ELISA; gelatinolytic activity (MMP-2 and MMP-9) assessed by zymography
technique, and neutrophils quantification by mieloperoxidase protein (MPO) assay.
Data analysis showed an increased mRNA levels of MMP-9. Protein level of TIMP-
2 in inflammatory pulp tissues was higher than healthy tissues (p<0,0039). The
gelatinolytic activity for the healthy pulp tissues revealed a greater presence of
bands for pro-MMP-2, with absence of MMP-9 bands. In inflammatory pulp tissues,
MMP-9 demonstrated higher activity (p=0.00081) compared to MMP-2. Finally, the
inflammatory pulp tissues with increased MPO protein levels were associated to
the MMP-9 gelatinolityc activity. Taken together, these data suggest that MMP-2 in
inflammatory pulp tissues was activated even at the presence of high levels of
TIMP-2. However, the increased protein levels of TIMP-2 in inflammatory pulps
were not followed by an increase of corresponding wRNA levels. During
inflammatory process, MMP-2 and MMP-9 were found active, which did not occur
in healthy pulps. Besides, it was not observed correlation between pain and the
presence of mieloperoxidase protein or gelatinolytic activity in inflammatory pulp

tissues.

xiil



Keywords: dental pulp, inflammation, gelatinases, TIMPs, myeloperoxidase

Xiv



1. INTRODUCAO

2. REVISAO DE LITERATURA
3. PROPOSICAO

4. MATERIAL E METODOS

5. RESULTADOS

6. DISCUSSAO

7. CONCLUSAO
REFERENCIAS

APENDICES

Apéndice 1: Ficha Clinica para Anamnese e Termo de

Consentimento do Paciente CEP/FOP
Apéndice 2: Valores de Ct

ANEXO

Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica FOP

XV

SUMARIO

11
12
23
35
40
41

47

50

51



1. INTRODUCAO

A polpa dentéria € constituida de tecido conjuntivo frouxo especializado na
formacgao de dentina. O que a torna peculiar € o seu confinamento entre paredes
rigidas, relacionando-se com o meio externo ao dente somente através de
forames e foraminas apicais, ou canais laterais. Por esta razdo, a inflamacao
pulpar possui caracteristicas diferentes dos outros processos inflamatorios,
principalmente quando se considera sua incapacidade de expansdao em
consequéncia da vasodilatacdo ou aumento de permeabilidade vascular (Estrela &
Figueiredo, 1999).

Essas alteracbes patolégicas pulpares sdo diagnosticadas pela presenca da
sintomatologia dolorosa. A dor passa a ser um referencial importante para o
diagnéstico, uma vez que, nao existe uma correlacéo nitida entre sintomatologia
clinica com os achados histopatologicos (Leonardo, 2005).

O processo inflamatério, de um modo geral no organismo, € uma resposta de
protecdo com o objetivo de neutralizar ou eliminar o agente agressor (Trowbridge
& Emling, 1996). Entretanto, como qualquer outro processo inflamatério, a pulpite
esta associada a degradacéo tecidual. A degradacao dos componentes da matriz
extracelular pode ser feita através de enzimas, conhecidas como
metaloproteinases de matriz (MMPs) (Birkedal-Hansen, 1993).

A matriz extracelular € constituida por um complexo, em proporgdes variaveis,
de inumeras proteinas fibrosas (colageno e elastina) embebidas em um gel
hidrofilico de polissacarideos, que se organizam formando uma rede, em parte
responsavel pela grande diversidade morfologica, funcional e patologica dos
diversos tecidos. A quantidade de matriz € variavel com o tipo de tecido, sendo
abundante principalmente nos tecidos conjuntivos. Além de servir como suporte
para as células, a matriz extracelular exerce influéncia no desenvolvimento,
migracao, proliferagdo, forma e fun¢des metabdlicas das células (Junqueira &
Carneiro, 2000).



As MMPs sao formadas por uma familia de endopeptidases zinco-
dependentes que participam da remodelagdo da matriz extracelular através da
degradacao de macromoléculas, incluindo colageno, laminina, fibronectina e core
protéico das proteoglicanas. (Salo et al.,, 1994; Souza & Line, 2002). Existem,
hoje, cerca de 24 enzimas classificadas como MMPs, das quais 23 sao
encontradas em humanos. Baseado na especificidade de seu substrato, as MMPs
podem ser divididas em subgrupos: colagenases (MMP-1/ colagenase de
fibroblastos, MMP-8/colagenase de neutréfilos, MMP-13 e MMP-18);
estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11); gelatinases (MMP-2/A e MMP-9/B);
matrilisina (MMP-7 e MMP-26), metaloproteinases tipo membrana (MMP-14,
MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e MMP-25) e outros (MMP-20/ Enamelisina,
MMP-12/ elastase de macrofagos, etc) (Souza & Line, 2002; Hannas et al., 2007;
Birkedal-Hansen et al., 2008).

As gelatinases sdo metaloproteinases de matriz envolvidas na protedlise e
rompimento de membranas basais, bem como na degradacao de colagenos tipo
IV, V, colagenos desnaturados (gelatinas), fibronectina e elastina (Thomas et al.,
1999; Kahari & Saarialho-Kere, 1999), sendo classificadas como MMP-2 (72-kDa,
gelatinase A) (Collier et al., 1988) e MMP-9 (92-kDa, gelatinase B) (Wilhelm et al.,
1989).

Os niveis constitutivos de expressdao génica de MMPs sao normalmente
baixos, sendo sua atuacdo enzimatica induzida sob varias circunstancias
fisiolégicas como durante a embriogénese, crescimento, reparo tecidual e
remodelagédo (Curran & Murray, 1999; Sternlicht & Werb, 2001, Accorsi-Mendonca
et al., 2008). A atuacdo das MMPs pode ser via liberagdo de fatores de
crescimento ou outras moléculas bioativas aprisionadas na matriz extracelular ou
diretamente por protedlise (Sternlicht & Werb, 2001). Ha evidéncias que as MMPs
exercem um papel importante diretamente no desenvolvimento e remodelamento
dos tecidos orais. Algumas MMPs sao requeridas para remover as proteinas da
matriz do esmalte durante a maturacdo do mesmo, resultando em um tecido

altamente mineralizado (Hannas et al., 2007).



Em processos patoldgicos, a expressao de algumas MMPs é determinante.
Em casos de reabsorcdo inflamatéria de enxertos xenogénicos, ha uma
participacao bem delineada de metaloproteinases (MMP-2) secretada por
macrofagos (Accorsi-Mendonca et al., 2005). Em glandulas salivares, as
metaloproteinases participam nos periodos iniciais de atrofia glandular, e com a
evolucao da atrofia, hd uma diminuicdo na expressdo enzimatica (Zaia et al.,
1996). Sao altamente expressas na invasao tumoral e metastase (Crawford &
Matrisian, 1995). Em tecidos orais, as MMPs s&o os principais agentes da
degradacao do colageno na doenca periodontal (Souza & Line, 2002); MMP-2 e
MMP-9 tem um papel decisivo na degradacao do colageno dentinario em lesdes
de céries (Tjaderhane et al., 1998) ou envolvidas no processo de fluorose (Hannas
et al, 2007).

Quanto a processos inflamatorios pulpares, Gusman et al. (2002), avaliaram
os niveis de MMPs (-1, -2, -3, e -9) em polpas dentais humanas com condicdes de
normalidade e inflamacgao, através de ELISA e zimografia. De acordo com os
resultados, a alta quantificacdo absoluta de MMP-9 em polpa inflamadas e a
correlacdo positiva com a atividade gelatinolitica sugerem que a MMP-9 tem um
importancia na degradacao do tecido pulpar em processos inflamatorios. Ja para
MMP-2, houve um maior valor absoluto para polpas sadias.

Shin et al. (2002), avaliaram a valores de concentracdo proteica de MMP-1,
MMP-2 e MMP-3, através de ELISA e imunohistoquimica em polpas inflamadas e
em lesbes periapicais, tendo como grupo controle polpas sadias. Estes autores
observaram maiores valores proteicos para as enzimas no grupo inflamado. Para
a Imunomarcacdo, a MMP-2 foi imunomarcada fracamente em células
inflamatorias e fibroblastos em ambos grupos experimentais.

A regulacao da atividade proteolica das metaloproteinases ocorre em varios
niveis, desde a regulacdo da transcricao até o controle da atividade das MMPs na
matriz extracelular através da acado de uma proteina moduladora, a TIMP (“Tissue
Inhibitor of Metalloproteinase”). Quatro membros da familia TIMP ja& foram

caracterizados (Herron et al., 1986; Baker et al., 2002). Estes inibidores estédo



distribuidos pelos tecidos e fluidos e sdo secretados por diversos tipos celulares,
incluindo fibroblastos, neutréfilos polimorfonucleares, células endoteliais,
condrdcitos e células neoplasicas (Howard et al., 1991).

O balanco entre a producao de MMPs e TIMPs representa um ponto critico na
manutencdo da homeostasia da matriz extracelular. E conhecido que na
degradacao patolégica da matriz extracelular hd um excesso de atividade de
MMPs no tecido. Por esta razdo, ha um grande interesse no estudo de TIMPs e
desenvolvimento de inibidores sintéticos de MMPs (Kahari & Saarialho-Kere,
1999). O trabalho de Howard et al. (1991), demonstra que a TIMP-2 é mais efetiva
com o grupo das gelatinases (MMP-2 e MMP-9).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar polpas dentais humanas
sadias e inflamadas quanto a expressdo génica de MMP-2, MMP-9 e TIMP-2;
valores proteicos de TIMP-2 e atividade gelatinolitica de MMP-2 e MMP-9. Para
ambos 0s grupos, foi avaliada a quantificacdo de células neutrofilicas na polpa,
visto que estas células sao secretoras de MMP-9.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metaloproteinases de matriz (MMPs) e Inibidores Teciduais de

Metaloproteinases (TIMPs)

As metaloproteinases de matriz sdo uma familia de endopeptidades zinco-
dependentes envolvidas no processo de degradacdo da matriz extracelular. Em
1962, Gross e Lapiére relataram pela primeira vez as metaloproteinases de matriz
como enzimas que participavam no processo de metamorfose da ra, na
reabsorcdo da cauda, atuando na tripla hélice de colageno. (Sternlicht & Werb,
2001).

MMPs influenciam diversos processos fisioldgicos e patolégicos, incluindo
aspectos do desenvolvimento embriogénico, morfogénese tecidual, processo de
reparo e doengas inflamatérias. MMPs compreendem um grupo de continuo
crescimento de enzimas proteoliticas dependentes de zinco e calcio divididas de
acordo com a especificidade do substrato. Assim, subdividem-se em colagenases
(MMP-1/ colagenase de fibroblastos, MMP-8/colagenase de neutréfilos, MMP-13
e MMP-18); estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11); gelatinases (MMP-2/A e
MMP-9/B); matrilisina (MMP-7 e MMP-26), metaloproteinases tipo membrana
(MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e MMP-25) e outros (MMP-20/
Enamelisina, MMP-12/ elastase de macréfagos, etc) (Souza & Line, 2002; Hannas
et al., 2007; Birkedal-Hansen et al., 2008).

As metalopoteinases sdo expressas por diversas células estromais em
respostas a estimulos, como também, pela maioria das células inflamatérias que
invadem o tecido durante eventos de remodelamento in vivo (Birkedal-Hansen,
1993).

O conhecimento de sua estrutura terciaria é crucial para o completo
entendimento de suas propriedades funcionais e associagdes com disfuncdes.
Todas as MMPs possuem uma sequéncia de sinalizacdo N-terminal (ou pré-
dominio), o qual é removido apds direcionar a sintese da enzima para o reticulo

endoplasmatico. O pré-dominio € seguido por um pré-dominio, o qual mantém a



laténcia da enzima até que este seja removido ou alterado (Nagase & Woessner,
1999).

Gelatinases A e B, MMP-2 e MMP-9 respectivamente, sdo distinguidas pela
insercao de trés repeticoes cabecga-cauda ricas em cisteina, em seus dominios
cataliticos. A atividade da gelatinase A foi observada no tecido sinovial reumatéide
por Harris e Krane, em 1972, que em retrospecto, era possivelmente a MMP-2. A
atividade da gelatinase foi separada da colagenase-1 e da estromelisina -1, em
meio de cultura de osso de coelho por Sellers et al, em 1978. No ano seguinte,
Liotta achou uma enzima similar em tumor de rato que digeria a membrana basal
do colageno tipo IV. Isto permitiu uma denominagéo inicial de colagenase tipo IV.
Contudo, atualmente a denominagéo mais encontrada é gelatinase A com 72 kDa.
A sequéncia da MMP-2 inclui um dominio com uma tripla repeticao de fibronectina
tipo Il inserida no seu dominio catalitico, contribuindo para a ligagéo da enzima ao
substrato da gelatina. Isto faz da MMP-2 uma das metaloproteinases com
estrutura mais longa (Nagase & Woessner, 1999).

Outra gelatinase, em leucécitos polimorfonucleares, foi descrita por Sopata et
al., em 1974. Uma enzima similar encontrada em macréfagos de coelhos era
capaz de digerir o colageno tipo V, permitindo uma designacao inicial de
colagenase tipo V. A atividade da colagenase e da gelatinase de neutrofilos foi
separada, as enzimas purificadas e caracterizadas seguindo a seqUéncia de
cDNA. Gelatinase B, ou MMP-9, estruturalmente, € a maior das gelatinases,
incluindo trés dominios de fibronectina e um dominio colagénico tipo V. O peso
molecular de cerca de 92 kDa permitiu outra designagéo: gelatinase B 92 kDa
(Nagase & Woessner, 1999).

As MMPs sao sintetizadas como zimogénios inativos que requerem ativagéo
(Harper et al.,, 1971). Posteriormente, mostrou-se a existéncia de inibidores
endégenos de MMPs, chamados inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) (Murphy & Docherty, 1992). Existem ainda MMPs com perfil préprio de
expressao, localizacao na superficie celular, ativagéo, inibicdo e degradacdo, bem
como espectro de substratos preferenciais (Howard et al., 2001). A multiplicidade



das MMPs com funcdes distintas e as vezes sobrepostas, provavelmente atua
como uma protecdo contra qualquer perda de controle regulatério (Sternlicht &
Werb, 2001).

Quatro TIMPs (-1, -2, -3 e -4) tém sido clonadas, purificadas e caracterizadas,
apresentando muitas similaridades. Todavia, exibem distintas caracteristicas
estruturais, propriedades bioquimicas e padrdes de expressao. Isto sugere que
cada TIMP possui um especifico papel “in vivo” (Baker et al., 2002). As TIMPs sao
proteinas multifuncionais, possuem peso molecular em torno de 21kDa e sao
secretadas na matriz extracelular. Sao expressas por muitos tipos celulares
incluindo fibroblastos, queratinécitos, macrofagos e células endoteliais (Murphy &
Docherty, 1992; Birkedal-Hansen, 1993).

Um desequilibrio no equilibrio entre TIMPs e MMPs pode resultar em sérias
doencas tais como artrite, crescimento e metastase tumoral, ou ainda doencgas nas
quais a perda de matriz extracelular é a maior caracteristica. Por esta razao, as
MMPs apresentam-se como o titulo alvo de uma possivel terapia inibitéria (Souza
& Line, 2002).

2.2 MMPs e TIMPs no tecido pulpar

As MMPs sao estimuladas durante o processo inflamatério pulpar intenso
como em qualquer outro processo inflamatorio. O’Boskey & Panagakos (1998),
propuseram que citocinas inflamatoérias, como Interleucina-1 e Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a) estimulam os niveis de gelatinases em células do tecido
conjuntivo pulpar humano.

Correlacionando bactérias e MMPs, Nakata et al. (2000), utilizaram ELISA
para determinar alteracées proteicas de MMPs (MMP-1 e MMP-2) e TIMPs (TIMP-
1 e TIMP-2), de cultura primaria de células pulpares humanas quando estimuladas
com extratos bacterianos anaerdbios. As bactérias Gram negativas escolhidas
foram: Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
endodontalis e Porphyromonas gingivalis por estarem associadas a inflamacao da
polpa dentaria. O estudo demonstrou que as células pulpares foram estimuladas a



produzir MMP-1 e MMP-2 quando em contato com o extrato bacteriano. Ja a
producao de TIMP-1 foi insignificantemente aumentada, enquanto que 0s niveis
de TIMP-2 foram diminuidos quando em contato com o extrato, permitindo um
aumento da producao de MMPs.

Ainda utilizando estimulos bacterianos, Chang et al. (2002), avaliaram em
cultura de células do ligamento periodontal e polpa, a atividade de gelatinases em
resposta a bacterbides produtores de pigmentos negros. As bactérias testadas,
Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas gingivalis, sao especialmente
associadas as infeccbes e abscessos de origem endoddntica. A zimografia
demonstrou maior atividade de MMP-2 (72kDa) e menor expressao de MMP-9
(92kDa). Nos periodos avaliados de resposta ao estimulo bacteriano (1, 4 e 8
dias), houve um aumento da atividade de MMP-2, enquanto que a MMP-9 nao
alterou seu padrao de atividade em relacado ao tempo experimental.

Entretanto, além de estimulos bacterianos, outros fatores podem alterar a
producéo e atividade de MMPs no tecido pulpar. Chang et al. (2001) procuraram
verificar os efeitos de algumas citocinas, como interleucina -1, fator de
crescimento transformante-B, inibidores da sintese de proteina -cycloheximide
(CD) e inibidores da proteina C quinase na atividade gelatinolitica. A principal
gelatinase secretada pela cultura de células pulpares foi a MMP-2 (72kDa) e em
menor atividade a MMP-9 (92kDa). Foi observado ainda que citocinas
inflamatorias e agentes farmacologicos estimulam os niveis de ativagdo de MMP-
2, e esta pode desempenhar um papel importante na inflamacéo.

Shin et al. (2002), avaliaram a valores proteicos de MMP-1, MMP-2 e MMP-3,
através de ELISA e imunohistoquimica em polpas dentais humanas inflamadas e
em lesdes periapicais, tendo como grupo controle polpas sadias. Neste estudo, os
resultados da imunomarcacao sugeriram que MMP-1 e MMP-3 s&o secretadas por
leucécitos polimorfonucleares (PMNs), macréfagos, plasmoécitos e linfocitos, e
apareceram localizadas pericelularmente. A MMP-2 foi mais observada em

processos agudos, e imunomarcada em células inflamatérias e fibroblastos.



Quanto a quantificacdo proteica, utilizando anticorpos monoclonais, os autores
observaram maiores valores de MMPs no grupo experimental inflamado

Gusman et al. (2002), avaliaram os niveis de MMPs (-1, -2, -3, e -9) em polpas
dentais humanas com condi¢cées de normalidade e inflamagéao, através de ELISA
e zimografia. De acordo com os resultados, a alta quantificacdo absoluta de MMP-
9 em polpa inflamadas e a correlacdo positiva com a atividade gelatinolitica
sugerem que a MMP-9 tem um importancia na degradacao do tecido pulpar em
processos inflamatérios. Ja para MMP-2, houve um maior valor absoluto para
polpas sadias. Entretanto, este estudo utilizou um kit de ELISA onde somente a
pro-MMP-2 ou ainda MMP-2 ligada a TIMP-2 era detectada. A enzima MMP-2
ativada nao foi detectada nesse estudo.

Palossaari et al. (2003), estudaram o perfil de expressdo génica de 19
metaloproteinases de matriz (MMPs) e seus inibidores teciduais especificos
TIMPs (-1, -2 e -3) em cultura celular primaria de odontoblastos humanos e em
tecido pulpar e possiveis alteragdes de expressao apos o estimulo com fator de
crescimento tumoral beta (TGF- 8) e da proteina morfogenética 6ssea -2 (BMP-2).
A metodologia foi composta da andlise do RNA,, através da técnica RT-PCR
(reacdo em cadeia da polimerase-transcriptase reversa), analise proteica através
do ensaio baseado em reacdo antigeno-anticorpo Western Blotting e finalizando
com a avaliagdo da atividade proteica por zimografia. Os resultados
demonstraram que na cultura celular de odontoblastos e o tecido pulpar
expressam MMPs (-1, -2, -9, -10, -11, -13, -14, -15, -16, -17, -19, -20, -23), como
também as TIMPs (-1, -2 e -3). A MMP-3 e a MMP-12 foram expressas somente
em cultura. O TGF-B sozinho e junto com a BMP-2 regularam significantemente a
atividade de MMP-9 em odontoblastos. Os autores concluiram que as MMPs
desempenham um importante papel no processo fisiolégico e patologico do

complexo dentina-polpa.



2.3. Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase € uma enzima mais abundante em neutréfilos, armazenada
em seus granulos e com peso molecular de 150 kDa. A enzima mieloperoxidase
pode ser utilizada como um método de quantificacao de infiltragdo neutrofilica nos
tecidos (Mullane et al, 1985). O uso da atividade de MPO como calibrador para a
quantificacéo de neutréfilos evita problemas e limitacdoes da ténica histologica. A
analise histolégica requer a inspecao de multiplos cortes seriados, visto que a
distribuicao de neutréfilos pelo tecido é heterogénea.

Para ensaios de MPO, o método empregando 3,3’-dimethoxybenzidine (DMB)
como substrato foi utilizado. Entretanto, devido o DMB ser um conhecido
carcinégeno, um substrato alternativo para MPO foi apresentado por Suzuki et al.
(1983). O substrato mencionado é tetramethylbenzidine (TMB), revelando-se 34
vezes mais sensivel que o método de DMB, sendo assim escolhido para ser
utilizado nesse projeto.
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3. PROPOSICAO

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar polpas dentais humanas
sadias e inflamadas quanto a expressdo génica e valores proteicos de MMP-2,
MMP-9 e TIMP-2 utilizando o PCR em tempo real e ELISA, respectivamente; e
atividade gelatinolitica de MMP-2 e MMP-9 por meio da técnica zimogréfica. A
técnica de quantificacdo de mieloperoxidase (MPO) também foi realizada em
todas as amostras para identificar e quantificar a presenca de células neutrofilicas

na polpa.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostras

Para a realizacdo deste estudo foram coletadas 40 polpas dentais advindas de
dentes permanentes humanos com rizogénese completa, de pacientes de ambos
0s sexos com idade variando entre 15 e 53 anos. As amostras foram divididas em
20 sadias (grupo controle) e 20 inflamadas (grupo experimental). As polpas sadias
foram obtidas de terceiros molares inclusos recém extraidos, enquanto que as
polpas inflamadas foram obtidas de dentes que tinham a indicacao prévia de
biopulpectomia.

Foram excluidas polpas de dentes deciduos, necrose pulpar, presenga de
reabsorcado radicular, dentes fraturados durante a exodontia ou polpas que
apresentaram extrema dificuldade na sua remocéo ou ainda pequena quantidade
de tecido removido. Nao foram incluidas na pesquisa polpas de pacientes
portadores de doencas auto-imunes ou que estavam sob terapéutica
medicamentosa prolongada, o que poderia interferir na resposta do processo
inflamatério pulpar. Todos esse dados foram estabelecidos na anamnese
(apéndice 01)

Um termo de consentimento livre e esclarecido, previamente aprovado pelo
comité de ética em humanos da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP, foi apresentado aos pacientes que participaram da pesquisa para
orienta-los quanto ao motivo da realizagao do projeto (apéndice 01). A aprovagao
do estudo junto ao Comité de Etica da FOP encontra-se no anexo 01

A coleta do grupo controle, polpas sadias, foi feita imediatamente apds a
extracdo de terceiros molares inclusos. Para tal, foram confeccionados sulcos
longitudinais com auxilio de uma fresa laminada (701, KG, EUA) em alta rotagéo,
sob refrigeracao, tomando-se o cuidado para que a fresa nédo alcangasse o tecido
pulpar. Apos a realizagdo dos sulcos longitudinais, a ponta ativa de um cinzel reto

foi posicionada no centro do sulco e com pressao o dente foi clivado ao meio. A
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polpa foi entdo cuidadosamente removida com auxilio de curetas e sondas,

procurando preservar ao maximo a integridade do tecido.

A condicao inflamatéria da polpa foi definida pelo diagndstico clinico.
Clinicamente todos os pacientes apresentaram dor espontanea, localizada e que
nao cessou com o uso de analgésicos. Para verificar a sensibilidade pulpar, foi
efetuado o teste térmico utilizando-se de liquido congelante aplicado em bolinhas
de algodao proxima a regiao cervical do dente, sob isolamento relativo, sendo
somente viavel uma resposta positiva com exacerbacdo da dor por tempo
prolongado, evidenciando uma polpa ainda com sensibilidade e inflamada. Os
exames radiograficos foram compativeis com a normalidade periapical, ou seja
auséncia de espessamento ou leséo periapical.

Com a abertura coronaria pode-se confirmar macroscopicamente a vitalidade
do tecido pulpar, apresentando a coloracdo vermelha e maior sangramento
quando comparada a uma polpa normal, devido a inflamacao ser mediada por
vasos sanguineos. A extirpacado de polpas inflamadas foi feita com o auxilio de
uma lima tipo Kerr (Maillefer, Switzerland) de calibre compativel com o tamanho
do canal radicular durante o tratamento endodéntico.

Para os ensaios de zimografia, ELISA e mieloperoxidase, as amostras foram
imersas em um microtubo estéril contendo 500uL de Meio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, GIBCO, New York, EUA) acrescido de garamicina
(40ug/mL) e mantidas em estufa (37 °C) por 24 horas. Apds esse periodo, foi feita
uma rapida centrifugacdo e o meio condicionado foi coletado e armazenado em
nitrogénio liquido (-196 °C) para zimografia e ELISA (Souza & Line, 2001). O
tecido pulpar remanescente no fundo do microtubo foi congelado a -20°C para a
andlise da proteina mieloperoxidase.

Ja para o ensaio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, as
amostras pulpares foram coletadas e imersas imediatamente em 500uL de
reagente estabilizador de RNA (RNA Holder, Bioagency, EUA). De acordo com as

normas do fabricante, as amostras foram inicialmente armazenadas a 4 °C por 24
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horas e depois transferidas para a temperatura de -20 °C para armazenamento até
0 momento do uso.

As amostras coletadas foram subdivididas de acordo com a técnica laboratorial
utilizada (Figura 01).

=) Nitrogénio =) * Tecido Pulpar =) ANOVA

liquido PCR EM Método AA C,
500pL de . TEMPO REAL
estabilizador J—
de RNA +* Meio Condicionado

ZIMOGRAFIA/ ELISAE=) ANOVA
|::> Estufa / _ Tuk ey

24 horas % Tecido Pulpar
500uL de

meio DMEM : MIELOPEROXIDASE

——

Figura 01: Subdivisdo das amostras de acordo com a técnica utilizada

4.2 Reacao em cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real
4.2.1 Extracao de RNA

A amostra congelada imersa no reagente estabilizador de RNA (RNA Holder,
Bioagency, EUA) foi descongelada e o tecido pulpar transferido para outro
microtubo contendo 1000 pL de trizol (Invitrogen Life Technologies, EUA). A
extracdo do RNA total foi realizada com reagente trizol, seguindo-se o protocolo
recomendado pelo fabricante. O trizol mantém a integridade do RNA enquanto
rompe as células e dissolve os componentes celulares. O tecido, imerso em trizol,
foi macerado em microtubo de fundo chato utilizando-se um aparelho Politron
(Nova Técnica Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, SP). Para cada 1 mL
da suspensdao foi adicionado 200 pL de cloroférmio (Sigma, EUA). As amostras

foram homogeneizadas no vortex por 15 s e incubado a temperatura ambiente por
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2-3 min, seguido da centrifugacdo a 12.000 g por 15 min a 4 °C. A adicéo do
cloroférmio, seguido da centrifugacdo, separa a solucao em fases aquosa e
organica. Com precipitacdo de membranas e restos celulares no fundo do
microtubo, 0 RNA permanece exclusivamente na fase aquosa ou sobrenadante
(cerca de 60%). Assim, foi coletado cuidadosamente somente o0 sobrenadante e
transferido para outro microtubo. Foi adicionado 500 pL de isopropanol gelado
com agitacdo manual para a recuperacao por precipitacdo do RNA total. Este
novo microtubo foi incubado por 10 min a temperatura ambiente. Novamente os
tubos foram centrifugados a 12.000g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
removido vertendo-se o0 microtubo e acrescentado 1000uL de etanol 75%
(preparado com agua livre de Rnase). O microtubo foi homogeneizado e
centrifugado a 7.500g por 10 min a 4 °C. O etanol foi removido vertendo-se
novamente o microtubo, restando o “pellet” de RNA total, ao fundo. Apds 5-10
minutos, o tubo estava seco, com o cuidado de observar que ndo havia mais gotas
de alcool. O RNA total foi dissolvido em 20 pL de agua Rnase-free tratada com
DEPC (USB, EUA) e incubado por 10 min a 55/60 °C (banho seco). Apds essa
etapa, as amostras foram etiquetadas e armazenadas em freezer -80 °C. Uma
aliquota de 2 pL foi utilizada para determinar a concentracdo de RNA  (ug/mL™)

nas amostras, através de espectofotometria.

4.2.2. Tratamento com DNase

O tratamento com DNase do RNA total extraido tem o objetivo de eliminar
impurezas, como DNAs remanescentes, antes da confeccao do cDNA. De acordo
com a amostra com menor quantificagdo e para utilizar 1ug de RNA, foram feitos
os calculos do volume de RNA utilizado para cada amostra. O RNA foi dissolvido
com 1uL da enzima DNase (Fermentas, EUA), 2uL do tampao, 0,5uL de inibidor
de Rnase (RNAse out, Invitrogen, EUA) e agua tratada com Dietil Pirocarbonato
(DEPC) para completar o volume final de 20uL. O DEPC modifica e inativa os
residuos de histidina e tirosina constituindo assim, um método eficiente no controle

da contaminacao por proteinas, como RNases. Apds 30 minutos de incubagéo a
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37 °C foi adicionado 1uL de EDTA 0,3M para o inativar a enzima DNase. Com o

EDTA, o microtubo foi incubado por 15 minutos a 70 °C.

4.2.3. Confeccao do cDNA

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado através de uma reacdo de
transcricao reversa, com a utilizagdo de uma transcriptase reversa ImProm- |l
Reverse Transcription System. (Promega, Wisconsin, EUA). Foram pipetados
18uL de RNA tratado com DNase e 1 pL de iniciadores aleatorios (‘random
primers”) em um microtubo, seguido da incubacdo por 5 minutos a 25 °C, de
acordo com as indicacbes do fabricante da enzima. A escolha do uso de
iniciadores aleatérios se deve a escolha do controle endégeno deste estudo, a
subunidade 18S do RNA,, o qual ndo apresenta a cauda poli A, ndo sendo
possivel desta forma utilizar iniciadores tipo “oligo dTs”.

Em seguida, foi acrescentado 1,2 uL de MgCl, (50 mM); 7,3 uL do tampéo da
enzima 5x; 0,5 pL do Rnase out; 1puL DNTPs mix e 1uL enzima transcriptase
reversa. O volume final da reacdo foi de 30uL. O aparelho termociclador foi
programado para 25 °C por 5 minutos, 42 °C por 45 minutos, 70 °C por 15 minutos

com término de uma temperatura de 4 °C.

4.2.4. Reacoes de PCR em tempo real

A expressdao quantitativa dos genes de MMP-2, MMP-9 e TIMP-2 foi
analisada através das reagdes de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema
TagMan (Applied Biosystems, EUA) em um aparelho Rotor Gene 3000 (Corbertt
Life Science, Qiagen, EUA). O sistema TagMan apresenta iniciadores acoplados a
uma sonda interna especifica para o produto génico alvo, sendo um reagente mais
sensivel e especifico. O cDNA foi dissolvido em agua MilliQ na proporgéo 1:1.
Para a reacdo foram utilizados 10 pL do TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, EUA), 3 uL do cDNA, 1 pL do primer/sonda (20x) e 6 pL de
agua MilliQ, totalizando uma reacao de 20uL. A reacéo de amplificacéo, de acordo
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com o fabricante, compreendeu basicamente 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95
°C e 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C.

Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (“cicle threshold” —
ou ciclo limiar), sendo este o ponto correspondente ao niumero de ciclos onde a
amplificacdo das amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel de
fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificagdo exponencial das
amostras) que permite a analise quantitativa da expressao do fator avaliado. Para
este estudo, o “threshold” delineado para todos os genes foi de 0,1.

Todas as amostras também foram submetidas a reacao para a deteccao de
RNA, para a subunidade 18S do RNA,, um gene de expressdo constitutiva,
utilizado como controle positivo da reagao de amplificagdo. Desta forma, os niveis
de expressao da subunidade 18S do RNA, foram utilizados para a normalizacao
dos niveis de expressdao do gene alvo. A expressdao do RNA, da enzima,
pertencente ao ciclo de Krebs, Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase (GAPDH) é
comumente utilizada como controle endégeno em reacées de PCR em tempo real.
Entretanto, Bas et al. (2004), observaram que a subunidade 18S do RNAr, quando
comparada com outros genes contitutivos como o GAPDH, foi mais estavel e com
uma normalizagao superior.

Uma amostra negativa (dgua substituindo o cDNA) foi submetida a reacao
com cada par das seqiéncias dos primers utilizados. Para cada reacdo foram
feitas 3 repeticoes (Czechowski et al., 2004). Para a analise dos dados, foi
utiizado o método C; comparativo (Método AA C;). A quantidade de alvo,
normalizado para referéncia enddgena e em relagédo ao calibrador, é dada pela
formula: 2 *2°T. Esta forma de andlise, descrita por Livak & Schmittgen (2001), é

também chamada de método Ct comparativo ou Método AA C;

4.3 Mieloperoxidase (MPO)

O tecido pulpar coletado foi macerado em tampdao inicial de NaCl 0,1M
(5,84g.L") e NaEDTA 0,015M (5,58 g.L') pH 4,7 de NaPO,4 0,02M. Para cada 1
grama de amostra, foi inserido 2mL deste tamp&o. O tecido foi macerado em
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microtubo de fundo chato utilizando-se um aparelho Politron (Nova Técnica
Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, SP, Brasil). Ap6s este passo, ocorreu
a centrifugagdo por 5 minutos com 10.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi
removido com cuidado e transferido para outro microtubo, onde foi adicionado o
tampdo 2 na proporcdo 1:1. O tampdo 2 é composto de 1g HTAB' (0,5%) em
200ml NaPO. 0,05M, pH 5,4. O microtubo foi agitado em um vortex e
congelado/descongelado em nitrogénio liquido por 2 vezes. O préximo passo foi a
centrifugacdo por 15 minutos com 10.000 rpm a uma temperatura de 4°C.
Novamente, o sobrenadante foi coletado. Em uma placa de 96 pocos (96 well
EIA/RIA plate, Corning Incorporated, EUA) foi colocada 5 uL de cada amostra. Em
seguida, foram realizados os seguintes passos sequenciais: a) 45uL NaPOq
0,08M, b) 25uL TMB? 37° C, c)100uL Hx02 a 37 °C por 5minutos (H:02 3% +
NaPO4 0,08M) e d) 75uL H.SO4 4M. A placa foi inserida em um leitor de
microplaca (Bio-Rad, EUA) e a absorbancia lida em um comprimento de onda de
450nm.

4.3.1 Curva Padrao

A curva padrao do ensaio para mieloperoxidase foi feita com neutréfilos ja
previamente separados. Para a separagao de neutrofilos, o sangue humano de um
voluntario foi coletado com EDTA/heparina e centrifugado em temperatura
ambiente a 2.000 g por 10 minutos. O precipitado ou “buffy coat” foi coletado e
transferido para um tubo de 15 mL. O volume foi completado com tampéao de lise
de hemacias (EDTA dissédico, NH4Cl, bicarbonato de sédio e agua miliQ
agitando-se por 10 min, seguido de uma centrifugagédo a 1.000g por 10 minutos a
4°C. Apos a centrifugacdo, houve a formagédo de um “pellet”. O sobrenadante foi
removido e inicialmente foi inserido 3mL de PBS tamponado pH 7,3, misturando-o
ao pellet. Em seguida, todo o tubo de 15 mL (tipo Falcon, EUA) foi completado
com PBS e centrifugado em 1.000g por 10 min a 4°C. Nesse momento, o aspecto

' HTAB = hexadecyltrimethylammonium bromide
> TMB = tetramethyl benzidine
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final do “pellet” é claro, limpo. Apds a remocao do sobrenadante, ressuspendemos
com 3 mL de PBS. Em um outro tubo de 15mL, colocamos 3 mL de Histopaque
1119 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e lentamente mais 3 mL de Histopaque 1077
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), pela parede do tubo. O Histopaque € um reagente
desenvolvido para a separacédo de células, constituindo-se em uma solucao de
polissacarose e diatrizoato de sédio. Para o Histopaque 1077 a densidade é
ajustada em 1,077 g.mL", recuperando células mononucleares viaveis a partir de
pequenos volumes de sangue. O Histopaque 1119 a densidade é ajustada em
1,119 g.mL™, sendo especifico para polimorfonucleares.

A seguir, nesse novo tubo, foi inserido lentamente os 3mL com o “pellet’
limpo diluido em PBS e centrifugado a 700g por 30 minutos em temperatura
ambiente. O resultado foi a formacao de duas camadas, sendo a superior formada
por células mononucleares e a inferior formada por células polimorfonucleares. As
camadas, contendo células diferentes, foram cuidadosamente removidas e
colocadas em tubos separados e identificados. Para o tubo de polimorfonucleares,
foi acrescentado 1 mL de PBS para o procedimento de contagem de células em
camara de Neubauer. Apbés a contagem, as células foram ajustadas para a

obtencao de uma curva padrao com um numero de células conhecidas.

4.4 Zimografia (atividade gelatinolitica MMP-2 e MMP-9)

O volume de cada amostra para a corrida eletroforética foi baseado na
quantificagéo protéica total lida em um leitor de microplaca (Versa Max Tunable
Microplate Reader, Molecular Device, EUA) segundo a técnica de Bradford
(Bradford, 1976). Para tal andlise foi feita uma curva padrédo de BSA (“Bovine
Serum Albumin”, USB, EUA) e as amostras foram correlacionadas com a curva
padrdo. A partir da absorbancia lida, a 595 nm, foi calculada a quantidade total de
proteina em cada amostra. Com a quantidade de proteina estabelecida, foram
feitos célculos de volume para que cada pogo do gel eletroforético contivesse a
mesma quantidade total de proteina.
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Em seguida, a atividade proteolitica das gelatinases (MMP-2 e MMP-9) foi
analisada em gel de SDS - poliacrilamida com concentracéo final de 10% de
poliacrilamida impregnada com 500uL de gelatina (Sigma, EUA), além do uso de
um marcador de peso molecular de proteinas “Page Ruler Prestained Protein
Ladder” (Fermentas, EUA). A escolha deste marcador de peso molecular se deu
devido a uma banda de 72kDa, equivalente ao peso molecular da MMP-2 ativa.

As amostras de meio condicionado de tecido pulpar foram misturadas com
tampao de amostra sem B-mercaptoetanol e a corrida eletroforética foi realizada
com corrente continua de 15 mA em temperaturade 4 °C. Ap6s o término da
corrida, o gel foi colocado em recipiente com 250mL de solucdo renaturante
contendo 2% de Triton X-100 (USB, EUA) e mantido sob agitacao por 30 minutos
em temperatura ambiente, para remogao do SDS. Essa lavagem foi realizada
duas vezes. O gel foi entdo incubado a 37°C por 18 h sob agitagdo em 250 mL de
tampéao de revelagdo contendo 1mL de CaCl, 1M, 2mL de TrisHCI 1M e 197 mL
de agua destilada, pH 7,4 para ativacdo da gelatinase. Em seguida, o gel foi
corado com Coomasiie Brilliant Blue R250 (USB, EUA) e as gelatinases foram
visualizadas pela capacidade de digerir o substrato formando bandas claras que
contrastam com o restante do gel, onde o substrato esta intacto e fortemente
corado de azul. A atividade gelatinolitica no zimograma foi detectada como bandas
ndo coradas e a identificagdo das gelatinases foi feita de acordo com o peso
molecular (Souza, 2000).

Os géis de zimogramas foram analisados através da densidade da banda com
o auxilio do software Kodal Digital Science (Kodak, EUA). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e para deteccao de diferengas entres
0S grupos, o teste de Tukey foi usado com um nivel de significancia de 5%.

4.4.1 Ensaio de inativacao das metaloproteinases
Uma forma de confirmar que as proteinas encontradas no gel da técnica
zimografica sdo metaloproteinases foi elaborado um ensaio com inibidores

especificos de MMPs, colocados no tampéao de revelagédo. Para tal, selecionamos
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EDTA (Sal dissédico, Nuclear, Brasil) e fenantrolina (Sigma, EUA) como
inibidores; um controle positivo, com amostras do grupo sadio e inflamado
incubadas em tampao de revelacdo convencional e uma substancia nao inibitéria
de MMPs: fenilmetil-sulfonil fluoride (PMSF, Sigma, EUA). O PMSF é um inibidor
de serina-proteases, as quais representam uma familia de proteinas diferentes

das metaloproteinases.

Assim, amostras de polpa normal e inflamada foram submetida a zimografia.
Em seguida, foram incubadas por 18 horas a 37 °C em tampéo Tris-HCI/ CaCl,
convencional ou contendo um dos seguintes inibidores: 0,5 mM 1,10-fenantrolina,
0,5 mM EDTA e 0,5 mM PMSF. Posteriormente, o gel foi corado com Coomassiie
Brilliant Blue R 0250 (Zaia et al, 1996; Souza, 2000).

4.5 Quantificacao das gelatinases e de TIMP-2 por ELISA (“Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay”)

A amostra utilizada teve a quantidade inicial proteica verificada por meio da
técnica de Bradford (Bradford, 1976). De acordo com a amostra de menor
concentracao proteica, o volume de todas as outras amostras foi calculado para a
uniformidade de quantidade proteica total e o volume final de 100 pL por pogo foi
complementado com PBS. Para a curva-padrdo foi realizado um ensaio com
diluicbes seriadas da proteina purificada comprada comercialmente (MMP-2
humana, MMP-9 humana isolada de células advindas do sangue, TIMP-2 humana
purificada de fibroblastos humanos estimulados, Chemicon, EUA). Todos os
antigenos foram testados para todos os anticorpos para verificagdo de reacdes
cruzadas. Em todos os ensaios, 2 pogos foram separados para o controle negativo
(branco), onde nédo havia a sensibilizagéo inicial com antigenos, sendo 0s pog¢os
cobertos com fita adesiva neste momento.

Para o experimento, as placas de polivinil de 96 orificios (MPL /TPP, EUA)
foram sensibilizadas com 100 pL por poco e incubadas em estufa por 1 hora a
37°C com toda a placa envolta em parafiime para evitar a evaporagédo. Apos a
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sensibilizacao, 200 uL de PBS-BSA 0,2% foram adicionados em todos 0s pocos e
novamente incubados por uma hora a 37 °C. Este passo faz-se necessario para o
bloqueio, com uma proteina inerte (BSA), dos locais do poco onde nao ha
antigeno. Apéds esse periodo, o liquido foi removido completamente. Em seguida,
a aliquota do anticorpo primario (anti-TIMP-2, anti-MMP-9, anti-MMP-2 Policlonal
lgG (Rabbit), Affinity BioReagents, EUA) foi adicionado a placa em diluicdes pré-
estabelecidas (obtidas ap6s padronizacdo das amostras), em duplicatas e
incubado por uma hora a 37°C.

Os pocos foram lavados com 200 uL de PBS-T-G (PBS + Tween 20+
Gelatina: 200 mL de PBS 5x; 500 pL de Tween 20; 2,59 de gelatina e completado
com agua destilada para 1 L) por 3 vezes, com a posterior remog¢ao do excesso
de liquido. A seguir, fez-se a incubagao por uma hora a 37 °C com conjugado anti-
imunoglobulina IgG de coelho, feito em cabra, marcado com peroxidase (anticorpo
secundario: Peroxidase-Labeled Affinity Anti-Rabbit/ Goat, KPL, EUA). Apds mais
3 lavagens com PBS-T-G, a reacao foi revelada, utilizando a peroxidase como
enzima. A reacgao foi lavada com tampé&o citrato fosfato no escuro de 2 a 3 min e
apos o bloqueio com solucdo de H>SO4 6 N, procedeu-se a leitura em leitor de
microplaca com absorbancia em 492 nm (Duarte, 2000).

As leituras de densidade 6tica do ELISA foram realizadas em leitor de
microplacas (Bio-Rad, Modelo 680 series Microplate Readers, EUA). Para
validagédo do ensaio foram utilizadas 2 repeticbes de cada amostra e o desvio
padrdo analisado para verificagdo de possiveis discrepancias entre as reagdes. Os
valores de densidade dptica das amostras foram transferidos para a curva-padrao
determinada com a utilizacdo do padrao humano e, dessa forma, obtivemos a
quantificacdo da proteina estudada. Os resultados para a quantificacdo proteica
em polpas sadias e inflamadas foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
e para deteccdo de diferencas entres os grupos foi usado o teste de Tukey com

um nivel de significaAncia de 5%.
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5.RESULTADOS

5.1 Reacao em cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real
5.1.1. Quantificacao do RNA extraido

Uma aliquota de 2uL foi utilizada para determinar a concentracao de RNA
extraido das amostras, através de espectofotometria (Tabela 01).

Tabela 01: Quantificagdo do RNA (ug.mL™).

Amostras RNA/ sadia RNA/inflamada
1 519 126
2 331 249
3 166 186
4 471 68*
5 525 104
6 196 169
7 131 141
8 211 74
9 170 115

10 139 197

* Amostra com menor quantificacdo

5.1.2. Corridas
Apos quantificado do RNA, as amostras foram tratadas com enzima DNase,
com volume proporcional a cada amostra e em seguida, foi realizada em um unico
momento experimental, a transcri¢cao reversa.
As corridas para PCR em tempo real, realizadas no aparelho Rotor Gene 3000
(Corbertt Life Science, Qiagen, EUA), apresenta gréficos (Figura 02) evidenciando
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a amplificacdo do gente estudado. A Figura mostra também a linha do Threshold,
que significa o ponto de deteccdo. O ponto de deteccdo deve estar na curva
ascendente e nao no platé, onde pode haver estagnacao da reacao pela auséncia
de reagentes. Ainda na Figura 02, observa-se o controle negativo (seta preta),
com a substituticdo do cDNA por agua estéril. Essa amostra é chamada de NTC
(“No template Control”), ou seja, uma amostra que n&o contém o alvo, utiizada

para verificar a qualidade da amplificagao.
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Figura 02: Dados da quantificacdo de TIMP-2 (FAM). Seta preta: controle

negativo (agua).

Com a definicdo do ponto de deteccdo, ou “threshold”, obteve-se o Ct, ou
Ciclo threshold. O ciclo threshold € o numero do ciclo na qual a fluorescéncia
passa o ponto de detecgéo.

Com os valores de Ct (Apéndice 02) foi feita a andlise descrita por Livak &
Schmittgen (2001), também chamada de método Ct comparativo ou Método AA
G,

O AC; foi calculado a partir da formula abaixo, sendo os genes alvos da
pesquisa: MMP-2, MMP-9 e TIMP-2; e o gene enddgeno, a subunidade 18S do
RNA..
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AC= Ct (gene alvo)- Ct (gene enddgeno)

Os valores de AC; foram obtidos somente para os genes alvos, que estao

representadas na Tabela 02:

Tabela 02:Valores de AC;

MMP-2 MMP-9 TIMP-2
Sadia 11,156 16,595 11,292
Inflamada 12,071 12,068 11,435

Com o valor do AC;, foi realizado o calculo do AAC; a partir da férmula abaixo
e e para finalizar a andlise, a formula 2 2 °T foi utilizada. Os dados finais estao
respresentados na Tabela 03.

AAC= ACt (inflamada) - ACt (sadia)

Tabela 03: Valores finais dos dados

MMP-2 MMP-9 TIMP-2
AAC; 0,914 - 4,526 0,143
28ACT -1,829 9,053 - 0,286

Dessa forma, foram obtidos os seguintes resultados:

1. MMP-2 esta 1,83 vezes menos expresso na amostra inflamada em relacao
a sadia;

2. MMP-9 esta 9,05 vezes mais expresso na amostra inflamada em relacao a
sadia;

3. TIMP-2 esta 0,28 vezes menos expresso na amostra inflamada em relagéo

a sadia.
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5.2 Mieloperoxidase

Ap6s o descongelamento do tecido pulpar, cada amostra foi pesada em uma
microbalanca (Tabela 04).

Tabela 04: Peso em gramas de cada amostra

Amostras Peso/Sadia Peso/ Inflamada
1 0,0036 0,0166
2 0,0070 0,0138
3 0,0093 0,0024
4 0,0210 0,0070
5 0,0055 0,0022
6 0,0056 0,0122
7 0,0184 0,0056
8 0,0085 0,0042
9 0,0093 0,0013
10 0,0191 0,0033

A curva padrao para o ensaio MPO, utilizando-se somente neutrofilos humanos
ja previamente separados, esta representada no Figura 03 e as especificacdes
dos pontos utilizados na curva estdo na Tabela 05, com o numero de células
utilizadas, a densidade 6tica (Abs-450nm) e a concentragéo (cel/pL) encontrada.
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Figura 03: Curva padrdo para MPO
Tabela 05: Especificagdes dos pontos da curva padrdo para MPO
Numero de células/poco Densidade Otica (DO) Concentracao
(Abs- 450nm) (cel/uL)
1875* 3,07 1903*
938 1,23 819
469 0,53 409
235 0,21 221
117~ 0,10 155*
59* 0,04 120"

Os resultados da analise de MPO para as amostras de tecido pulpar estao
especificados na Tabela 06. O resultado da quantificacdo da proteina MPO
evidenciou para algumas amostras inflamadas, caracterizadas clinicamente, um

padrdo similar ao encontrado para polpas sadias. Entretanto, outras amostras
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inflamadas apresentaram alto indice de MPO, caracterizando assim maior
presenga de neutréfilos. Salienta-se que todas as amostras inflamadas

apresentaram os mesmos sintomas clinicos.

Tabela 06: Densidade Otica (DO/Abs-450nm) e Concentragdo (cels/ul) correspondente

a mieloperoxidase das amostras sadias e inflamadas.

Amostras Sadias Inflamadas
DO Conc DO Conc
(cel/uL) (cel/uL)
1 -0,01 90 0,19 208
2 -0,002 95 -0,009 90
3 -0,009 91 0,0017 105
4 -0,009 90 -0,007 92
5 -0,002 95 -0,007 92
6 -0,009 90 0,230 231
7 -0,005 93 -0,001 95
8 -0,009 91 0,673 492
9 -0,009 91 0,002 97
10 -0,009 90 0,018 106

5.3 Zimograma

O volume de cada amostra para a corrida eletroforética foi baseado na
quantificacdo protéica total lida em um leitor de ELISA (Versa Max Tunable
Microplate Reader, Molecular Device, EUA) segundo a técnica de Bradford
(Bradford, 1976). Para tal andlise foi feita uma curva padrdo de BSA e as amostras

foram correlacionadas com a curva padrdo. A Figura 04 demonstra um exemplo
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de curva padrao de BSA. A partir da absorbancia lida, com 595nm, é calculado a
quantidade total de proteina em cada amostra. Com a quantidade de proteina
estabelecida, foram feitos célculos de volume para que cada poco do gel
eletroforético contenha a mesma quantidade total de proteina.

Bradford  _ g45 gox + 1,7449
R? = 0,9901
90
© 80 /
g 70 ——
S 60 /
S 50 ——
g 40 _—
S 30 ——
< X e
10 To—
0 ; ; . .
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Concentracao BSA (ug/ul)

Figura 04: Curva Padrao de BSA

Ja a Figura 05 demonstra o padrao zimografico encontrado para amostras de
tecido pulpar humano sadio e inflamado. Foi possivel observar uma diversidade da
expressao protéica em polpas inflamadas (Fig 05, 7-11), o contrario do que ocorre
para amostras sadias (Fig 05, 2-5), onde ha uma uniformidade no padréo
zimografico, com a presenga de bandas de pro-MMP-2 (72kDa, de acordo com o

padréao de peso molecular- Fig 05-1)
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Sadia Inflamada

Figura 05: Zimografia em gel de poliacrilamida 10% para amostras de tecido pulpar
humano sadio e inflamado. 1) marcador de peso molecular; 2-5) amostras sadias, onde
podemos observar a uniformidade do padrao de bandas de pr6-MMP-2, com um peso
molecular de 72kDa (B); 7-11) amostras inflamadas, com um padrdo de expressao de
metaloproteinases diversificado. Observamos bandas de MMP-9 (peso molecular de
92kDa:A), pré6 MMP-2 (peso molecular de 72kDa:B) e MMP-2 ativa (peso molecular de
66kDa:C).

A andlise da densidade das bandas foi feita através do software “Kodak Digital
Science” (Kodak, EUA). Os valores foram analisados estatisticamente através da
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Observamos que: a) para o grupo
de polpas sadias, a proteina com maior atividade gelatinolitica foi a pr6-MMP-2,
enquanto que polpas inflamadas, a MMP-9 ativa apresentou a maior atividade; b)
no grupo de polpas inflamadas, a atividade da MMP-9 ativa foi significantemente
maior (p=0,00081) quando comparada com MMP-2 ativa e, c) auséncia de MMP-9
no grupo sadio.

Também foi possivel observar através desta técnica, uma diversidade da
expressao protéica em polpas inflamadas, o que reflete diferentes condi¢cdes
inflamatorias do tecido pulpar no momento da coleta, apesar da concordancia de

sintomas clinicos apresentados pelos pacientes.
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5.3.1 Correlacao entre os dados de MPO e atividade gelatinolitica da MMP-9

Individualizando-se as amostras, foi possivel observar uma concordancia entre
os valores positivos de densidade 6tica para MPO e bandas de MMP-9 na
zimografia do mesmo paciente. Os dados da MPO e MMP-9 foram
correlacionados através do Teste de Pearson com um nivel de significancia de
5%. Entretanto, ndo houve uma correlacdo estatisticamente significante entre os
dados de MPO e MMP-9.

5.3.2 Ensaio de Inativacao das MMPs

A Figura 06 demonstra os resultados encontrados para o ensaio de inibi¢cao
das MMPs, onde podemos observar na coluna 1, o padrao de peso molecular de
proteinas Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas, EUA), mostrando
bandas de 92kDa e 72 kDa. As colunas 2 e 3, da Figura 06, representam o grupo
controle com amostras inflamada e sadia, respectivamente. Nestes controles
podemos observar para a amostra inflamada (coluna 02), a presenca de MMP-9
(92 kDa - banda A) e de bandas de pr6-MMP-2 na forma zimégeno (72kDa -
banda B) e ativa (66kDa - banda C) e na coluna 03, o padrao de expressao de
polpas sadias, onde observamos bandas de pr6o-MMP-2 (72kDa). Para o primeiro
inibidor de metaloproteinases, EDTA, situado nas colunas 4 e 5, polpas inflamada
e sadia respectivamente, observamos uma inibicdo da expressdo destas
metaloproteinases. O mesmo ocorreu para o inibidor fenaltrolina, coluna 6 para
polpa inflamada e coluna 7 para sadia. Estes resultados de inibicdo especifica
confirmam que as proteinas encontradas na técnica zimografica s&o realmente
MMPs.

Para o inibidor de serinaproteases, o PMSF, situado na coluna 8 para polpa
inflamada e coluna 9 para polpa sadia, ndo houve a inibicdo da banda expressada,
sendo comparada ao grupo controle.
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Figura 06: Zimografia em gel de poliacrilamida 10% para amostras de tecido pulpar
humano sadio e inflamado. 1) marcador de peso molecular de proteinas; 2) e 3) amostras
controle para polpa inflamada* e sadia; 4) e 5) EDTA para polpa inflamada* e sadia; 6) e
7) Fenantrolina para polpa inflamada* e sadia e 8) e 9) PMSF para polpa inflamada* e
sadia. Observamos bandas de MMP-9 (peso molecular de 92kDa:A), pré-MMP-2 (peso
molecular de 72kDa:B) e MMP-2 ativa (peso molecular de 66kDa:C)

5.4 Quantificacao das gelatinases e de TIMP-2 por ELISA
5.4.1. Reacoes cruzadas entre anticorpos/ antigenos

Todos os antigenos foram testados para todos os anticorpos para verificar
reacOes cruzadas, de acordo com Duarte (2006). Os valores de densidade ética e
a porcentagem correspondente estao descritos na Tabela 07. Verificamos uma
alta reacdo cruzada entre o antigeno MMP-9 contra o anticorpo MMP-2. Devido a
este fator, os dados de MMP-2 e MMP-9 foram inviabilizados e ndo considerados

nos resultados, visto a impossibilidade de diferenciar as gelatinases.
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Tabela 07: Porcentagem de reagdo cruzada e densidade 6tica*

Ac MMP-2 Ac MMP-9 Ac TIMP-2

Ag MMP-2 100% (0,041%) 0,06% (0,044") 0,30% (0,005)
Ag MMP-9 84% (0,056%) 100% (0,068%) 13% (0,009")
Ag TIMP-2 17% (0,051%) 16% (0,047") 100% (0,577%)

5.4.2 Curva Padrao Inicial de TIMP-2

Os valores de Densidade Otica (D.O.), lidos em absorbancia de 492nm e
concentracao do antigeno estdo descritos na Tabela 08 e representadas na Figura
07.

Tabela 08: Especificacdes de concentracdo do antigeno e DO para a curva padrdo do
ELISA.

Concentracao do Ag TIMP-2 (DO)

(pg/uL)
160 0,105
80 0,051
40 0,033
20 0,02
10 0,011
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Figura 07 : Curva padréo para a proteina TIMP-2

O resultado para a quantificacao da proteina TIMP-2 para o grupo sadio e
inflamado, representado na Tabela 09, foi submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e para a deteccéo de diferengas entres os grupos, o teste de Tukey foi
usado com um nivel de significancia de 5%. Os valores absolutos evidenciaram
TIMP-2 em polpas inflamadas quando comparadas com polpas sadias. E entre os
grupos sadio e inflamado, houve diferenca estatisticamente significante para
TIMP-2 (p<0,0039) com maiores valores para polpas inflamadas.

Tabela 09: Valor médio da Densidade Otica (D.O.) e Desvio Padrao correspondentes as
proteinas MMP-2/MMP-9 e TIMP-2.

TIMP-2

Sadias 0,028 (+/- 0,015%)b

Inflamadas 0,157 (+/- 0,121%)a

*Em uma mesma coluna, valores seguidos de letras minusculas desiguais indicam

diferenca estatisticamente significante.
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6. DISCUSSAO

A resposta inflamatéria, de um modo geral, envolve alteracdes na
permeabilidade vascular, no fluxo sanguineo, saida de proteinas plasmaticas para
espacos extravasculares, marginacao, migracdo e acumulo de leucécitos na
regidao agredida, além de uma degradacao da matriz extracelular (D’Angelo, 1982).

A carie dental constitui o principal fator desencadeante de uma resposta
inflamatéria pulpar. A permeabilidade dentinaria é determinante para uma resposta
inflamatéria na polpa, pois permite que microrganismos e substancias
biologicamente ativas, presentes numa lesdo de carie, alcancem o érgao pulpar
(Yu & Abbott, 2007). Portanto, quando o processo de carie atinge a dentina, inicia-
se no tecido pulpar uma resposta inflamatoria.

A sequéncia inicial de eventos em uma pulpite envolve uma vasodilatacdo e
aumento da permebilidade vascular da microcirculagdo, com consequente
exsudacao de liquidos para o tecido. A perda do plasma torna o sangue viscoso
provocando a diminuicdo da velocidade do fluxo (estase) e aparecimento de
marginacao, diapese e migracdo de neutréfilos para o local da inflamagao.
Seguindo o processo inflamatério, delineado por mediadores quimicos, células
como macrofagos, linfécitos, plasmaocitos, mastdcitos sao recrutados para o tecido
inflamado. O processo inflamatorio se estabelece no tecido de uma forma gradual,
de acordo com a continuidade do estimulo devido a presenca do agente agressor
e consequente producdo de mediadores quimicos.

Ha diversos trabalhos demostrando que mediadores inflamatérios tém
importante papel no estimulo da produgédo de MMPs por diferentes células como
fibroblastos, neutrofilos, macrofagos, entre outras (Sternlicht & Werb, 2001;
Accorsi-Mendonga et al., 2005). Tjaderhane et al. (2001), em um trabalho de
revisdo, mostraram que TNF-B-1 atua como um potente regulador da expresséo
de MMPs em cultura primaria de odontoblastos. Esses autores descreveram uma
diminuicdo acentuada na expressao de MMP-8, pequena diminuicdo na MMP-20 e
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aumento expressivo da MMP-9. Nenhuma alteracdo, entretanto, foi observada na
expressao de MMP-2.

Produtos bacterianos também podem estimular a producao de MMPs. Tanabe
& Grenier (2008), evidenciaram que o lipolissacarideo (LPS) de Actinobacillus
actinomycetemcomitans pode induzir macréfagos, alterando a secrecao de MMP-
9, fator de necrose tumoral-a e interleucina 1-B. Chang et al. (2002), determinaram
o efeito de Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas gingivalis, chamadas
de bactéria pigmentadas pretas, na producao e secrecdo de MMPs através da
cultura celular de macréfagos. Os resultados indicaram a presenga de MMP-2 e
um aumento de expressao desta gelatinase sendo tempo e dose dependente.
Para MMP-9, entretanto, ndo houve alteracdo na sua expressdo com a presencga
desses fluidos bacterianos. Deste modo, a producdo e ativacdo de MMPs,
induzidas por substancias de origem microbiolébicas, pode ser uma das diferentes
vias de degradacao na patogénese de lesdes pulpares e periapicais.

A resposta celular de produgdo de uma MMP frente a um estimulo inicia-se
pela transcricdo. Para tal, a andlise da reacao em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real nos permite verificar variagbes no RNA mensageiro. Neste estudo,
observou-se uma relacdo 9 x maior de expressdao de RNA, para MMP-9 em
polpas inflamadas quando comparadas as polpas sadias. Tsai et al. (2005),
observaram resultados similares para MMP-9 utilizando o PCR semi-quantitativo.

Em tecidos inflamados, ocorre um aumento da atividade de MMP-2 (Han et al,
2001). Nos resultados encontrados nesse trabalho, observa-se a presenga de pro-
MMP-2 em polpas sadias e uma ativacdo da MMP-2 em polpas inflamadas.
Contudo, 0 aumento da atividade gelatinolitica ndo foi acompanhada pelo aumento
da expressao génica de MMP-2 para o grupo de polpas inflamadas.

O ELISA é uma técnica baseada na reagado antigeno/anticorpo. Em nossos
resultados, os valores proteicos de TIMP-2 sdo estatisticamente maiores em
polpas inflamadas quando comparadas as sadias. Para gelatinases, a alta reagéo
cruzada entre os anticorpos impossibilitou o uso dos resultados. O trabalho de
Shin et al. (2002), avaliaram a expressao proteica de MMP-1, MMP-2 e MMP-3,
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através de ELISA, com anticorpos monoclonias, em polpas inflamadas e em
lesdes periapicais, tendo como grupo controle polpas sadias. Os autores
evidenciaram valores maiores de MMP-1, MMP-2 e MMP-3 durante a inflamacéao
pulpar.

Gusman et al. (2002), evidenciaram maiores valores proteicos de MMP-2 em
polpas sadias quando comparadas a inflamadas. Entretanto, esse estudo utilizou
um kit de ELISA onde somente a pro-MMP-2 ou ainda MMP-2 ligada a TIMP-2 era
detectada. A enzima MMP-2 ativada nao foi detectada nesse estudo. Dessa forma,
a MMP-2 ativada em polpa inflamadas ndo pode ser detectada no ELISA. Ainda
de acordo com Gusman et al., houve a alta quantificacao absoluta de MMP-9 em
polpa inflamadas e a correlacdo positiva com a atividade gelatinolitica sugere que
a MMP-9 tem um importancia na degradacdo do tecido pulpar em processos
inflamatdrios.

Em nivel transcricional, ndo observamos aumento da expressdao de RNAm
para MMP-2 e TIMP-2 para polpas inflamadas. Entretanto, ha maiores valores
proteicos de TIMP-2 para polpas inflamadas quando comparadas a sadias,
visualizado em ELISA. Essa diferenca de resultados entre transcricao e traducao
pode ser explicada no fato de que a protéina pode ser produzida e armazenada
em vacuolos intracelulares (Sternlicht & Werb, 2001). Dessa forma, mediadores da
inflamagéo atuariam estimulando a liberacdo dessas proteinas armazenadas em
“lisossomas”.

Ja a zimografia evidencia a atividade proteica das MMPs. Nesta técnica,
diferencia-se bandas de MMPs ativas e inativas (presenca do dominio
pro/zimdgeno). Os resultados encontrados neste trabalho pela zimografia estao de
acordo com Gustman et al. (2002), ou seja, uma elevada atividade de MMP-9 ativa
em polpas inflamadas. Sabe-se a MMP-9 ou gelatinase B estd diretamente
envolvida no processo inflamatério pulpar, bem como na inflamagcao em outros
tecidos conjuntivos (Birkedal-Hansen, 1993). Nesse estudo, observa-se ainda
bandas de MMP-2 ativa, 0 que coincide com os dados na literatura de que a
inflamacgéo provoca a ativagao da proteina MMP-2 (Han et al., 2001).
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Em nosso estudo, quando foi analisado em zimografia as bandas formadas
pela MMP-9 em amostras inflamadas de forma individualizada, evidenciaram uma
diversidade na sua expresséo, sugerindo que haja uma diferenca na quantidade
ou intensidade do estimulo que gera a producdo dessa proteina, apesar dos
sintomas clinicos apresentados pelos pacientes serem similares no momento da
coleta.

A selecdo das amostras inflamadas se baseou exclusivamente em critérios
clinicos, isto €, presenca de dor espontanea sem alteracao radiografica na regiao
periapical. Sabe-se, entretanto, que nao é possivel estabelecer uma relacao direta
entre os sintomas clinicos e o quadro inflamatério observado em microscopia de
luz (Araujo, 1981; D’Angelo, 1982, Leonardo, 2005). Para que fosse possivel
confirmar a presenca de um quadro inflamatério na polpa, foi realizado uma
analise da proteina mieloperoxidase (MPO), que é exclusiva de neutrdfilos.
Resultados positivos para essa proteina caracterizam, portanto, um quadro
inflamatério com presenca de neutréfilos. Houve uma correlagao visual direta entre
a presenca de bandas da MMP-9 ativa e a presenga de MPO na mesma amostra.
Interessante observar nos resultados apresentados, € que em algumas amostras
coletadas de paciente com dor e classificadas como inflamadas, a analise de MPO
mostrava-se negativa, mesmo havendo um quadro clinico sintomatico. Esse
resultado confirma a auséncia de correlacdo entre os sintomas clinicos e a
presenca de células inflamatérias na polpa. Provavelmente, a dor esteja associada
a pressao intrapulpar que ocorre nas fases iniciais da inflamagéo devido ao
aumento da permeabilidade capilar, sem que tenha ocorrido ainda a migracao de
células para o conjuntivo. Outra possibilidade € a estimulacdo direta de
terminacbes nervosas por secrecdao mais intensa de mediadores quimicos
especificos de dor ou pela presenca de determinadas toxinas bacterianas.

Quando a inflamagéo esta presente no tecido pulpar, ha ativacdo da MMP-2
conforme demonstrado na zimografia. A ativacao da pro-MMP-2 pode ocorrer com
a formagdo de um complexo unico envolvendo a MMP-14 e a TIMP-2. Este

complexo é formado pela ligacdo da TIMP-2 ao sitio catalitico da MMP-14. A pro-
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MMP-2 secretada entdo se liga ao dominio C-terminal da TIMP-2 e é ativada por
clivagem por uma segunda molécula de MMP-14 (Zucker et al., 1994). Entretanto,
um excesso de TIMP-2 previne o processo de ativagcao de MMP-2 pela inibicao da
segunda molécula de MMP-14 (Nagase et al.,, 2006). A proteina TIMP pode,
portanto, atuar como um modulador, ativando ou inibindo MMPs. Essa acgao
moduladora da TIMP-2 sobre a MMP-2 parece ser mais adequada em relacédo aos
resultados esse estudo, pois observa nas amostras inflamadas um aumento na
expressao tanto da MMP-2 como da TIMP-2 e mesmo assim constata a presenga
de MMP-2 ativa em diversas amostras.

Estudos futuros envolvendo outras MMPs participantes no processo de
degradacao tecidual, através de diferentes estimulos, podem contribuir para
esclarecer o processo inflamatério pulpar
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e frente as metodologias empregadas, é

possivel concluir que:

v" A proteina MMP-2, em polpas inflamadas, tornou-se ativa mesmo
com o0 aumento da producao de TIMP-2.

v' O aumento em niveis proteicos para TIMP-2 na inflamacgéo, nao foi
acompanhado do aumento do RNA, para este genes;

v' Em processos inflamatérios, as MMP-2 e MMP-9 foram encontradas
de forma ativa, 0 que nao ocorre em polpas sadias;

v" Nao houve correlagdo entre sintomatologia e presenga da proteina
mieloperoxidase ou atividade gelatinolitica em polpas inflamadas.
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APENDICES

Apéndice 1: Ficha Clinica para Anamnese e Termo de consentimento do paciente
CEP/FOP

Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP
Programa de Pés-graduacao em Clinica Odontologica

Identificacao: n.° dente n.° amostra
Nome:

Sexo Idade Estado Civil Cor
Data de nascimento / / Local

Endereco

CEP Telefone
Cidade UF
Profissao

QueixaPrincipal:

Aspectos clinicos

1. Inspecao:

coroa integra ( ) presenca de restauragdes ( )
presenca de lesdes cariosas ( ) polpa exposta ( )

2. Dor

provocada () espontanea ()
localizada ( ) difusa( )
ausente ()

3. Testes térmicos

dor ao frio normal ()

dor ao frio acentuada ()

dor ao frio muito acentuada) ( )

4.Diagnéstico Clinico
Polpa normal ( ) Pulpite reversivel () Pulpite irreversivel ()

Observacoes:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO ESPECIFICO
PARA A PESQUISA

Projeto de Pesquisa: “Avaliacao de metaloproteinases de matriz -2, MMP-9 e

TIMP-2 em polpas dentais humanas sadias e inflamadas”.

O objetivo da pesquisa é estudar alteracbes que ocorrem na polpa dental
quando se encontra inflamada, através do estudo de mecanismos moleculares de
remodelamento fisioldgico e patolégico nos tecidos pulpares. Isto podera ajudar a
entendermos o processo inflamatério pulpar, ja que existem poucos dados que
possam esclarecer essas alteragdes de forma eficiente.

A coleta de amostra é feita através da extracdo dental que sera realizada
independentemente da pesquisa, nao existindo outro método alternativo para tal.
Apls a extracao, os dentes serao levados para o laboratério de Endodontia dessa
faculdade, para que suas polpas possam ser removidas através da divisdo dos
dentes ao meio. As polpas serao retiradas e passarao por processos de analise
especificos. Os fragmentos remanescentes dos dentes serdo desprezados em
local adequado, pois ndo possuirdo mais funcao para qualquer outra finalidade.

Vocé tem toda a liberdade de pedir esclarecimentos sobre a metodologia
antes e durante a pesquisa, podendo ou ndo concordar em participar da mesma.

Se vocé se recusar a participar ou se vocé quiser desistir, em qualquer fase da
pesquisa, ndo sera penalizado e ndo havera prejuizo ao seu tratamento, o qual
continuara normalmente.

Apesar dos resultados da pesquisa serem divulgados publicamente para fins
académicos e cientificos, sera preservada a sua privacidade (seu nome nao sera
revelado) quanto aos dados confidenciais que possam ser envolvidos na pesquisa.

Os danos, riscos ou desconfortos que vocés (os pacientes) podem sofrer séo
apenas aqueles decorrentes das extragées dentais que serdo submetidos
independentemente da realizacdo ou ndo da pesquisa. A pesquisa néo lhe
acarretara nenhum gasto, e 0 acompanhamento e assisténcia aos pacientes seréo

de responsabilidade do operador da extragéo dental.
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A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa € voluntaria. Em caso de
duvida quanto aos seus direitos, escreva para o comité de Etica em Pesquisa da
FOP — UNICAMP. Endereco Av Limeira, 901 CEP/FOP 13414-900 — Piracicaba —
SP.

TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Declaro para 0s devidos fins que
eu, ,RGn: ,

me disponho a participar da pesquisa intitulada “Avaliacao de metaloproteinases

de matriz -2, MMP-9 e TIMP-2 em polpas dentais humanas sadias e
inflamadas” e permito a divulgacao dos resultados desta pesquisa. Estou ciente
dos objetivos desta pesquisa e de todos os procedimentos e concordo com a
metodologia para coleta de amostras pulpares do(s) dente(s) submetido(s) a
extracao, na Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP. Estou também
ciente de minha liberdade de recusar a participar ou retirar 0 meu consentimento,
em qualquer fase da pesquisa, sem ser penalizado e sem prejuizo a0 meu
tratamento, o qual sera prosseguido normalmente.

Assinatura:

Local e data: / /
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Apéndice 2: Valores de Ct

Amostras

© 00 N o Oa A~ W N =

-
o

Média
DP

Sadias Inflamadas

18S MMP2 MMP9 TIMP2 18S MMP2 MMP9  TIMP2
14,31 26,22 28,80 26,32 17,25 28,97 27,51 29,24
14,31 25,05 29,08 26,04 19,44 33,79 33,02 32,49
15,95 27,57 32,41 28,16 23,06 28,78 26,87 27,48
14,31 25,80 33,01 25,71 18,53 33,52 31,91 30,80
13,59 25,34 33,93 26,12 19,25 31,90 34,32 31,69
14,02 25,36 33,49 26,59 1515 28,37 26,98 28,18
15,50 26,96 31,51 26,28 30,37 25,39 24,16 27,13
17,74 27,71 31,67 27,04 1499 26,35 30,54 26,62
22,21 28,95 36,04 29,08 2580 29,85 30,74 29,74
18,74 28,87 33,93 27,84 1559 28,15 28,67 28,24
15,39 26,54 31,98 26,68 17,91 29,98 29,98 29,34
1,79 1,31 1,94 0,84 2,75 2,73 2,89 2,10
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Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica FOP

s COMITE DE ETICA EM PESQUISA
‘. ‘_é;_-: FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
ﬁc_%a:, UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projeto de pesquisa “Anélise da expressdo de metaloproteinases 2 e 9 em
polpas humanas sadias e inflamadas”, protocolo n® 040/2005, dos pesquisadores ALEXANDRE AUGU!

> - STO ZAIA e THAIS ACCORSI MENDONGA,
satisfaz as exigéncias do Conselho Nacional de Salde — Ministério da Saide para as pesquisas em seres humanos e foi aprovado por este comité em
29/06/2005.

The Research Ethics Committee of the School of Dentistry of Piracicaba - State University of Campinas, certify that project “Analysis of
metalloproteinases -2 and -9 expression in inflamed and healthy pulp”, register number 040/2005, of ALEXANDRE AUGUSTO ZAIA and THAIS
ACCORSI MENDONCA, comply with the recommendations of the National Health Council — Ministry of Health of Brazil for researching in human subjects
and was approved by this committee at 29/06/2005.

"\f'\ﬁ)'. 1" . 1 8 a
YIRS choneisy SATSS VR
Cinthia Pereira Machado Tabchoury j

Secretéria
CEP/FOP/UNICAMP

CEP/FOP/UNICAMP

O titulo do protocolo aparece como fornecido pelos pesquisadores, sem qualquer edigio.
r:‘m title of the project appears as provided by the authors. without editing.
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