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Resumo

Nunes, GP. Analise in vitro da capacidade de solu¢des contendo fluoreto e/ou
trimetafosfato na remineralizacdo da dentina e na inibicdo da atividade de
metaloproteinases da matriz dentinaria. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Odontologica, area de Biomateriais) - Faculdade de Odontologia de Aracatuba,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba 2021.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar o potencial anti-proteolitico contra
MMP-2 e MMP-9 e a capacidade de induzir a remineralizagdo da dentina, através de
solucBes contendo diferentes concentracbes de TMP (na sua forma ciclica), diferentes
concentracbes de F e associacdo TMP/F. Métodos: Blocos de dentina radicular
(6mmx4mmx2mm, n = 130) foram selecionados e divididos aleatoriamente em 13
grupos/solucbes experimentais (n = 10): 1) Placebo (sem F/TMP); 2) 0,3% TMP
hidrolisado; 3) 1% TMP hidrolisado; 4) 3% TMP hidrolisado; 5) 0,3% TMP; 6) 1%
TMP; 7) 3% TMP; 8) 250 ppm F; 9 500 ppm F; 10) 1100 ppm F; 11) 250 ppm F
associado a 0,3% TMP; 12) 500 ppm F associado a 1% TMP e 13) 1100 ppm F
associado a 3% TMP. A avaliacdo do potencial anti-proteolitico das solucdes
experimentais contra as metaloproteinases da matriz dentinaria (- 2 e -9) foi realizado
por meio da analise zimogréafica. Para as analises mecanicas, trés areas foram
determinadas para cada espécime: 1- controle (sem tratamento); 2- desmineralizado
(cérie artificial); 3- tratado (desmineralizado e submetido a ciclagem de pH por 7 dias,
e tratado por 1 min com as solugdes experimentais). Os especimes de dentina foram
analisados quanto a porcentagem de recuperacdo de dureza superficial (%SHR), em
dureza transversal (%CSHR) e por microtomografia computadorizada (AIMC). Para 0s
dados de dureza e Micro-CT, os resultados foram analisados por ANOVA de medidas
repetidas seguida do teste de Student-Newman-Keuls (p <0,05). Resultados: A anélise
zimografica mostrou que 1100 ppm F + 3% de TMP promoveu inibicdo completa da
atividade gelatinolitica (MMP-2; MMP-9). Os grupos com TMP nédo hidrolisados
apresentaram efeito remineralizador (% SHR e % CSHR) superior aos grupos
hidrolisados. O grupo 1100F + TMP promoveu a maior %SHR e %CSHR entre todos
0s grupos (p <0,001), sendo respectivamente 15,4 e 10,5%, superior ao grupo 1100F.
Os grupos contendo 1100F e 1100F + 3%TMP apresentaram maior concentracao
mineral. Conclusdo: Com base nos resultados, 3% TMP atua como um agente
antiproteolitico contra metaloproteinases da matriz dentinaria. Além disso, quando

suplementado com 1100F, 3% TMP potencializa a remineralizagdo, aumentando



Resumo

significativamente as propriedades mecanicas da dentina tratada. Os tratamentos com
TMP né&o hidrolisado e associado ao F maior que as solugdes fluoretadas sem o TMP.
Significancia clinica: Dessa forma, uma potencial estratégia preventiva e terapéutica
pode ser considerada na clinica odontoldgica, principalmente na terapia da cérie
radicular, como também para método preventivo de lesbes iniciais de carie dentinaria
ou no pré-tratamento da dentina, utilizando-os como agentes cross-linker em

procedimentos restauradores.

Palavras—chave: Dentina. Flior. Fosfato. Metaloproteinases da  Matriz.

Remineralizagdo Dentéria.
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Abstract

Nunes, GP. In vitro analysis of the capacity of solutions containing fluoride and/or
trimetaphosphate in the remineralization of dentin and in the inhibition of the
activity of dentin matrix metalloproteinases. 2021. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Odontologica, &rea de Biomateriais) - Faculdade de Odontologia de Aracatuba,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba 2021.

Objective: The aim of this study was to investigate the anti-proteolytic potential against
MMP-2 and MMP-9 and the ability to induce dentin remineralization, through solutions
containing different concentrations of TMP (in its cyclic form), different concentrations
of F and TMP / F association. Methods: Root dentin blocks (6mmx4mmx2mm, n = 130)
were selected and randomly divided into 13 groups / experimental solutions (n = 10): 1)
Placebo (without F / TMP); 2) 0.3% hydrolyzed TMP; 3) 1% hydrolyzed TMP; 4) 3%
hydrolyzed TMP; 5) 0.3% TMP; 6) 1% TMP; 7) 3% TMP; 8) 250 ppm F; 9,500 ppm F;
10) 1100 ppm F; 11) 250 ppm F associated with 0.3% TMP; 12) 500 ppm F associated
with 1% TMP and 13) 1100 ppm F associated with 3% TMP. The evaluation of the anti-
proteolytic potential of experimental solutions against dentin matrix metalloproteinases
(- 2 and -9) was carried out by means of zymographic analysis. For mechanical analysis,
three areas were determined for each specimen: 1- control (without treatment); 2-
demineralized (artificial caries); 3- treated (demineralized and subjected to pH cycling
for 7 days, and treated for 1 min with the experimental solutions). The dentin specimens
were analyzed for the percentage of recovery of superficial hardness (% SHR), in cross-
sectional hardness (% CSHR) and by computed microtomography (AIMC). For the
hardness and Micro-CT data, the results were analyzed by repeated measures ANOVA
followed by the Student-Newman-Keuls test (p <0.05). Results: The zymographic
analysis showed that 1100 ppm F + 3% TMP promoted complete inhibition of
gelatinolytic activity (MMP-2; MMP-9). The groups with non-hydrolyzed TMP showed
a remineralizing effect (% SHR and % CSHR) superior to the hydrolyzed groups. The
1100F + TMP group promoted the highest % SHR and % CSHR among all groups (p
<0.001), being 15.4 and 10.5%, respectively, higher than the 1100F group. The groups
containing 1100F and 1100F + 3% TMP showed higher mineral concentration.
Conclusion: Based on the results, 3% TMP acts as an antiproteolytic agent against

dentinal matrix metalloproteinases. In addition, when supplemented with 1100F, 3%



Abstract

TMP enhances remineralization, significantly increasing the mechanical properties of the
treated dentin. Treatments with non-hydrolyzed TMP and associated with F greater than
fluoridated solutions without TMP. Clinical significance: Thus, a potential preventive and
therapeutic strategy can be considered in the dental clinic, mainly in the treatment of root
caries, as well as for the preventive method of initial lesions of dental caries or in the

pretreatment of dentin, using them as agents cross-linker in restorative procedures.

Keywords: Dentin. Fluoride. Phosphate. Matrix metalloproteinases. Tooth
Remineralization.
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ANALISE IN VITRO DA CAPACIDADE DE SOLUCOES CONTENDO FLUORETO E/OU
TRIMETAFOSFATO NA REMINERALIZACAO DA DENTINA E NA INIBICAO DA

ATIVIDADE DE METALOPROTEINASES DA MATRIZ DENTINARIA

RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar o potencial anti-proteolitico contra
MMP-2 e MMP-9 e a capacidade de induzir a remineralizagdo da dentina, através de
solucBes contendo diferentes concentraces de TMP (na sua forma ciclica), diferentes
concentracdes de F e associacdo TMP/F. Métodos: Blocos de dentina radicular
(6mmx4mmx2mm, n = 130) foram selecionados e divididos aleatoriamente em 13
grupos/solucdes experimentais (n = 10): 1) Placebo (sem F/TMP); 2) 0,3% TMP
hidrolisado; 3) 1% TMP hidrolisado; 4) 3% TMP hidrolisado; 5) 0,3% TMP; 6) 1%
TMP; 7) 3% TMP; 8) 250 ppm F; 9 500 ppm F; 10) 1100 ppm F; 11) 250 ppm F
associado a 0,3% TMP; 12) 500 ppm F associado a 1% TMP e 13) 1100 ppm F
associado a 3% TMP. A avaliacdo do potencial anti-proteolitico das solucdes
experimentais contra as metaloproteinases da matriz dentinaria (- 2 e -9) foi realizado
por meio da analise zimogréafica. Para as analises mecanicas, trés areas foram
determinadas para cada espécime: 1- controle (sem tratamento); 2- desmineralizado
(cérie artificial); 3- tratado (desmineralizado e submetido a ciclagem de pH por 7 dias,
e tratado por 1 min com as solugdes experimentais). Os especimes de dentina foram
analisados quanto a porcentagem de recuperacdo de dureza superficial (%SHR), em
dureza transversal (%CSHR) e por microtomografia computadorizada (AIMC). Para 0s
dados de dureza e Micro-CT, os resultados foram analisados por ANOVA de medidas
repetidas seguida do teste de Student-Newman-Keuls (p <0,05). Resultados: A anélise
zimografica mostrou que 1100 ppm F + 3% de TMP promoveu inibicdo completa da
atividade gelatinolitica (MMP-2; MMP-9). Os grupos com TMP nédo hidrolisados
apresentaram efeito remineralizador (% SHR e % CSHR) superior aos grupos
hidrolisados. O grupo 1100F + TMP promoveu a maior %SHR e %CSHR entre todos
0s grupos (p <0,001), sendo respectivamente 15,4 e 10,5%, superior ao grupo 1100F.
Os grupos contendo 1100F e 1100F + 3%TMP apresentaram maior concentracao
mineral. Conclusdo: Com base nos resultados, 3% TMP atua como um agente
antiproteolitico contra metaloproteinases da matriz dentinaria. Além disso, quando

suplementado com 1100F, 3% TMP potencializa a remineralizagdo, aumentando
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significativamente as propriedades mecanicas da dentina tratada. Os tratamentos com
TMP né&o hidrolisado e associado ao F maior que as solucdes fluoretadas sem o TMP.
Significancia clinica: Dessa forma, uma potencial estratégia preventiva e terapéutica
pode ser considerada na clinica odontoldgica, principalmente na terapia da cérie
radicular, como também para método preventivo de lesBes iniciais de carie dentinaria
ou no pré-tratamento da dentina, utilizando-os como agentes cross-linker em
procedimentos restauradores.

Palavras—chave: Dentina. Flior. Fosfato. Metaloproteinases da  Matriz.
Remineralizagdo Dentéria.
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1 Introdugéo

A cérie dentéria é uma doenca conceituada como biofilme-agUcar-dependente
[1,2], resulta da colonizacdo da superficie do esmalte por microrganismos,
especialmente os Streptococcus mutans que, metabolizando carboidratos fermentaveis,
produzem 4&cidos, os quais desmineralizam a superficie dentaria [3]. Assim muitos
estudos tém avaliado o uso de técnicas e produtos que induzam a remineralizacdo da

estrutura dentéria afetada.

No tratamento das lesbes de cérie, o uso do fluoreto (F) é uma estratégia bem
estabelecida para evitar e inibir a desmineralizacdo, assim como favorecer 0 processo
de remineralizacdo, com respostas efetivas no esmalte dentario [4,5]. No entanto, em
tecido dentinério, este processo se torna mais complexo devido a heterogeneidade e
dindmica da dentina onde os componentes organicos exercem grande influéncia
mecanica e bioldgica. Além do colageno do tipo I, fosfoproteinas e proteoglicanas
(proteinas ndo colagénicas) [6,7] representam 0s principais constituintes organicos.
Além disso, no processo carioso dentinario ha a atividade das metaloproteinases
(MMPs), que séo capazes de degradar quase todos 0s componentes da matriz
extracelular, incluindo colageno [8,9]. Devido a isso, & constante a busca por
alternativas promissoras relacionadas a fluorterapia, destacando-se a incorporacéo de
outros agentes aos produtos fluoretados de modo que vise a potencializacdo de seu
efeito remineralizador sobre os substratos dentarios, bem como a inibicéo da atividade
proteolitica da matriz organica, controlando a progressdo da carie dentaria [10,11].
Dentre esses agentes, o trimetafosfato de sodio (TMP) é um polifosfato ciclico

inorganico que tem sido amplamente testado em diversos veiculos fluoretados [12-14].

Estudos recentes tém demonstrado que o TMP pode atuar ajudando na
remineralizacdo em esmalte desmineralizado [13,15]. Essa acdo torna-se ainda maior,
quando o fosfato se encontra em uma proporcdo molar adequando em relagdo ao F
(F/TMP), aumentando assim o efeito na remineralizacdo, pois ambos irdo agir de forma
sinérgica [16,17]. Sua acdo no esmalte esta baseada na hipo6tese de que este produto
forma uma barreira protetora na superficie impedindo a difusdo de acidos [15,18], além
de contribuir na permeabilidade seletiva, facilitando a difusdo de calcio (Ca) e F
[15,18].
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A adicdo do TMP ndo hidrolisado em dentifricios convencionais (1100 ppm F)
ou com reduzida concentra¢do de F (250 e 500 ppm F) mostraram efeitos anticarie
superiores ou equivalentes aos dentifricios 1100 ppm F, respectivamente [12,16,19-21].
Efeito protetor superior contra a erosdo do esmalte também foi observado quando o
TMP foi associado ao F [17,22]. Tanto acdo anticarie quanto a anti-erosiva foram
fortemente dependente da propor¢do molar TMP:F na formulacéo. Na dentina, estudos
tém mostrado que a adicdo do TMP em dentifricios fluoretados (1100 ppm F) contendo
TMP ndo-hidrolisado, permitiu a precipitacdo de fosfato de calcio sobre o colageno da
dentina, resultando na obliteracdo dos tlbulos dentinarios [23]. Este efeito é devido a
capacidade do TMP em adsorver aos tecidos dentinarios e aumentar os sitios doadores
de elétrons que, consequentemente, induzem a precipitacao de fosfatos de célcio [24].

Diante do exposto, novas terapias para prevenir e reduzir a progressdo da carie em
dentina devem ser exploradas a fim de evitar a degradacdo da matriz organica e
promover sua remineralizacdo, desenvolvendo condutas clinicas terapéuticas
reparadoras. Considerando a abordagem biomimeética, o uso de TMP associado ao F
pode ser uma nova estratégia para estabilizar e fortalecer a matriz dentinaria, de modo
que possa induzir remineralizacdo, diminuir as taxas de biodegradacdo e aumentar a
nucleacdo mineral [23]. Portanto, o objetivo deste estudo in vitro foi investigar a
capacidade de solucdes contendo TMP e F, isoladamente ou em associagdo, em inibir
a atividade proteolitica de metaloproteinases da matriz dentindria e em induzir a
remineralizacdo da dentina em um protocolo in vitro. A hipdtese nula do estudo foi que
0 uso das solugdes-teste (contendo F e TMP) ndo levaria a inibicdo de
metaloproteinases da matriz dentinaria e ndo levaria a taxas de remineralizacdo

diferentes quando comparadas as suas contrapartes (solu¢fes somente com F).

2. Material e Métodos

2.1 Protocolo Experimental

O potencial antiproteolitico de solucdes contendo fluoreto e/ou TMP (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) contra MMPs foi avaliado por analise zimogréafica
usando MMP-2 e MMP-9 humana purificadas. Foram estudadas 13 solucGes
experimentais: placebo (sem F / TMP); 250 ppm F (250F); 500 ppm F (500F); 1100
ppm F (1100F); 0,3% TMP; 1% TMP; 3% TMP; 0,3% TMP hidrolisado (0,3% TMP
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hl); 1% TMP hidrolisado hidrolisado (1% TMP hl); 3% TMP hidrolisado hidrolisado
(3% TMP hl); 250F + 0,3% TMP (250F/TMP); 500F + 1% de TMP (500F/TMP);
1100F + 3% TMP (1100F/TMP), e a varidvel resposta foi o efeito antiproteolitico das
solugdes experimentais contra a atividade gelatinolitica da dentina. Posteriormente,
essas solucbes foram analisadas quanto seu potencial remineralizador em lesdes de

carie dentinéria de acordo com as alteragdes nas propriedades mecanicas.

2.2 Preparo, dosagem e determinacéo de pH das solucfes

Foram preparadas e dosadas as seguintes solugdes:
e Solucdo de agua deionizada (Placebo);

e Solugbes de TMP hidrolisado (TMP hl) (NasPsOg, Sigma-Aldrich Co., USA) em
hidroxido de sédio (NaOH) nas concentragGes de 0,3%; 1,0% e 3%. O TMP foi
hidrolisado em pH 12 por 5 h, seguido por neutralizacdo a pH 7,4 com redugdo minima

em seu potencial de fosforilacao [25];

e Solugbes de TMP sem hidrolise (NasP3Oo, Sigma-Aldrich Co., USA) nas
concentragdes de 0,3%; 1,0% e 3%; concentragdes baseadas em estudos previos
[12,16,19-22].

e Solucdes de fluoreto de sodio (NaF, Merck, Alemanha) nas concentragdes de 250, 500
e 1100 ppm F.

e Solugdes contendo 250 ppm F e 0,3% de TMP ndo hidrolisado, 500 ppm F e 1,0% de
TMP ndo hidrolisado, e 1100 ppm F e 3% de TMP nao hidrolisado.

A concentracdo de F nas solucdes foi determinada usando um eletrodo especifico
para o ion F (9609 BN; Orion Research Inc., Beverly, Mass., EUA), anexado a um
analisador de ions (Orion 720 A plus; Orion Research Inc.) e calibrado com padrbes
contendo 0,125- 2,000 pg F/mL. Inicialmente 1,0 mL de cada produto foi diluido em
agua deionizada e transferido para um baldo volumétrico. O volume foi ajustado para
100 mL usando agua deionizada. Para cada solucdo, foram feitas trés diluicdes.

Posteriormente, duas amostras de 1 mL foram tamponadas com TISAB Il [26].

A determinacdo do TMP foi realizada através da quantificacdo do fésforo (P)

utilizando espectrofotdmetro (Microplate Spectrophotometer EON, Biotek, USA) e o
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método colorimétrico do molibidato com comprimento de onda de 660 nm [27]. Para
isto, foi determinado o P total (PT) utilizando aliquotas de 0,2 mL das dilui¢cGes
acrescidas de 0,2 mL de &cido cloridrico (HCI) a 1,0 mol/L e aquecidas em banho
fervente, a 100°C, por 1 hora [12,28]. Também foi determinado o P idnico (PI) utilizando
100 uL das amostras que subtraido do PT representara a quantidade de TMP (ug/g) nas
solugdes. Tanto as amostras quanto os padroes de P (1,5; 3; 6; 12 e 24 pg P/mL) foram
acrescidos com 50 puL. de molibidato e 20 uL de reativo redutor em placas de 96 pogos

[28].

O pH das solugdes foi determinado utilizando um eletrodo de pH (Gel-Filled
Plastic pH Electrode 13-620-290, Fisher Scientific accumet® Electrodes, Ottawa,
Ontario, Canada) calibrado com solucbes padrdes de pH 4.0 and 7.0 [29]. Apds
homogeinizacdo (agitador magnetico, Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil), 5 mL de cada
solucgéo (n = 3) foi colocada em becker pléastico e o pH foi medido apos 5 minutos apos

o valor estar estabilizado.

2.3 Analise Zimogréfica

Para avaliar o efeito das solu¢des contendo TMP e/ou F (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, EUA) como potenciais inibidores de MMP, MMP-2 humana purificada
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) e MMP-9 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, EUA) foram diluidos em tampéo de amostra a uma proporcao de 4: 1 e submetidos
a eletroforese sob condicBes ndo reduzidas em gel de dodecil sulfato de sodio-
poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE) contendo 1 mg/mL de gelatina de pele suina (Sigma
Chemical , St. Louis, MO, EUA) [30]. Padrées SDS-PAGE pre-corados de baixo peso
molecular (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) foram usados como marcadores
de peso molecular. Apos a eletroforese, os géis foram lavados por 1 h em 2% Triton X-
100 e foram incubados por 18 h a 37°C em soluc¢éo de ativacdo (50 mM Tris HCI, 5 mM
CaCly, 1u MZnClz, 0,02% (w / v) NaN3, pH 7,4) contendo ou ndo F (250ppm F, 500ppm
F e 1100ppm F), TMP hidrolisado ou ndo hidrolisado (0,3%, 1% e 3%), e F/TMP nao
hidrolisado. Apos a incubacdo, os géis foram corados em 0,1% de Coomassie Brilliant
Blue R-25 por 30 min e descorados (30% de metanol, 10% de &cido acético diluido em
DW). A atividade gelatinolitica pode ser detectada como bandas claras. Os géis foram
escaneados (Imagescanner, Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia) e as bandas
avaliadas por densitometria (unidades arbitrarias) usando o software ImageJ (Research

Services Branch, National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). Os experimentos
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foram realizados em triplicata, e a inibicdo através das solucdes experimentais foi
expressa em porcentagem de acordo com a atividade de MMPs sem pré-tratamento com
0s agentes (controle negativo) [30].

2.4 Preparo dos espécimes de dentina

Blocos de dentina radicular (6 mm x 4 mm x 2 mm, n = 130) foram obtidos de
incisivos bovinos e mantidos em solucdo de timol 0,1% por 30 dias. Apds esse periodo,
os blocos foram preparados, desmineralizados para formar lesGes de cérie
subsuperficiais e distribuidos aleatoriamente nos 13 grupos (n = 10 / grupo). Os blocos
foram submetidos para ciclagem de pH e tratamento com as solugdes acima descritas.
Em seguida, foram determinados a porcentagem de recuperacdo de dureza de

superficie, em secdo longitudinal e concentragdo mineral da dentina.

2.5 Formacao da lesdo de carie artificial

Os espécimes foram cobertos com duas camadas consecutivas de um verniz
acidoresistente (esmalte de unha - Colorama Ltd., SP, Brazil), deixando apenas a
superficie de dentina polida livre para contato com os tratamentos. Os espécimes foram
divididos em 3 areas, sendo elas: 1- area Higida (area H) — 1/3 da superficie foi coberta
com verniz &cido resistente ndo entrando em contato com a solugdo desmineralizante e
com os tratamentos propostos; 2- area Carie artificial (area CA) — ap0s ser colocada em
solucdo desmineralizante, esta foi coberta com verniz &cido resistente ndo entrando em
contato com as solucdes de tratamento e, 3- area Tratada (area T) — apds ser

desmineralizada, esta area foi submetida a uma das solucGes de tratamento (Figura 1).

Solugdo Ciclagem
desmineralizadora de pH

! \

| 1- Area controle 2- Area desmineralizada 3- Area tratadal

Figura 1- Blocos de dentina protegido com verniz acido-resistente [30].
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Para inducdo da lesdo de carie artificial em dentina, estes espécimes foram
colocados em uma solugdo desmineralizadora (50 mmol/L de tampé&o acetato contendo
2,2 mmol/L CaClz; 2,2 mmol/L KH2POg; 0,04 pg F/mL, pH 5,0) por 30 minutos, em
seguida em solucédo remineralizadora (1.5 mmol/l Ca(NO3), x H20; 0.9 Mmol/l NaH,-
PO, x H20; 150 Mmol/l KCI em 0.02 mol/l tampio cacodilato de sddio; 0,04 pug F/mL,
pH 7.0) [31] por 2 h, um total de trés ciclos diarios (na terceira imersdo em solucéo RE,
0s blocos permaneciam por 18h30, até o outro dia de desafio) durante dois dias. Apds
iss0, 0s espécimes foram imersos em solucdo desmineralizadora por mais cinco dias,

totalizando sete dias o protocolo.

2.6 Tratamento e ciclagem de pH

Cento e trinta blocos de dentina foram divididos aleatoriamente em 13 grupos
experimentais (n = 10 / grupo) de acordo com o tratamento proposto e submetidos a um
regime de ciclagem de pH de 7 dias a 37 °C [30,31]. Os espécimes foram tratados por
um minuto e, em seguida, imersos em solucdo desmineralizadora (1.5 mM CaCl,, 0.9
mM KH2PO,, e 50 mM tampéo latico; pH 5,0) por 8 h. Em seguida, os blocos foram
tratados novamente, seguido por imersao em solucdo remineralizante (5 mM CaCl,, 0.9
mM KH;PO,, 130 mM KCI, 20 mM HEPES, and 5 mM NaNs; pH 7.0) por 16 h dias
[32,33]. Entre todas as etapas, as amostras de dentina foram lavadas com agua

deionizada.

2.7 Analise da dureza em superficie e em sec¢do longitudinal da dentina

Apoés a ciclagem de pH de 7 dias, a dureza de superficie (SH) foi mensurada
utilizando microdurémetro Micromet 5114 (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), penetrador
de diamante Knoop (KHN) sob carga de 10 g por 10 segundos [citar]. Foram realizadas
cinco indentacGes espacadas entre si 100 pum no centro de cada area de analise: Higida
(H), Carie artificial (CA) e Tratada (T). A porcentagem da perda de SH, apds inducao
da caries artificial, foi calculada pela formula: %SHL = ((SHca — SHH)/SHH) x 100. Para
o célculo da porcentagem de recuperacdo da SH utilizou-se a formula: %SHR = ((SH~
— SHca)/(SHH — SHca)) x 100.

Para determinacdo da dureza em seccédo longitudinal (CSH), os blocos de dentina

foram seccionados longitudinalmente, e uma das partes seccionadas foi incluida em
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resina acrilica com a face cortada na parte superior e polida serialmente. Quatorze
indentacBes foram realizadas em cada area das amostras (H, CA e T) em diferentes
profundidades (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 130, 220 e 330 um) sob carga
de 3 g aplicada por 10 s. A éarea integrada (CSHI) abaixo da curva do perfil da dureza
em seccgdo longitudinal foi calculada utilizando a regra trapezoidal (GraphPad Prism®,
versdo 7.00) em cada &rea de analise. A perda da CSH ap0s a inducdo da cérie artificial
foi calculada pela formula: %CSHL = ((CSHIca — CSHIH{)/CSHIH) % 100. Para o célculo
da porcentagem de recuperacdo da CSH utilizou-se a formula: %CSHR = ((CSHI+ —
CSHIca)/(CSHIH — CSHIca)) x 100 [30,34].

2.8 Analise das concentracGes minerais da dentina

Blocos de dentina (6 mm x 1 mm x 1 mm), obtidos da parte central das fatias
seccionadas de cada grupo foram analisados por microtomografia computadorizada
(MicroCT) operada a 60 kV, 166 pA, filtro de aluminio de 0,25 mm, com 3 pm de
resolucdo espacial, passo de rotacdo a 0,400° e movimento aleatorio em 0. As projecoes
das imagens foram reconstruidas usando o software NRecon (versdo 1.6.10.2, Skyscan
1272, Bruker MicroCT, Kontich, Bélgica) e suavizacdo em 5, correcdo de artefato de
anel em 12 e correcdo de endurecimento de feixe em 62% [23,35]. Apds a reconstrucao
da imagem, fatias virtuais bidimensionais no plano coronal foram adquiridas usando o
software Data Viewer (versdo 1.5.1.2, Skyscan 1272, Bruker MicroCT). Fatias virtuais
bidimensionais empilhadas foram importadas para o software Image J para produzir o
perfil de concentracdo mineral (CM; ghap * cm™>; Figuras 1, 2 e 3) em fungdo da
profundidade (um) baseado em curva de calibracdo (regressdo linear, R?> > 0,9985)
calculada com padrdes de referéncia mineral (0, 0,25 e 0,75 Qhap X ¢cm3). Os perfis
diferenciais de concentracdo mineral (Figuras 1, 2 e 3) em cada bloco de dentina foram
calculados: (1) para determinar a perda mineral de subsuperficie, pela subtracdo da area
desmineralizada (Carie artificial) da area controle (Higido); e (2) para determinacdo da
recuperacdo mineral de subsuperficie, pela subtracdo da area tratada e ciclada (Tratada)
pela area desmineralizada. A seguir, a area integrada dos perfis diferenciais foi calculada
pela regra trapezoidal (GraphPad Prism®, versdo 7.00) resultando na concentracdo
mineral integrada (ACMI; guap x cm™3 x um) da Cérie artificial e Tratada [23,35]. A

ACMI da érea tratada foi calculada em duas zonas de profundidade: area mais externa
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da lesdo de subsuperficie (area A) e area mais profunda da lesdo de subsuperficie (&rea
B), definidas pela interceptacdo do perfil diferencial no eixo “x”. A profundidade das
lesBes na area Cérie artificial e Tratada foi calculada (um) pela interceptacdo mais

externa e interna do perfil diferencial no eixo “x”.

2.9 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente considerando como fatores de
variacdo as solucBes experimentais e a area de analise (H, CA e T) e como variaveis 0s
valores de porcentagem da dureza (%SHL, %SHR, %CSHL e %CSHR) e de
concentragdo mineral integrada (ACMlca, ACMIta € ACMItg). Os dados apresentaram
distribuicdo normal (teste de Kolmogorov-Smirnov) e homogénea (teste de Cochran) e
foram submetidos a ANOVA a dois critérios de medidas repetidas, seguido do teste de
comparagdo multiplas de Student-Newman-Keuls. As anélises foram realizadas usando

o0 software SigmaPlot (versdo 12.0) com nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

A Tabela 1 apresenta os resultados da determinacéo de fluoreto (F), fésforo (P) e
pH nos grupos experimentais manipulados previamente ao ensaio experimental. Os
valores médios de F e P apresentaram-se dentro do esperado, exceto os valores de P para
0s grupos de TMP hidrolisado. O valor de pH nos grupos variou de 6,2 a 7,4.

Na anélise da atividade enzimatica do grupo placebo (sem F e TMP) observou-se
as bandas de 72 e 66 kDa, que correspondem as formas pro-ativa e ativa da MMP-2 e as
bandas de 92 e 77 kDa, correspondentes as formas pro-ativa e ativa de MMP-9,
respectivamente (Fig. 2). As solugdes contendo 3% de TMP (com ou sem hidrdlise), 500
ppm F, 1100 ppm F e 1100 ppm F + 3% TMP inibiram totalmente a atividade da MMP-
2 e as concentracGes menores, parcialmente (Fig. 3). Para a MMP-9, somente o grupo
1100 ppm F + 3% TMP inibiu completamente sua atividade (Fig. 4).

A andlise da dureza, apds a inducdo de lesdo de carie artificial, mostrou ndo haver
diferenca (p>0,05) nos valores de perda da dureza de superficie (%SHL) e em sec¢édo
longitudinal (% CSHL) entre os grupos experimentais (Tabela 2). Relacdo dose-resposta
foi observada entre concentragdes concentracdo de F nas solugdes experimentais e a

%SHR e %CSHR, com valores maiores que os grupos placebo ou contendo somente TMP
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hidrolisado ou ndo (p<0,05) -. Os menores valores de %SHR e %CSHR ocorreram na
auséncia de F nas solucdes. A hidrélise do TMP levou a menores valores de %SHR do
que o n&o hidrolisado (p<0,05), independente da concentracdo. As solucgdes contendo
TMP e F apresentaram os maiores valores de %SHR e %CSHR quando comparados as
suas contrapartes sem TMP (p<0,05). O grupo contendo 1100 ppm F + 3% TMP mostrou
a maior capacidade (p<0,05) de remineralizacdo da dentina (%SHR e %CSHR).

Os valores da ACMI (guap X cm™ x um) e da profundidade da lesdo, apds indugéo
da cérie artificial, ndo diferiram (p>0,05) entre 0s grupos experimentais (Tabela 3).
Houve perda de estrutura dentinaria e formacdo de uma lesdo de subsuperficie apos a
inducdo da cérie artificial (Fig. 5, 6 e 7), como observado através do perfil da
concentragdo mineral em sec¢édo longitudinal e diferencial. O tratamento com 1100 ppm
F levou a formacdo de uma lesdo de subsuperficie laminar (Fig. 5). Os grupos sem F
apresentaram as maiores perdas minerais na regido mais externa (area A) da lesdo de
subsuperficie, porém um ganho mineral na parte mais profunda (area B) (p<0,001).
Fendmeno contrario ocorreu nos grupos contendo F. O ganho mineral na area A mostrou
dose-resposta em funcédo da concentracao de F (p<0,001) e néo diferiu de sua contraparte
contendo TMP (p>0,05). A associacdo F/TMP levou a menor perda mineral na regido
mais profunda da lesdo quando comparada a sua contraparte sem TMP (p<0,001). A
profundidade da lesdo, apds a inducdo da carie artificial, ndo diferiu entre 0s grupos
experimentais (p>0,05). As solucdes contendo 3% TMP (hidrolisado ou ndo), 250 ppm
F (com ou sem TMP), 500 ppm F (com ou sem TMP) e 1100 ppm F + 3% TMP néo
diferiram entre si (p>0,05) para os valores de profundidade da lesdo (Tabela 3; Fig. 5 e
6), e apresentaram 0s menores valores quando comparado aos demais grupos (p<0,001).
mas foi menor apds a ciclagem de remineralizagdo (p<0,001). O grupo 1100 ppm F
apresentou um aumento na profundidade da lesdo ndo diferindo (p>0,05) dos grupos
placebo e 0,3% e 1% TMP (hidrolisado ou néo).

Discussao

A Fluorterapia é preconizada como conduta e/ou método preventivo para
controle da cérie dentaria. Desse modo, a busca por estratégias de otimizacdo dos
produtos fluoretados, assim como a reducdo de seus efeitos colaterais tém sido

amplamente pesquisadas. Dentre essas abordagens, a investigacdo do uso de F
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associado a fosfatos inorgénicos tem sido reportada com resultados promissores [12-
17]. Este e o primeiro estudo a avaliar o efeito remineralizador de soluces fluoretadas
contendo TMP n&o hidrolisado em lesBes de carie dentindria. Como a adi¢do de TMP
as solucdes de F resultou em um potencial de inibicdo de MMPs e favorecimento de
remineralizacdo superior as suas contrapartes (sem TMP), a hipdtese nula do estudo foi
rejeitada.

E pertinente ressaltar que a cérie dentinaria é de progressdo rapida e seu
tratamento geralmente é estabelecido pela utilizacdo de produtos com altas
concentragdes de F [10]. Entretanto, essa terapéutica ainda requer avangos potenciais e
mecanismos de aprimoramento, principalmente devido as propriedades dindmicas da
dentina. Estudos recentes tém demonstrado que a adicdo do TMP a dentifricios
fluoretados levou a uma maior obliteracdo dos tubulos dentinarios, aumento na
concentragdo de minerais na dentina [23], assim como reduziu a condutancia hidraulica
da dentina [36] quando comparado aos dentifricios sem a incorporacéo desse fosfato.
Em adicéo a isso, Gongalves et al. [30] evidenciaram que o TMP hidrolisado em NaOH
apresenta efeito anti-proteolitico sobre a degradacdo de colageno ao inibir a atividade
de metaloproteinases dentinarias (-2 e -9). Além disso, tambeém reportaram o efeito
remineralizador do TMP (1,5%) associado com solucédo saturada de célcio (Ca [OH]>)
em lesdes artificiais de carie. Entretanto, associacdo de 1,5%TMP e 1100F ndo se
mostrou eficaz em promover a remineralizacdo da dentina, diferentemente do presente
estudo. A ineficiéncia remineralizadora dessa associacdo possivelmente se atribuiu a
auséncia de proporcdo molar F/TMP adequada. Os estudos mais recentes mostraram
que uma proporcdo fosfato/fluoreto adequada deve ser objetivada para obter um maior
efeito anticarie. As concentracdes de TMP testadas neste estudo foram baseadas na
proporcao F/TMP avaliadas em estudos prévios sobre o esmalte dentario [12,16,19-22],
0s quais demonstraram que a adicdo dessas concentracdes de TMP aumentaram
significativamente o efeito anticarie de produtos fluoretados quando comparado aos

homologos convencionais, em estudos in vitro e in situ [19-21].

Além disso, os estudos conduzidos por Goncalves et al. [30,37] avaliaram 0 TMP
em hidrdlise alcalina observando baixo potencial remineralizante. Esses achados sao
corroborados com os resultados obtidos com as trés concentragdes (0,3%, 1% e 3%) de
TMP hidrolisado verificadas neste estudo. Uma possivel justificativa da ineficiente

performance deste fosfato quando hidrolisado em NaOH estar relacionado a sua baixa
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disponibilidade para o desafio cariogénico, em contrapartida fornece fosfato,
principalmente na concentracdo de 3%, para se ligar as protéinas da dentina, o que
justifica o efeito na inibicdo enzimatica. Em detrimento disso, os grupos de TMP
hidrolisados ndo obtiveram a mesma capacidade remineralizadora na dentina
previamente cariada, em superficie e em profundidade, quando comparados aos grupos
que ndo foram submetidos a hidrélise. No entanto, 0 mesmo néo foi observado para
capacidade anti-proteolitica sobre as metaloproteinases da matriz, uma vez que a
concentragdo de 3% de TMP (hidrolisado ou n&o) inibiu totalmente a atividade de
MMP-2 e, somente o TMP hidrolisado reduziu em torno de 40% a atividade da MMP-
9. E pertinente ressaltar que o efeito sinérgico de TMP/F foi observado somente na
concentragdo de 1100F e 3%TMP, para MMP-9. A maior resisténcia de MMP-9
verificada sobre esses agentes é reportada na literatura [30,37].

E pertinente mencionar que as concentracdes mais baixas (0,3% ou 1,0%) de
TMP néo produziram inibicdo significativa ou completa de MMPs. Estes resultados
devem-se provavelmente a uma concentracdo insuficiente de TMP no meio de
incubacéo e ao pequeno numero de grupos fosfato disponiveis. Desse modo, ndo foram
capazes de promover deplecdo de todos os ions de calcio presentes no meio de
incubac&o, ndo permitindo assim a inativagio das proteases. E sabido que a presenca
de Ca?* é importante para manter a configuragdo tridimensional necessaria para a
atividade enzimatica [38]. Além disso, a presenca de F~ pode formar um complexo ndo
apenas com o célcio ionizado ligado a enzima, mas também com o célcio no meio de
incubacéo para formar um CaF, fortemente complexado [39]. A solugdo contendo 3%
de TMP apresentou melhor atividade anti-proteolitica e, com base nos resultados de
dureza e concentracdo mineral, 0 uso da solucdo de 3%TMP por si s6 ndo foi suficiente
para reduzir significativamente a perda mineral. Entretanto, quando esta solucédo foi
associada ao 1100 ppm F foram observadas diferencgas significativas nos valores de
dureza e teor mineral em comparacao com a condi¢cdo desmineralizada e a solucdo 1100

ppm F sem o fosfato.

A inducdo de lesdes de carie artificiais de subsuperficiais em dentina bovina é
uma ferramenta importante para investigar o uso de F e/ou TMP como estratégia para
estabilizar e fortalecer a matriz dentinaria para induzir remineralizagdo, diminuir as
taxas de biodegradacdo e aumentar a nucleagdo mineral. Sendo assim, verificar a

relacdo dose-resposta é um passo importante na avaliagdo da eficacia de qualquer
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suplemento adicionado ao F, como também validar o protocolo experimental utilizado
[40]. Os resultados obtidos nas analises mecanicas para 0s grupos Placebo, 250 ppm F,
500 ppm F e 1100 ppm F mostram uma relacdo dose-reposta e validam o modelo de
ciclagem de pH adotado (Tabela 2). Além disso, foi possivel constatar a otimizagdo do
efeito remineralizador de todas as solucdes fluoretadas suplementadas com TMP

quando comparadas com as suas contrapartes (solugdes somente com F).

Os bons resultados decorrentes da adicdo do TMP, principalmente no grupo 1100
ppm F + 3% TMP, estdo provavelmente relacionados a retencao de ions carregados de
CaF* e Ca?* pela substituicdo do Na* da estrutura ciclica deste sal inorganico [14]. Em
pH écido, essas ligacOes sdo rompidas liberando Ca?* e CaF* que podem reagir com
H2PO4 levando a formacio de CaHPO 4° e HF® [41]. A difusdo desses ions neutros no
substrato dentario € mil vezes maior do que a dos ions carregados potencializando o
processo de remineralizacdo. Ademais, 0s grupos anionicos do TMP (P-O°) podem se
ligar aos grupos amino (NH2) [42,43] ou hidroxila (OH) [44,45] da proteina de
colageno, tornando a superficie da dentina mais anibnica e, portanto, mais propensa
para a ligacao de cations. Uma vez adsorvido a dentina, o TMP atua como um agente

de nucleacéo para a precipitacdo de fosfatos de calcio [42,43].

Nesse sentido, tem sido sugerido que o TMP fornece locais de nucleacdo para
precipitacdo de apatita, melhorando a remineralizacdo da dentina, uma vez que a
deposicédo de apatita no colageno é dificil devido a falta de sitios de nucleacéo para sua
formacéo [42]. Além disso, como mencionado anteriormente a quebra da formacéo
reticular do TMP, ha retencdo em sua estrutura H* reduzindo a difuséo do acido para os
tecidos duros dentais diminuindo sua desmineralizacdo. I1sso tem um impacto direto na
incorporacdo de F e célcio no substrato dentario, aumentando a remineralizacdo
principalmente em profundidade [19,21,23]. Um fator importante que promove 0s
efeitos do TMP é ser liberado lentamente no meio de modo adjunto ao fltor [16] e sua
capacidade de permanecer ligado aos tecidos dentarios por mais tempo [18], o que
facilita o transporte de ions para a lesdo [18,21]. Essas particularidades do sal quando
associado ao F reforca o efeito de reducdo da profundidade lesdo de carie mostrada pela

analise do MicroCT principalmente no grupo 1100 ppm F + 3% TMP (Tabela 4).

O mecanismo mencionado tem impacto direto na incorporacdo desses ions pelo

esmalte e dentina, impulsionando a remineralizacdo em subsuperficie. De acordo com
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0 estudo de Favretto et al. [23], o aumento do conteddo mineral produzido pela
combinacdo TMP/F ndo se restringiu a superficie externa da dentina, mas também
ocorreu em profundidade como comprovado no presente estudo. Isso reforca a
afirmacdo que h& precipitagdo no interior dos tubulos dentinérios e ndo apenas na
superficie. Além disso, na literatura cientifica ja ha relatos que ap6s desafio &cido e
processo de dissolucdo da dentina, a re-precipitacdo do fosfato de célcio leva a uma
maior concentragdo de minerais nos tubulos dentinarios apo6s tratamento com

dentifricios fluoretados incorporados com TMP [36].

Dessa forma, os bons resultados obtidos nesse estudo para todas as associagdes de
F e TMP pode ser atribuido a permanéncia da alta mineralizacdo do colageno e
obliteragdo de tubulos dentinarios, sugerindo uma maior interacdo entre as partes
minerais (fosfato de calcio) e proteinas da matriz dentinaria [23]. Assim, como 0 TMP
promove uma dentina mais anidnica, ha maior fluxo de calcio e fosfato para os tubulos
dentinarios, potencializando o efeito remineralizador, uma vez que conforme relatado
por Kawasaki et al. [46] a remineralizagdo da dentina também ocorre pelo crescimento
de cristais inorganicos residuais no corpo da lesdo, de modo que a presenca do TMP ao

ion F justifica esse maior favorecimento na remineralizacao dentinéria.

A inducéo de lesdes semelhantes a carie na dentina bovina € um método relevante
para desenvolver novas terapias preventivas e/ou terapéuticas para cérie dentinaria
[47,48]. Vale ressaltar que o substrato dentinario apresenta diferencas importantes em
relacdo ao esmalte, principalmente em sua estrutura e composi¢cdo. Na dentina, essas
diferencas estdo ligadas diretamente a presenca de matriz organica, reducdo dos cristais
de hidroxiapatita, menores niveis de organizacdo cristalina e solubilidade, esta Gltima
merece destaque atentando principalmente a importancia clinica, uma vez que o tecido
dentinario sofre dissolucdo em queda de pH bucal em torno de 6,2, enquanto o esmalte
dentario necessita de um valor de pH aproximado a 5,5 [49]. Entretanto, a dentina é
mais reativa que o esmalte [50]. Além disso, a dentina apresenta mais sitios de ligacéo
de hidroxiapatita (OH) e colageno (NH2), que oferece mais possibilidades de adsor¢édo
de TMP. Devido a essas caracteristicas do substrato dentinéria ndo é viavel estabelecer
uma comparacdo similar com o efeito em esmalte, ou esperar uma resposta

padrdo/semelhante aos resultados ja reportados para esse tecido.

Embora saiba-se que os modelos de ciclagem de pH sdo adequados para a

avaliacdo do impacto de novos ingredientes ativos em produtos fluoretados, bem como
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sua associagdo com outros tratamentos anticarie, os protocolos in vitro apresentam
limitacOes, pois ndo abordam o impacto da saliva/biofilme e agentes colagenoliticos
sobre a interagdo do TMP com a dentina, ndo reproduzindo assim todas as condigdes
intraorais. Assim o0s resultados devem ser avaliados com cautela, preconizando
modelos de estudo in situ de cérie e estudos clinicos para elucidar seu efeito no processo

des-remineralizacéo.

Levando em consideracdo os dados obtidos e as limitagbes do modelo
experimental, podemos concluir que: (1) 3% TMP atua como um agente
antiproteolitico contra metaloproteinases da matriz dentinaria. A associacdo com 1100F
inibe totalmente a atividade gelatinolitica de MMPs -2/-9. (2) os tratamentos de lesdes
artificiais de carie dentinaria com TMP ndo hidrolisado apresentaram melhores efeitos
remineralizantes que os tratamentos com TMP hidrolisado; (3) a adicdo de TMP ndo
hidrolisado a solucGes fluoretadas produziu efeito remineralizador significativamente
maior em lesOes artificiais de carie na dentina quando comparadas as solucGes
fluoretadas sem o TMP. Dessa forma, uma potencial estratégia preventiva e terapéutica
pode ser considerada na clinica odontologica, principalmente na terapia da carie
radicular, como também para método preventivo de lesdes iniciais de carie dentinaria
ou no pré-tratamento da dentina, utilizando-os como agentes cross-linker em

procedimentos restauradores.
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Figura 2. Imagem representativa do gel de ensaio de zimografia mostrando o efeito da

presenca das solucbes experimentais contra a atividade gelatinolitica de MMP-2 e -9.
Em todos os géis: MWM - marcador de peso molecular (kDa), MMP-2 e MMP-9

recombinante humana.
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Figura 3. Porcentagem (%) da atividade de MMP-2 recombinante de acordo com as

solugdes experimentais utilizadas.
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Figura 4. Porcentagem (%) da atividade de MMP-9 recombinante de acordo com as
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Figura 5. Fotomicrografias da renderizacdo de volume 3D pelo software CTVox (versao
3.00, Brucker Micro-CT) das projec6es dos blocos de dentina (regido central), perfil em
seccdo longitudinal e diferencial da concentragio mineral (guap * cm=) em funcédo da
profundidade (um) nas distintas areas da dentina: higida, cérie artificial e tratada com as

solucBes experimentais: Placebo, 250 ppm F, 500 ppm F e 1100 ppm F.
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Figura 6. Fotomicrografias da renderizagdo de volume 3D pelo software CTVox
(versdo 3.00, Brucker Micro-CT) das projecdes dos blocos de dentina (regido central),
perfil em seccdo longitudinal e diferencial da concentragdo mineral (grap X cm?) em
fungdo da profundidade (um) nas distintas areas da dentina: higida, cérie artificial e
tratada com as solugdes experimentais: 250 ppm F + 0.3% TMP, 500 ppm F + 1% TMP
e 1100 ppm F + 3% TMP.

250 ppm F + 0.3% TMP

500 ppm F + 1% TMP

1100 ppm F + 3% TMP
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Figura 7. Fotomicrografias da renderizagdo de volume 3D pelo software CTVox

(versdo 3.00, Brucker Micro-CT) das projecdes dos blocos de dentina (regido central),

perfil em seccdo longitudinal e diferencial da concentragdo mineral (grap X cm?) em

fungdo da profundidade (um) nas distintas areas da dentina: higida, cérie artificial e

tratada com as solucgdes experimentais: 0,3% 1% e 3%.
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Tabela 1 — Valores de fluoreto (F), fosforo total (P) e pH (média £ dp) das solugdes

experimentais

Solugéo F (ng/mL) P (ng/mL) pH

Placebo 14,15 + 0,29 -0,33 £ 0,03 6,53+0,14
0,3% TMP 14,22 £ 2,54 835,2 + 13,34 6,58 £ 0,22
1% TMP 14,31 £ 2,08 2884,3 £ 17,82 6,44 £ 0,18
3% TMP 14,17 £ 0,53 8823,9 + 88,91 6,22+ 0,13
0,3% TMP hl 13,54 * 3,46 9,0£0,42 7,40 £ 0,10
1% TMP hl 14,49 £ 2,93 7,5%+0,13 7,40 £ 0,10
3% TMP hi 13,73 £ 3,17 0,02 0,02 7,40 0,06
250 ppm F 257,18 + 0,89 -0,39 + 0,01 6,41 + 0,14
500 ppm F 511,49 +1,13 -0,26 £ 0,11 6,82 £ 0,16
1100 ppm F 1155,91 + 6,89 -0,23 £ 0,03 7,04 +0,28
250 ppm F + 0,3% TMP 256,02 £ 2,33 860,4 + 13,34 6,47 £ 0,32
500 ppm F + 1% TMP 516,11 + 1,72 2896,9+17,85  6,19%0,15
1100 ppm F + 3% TMP 1141,68 + 10,18 8984,2 + 89,54 6,21 +£0,13
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Tabela 2 — Porcentagem média (dp) de perda da dureza de superficie (%SHL) e em
seccdo longitudinal (%CSHL), ap6s inducdo da cérie artificial, e recuperacdo da dureza
de superficie (%SHR) e em seccdo longitudinal (%CSHR), apds tratamento e ciclagem

de pH, de acordo com os grupos experimentais (n=10)

- Dureza em Sec¢ao
Dureza de Superficie ¢

Tratamentos Longitudinal
%SHL %SHR 9%CSHL 9%CSHR
~61.42A 9,58 50,284 4,8%8
Placebo (4,6) . 31 (4,0) . )
—61,4% 10,4 ~50,2% 6,5%
0 ) ' ’ ’
0:3% TMP 63 42) “3) 16
—61,8% 15,8% —48,1% 12.4P
0 ' ' y 1
1% TMP 58) 30) 0 @1
_56,6% 15,55 —44,1% 12,30
0 1 ' ] 1
3% TMP Gy 43) @5 @5)
—62,8% 4,25 —46,0% 4,5%
0 ' ' ’ )
0.3% TMP 6D ) 62 12)
_58,8% 5,95 —46,7% 5,8%
0 1 ' ] 1
1% TMP i @5 35) @7 20
~60,9% 4.4b _44,8% 5,23
0 ' ' ] ’
3% TMP i 64 ) ey 15
59,72 26,9 —50,8% 17,5
250 ppm F 56) 35) 22 9
_57.6% 40,7% —48 8% 26,0%
>00 ppm F @ @.7) “8) @)
—61,9% 53,5% —48,1% 44,1®
1100 ppm F 6.2) (4.5) (43) (8.0)
250 ppm F + —60,12A 37,398 —45,5%A 28,878
0,3% TMP (7,3) (3,8) (2,3) (2,9)
500 ppm F + 58,324 49,1°8 —46,9%4 36,9"8
1% TMP (5,6) (4,6) (3,1) (3,2)
1100 ppm F + -58,5%4 68,9"8 —47,13A 54,698
3% TMP (5,4) (4,2) (3,3) (9.4)

Letras minusculas iguais indicam ndo haver diferenca entre 0s grupos experimentais em
cada momento de andlise (Student-Newman-Keuls; p<0,05). Letras maitsculas diferentes
indicam diferenca entre o periodo de analise (pés inducdo de céarie vs. pds
ciclagem/tratamento) para cada grupo experimental (Student-Newman-Keuls; p<0,05).
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Tabela 3. Valores médios (DP) da ACMI (gnap X cm™ x um) e da profundidade da lesdo
(um) apos inducdo da cérie artificial em dentina e pos-tratamento de acordo com 0s
grupos experimentais (n=10)

ACMI Profundidade da

3 Lesdo
(gHAp X €M™ x um) (um)
Tratamentos Tratad
i ratado Ari
(i_a;_ru_e | - - (;'.";F'.e | Tratado
artiticla area A area B artiticla
Placebo -31,22 -6,6%A 2,4%8 183,024 162,028
(8,7) @31) (13) (233)  (822)
-36,52 -7.13A 0,9%B 156,9%A 168,9%B
0 b 1 1 1 1
0:3% TMP 6.2) (30) (05) (17.6)  (50,1)
-32,4° 5,84 2,428 181,5°A  167,7°B
0 b 1 1 1 1
1% TMP 8:3) @1) (1,4) (153)  (45.8)
-32,9° -6,9°4 0,728 164,72  118,5°8
O b 1 1 1 1
3% TMP (10,4) (1,4) 07) (341  (323)
-36,32 -7.08A 1,438 148,534 162.6%B
O b 1 1 1 1
03% TMPHl (55 32) (13) (163)  (388)
-36,6? -9,6%A 1,528 1458~ 165,328
O b 1 1 1 1
P TMPRL— (38) (32) (14) (268)  (353)
-35,32 -10.6°4 0,5%B 147.9%A 118,8PB
0 b 1 1 1 H
HTMPRL (6g) 2.0) 02) (19)  (263)
250 pom F 34,7 6,1 5,008 170,7°A  114,6°®
PP (8.9) (1,7) (2.0) (29  (29.7)
500 Do F 32,0° 8,9%A 5,308 1833*A 119,408
PP (8.6) (2.3) (2.7) (314)  (30,0)
HoooomE 356 13,524 6,00® 147,9°A 1569
PP (8.4) (2.8) (2.9) (190 (29.5)
250 ppm F + -34,7° 6,6°‘A -2,9"'B 157,8""‘A 108,6b‘B
0,3% TMP (9,1) (1,7) (1,9) 21,00  (22.4)
500 ppm F + -33,9¢8 10,5d'A -2,5°'B 174,3""‘A 112,8b‘B
1% TMP (7,6) (2,0) (1,6) 251)  (22.4)
H00ppmE g g 13,784 0,4948 174,984 107,008
s TP (86) 3.9) (0,6) (265)  (17.4)

Letras minGsculas iguais indicam ndo haver diferenca entre os grupos experimentais em
cada momento de andlise (Student-Newman-Keuls; p<0,05). Letras maiusculas
diferentes indicam diferenca entre o periodo ou area de andlise (pds inducédo de cérie vs.
pos ciclagem/tratamento) para cada grupo experimental (Student-Newman-Keuls;
p<0,05).
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Apéndices
APENDICE A

PREPARO E DOSAGEM DAS SOLUCOES

- Agua deionizada (Placebo — controle
negativo);

-Solugdes de TMP hidrolisado e ndo
hidrolisado (Sigma-Aldrich Co., USA),
nas concentracdes de 0,3%; 1% e 3%;

- Solugdes de F (NaF, Merck, Alemanha),
nas concentracgdes de 250, 500 e 1100

ppm F;
As 13 solucGes foram preparadas - Solugdes contendo 250 ppm F e 0,3%
e, em seguida, as dosagens de TMP; 500 ppm F e 1% TMP; e 1100 ppm
fosforo e fluoreto foram F e 3% de TMP.
realizadas.
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Apéndices

APENDICE B

ANALISE ZIMOGRAFICA

Solugbes Experimentais

Amostra MWM | MMP-2| MMP-9 MWM | MMP-2| MMP-9

Esquema de insergdo das amostras nos pocos do gel de zimografia.

Tampdo de Incubacéo Andlise por densitometria: MMP-2 e MMP-9
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Apéndices

APENDICE C

PREPARO DOS BLOCOS DE DENTINA

1. Bloco de dentina bovina medindo
6x4x2 mm, obtido apds sec¢ao
longitudinal em cortadeira.

2. Bloco fixado com cera pegajosa em suporte de
acrilico antes (esquerda) e apdés (direita)
polimento.
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Apéndices

APENDICE D

PREPARO DOS BLOCOS E INDUGAO DAS LESOES ARTIFICIAIS DE CARIE

1/3 do bloco protegido com
verniz acido-resistente

Bloco de dentina

1= Area controle 2 = Area desmineralizada

1/3 de cada bloco foi protegido com verniz acido-resistente
(imagem da direita) e em seguida foi realizada a inducéo das
lesdes artificiais de carie.

32 mL/bloco pH =5,0

Solugio

desmineralizadora

H 3x/dia
2 dias

Solugio

remineralizadora

32 mL/bloco pH =7,0

} "
Imersio em solugio desmineralizadora por 5 dias,
completando 7 dias de indugio de lesio de carie artificial
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Apéndices

APENDICE E

TRATAMENTOS E CICLAGEM DE PH

1/3 do bloco protegido com
verniz acido-resistente (drea
desmineralizada)

1/3 do bloco protegido com
verniz acido-resistente (controle)

1= Area controle 2 = Area desmineralizada 3 = Area tratada

Mais 1/3 de cada bloco foi protegido com verniz
acido-resistente e, em seguida, foram realizados a
ciclagem de pH e os tratamentos.

+24horasde RE ao 30 mUbloco pH = 5.0

final do 7° dia S()lu?i()

. . 8 horas
desmineralizadora
Tratamento dos blocos . Tratamento dos blocos
ias
1 minuto 1 minuto
Solucio
16 horas
remineralizadora

30 mL/bloco pH =70
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Apéndices

APENDICE F

ANALISE QUANTO A RECUPERACAO DE DUREZA DE SUPERFICIE

Cinco endentacdes realizadas em cada uma das
trés areas dos blocos, com 100 um entre elas. A
carga utilizada foi de 10 g, por 10 segundos.
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Apéndices

APENDICE G

ANALISE DA DUREZA DA DENTINA EM SECGAO LONGITUDINAL (AKHN)

OS5 e

Carga:2g
Tempo: 10 s

Os blocos foram seccionados longitudinalmente e embutidos em
resina acrilica a frio. Em seguida, foram avaliados quanto a
dureza em sec¢éo longitudinal em microdurémetro, com carga de
39, durante 10 segundos.
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Apéndices

APENDICE H

ANALISE PELA MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

Preparo da amostra de 6 mm x 1 mm x 1 mm para analise pelo Micro-CT

Bruker Micro-CT

Fixagdo dos blocos Blocos no interior do

Micro-CT

Software de escaneamento Projecdo gerada da amostra
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Apéndices
APENDICE |

FLUXOGRAMA DAS ANALISES MECANICAS

Lesoes artificiais Ciclagem Superficie
dentinaria

de carie de pH
2 3 ‘ : : :

QXXX
QXXX
Y

1/3 do bloco foi 1/3 do bloco foi Dureza superficial e .
protegido com protegido com (DS) analisada em Area integrada de Dureza de
verniz acido- verniz acido- cada uma das trés subsuperficie (KHN x mm)
resistente (area resistente (area areas analisada em cada uma das trés
areas

controle) desmineralizada)

Blocos de dentina preparados e divididos em trés areas. Apds a inducao das lesdes

artificiais de carie e a ciclagem de pH com tratamento, as analises de dureza superficial,

em seccdo longitudinal e por microtomografia computadorizada foram realizadas.
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