UNIVERSIDADE DO SAGRADO CORACAO

LARISSA FARIA ANDRADE E SILVA

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
DO ACAI-BERRY SOBRE A ATIVIDADE

DAS MMP-2 E MMP-9

BAURU
2016



LARISSA FARIA ANDRADE E SILVA

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
DO ACAI-BERRY SOBRE A ATIVIDADE

DAS MMP-2

E MMP-9

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado ao Centro de Ciéncias da
Salde como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de bacharel em
Odontologia, sob orientagcdo da Profa. Dra.
Melissa Thiemi Kato.

BAURU

2016



S5861d

Silva, Larissa Faria Andrade e

Determinacdo da concentracdo inibitéria do acai-berry
sobre a atividade das MMP-2 e MMP-9 / Larissa Faria
Andrade e Silva. -- 2016.

241, :il.

Orientadora: Profa. Dra. Melissa Thiemi Kato.

Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo em
Odontologia) - Universidade do Sagrado Coracdo - Bauru -
SP

1. Acai-berry. 2. Dentina. 3. Erosdo dentéaria. 4.
Metaloproteinase da matriz 1. Kato, Melissa Thiemi. II.
Titulo.




LARISSA FARIA ANDRADE E SILVA

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
DO ACAI-BERRY SOBRE A ATIVIDADE

DAS MMP-2 E MMP-9

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Centro de Ciéncias da
Saude como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de bacharel em
Odontologia, sob orientacdo da Profa.
Dra. Melissa Thiemi Kato.

Banca examinadora:

Profa. Dra. Melissa Thiemi Kato
Universidade do Sagrado Coracao

Dra. Polliana Mendes Candia Scaffa
Faculdade de Odontologia de Bauru FOB/USP

Ms. Bruno Lara Zarella
Faculdade de Odontologia de Bauru FOB/USP

Bauru, 28 de Outubro de 2016.



¥ UNIVERSIDADE DO

SAGRADO
CORACAO

A Universidade da sua vida

ATA DE DEFESA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Ata de Defesa do Trabalho de Concluso de Curso em odontologia de Larissa Faria
Andrade e Silva.

Ao dia vinte e oito de outubro de dois mil e dezesseis, reuniu-se a banca examinadora
do trabalho apresentado como Trabalho de Conclus&o de Curso em Odontologia de
Larissa Faria Andrade e Silva intitulado: “Determinagdo da concentragao inibitoria
do acai-berry sobre a atividade das MMP-2 e MMP-9.”. Compuseram a banca
examinadora os professores Dra. Melissa Thiemi Kato, Dra. Polliana Mendes Candia
Scaffa e Me. Bruno Lara Zarella. Apds a exposigdo oral, & candidata foi arguida pelos

componentes da banca que se reuniram, e decidiram, APROVA - LA , com a

nota ﬂ(} a monografia. Para constar, fica redigida a presente Ata, que aprovada
por todos os presentes, segues assinada pelo Orientador e pelos demais membros da

banca.

M K

Dra. Melissa Thiemi Kato (Orientadora)

?@f {iomalh f@ﬂdf«

Dra. Polliana Mendes Candia Scaffa (Avaliador 1)

ol

" Bruno Lara Zarella (Avaliador 2)




AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, & Deus por permitir 0 meu crescimento e amadurecimento
durante os quatro anos de faculdade, por me abencgoar com saude e forca de
vontade para lutar por meus objetivos a cada dia.

Agradeco a Melissa Thiemi Kato pela dedicacdo e amor pelo seu trabalho, por me
instruir e auxiliar tdo bem, tanto no desenvolvimento quanto na escrita deste
trabalho. Foram dois anos de muito empenho para conseguir que o trabalho fosse
realizado, neste periodo inimeras coisas aconteceram entre elas coisas boas e
ruins, porém nada a impediu de desempenhar sua funcdo de orientadora com
exceléncia. Sempre disponivel para responder minhas duavidas, acalmar minha
ansiedade, e me dar forgas para continuar lutando. Sofremos com as dificuldades
encontradas, e nos alegramos com o0s bons resultados da pesquisa até agora.
Agradeco imensamente por tudo que fez por mim durante a graduagdo, sem seu
auxilio nada disso seria possivel.

Agradeco a Polliana Mendes Candia Scaffa por todo o tempo dedicado a mim e a
minha pesquisa. Por me ajudar a realizar a parte laboratorial do trabalho, onde
fizemos indmeras zimografias. Agradeco também toda a paciéncia que teve durante
estes meses em que me ajudou.

Agradeco muito ao Bruno Lara Zarella por ter me ensinado toda a parte laboratorial
do meu trabalho, juntamente com a Melissa Thiemi Kato. Agradeco também pelo
tempo dedicado a minha pesquisa, por todos os conselhos e apoio na vida
académica.

Agradeco aos meus pais pelo apoio durante minha pesquisa, por todo incentivo para
que eu fosse cada dia mais longe, e por estarem sempre presentes aplaudindo de
pé minhas vitérias e fracassos.

Agradeco aos meus amigos e namorado, por estarem sempre presentes em minhas
apresentagdes, me proporcionando todo 0 apoio que eu precisava.

Agradeco a FAPESP pela confianca depositada, dando-me o privilégio de receber

bolsa para realizacéo deste trabalho.



AGRADECIMENTOS INSTITUCIONAIS

A Universidade do Sagrado Coragdo USC, representada pela dignissima reitora

Profa. Irma Susana de Jesus Fadel.

A Pro-Reitoria de Pesquisa, representada pela dignissima Pro-Reitora Sandra de

Oliveira Saes.

A profa. Marilia Buzalaf por ceder o laboratério de bioquimica da Faculdade de

Odontologia de Bauru, FOB-USP como sede para o desenvolvimento da pesquisa.

A Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP); pelo apoio
financeiro concedido em forma de bolsa (processo numero 2014/14491-9)

fundamental para a realizagc&do da minha inicia¢éo cientifica.



RESUMO

O Agai-berry (Euterpe olaracea Mart.), € um extrato natural rico em polifendis.
A presenca de catequinas e epicatequinas exerce efeito antioxidante e anti-
inflamatério, bem como, a possibilidade inibitéria sobre as metaloproteinases da
matriz (MMPs). As MMPs s&o enzimas responsaveis pela degradacdo dos
substratos ricos em colageno. Elas tem demonstrado aumentar a taxa de progressao
da erosdo em dentina devido & degradacdo da camada de colageno da dentina. O
objetivo deste estudo foi analisar o efeito do agai-berry na inibicdo da atividade das
MMP-2 e MMP-9. MMP-2 e -9 purificadas de origem humana foram diluidas em
tamp&o de amostra ndo redutor e imediatamente submetidas a zimografia. Cada gel
foi incubado separadamente a 37°C por 24h em tamp&o contendo (ou nédo —
controle) extrato de agai-berry em diferentes concentragbes (0,5% a 10%). A
porcentagem de inibicdo da atividade enzimética foi representada graficamente
contra a concentracdo do extrato. O agai-berry diminuiu as atividades das formas
pro- e ativas das MMP-2 e -9 purificadas humanas de maneira dose-dependente. As
formas purificadas de ambas MMP-2 e -9 foram completamente inibidas por 5% e
10% de acai-berry, respectivamente. Pode-se concluir que o extrato de acai-berry

inibe MMPs e é um novo potencial agente contra erosédo de dentina.

Palavras-chave: Agai-berry. Dentina. Erosdo dentéria. Metaloproteinase da Matriz.



ABSTRACT

Euterpe olaracea Mart. (acai-berry extract) is a natural extract rich in
polyphenols. The presence of catechins and epicatechins confer antioxidant and anti-
inflammatory effects as well as the possibility to inhibit matrix metalloproteinases
(MMPs). MMPs are enzymes responsible for the degradation of collagen-rich
components. They have been shown to increase the rate of dentin erosion
progression due to the degradation of the dentin collagen layer. The aim of this study
was to analyze the effect of acai berry on the activities of MMP-2 and MMP-9.
Purified human MMP-2 and-9 were diluted in non-reducing sample buffer and
immediately subjected to zymography. The gels were cut into 2-cm strips, each
containing both the MMPs and molecular weight marker. Each strip was incubated
separately at 37°C for 24h in buffer containing (or not - control) acai-berry extract in
different concentrations (0.5% to 10%). Percent inhibition of enzyme activity was
plotted against extract concentration. Acai-berry decreased the activities of pro- and
active forms of purified human MMP-2 and -9 in a dose-response manner. Purified
forms of both MMP-2 and -9 were completely inhibited by 5% and 10% acai-berry,
respectively. We can conclude that acai-berry extract inhibits MMPs and is a potential

new therapeutic agent against dentin erosion.

Keywords: Acai-berry. Dental erosion. Dentin. Matrix metalloproteinase.



SUMARIO

1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA ....ooiieeeeee ettt 12
2 MATERIAIS E METODOS.......ciuiieieieieieneiereses st seses e e seens 14
2.1 ZIMOGRAFRIA e et ee e 14
2.1.1 Preparo do Gel de Separacéo e do Gel de Largada .........ccccceeeeeeieeenenns 14
2.1.2 Corrida e incubagao dO gel .....ccooriiiiiiiiiii e 16
2.1.3 Coloragéo e Descoloragdo do gel ..o 17
S RESULTADOS ..ottt e e e e e et e e e e eate e e e e e eeaeeen e ane 19
5 CONSIDERACOES FINAIS ...ooveiieeeeeeeee ettt sttt 20

REFERENCIAS .o ettt e e e e et e e e e ee e e e et e e et e e e e e e ae e e e eniae e 23



12

1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Diferentemente do esmalte, a dentina contém cerca de 18-20% de colageno,
o qual pode exercer papel importante na difusdo de &cidos. (GANSS et al., 2004). A
desmineralizagdo erosiva na dentina resulta na exposicdo de uma camada externa
de matriz orgéanica totalmente desmineralizada, seguida de uma zona parcialmente
desmineralizada, até ser atingida a dentina mais interna. (KINNEY et al., 1995). A
taxa de desmineralizagdo da dentina diminui quando a quantidade de colageno
degradavel aumenta. Por este motivo, acredita-se que a matriz desmineralizada
dificulte a difusdo idGnica para dentro e para fora da zona de desmineralizagéo.
(KLETER et al., 1994; KLONT; CATE, 1991). A matriz organica da dentina pode ser
degradada por acdo de colagenases e gelatinases. A matriz dentinaria contém
principalmente coladgeno tipo I, e as colagenases podem degradar essa matriz apos
a desmineralizacdo. (TJADERHANE et al., 1998). A dentina humana intacta também
contém colagenase de mamifero latente (DAYAN et al., 1983), além das gelatinases
MMP-2 e -9 (MARTIN-DE LAS HERAS et al., 2000; MAZZONI et al., 2007; SANTOS
et al., 2009) que podem degradar essa matriz dentindria. Van Strijp et al. (2003)
investigaram a presenca e atividade da MMP-1, -2 e -9 na saliva e em espécimes de
dentina completamente desmineralizada e encontraram uma correlacéo entre essas
enzimas e os niveis de degradacgdo do coldgeno. Nos Ultimos anos, nosso grupo de
pesquisa verificou que inibidores de colagenases, como a clorexidina, séo capazes
de reduzir o desgaste de dentina apés desafios erosivos. (KATO et al., 2012;
MAGALHAES et al., 2009).

Seguindo este raciocinio, pensou-se na possibilidade de se testar o acai
(Euterpe oleracea), uma nativa palmeira do Brasil, a qual é chamada de acai-berry.
Nos ultimos anos tem recebido especial atencdo, devido ao seu potencial anti-
oxidativo e propriedades anti-inflamatérias. (HAVSTEEN, 2002; MOURA et al.,
2012). Existem muitos estudos mostrando os beneficios dos fitoquimicios
(metabdlitos secundérios da planta) e seu potencial para prevenir doengas humanas
associadas com stress oxidativo, assim como, o cancer e doengas cardiovasculares.
(MANACH et al., 2004). Os polifendis sao fitoquimicos efetivos, os quais possuem

potentes acdo antioxidante de acordo com o aumento da biodisponibilidade do 6xido
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nitrico, promovendo propriedades anti-hipertensivas. (MANACH et al., 2005;
WILLIAMSON; MANACH, 2005).

Os mesmos polifendis que sdo encontrados em varias frutas e vegetais sédo
também encontrados no acai-berry. (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004; STOCLET et
al., 2004). Entre os muitos polifendis extraidos do agai-berry, estdo as antocianinas,
catequinas e epicatequinas (BU et al, 2008), estes dois Uultimos também
encontrados no ch& verde. Neste sentido, foi verificado pelo nosso grupo de
pesquisa, que o cha verde foi efetivo na reduc@o do desgaste de dentina submetida
a erosdo associada ou ndo a abrasdo. (KATO et al., 2009). Além disso, em outro
trabalho, adicionando-se o principio ativo do cha verde, o polifenol epigallocatechin-
gallate (EGCg) a um gel de aplicacdo topica, mostrou-se efetivo na prevencdo do
desgaste da eroséo dentéria. (KATO et al., 2010a; KATO et al., 2012). A hipbtese de
que o principio ativo do ch& verde diminuiria efetivamente o desgaste dentinério,
baseiou-se no fato de que o EGCg é um polifenol, inibidor natural de
metaloproteinases da matriz (MMPs). (DEMEULE et al., 2000; GARBISA et al.,
2001).

Em relacdo a erosdo dentaria, as propriedades benéficas do acai poderiam
hipoteticamente estar relacionada a mesma acdo do EGCg, presente no cha verde,

bem como, da ag&o desconhecida dos outros agentes.

Portanto, pode-se esperar um bom potencial protetor deste polifenol contra
desafios erosivos, pela preservacdo da camada de coldgeno. No caso de pacientes
de risco a eroséo dentéria, pode-se afirmar que a inibicdo das MMPs pelo acai-berry,
reduziria a velocidade de remocé&o da superficie desmineralizada da dentina, rica em
colageno e teria um efeito benéfico na prevencdo da erosdo dentinaria. Esta
formulacdo poderia ser usada como novo material odontolégico em protocolo de

acOes preventivas e na pratica clinica.

Em virtude do exposto, o objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito do

acai-berry na inibicdo da atividade das MMP-2 e MMP-9.
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2 MATERIAIS E METODOS

Para andlise da degradacao da gelatina e da inibicdo da atividade da MMP-2
e MMP-9, foi utilizada metodologia baseada em trabalhos anteriores. (KATO et al.,
2014; KATO et al.,, 2010b). Para cada concentracdo inibitéria testada foram

confeccionados 5 géis de zimografia e detalhada a seguir (Figura 1):

Y

—

Extrato do agai em
diferentes
concentragoes

Zimografia com
amostras /J ’_J
de MMP-2 e -9 a 4°C

Tampao Il Tampao lll

Descorante Corante Coomassie Blue Estufa a 37°C por 18 h

Figura 1 — Esquema ilustrativo da metodologia.

Fonte: adaptado de Kato, Melissa Thiemi (Tese de Doutorado, 2011)

2.1 ZIMOGRAFIA

2.1.1 Preparo do Gel de Separacéo e do Gel de Largada

Primeiramente, o gel de separacdo (Quadro 1) foi colocado entre as placas

de vidro com o auxilio de uma pipeta e aguardado o periodo de 30 min para sua
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polimerizagdo, em temperatura ambiente. O gel de poliacrilamida contém gelatina

(Quadro 1) como substrato.

Em seguida, o gel de largada (Quadro 1) foi colocado sobre o gel de
separacéo e polimerizado, juntamente com o pente, para a delimitagdo dos pogos de
insercdo das amostras. O gel foi protegido com gaze embebida em &gua, para

impedir a inibicdo de sua polimeriza¢éo pelo oxigénio

Gel de Corrida

10% 5ml 10 ml 15 ml 20m 25ml 30ml 40ml 50 ml
H20 2.0 40 5.9 7.9 9.9 119 158 20
30% Acrylamide mix 1.7 33 5 6.7 8.3 100 13.3 16.6
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 25 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 125
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016

Gel de Largada Imi 2ml 3ml 4ml 5ml 6 ml 8 ml 10ml
H,0 068 1.4 2.1 2.7 3.4 4.1 5.5 6.8
30% Acrvlamide mix  0.17  0.33 0.5 0.67 0.83 1.0 1.3 1.7
0.5 M Tris (pH 6.8) 0.25 0.50 0.75 1.0 1.25 1.50 2.0

10% SDS 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
10% APS 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
TEMED 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.00 0.01

Quadro 1 — Descrigao dos constituintes do gel de poliacrilamida

O padrao de peso molecular (Pre stained SDS-PAGE Standards — Low
Range, Cat n® 161-0305, Control 300002319. BIO-RAD Laboratories Inc, CA) foi
inserido no primeiro pogo, calibrado com os pesos moleculares descritos na Figura 2

que se segue.
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BIORAD Prestained SDS-PAGE Standards
Low Range
Catalog 161-0305, Control 300002319

Calibrated

Protein MW (daitons)
Phosphorylase B 106,904
Bovine serum albumin 93,636
Ovalbumin 52,264
Carbonic anhydrase 37,226
Soybean trypsin inhibitor 28,244
Lysozyme 18,833

CL1610305 REV A
Bio-Rad Laboratories » 2000 Alfred Nobel Drive » Hercules, CA 94547

Figura 2— Descricdo do marcador de peso molecular.

Os controles positivos foram utilizados para confirmar as bandas

correspondentes & MMP-2 e MMP-9 purificadas. Foram inseridos em pogos

separados 4 uL da enzima MMP-2 e 2 uL da enzima MMP-9 recombinantes.

2.1.2 Corrida e incubacéo do gel

O tampéo de corrida foi colocado nas partes superior e inferior do tanque, a
camara de vidro foi colocada dentro da cuba e coberta com tampé&o. O eletrodo
positivo (vermelho) foi ligado a parte inferior da cuba, enquanto o eletrodo negativo
(preto) foi acoplado a sua porcao superior. As amostras foram submetidas a
eletroforese em condicbes ndo redutoras. (LAEMMLI et al., 1970). A corrida foi
realizada a 4° C em um sistema de separacéo proteica por eletroforese (Mini-
PROTEAN 3 System, Bio-Rad Laboratories, Inc, CA). A voltagem foi fixada em
110volts e entdo iniciada a corrida, que demora aproximadamente 1 hora e 45

minutos.

» Apoés a eletroforese, o gel foi recortado em tiras de ~2 cm e colocadas
em recipientes plasticos contendo 100 ml de tamp&o de lavagem (Tris HCI a 50mM,
2,5% de Tween 80, 0,02%(peso/volume) de NaNs, pH 7,5 a temperatura ambiente),

e incubado, sob suave agitagéo por 30 min, a 22°C.
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» Em seguida, a solucéo foi substituida pelo tampéo de lavagem Il (Tris
HCI a 50mM, 2,5% de Tween 80, 0,02%(peso/volume) de NaNs, ZnCl, a 1uM, CaCl,

a 5 mM) e novamente agitada por mais 30 min.

Por dltimo, as tiras do gel foram incubadas separadamente overnight (24
horas) no tampéo de incubagéo (Tris HCI a 50mM, CaCl, a 5 mM, ZnCl, a 1uM,
0,02%(peso/volume) de NaNs), pH 7,5 a 37°C, contendo ou n&o (controle) o extrato
de acai em diferentes concentragfes para se determinar a atividade das MMPs.
(KATO et al., 2014; KATO et al., 2010b). O extrato de agai-berry foi adquirido da
Embrafarma (Cear, Brasil). Tratando-se de extrato seco de agai berry, com 99,8%

de pureza.

Com o objetivo de verificar o efeito do extrato do acai sobre a atividade das
MMP-2 e -9, os géis contendo amostras puras de MMP-2 e MMP-9, foram incubados
a 37°C (Orion®; estufa de cultura 502; Fanem; Brasil) por exatamente 24 h em
tampao Il (Tris HCl a 50 mmol/L, NaN3; a 0,2% (p/v), ZnCl, a 10 pmol/L e CaCl, a
100 mmol/L), contendo diferentes concentragdes do extrato do acai. O estudo piloto
foi entdo realizado para obtencdo de concentracdes do extrato de acai-berry para
inibicdo minima e méxima da atividade das MMP-2 e MMP-9 (Figura 3). Sendo
assim, pode-se determinar que as concentragdes a serem testadas foram de 0,5%,
1%, 2,5%, 5% e 10%.

2.1.3 Coloracéao e Descoloracéo do gel

» Apés o periodo de incubacdo, o tampéo foi substituido por 100 ml de
solucdo corante contendo 0,5% de Coomassie Blue, 30% de metanol, 10% de acido

aceético por um periodo de 1 h.

» O corante foi substituido por 100 ml de solugdo descorante (composta
de: 10% de metanol, 5% de acido acético) e o gel foi, em seguida, armazenado em

agua deionizada.

» Apdés a incubacdo no descorante, as proteinas com atividade

gelatinolitica foram visualizadas como bandas negativas.
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A porcentagem de inibicdo da atividade enzimatica sera representada
graficamente contra a concentragdo do extrato. A porcentagem final de inibicdo da
atividade da enzima sera calculada posteriormente quando o experimento for
realizado em quintuplicata e de acordo com a concentragdo do extrato do acai. O
efeito inibitério sera determinado da concentracdo que inibir 50% e 100% da
atividade enzimética (ICso e 1C100, respectivamente). A porcentagem de inibicdo do
extrato do agai serd determinado comparando com a atividade das MMPs do

controle positivo.



19

3 RESULTADOS

Os resultados obtidos com o estudo piloto (Figura 3), demonstraram que
houve inibicdo tanto da MMP-2, quanto da MMP-9, sugerindo uma dose-resposta do
acai-berry, ou seja, quanto maior a concentracdo do extrato de acai-berry, maior a

inibicdo da atividade.

Controle 0,5% 1% 2,5% 5% 10%

1 2 3

250kDa
150kDa

1000a 92kDa (Pro MMP-9)
a ro -
12kE 77kDa (Act MMP-9)

72kDa iPro MMP-Z;
50kDa 66kDa (Act MMP-2

37kDa

Figura 3 — Estudo piloto para determinacao da concentracdo do extrato do acai-
berry sobre a atividade gelatinolitica das metaloproteinases da matriz (MMP-2 e
MMP-9). Colunas 1. Padrdo de peso molecular (kDa). Colunas 2 e 3: MMP-2 e
MMP-9 humana purificada, respectivamente. Depois da incubagdo com o extrato
do acai-berry, a atividade de degradacéo da gelatina das formas pro e ativa (Pro e

Act MMP-2 e MMP-9), diminuiu significativamente de maneira dose-dependente.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo a demonstrar o efeito do
extrato do acai-berry sobre a atividade das gelatinases. Embora ainda néo
finalizado, o estudo piloto testando-se diferentes concentrages do extrato de acai-
berry, mostrou efeito inibitério evidente a partir de 1%. O mecanismo de inativacao
das gelatinases ainda ndo € conhecido. No entanto, sabe-se que o extrato de acai-
berry possui polifenéis, como as antocianinas, catequinas e epicatequinas. (BU et
al., 2008). Estes dois ultimos também encontrados no cha verde. Estudo prévios,
demonstraram que esses polifendis reduziram o desgaste de dentina submetida a
erosao associada ou ndo a abrasdo. (KATO et al., 2009; MAGALHAES et al., 2009).
O mecanismo de agdo envolvido, poderia ser explicado devido & acéo inibitéria

sobre as MMPs e a subsequente preservagéo da matriz organica desmineralizada.

As MMPs presentes tanto na saliva ou dentina hidrolisam os componentes da
matriz extracelular, como 0os componentes organicos presentes na matriz dentinaria
(Figura 4). Sendo assim pode-se sugerir que uma dieta rica em agai poderia

apresentar um potencial efeito terapéutico em lesdes dentérias.
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R sy
S RN

Figura 4 — Mecanismo de a¢do das MMPs sobre a erosdo dentinaria. Esferas: MMPs
inativas. Asterisco: MMPs ativas. (A) Dentina higida. Apos desafio erosivo, a
superficie da dentina esta desmineralizada (B), causando a exposigdo de fibrilas de
colageno (C). Quando desprotegida pelos inibidores de MMP, as fibrilas de colageno
ficam expostas pela agcdo do 4cido e s&o hidrolisadas pelas (C, D). A inibicdo das
MMPs da dentina e/ou da saliva (B’) preserva a degradagdo da camada orgéanica
durante desafios erosivos subsequentes (C’), resultando em uma significativa
reducdo do desgaste erosivo (D’). llustragdo modificada de KATO et al. (2010).
Fonte: BUZALAF et al. (2012).

As MMPs sdo secretadas na forma precursoras inativas (pro-formas),
requerendo ativacdo pelo baixo pH para degradar os componentes da matriz
extracelular. No entanto, o efeito da ativacdo sobre as MMPs intrinsecas da saliva

nao foi objeto de estudo no presente trabalho.

Medidas preventivas para reduzir a erosdo dentaria, como aplicacdes topicas
de fldor tem sido investigadas. A maioria desses tratamentos séo baseadas sobre a
acdo do fluor , a qual pode ser explicada pela formacdo de uma barreira mecéanica
por meio da deposicao de fluoreto de calcio na superficie dentaria. (BUZALAF,
2013). No entanto, o flior na prevencédo da eroséo ainda € controvérsia (WIEGANG,
2003), embora KATO et al. (2014), também propuseram que o flior poderia exercer
efeito inibitério sobre as MMPs. Avaliar outros inibidores de MMPs torna-se

interessante, pois poderiam ser associados a ac¢ao ja conhecida e remineralizante do



22

fluor. Partindo-se dos conhecimentos do possivel mecanismo de agéo, o uso de
inibidores de MMPs passou a ser considerado eficaz no tratamento dos problemas

gue ocorrem na cavidade oral.

Sabe-se que as propriedades dos polifenéis podem variar de acordo com o
cultivo ou época de colheita dos frutos, uma vez que a concentragdo dos principios
ativos podem variam dependo das circunstancia. Neste caso, trata-se de extrato
bruto de acai-berry, e as concentra¢des das antocianinas e catequinas podem variar
de acordo com a procedéncia do produto e da regido cultivada. O extrato testado
ndo possui definida as concentracdes dos principios ativos separadamente. A
origem do produto é do Ceara-Brasil, tendo apenas a referéncia de sua pureza.
Caso os principios ativos fossem testados separadamente, resultados diferentes

seriam obtidos.

A porcentagem de inibicdo do extrato do agai foi determinado comparando
com a atividade das MMPs do controle (sem a adicdo do extrato de agai-berry). As
concentragcdes de 5% e 10% do extrato de agai-berry foram capazes de inibir
totalmente a atividade das MMP-2 e -9, respectivamente. Pode-se concluir que o

extrato do agai-berry exerce efeito inibitério sobre as MMPs testadas.
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