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Resumo 

 

Nunes, GP. Análise in vitro da capacidade de soluções contendo fluoreto e/ou 

trimetafosfato na remineralização da dentina e na inibição da atividade de 

metaloproteinases da matriz dentinária. 2021. Dissertação (Mestrado em Ciência 

Odontológica, área de Biomateriais) - Faculdade de Odontologia de Araçatuba, 

Universidade Estadual Paulista, Araçatuba 2021. 

 

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar o potencial anti-proteolítico contra 

MMP-2 e MMP-9 e a capacidade de induzir a remineralização da dentina, através de 

soluções contendo diferentes concentrações de TMP (na sua forma cíclica), diferentes 

concentrações de F e associação TMP/F. Métodos: Blocos de dentina radicular 

(6mmx4mmx2mm, n = 130) foram selecionados e divididos aleatoriamente em 13 

grupos/soluções 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 avaliação do potencial anti-proteolítico das soluções 

experimentais contra as metaloproteinases da matriz dentinária (- 2 e -9) foi realizado 

por meio da análise zimográfica. Para as análises mecânicas, três áreas foram 

determinadas para cada espécime: 1- controle (sem tratamento); 2- desmineralizado 

(cárie artificial); 3- tratado (desmineralizado e submetido a ciclagem de pH por 7 dias, 

e tratado por 1 min com as soluções experimentais). Os espécimes de dentina foram 

analisados quanto à porcentagem de recuperação de dureza superficial (%SHR), em 

dureza transversal (%CSHR) e por microtomografia computadorizada (IMC). Para os 

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 análise 

zimográfica mostrou que 1100 ppm F + 3% de TMP promoveu inibição completa da 

atividade gelatinolítica (MMP-2; MMP-9). Os grupos com TMP não hidrolisados 

apresentaram efeito remineralizador (% SHR e % CSHR) superior aos grupos 

hidrolisados. O grupo 1100F + TMP promoveu a maior %SHR e %CSHR entre todos 

os 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 concentração 

mineral.  Conclusão: Com base nos resultados, 3% TMP atua como um agente 

antiproteolítico contra metaloproteinases da matriz dentinária. Além disso, quando 

suplementado com 1100F, 3% TMP potencializa a remineralização, aumentando 
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significativamente as propriedades mecânicas da dentina tratada. Os tratamentos com 

TMP não hidrolisado e associado ao F maior que as soluções fluoretadas sem o TMP. 

Significância clínica: Dessa forma, uma potencial estratégia preventiva e terapêutica 

pode ser considerada na clínica odontológica, principalmente na terapia da cárie 

radicular, como também para método preventivo de lesões iniciais de cárie dentinária 

ou no pré-tratamento da dentina, utilizando-os como agentes cross-linker em 

procedimentos restauradores. 

Palavras–chave: Dentina. Flúor. Fosfato. Metaloproteinases da Matriz.  

Remineralização Dentária. 
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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. Dissertação (Mestrado em Ciência 

Odontológica, área de Biomateriais) - Faculdade de Odontologia de Araçatuba, 

Universidade Estadual Paulista, Araçatuba 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 (∆IMC). 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% 
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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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ANÁLISE IN VITRO DA CAPACIDADE DE SOLUÇÕES CONTENDO FLUORETO E/OU 

TRIMETAFOSFATO NA REMINERALIZAÇÃO DA DENTINA E NA INIBIÇÃO DA 

ATIVIDADE DE METALOPROTEINASES DA MATRIZ DENTINÁRIA 

 

RESUMO 

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar o potencial anti-proteolítico contra 

MMP-2 e MMP-9 e a capacidade de induzir a remineralização da dentina, através de 

soluções contendo diferentes concentrações de TMP (na sua forma cíclica), diferentes 

concentrações de F e associação TMP/F. Métodos: Blocos de dentina radicular 

(6mmx4mmx2mm, n = 130) foram selecionados e divididos aleatoriamente em 13 

grupos/soluções 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 avaliação do potencial anti-proteolítico das soluções 

experimentais contra as metaloproteinases da matriz dentinária (- 2 e -9) foi realizado 

por meio da análise zimográfica. Para as análises mecânicas, três áreas foram 

determinadas para cada espécime: 1- controle (sem tratamento); 2- desmineralizado 

(cárie artificial); 3- tratado (desmineralizado e submetido a ciclagem de pH por 7 dias, 

e tratado por 1 min com as soluções experimentais). Os espécimes de dentina foram 

analisados quanto à porcentagem de recuperação de dureza superficial (%SHR), em 

dureza transversal (%CSHR) e por microtomografia computadorizada (IMC). Para os 

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 análise 

zimográfica mostrou que 1100 ppm F + 3% de TMP promoveu inibição completa da 

atividade gelatinolítica (MMP-2; MMP-9). Os grupos com TMP não hidrolisados 

apresentaram efeito remineralizador (% SHR e % CSHR) superior aos grupos 

hidrolisados. O grupo 1100F + TMP promoveu a maior %SHR e %CSHR entre todos 

os 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 concentração 

mineral.  Conclusão: Com base nos resultados, 3% TMP atua como um agente 

antiproteolítico contra metaloproteinases da matriz dentinária. Além disso, quando 

suplementado com 1100F, 3% TMP potencializa a remineralização, aumentando 
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significativamente as propriedades mecânicas da dentina tratada. Os tratamentos com 

TMP não hidrolisado e associado ao F maior que as soluções fluoretadas sem o TMP. 

Significância clínica: Dessa forma, uma potencial estratégia preventiva e terapêutica 

pode ser considerada na clínica odontológica, principalmente na terapia da cárie 

radicular, como também para método preventivo de lesões iniciais de cárie dentinária 

ou no pré-tratamento da dentina, utilizando-os como agentes cross-linker em 

procedimentos restauradores. 

Palavras–chave: Dentina. Flúor. Fosfato. Metaloproteinases da Matriz.  

Remineralização Dentária. 
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1. Introdução 

 

A cárie dentária é uma doença conceituada como biofilme-açúcar-dependente 

[1,2], resulta da colonização da superfície do esmalte por microrganismos, 

especialmente os Streptococcus mutans que, metabolizando carboidratos fermentáveis, 

produzem ácidos, os quais desmineralizam a superfície dentária [3]. Assim muitos 

estudos têm avaliado o uso de técnicas e produtos que induzam a remineralização da 

estrutura dentária afetada.  

No tratamento das lesões de cárie, o uso do fluoreto (F) é uma estratégia bem 

estabelecida para evitar e inibir a desmineralização, assim como favorecer o processo 

de remineralização, com respostas efetivas no esmalte dentário [4,5]. No entanto, em 

tecido dentinário, este processo se torna mais complexo devido à heterogeneidade e 

dinâmica da dentina onde os componentes orgânicos exercem grande influência 

mecânica e biológica. Além do colágeno do tipo I, fosfoproteínas e proteoglicanas 

(proteínas não colagênicas) [6,7] representam os principais constituintes orgânicos. 

Além disso, no processo carioso dentinário há a atividade das metaloproteinases 

(MMPs), que são capazes de degradar quase todos os componentes da matriz 

extracelular, incluindo colágeno [8,9]. Devido a isso, é constante a busca por 

alternativas promissoras relacionadas a fluorterapia, destacando-se a incorporação de 

outros agentes aos produtos fluoretados de modo que vise a potencialização de seu 

efeito remineralizador sobre os substratos dentários, bem como a inibição da atividade 

proteolítica da matriz orgânica, controlando a progressão da cárie dentária [10,11]. 

Dentre esses agentes, o trimetafosfato de sódio (TMP) é um polifosfato cíclico 

inorgânico que tem sido amplamente testado em diversos veículos fluoretados [12-14].  

Estudos recentes têm demonstrado que o TMP pode atuar ajudando na 

remineralização em esmalte desmineralizado [13,15]. Essa ação torna-se ainda maior, 

quando o fosfato se encontra em uma proporção molar adequando em relação ao F 

(F/TMP), aumentando assim o efeito na remineralização, pois ambos irão agir de forma 

sinérgica [16,17]. Sua ação no esmalte está baseada na hipótese de que este produto 

forma uma barreira protetora na superfície impedindo a difusão de ácidos [15,18], além 

de contribuir na permeabilidade seletiva, facilitando a difusão de cálcio (Ca) e F 

[15,18].  
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A adição do TMP não hidrolisado em dentifrícios convencionais (1100 ppm F) 

ou com reduzida concentração de F (250 e 500 ppm F) mostraram efeitos anticárie 

superiores ou equivalentes aos dentifrícios 1100 ppm F, respectivamente [12,16,19-21]. 

Efeito protetor superior contra a erosão do esmalte também foi observado quando o 

TMP foi associado ao F [17,22]. Tanto ação anticárie quanto a anti-erosiva foram 

fortemente dependente da proporção molar TMP:F na formulação. Na dentina, estudos 

têm mostrado que a adição do TMP em dentifrícios fluoretados (1100 ppm F) contendo 

TMP não-hidrolisado, permitiu a precipitação de fosfato de cálcio sobre o colágeno da 

dentina, resultando na obliteração dos túbulos dentinários [23]. Este efeito é devido à 

capacidade do TMP em adsorver aos tecidos dentinários e aumentar os sítios doadores 

de elétrons que, consequentemente, induzem a precipitação de fosfatos de cálcio [24]. 

Diante do exposto, novas terapias para prevenir e reduzir a progressão da cárie em 

dentina devem ser exploradas a fim de evitar a degradação da matriz orgânica e 

promover sua remineralização, desenvolvendo condutas clínicas terapêuticas 

reparadoras. Considerando a abordagem biomimética, o uso de TMP associado ao F 

pode ser uma nova estratégia para estabilizar e fortalecer a matriz dentinária, de modo 

que possa induzir remineralização, diminuir as taxas de biodegradação e aumentar a 

nucleação mineral [23]. Portanto, o objetivo deste estudo in vitro foi investigar a 

capacidade de soluções contendo TMP e F, isoladamente ou em associação, em inibir 

a atividade proteolítica de metaloproteinases da matriz dentinária e em induzir a 

remineralização da dentina em um protocolo in vitro. A hipótese nula do estudo foi que 

o uso das soluções-teste (contendo F e TMP) não levaria a inibição de 

metaloproteinases da matriz dentinária e não levaria a taxas de remineralização 

diferentes quando comparadas as suas contrapartes (soluções somente com F). 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Protocolo Experimental 

O potencial antiproteolítico de soluções contendo fluoreto e/ou TMP (Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) contra MMPs foi avaliado por análise zimográfica 

usando MMP-2 e MMP-9 humana purificadas. Foram estudadas 13 soluções 

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 variável resposta foi o efeito antiproteolítico das 

soluções experimentais contra a atividade gelatinolítica da dentina. Posteriormente, 

essas soluções foram analisadas quanto seu potencial remineralizador em lesões de 

cárie dentinária de acordo com as alterações nas propriedades mecânicas. 

 

2.2 Preparo, dosagem e determinação de pH das soluções  

 Foram preparadas e dosadas as seguintes soluções: 

 • Solução de água deionizada (Placebo); 

 • Soluções de TMP hidrolisado (TMP hl) (Na3P3O9, Sigma-Aldrich Co., USA) em 

hidróxido de sódio (NaOH) nas concentrações de 0,3%; 1,0% e 3%. O TMP foi 

hidrolisado em pH 12 por 5 h, seguido por neutralização a pH 7,4 com redução mínima 

em seu potencial de fosforilação [25]; 

 • Soluções de TMP sem hidrólise (Na3P3O9, Sigma-Aldrich Co., USA) nas 

concentrações de 0,3%; 1,0% e 3%; concentrações baseadas em estudos prévios 

[12,16,19-22]. 

• Soluções de fluoreto de sódio (NaF, Merck, Alemanha) nas concentrações de 250, 500 

e 1100 ppm F. 

 • Soluções contendo 250 ppm F e 0,3% de TMP não hidrolisado, 500 ppm F e 1,0% de 

TMP não hidrolisado, e 1100 ppm F e 3% de TMP não hidrolisado.  

  A concentração de F nas soluções foi determinada usando um eletrodo específico 

para o íon F (9609 BN; Orion Research Inc., Beverly, Mass., EUA), anexado a um 

analisador de íons (Orion 720 A plus; Orion Research Inc.) e calibrado com padrões 

contendo 0,125- 2,000 µg F/mL. Inicialmente 1,0 mL de cada produto foi diluído em 

água deionizada e transferido para um balão volumétrico. O volume foi ajustado para 

100 mL usando água deionizada. Para cada solução, foram feitas três diluições. 

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

  A determinação do TMP foi realizada através da quantificação do fósforo (P) 

utilizando espectrofotômetro (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 alíquotas de 0,2 mL das diluições 

acrescidas de 0,2 mL de ácido clorídrico (HCl) a 1,0 mol/L e aquecidas em banho 

fervente, a 100°C, por 1 hora [12,28]. Também foi determinado o P iônico (PI) utilizando 

100 μL das amostras que subtraído do PT representará a quantidade de TMP (µg/g) nas 

soluções. Tanto as amostras quanto os padrões de P (1,5; 3; 6; 12 e 24 μg P/mL) foram 

acrescidos com 50 μL de molibidato e 20 μL de reativo redutor em placas de 96 poços 

[28].  

  O pH das soluções foi determinado utilizando um eletrodo de pH (Gel-Filled 

Plastic pH Electrode 13-620-290, Fisher Scientific accumet® Electrodes, Ottawa, 

Ontario, Canada) calibrado com soluções padrões de pH 4.0 and 7.0 [29]. Após 

homogeinização (agitador magnetico, Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil), 5 mL de cada 

solução (n = 3) foi colocada em becker plástico e o pH foi medido após 5 minutos após 

o valor estar estabilizado. 

2.3 Análise Zimográfica 

  Para avaliar o efeito das soluções 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 diluídos em tampão de amostra a uma proporção de 4: 1 e submetidos 

à eletroforese sob condições não reduzidas em gel de dodecil sulfato de sódio-

poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE) contendo 1 mg/mL de gelatina de pele suína (Sigma 

Chemical , St. Louis, MO, EUA) [30]. Padrões SDS-PAGE pré-corados de baixo peso 

molecular (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) foram usados como marcadores 

de peso molecular. Após a eletroforese, os géis foram lavados por 1 h em 2% Triton X-

100 e foram incubados por 18 h a 37°C em solução de ativação (50 mM Tris HCl, 5 mM 

CaCl2, 1μ MZnCl2, 0,02% (w / v) NaN3, pH 7,4) contendo ou não F (250ppm F, 500ppm 

F e 1100ppm F), TMP hidrolisado ou não hidrolisado (0,3%, 1% e 3%), e F/TMP não 

hidrolisado. Após a incubação, os géis foram corados em 0,1% de Coomassie Brilliant 

Blue R-25 por 30 min e descorados (30% de metanol, 10% de ácido acético diluído em 

DW). A atividade gelatinolítica pode ser detectada como bandas claras. Os géis foram 

escaneados (Imagescanner, Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia) e as bandas 

avaliadas por densitometria (unidades arbitrárias) 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 inibição através das soluções experimentais foi 

expressa em porcentagem de acordo com a atividade de MMPs sem pré-tratamento com 

os 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 solução de timol 0,1% por 30 dias. Após esse período, 

os blocos foram preparados, desmineralizados para formar lesões de cárie 

subsuperficiais e distribuídos aleatoriamente nos 13 grupos (n = 10 / grupo). Os blocos 

foram submetidos para ciclagem de pH e tratamento com as soluções acima descritas. 

Em seguida, foram determinados a porcentagem de recuperação de dureza de 

superfície, em seção longitudinal e concentração mineral da dentina. 

 

2.5 Formação da lesão de cárie artificial 

Os espécimes foram cobertos com duas camadas consecutivas de um verniz 

ácidoresistente (esmalte de unha - Colorama Ltd., SP, Brazil), deixando apenas a 

superfície de dentina polida livre para contato com os tratamentos. Os espécimes foram 

divididos em 3 áreas, sendo elas: 1- área Hígida (área H) – 1/3 da superfície foi coberta 

com verniz ácido resistente não entrando em contato com a solução desmineralizante e 

com os tratamentos propostos; 2- área Cárie artificial (área CA) – após ser colocada em 

solução desmineralizante, esta foi coberta com verniz ácido resistente não entrando em 

contato com as soluções de tratamento e, 3- área Tratada (área T) – após ser 

desmineralizada, esta área foi submetida a uma das soluções de tratamento (Figura 1).  

 

 

Figura 1- Blocos de dentina protegido com verniz ácido-resistente [30]. 
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Para indução da lesão de cárie artificial em dentina, estes espécimes foram 

colocados em uma solução desmineralizadora (50 mmol/L de tampão acetato contendo 

2,2 mmol/L CaCl2; 2,2 mmol/L KH2PO4; 0,04 μg F/mL, pH 5,0) por 30 minutos, em 

seguida em solução remineralizadora (1.5 mmol/l Ca(NO3)2 × H2O; 0.9 Mmol/l NaH2-

PO4 × H2O; 150 Mmol/l KCl em 0.02 mol/l tampão cacodilato de sódio; 0,04 μg F/mL, 

pH 7.0) [31] por 2 h, um total de três ciclos diários (na terceira imersão em solução RE, 

os blocos permaneciam por 18h30, até o outro dia de desafio) durante dois dias. Após 

isso, os espécimes foram imersos em solução 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 solução desmineralizadora (1.5 mM CaCl2, 0.9 

mM KH2PO4, e 50 mM tampão lático; pH 5,0) por 8 h. Em seguida, os blocos foram 

tratados novamente, seguido por imersão em solução remineralizante (5 mM CaCl2, 0.9 

mM KH2PO4, 130 mM KCl, 20 mM HEPES, and 5 mM NaN3; pH 7.0) por 16 h dias 

[32,33]. Entre todas as etapas, as amostras de dentina foram lavadas com água 

deionizada. 

 

2.7 Análise da dureza em superfície e em secção longitudinal da dentina 

 

Após a ciclagem de pH de 7 dias, a dureza de superficíe (SH) foi mensurada 

utilizando microdurômetro Micromet 5114 (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), penetrador 

de diamante Knoop (KHN) sob carga de 10 g por 10 segundos [citar]. Foram realizadas 

cinco indentações espaçadas entre si 100 µm no centro de cada área de análise: Hígida 

(H), Cárie artificial (CA) e Tratada (T). A porcentagem da perda de SH, após indução 

da cáries artificial, foi calculada pela fórmula: %SHL = ((SHCA – SHH)/SHH) × 100. Para 

o cálculo da porcentagem de recuperação da SH utilizou-se a formula: %SHR = ((SHT 

– SHCA)/(SHH – SHCA))  × 100. 

Para determinação da dureza em secção longitudinal (CSH), os blocos de dentina 

foram seccionados longitudinalmente, e uma das partes seccionadas foi incluída em 
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resina acrílica com a face cortada na parte superior e polida serialmente. Quatorze 

indentações foram realizadas em cada área das amostras (H, CA e T) em diferentes 

profundidades (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 130, 220 e 330 µm) sob carga 

de 3 g aplicada por 10 s. A área integrada (CSHI) abaixo da curva do perfil da dureza 

em secção longitudinal foi calculada utilizando a regra trapezoidal (GraphPad Prism®, 

versão 7.00) em cada área de análise. A perda da CSH após a indução da cárie artificial 

foi calculada pela formula: %CSHL = ((CSHICA – CSHIH)/CSHIH) × 100. Para o cálculo 

da porcentagem de recuperação da CSH utilizou-se a formula: %CSHR = ((CSHIT – 

CSHICA)/(CSHIH – CSHICA))  × 100 [30,34]. 

 

2.8 Análise das concentrações minerais da dentina 

 

Blocos de dentina (6 mm × 1 mm × 1 mm), obtidos da parte central das fatias 

seccionadas de cada grupo foram analisados por microtomografia computadorizada 

(MicroCT) operada a 60 kV, 166 µA, filtro de alumínio de 0,25 mm, com 3 µm de 

resolução espacial, passo de rotação a 0,400º e movimento aleatório em 0. As projeções 

das imagens foram reconstruídas usando o software NRecon (versão 1.6.10.2, Skyscan 

1272, Bruker MicroCT, Kontich, Bélgica) e suavização em 5, correção de artefato de 

anel em 12 e correção de endurecimento de feixe em 62% [23,35]. Após a reconstrução 

da imagem, fatias virtuais bidimensionais no plano coronal foram adquiridas usando o 

software Data Viewer (versão 1.5.1.2, Skyscan 1272, Bruker MicroCT). Fatias virtuais 

bidimensionais empilhadas foram importadas para o software Image J para produzir o 

perfil de concentração mineral (CM; gHap × cm–3; Figuras 1, 2 e 3) em função da 

profundidade (µm) baseado em curva de calibração (regressão linear, R2 > 0,9985) 

calculada com padrões de referência mineral (0, 0,25 e 0,75 gHap × cm–3). Os perfis 

diferenciais de concentração mineral (Figuras 1, 2 e 3) em cada bloco de dentina foram 

calculados: (1) para determinar a perda mineral de subsuperfície, pela subtração da área 

desmineralizada (Cárie artificial) da área controle (Hígido); e (2) para determinação da 

recuperação mineral de subsuperfície, pela subtração da área tratada e ciclada (Tratada) 

pela área desmineralizada. A seguir, a área integrada dos perfis diferenciais foi calculada 

pela regra trapezoidal (GraphPad Prism®, versão 7.00) resultando na concentração 

mineral integrada (CMI; gHAp × cm–3 × µm) da Cárie artificial e Tratada [23,35]. A 

CMI da área tratada foi calculada em duas zonas de profundidade: área mais externa 
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da lesão de subsuperfície (área A) e área mais profunda da lesão de subsuperfície (área 

B), definidas pela interceptação do perfil diferencial no eixo “x”. A profundidade das 

lesões na área Cárie artificial e Tratada foi calculada (µm) pela interceptação mais 

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

 

2.9 Análise estatística 

Os resultados foram analisados estatisticamente considerando como fatores de 

variação as soluções experimentais e a área de análise (H, CA e T) e como variáveis os 

valores de porcentagem da dureza (%SHL, %SHR, %CSHL e %CSHR) e de 

concentração mineral integrada (CMICA, CMITA e CMITB). Os dados apresentaram 

distribuição normal (teste de Kolmogorov-Smirnov) e homogênea (teste de Cochran) e 

foram submetidos a ANOVA a dois critérios de medidas repetidas, seguido do teste de 

comparação múltiplas de Student-Newman-Keuls. As análises foram realizadas usando 

o software SigmaPlot (versão 12.0) com nível de significância de 5%. 

 

3. Resultados 
 

A Tabela 1 apresenta os resultados da determinação de fluoreto (F), fósforo (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 

os grupos de TMP hidrolisado. O valor de pH nos grupos variou de 6,2 a 7,4. 

Na análise da atividade enzimática do grupo placebo (sem F e TMP) observou-se   

as bandas de 72 e 66 kDa, que correspondem às formas pró-ativa e ativa da MMP-2 e as 

bandas de 92 e 77 kDa, correspondentes às formas pró-ativa e ativa de MMP-9, 

respectivamente (Fig. 2). As soluções contendo 3% de TMP (com ou sem hidrólise), 500 

ppm F, 1100 ppm F e 1100 ppm F + 3% TMP inibiram totalmente a atividade da MMP-

2 e as concentrações menores, parcialmente (Fig. 3). Para a MMP-9, somente o grupo 

1100 ppm F + 3% TMP inibiu completamente sua atividade (Fig. 4).  

A análise da dureza, após a indução de lesão de cárie artificial, mostrou não haver 

diferença (p>0,05) nos valores de perda da dureza de superfície (%SHL) e em secção 

longitudinal (%CSHL) entre os grupos experimentais (Tabela 2). Relação dose-resposta 

foi observada entre concentrações concentração de F nas soluções experimentais e a 

%SHR e %CSHR, com valores maiores que os grupos placebo ou contendo somente TMP 
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hidrolisado ou não (p<0,05) -. Os menores valores de %SHR e %CSHR ocorreram na 

ausência de F nas soluções. A hidrólise do TMP levou a menores valores de %SHR do 

que o não hidrolisado (p<0,05), independente da concentração. As soluções 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 remineralização da dentina (%SHR e %CSHR).  

Os valores da ΔCMI (gHAp × cm-3 × um) e da profundidade da lesão, após indução 

da cárie artificial, não diferiram (p>0,05) entre os grupos experimentais (Tabela 3). 

Houve perda de estrutura dentinária e formação de uma lesão de subsuperfície após a 

indução da cárie artificial (Fig. 5, 6 e 7), como observado através do perfil da 

concentração mineral em secção longitudinal e diferencial. O tratamento com 1100 ppm 

F levou a formação de uma lesão de subsuperfície laminar (Fig. 5). Os grupos sem F 

apresentaram as maiores perdas minerais na região mais externa (área A) da lesão de 

subsuperfície, porém um ganho mineral na parte mais profunda (área B) (p<0,001). 

Fenômeno contrário ocorreu nos grupos contendo F. O ganho mineral na área A mostrou 

dose-resposta em função da concentração de F (p<0,001) e não diferiu de sua contraparte 

contendo TMP (p>0,05). A associação F/TMP levou a menor perda mineral na região 

mais profunda da lesão quando comparada a sua contraparte sem TMP (p<0,001). A 

profundidade da lesão, após a indução da cárie artificial, não diferiu entre os grupos 

experimentais (p>0,05). As soluções contendo 3% TMP (hidrolisado ou não), 250 ppm 

F (com ou sem TMP), 500 ppm F (com ou sem TMP) e 1100 ppm F + 3% TMP não 

diferiram entre si (p>0,05) para os valores de profundidade da lesão (Tabela 3; Fig. 5 e 

6), e apresentaram os menores valores quando comparado aos demais grupos (p<0,001). 

mas foi menor após a ciclagem de remineralização (p<0,001). O grupo 1100 ppm F 

apresentou um aumento na profundidade da lesão não diferindo (p>0,05) dos grupos 

placebo e 0,3% e 1% TMP (hidrolisado ou não).  

 

Discussão 

A Fluorterapia é preconizada como conduta e/ou método preventivo para 

controle da cárie dentária. Desse modo, a busca por estratégias de otimização dos 

produtos fluoretados, assim como a redução de seus efeitos colaterais têm sido 

amplamente pesquisadas. Dentre essas abordagens, a investigação do uso de F 
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associado a fosfatos inorgânicos tem sido reportada com resultados promissores [12-

17]. Este é o primeiro estudo a avaliar o efeito remineralizador de soluções fluoretadas 

contendo TMP não hidrolisado em lesões de cárie dentinária. Como a adição de TMP 

às soluções de F resultou em um potencial de inibição de MMPs e favorecimento de 

remineralização superior às suas contrapartes (sem TMP), a hipótese nula do estudo foi 

rejeitada. 

É pertinente ressaltar que a cárie dentinária é de progressão rápida e seu 

tratamento geralmente é estabelecido pela utilização de produtos com altas 

concentrações de F [10]. Entretanto, essa terapêutica ainda requer avanços potenciais e 

mecanismos de aprimoramento, principalmente devido as propriedades dinâmicas da 

dentina. Estudos recentes têm demonstrado que a adição do TMP a dentifrícios 

fluoretados levou a uma maior obliteração dos túbulos dentinários, aumento na 

concentração de minerais na dentina [23], assim como reduziu a condutância hidráulica 

da dentina [36] quando comparado aos dentifrícios sem a incorporação desse fosfato. 

Em adição a isso, Gonçalves et al. [30] evidenciaram que o TMP hidrolisado em NaOH 

apresenta efeito anti-proteolítico sobre a degradação de colágeno ao inibir a atividade 

de metaloproteinases dentinárias (-2 e -9). Além disso, também reportaram o efeito 

remineralizador do TMP (1,5%) associado com solução saturada de cálcio (Ca [OH]2) 

em lesões artificiais de cárie. Entretanto, associação de 1,5%TMP e 1100F não se 

mostrou eficaz em promover a remineralização da dentina, diferentemente do presente 

estudo. A ineficiência remineralizadora dessa associação possivelmente se atribuiu a 

ausência de proporção molar F/TMP adequada. Os estudos mais recentes mostraram 

que uma proporção fosfato/fluoreto adequada deve ser objetivada para obter um maior 

efeito anticárie. As concentrações de TMP testadas neste estudo foram baseadas na 

proporção F/TMP avaliadas em estudos prévios sobre o esmalte dentário [12,16,19-22], 

os quais demonstraram que a adição dessas concentrações de TMP aumentaram 

significativamente o efeito anticárie de produtos fluoretados quando comparado aos 

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

Além disso, os estudos conduzidos por Gonçalves et al. [30,37] avaliaram o TMP 

em hidrólise alcalina observando baixo potencial remineralizante. Esses achados são 

corroborados com os resultados obtidos com as três concentrações (0,3%, 1% e 3%) de 

TMP hidrolisado verificadas neste estudo. Uma possível justificativa da ineficiente 

performance deste fosfato quando hidrolisado em NaOH estar relacionado a sua baixa 
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disponibilidade para o desafio cariogênico, em contrapartida fornece fosfato, 

principalmente na concentração de 3%, para se ligar as protéinas da dentina, o que 

justifica o efeito na inibição enzimática. Em detrimento disso, os grupos de TMP 

hidrolisados não obtiveram a mesma capacidade remineralizadora na dentina 

previamente cariada, em superfície e em profundidade, quando comparados aos grupos 

que não foram submetidos a hidrólise. No entanto, o mesmo não foi observado para 

capacidade anti-proteolítica sobre as metaloproteinases da matriz, uma vez que a 

concentração de 3% de TMP (hidrolisado ou não) inibiu totalmente a atividade de 

MMP-2 e, somente o TMP hidrolisado reduziu em torno de 40% a atividade da MMP-

9. É pertinente ressaltar que o efeito sinérgico de TMP/F foi observado somente na 

concentração de 1100F e 3%TMP, para MMP-9. A maior resistência de MMP-9 

verificada sobre esses agentes é reportada na literatura [30,37]. 

 É pertinente mencionar que as concentrações mais baixas (0,3% ou 1,0%) de 

TMP não produziram inibição significativa ou completa de MMPs. Estes resultados 

devem-se provavelmente a uma concentração insuficiente de TMP no meio de 

incubação e ao pequeno número de grupos fosfato disponíveis. Desse modo, não foram 

capazes de promover depleção de todos os íons de cálcio presentes no meio de 

incubação, não permitindo assim a inativação das proteases. É sabido que a presença 

de Ca2+ é importante para manter a configuração tridimensional necessária para a 

atividade enzimática [38]. Além disso, a presença de F- pode formar um complexo não 

apenas com o cálcio ionizado ligado à enzima, mas também com o cálcio no meio de 

incubação para formar um CaF2 fortemente complexado [39]. A solução contendo 3% 

de TMP apresentou melhor atividade anti-proteolítica e, com base nos resultados de 

dureza e concentração mineral, o uso da solução de 3%TMP por si só não foi suficiente 

para reduzir significativamente a perda mineral. Entretanto, quando esta solução foi 

associada ao 1100 ppm F foram observadas diferenças significativas nos valores de 

dureza e teor mineral em comparação com a condição desmineralizada e a solução 1100 

ppm F sem o fosfato. 

A indução de lesões de cárie 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 dentinária para induzir remineralização, diminuir as 

taxas de biodegradação e aumentar a nucleação mineral. Sendo assim, verificar a 

relação dose-resposta é um passo importante na avaliação da eficácia de qualquer 
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suplemento adicionado ao F, como também validar o protocolo experimental utilizado 

[40]. Os resultados obtidos nas análises mecânicas para os grupos Placebo, 250 ppm F, 

500 ppm F e 1100 ppm F mostram uma relação dose-reposta e validam o modelo de 

ciclagem de pH adotado (Tabela 2). Além disso, foi possível constatar a otimização do 

efeito remineralizador de todas as soluções fluoretadas suplementadas com TMP 

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

Os bons resultados decorrentes da adição do TMP, principalmente no grupo 1100 

ppm F + 3% TMP, estão provavelmente relacionados à retenção de íons carregados de 

CaF+ e Ca2+ pela substituição do Na+ da estrutura cíclica deste sal inorgânico [14]. Em 

pH ácido, essas ligações são rompidas liberando Ca2+ e CaF+ que podem reagir com 

H2PO4
- levando à formação de CaHPO 4

0 e HF0 [41]. A difusão desses íons neutros no 

substrato dentário é mil vezes maior do que a dos íons carregados potencializando o 

processo de remineralização. Ademais, os grupos aniônicos do TMP (P−O-) podem se 

ligar aos grupos amino (NH2) [42,43] ou hidroxila (OH) [44,45] da proteína de 

colágeno, tornando a superfície da dentina mais aniônica e, portanto, mais propensa 

para a ligação de cátions. Uma vez adsorvido à dentina, o TMP atua como um agente 

de nucleação para a precipitação de fosfatos de cálcio [42,43].  

Nesse sentido, tem sido sugerido que o TMP fornece locais de nucleação para 

precipitação de apatita, melhorando a remineralização da dentina, uma vez que a 

deposição de apatita no colágeno é difícil devido à falta de sítios de nucleação para sua 

formação [42]. Além disso, como mencionado anteriormente a quebra da formação 

reticular do TMP, há retenção em sua estrutura H+ reduzindo a difusão do ácido para os 

tecidos duros dentais diminuindo sua desmineralização. Isso tem um impacto direto na 

incorporação de F e cálcio no substrato dentário, aumentando a remineralização 

principalmente em profundidade [19,21,23]. Um fator importante que promove os 

efeitos do TMP é ser liberado lentamente no meio de modo adjunto ao flúor [16] e sua 

capacidade de permanecer ligado aos tecidos dentários por mais tempo [18], o que 

facilita o transporte de íons para a lesão [18,21]. Essas particularidades do sal quando 

associado ao F reforça o efeito de redução da profundidade lesão de cárie mostrada pela 

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

O mecanismo mencionado tem impacto direto na incorporação desses íons pelo 

esmalte e dentina, impulsionando a remineralização em subsuperfície. De acordo com 
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o estudo de Favretto et al. [23], o aumento do conteúdo mineral produzido pela 

combinação TMP/F não se restringiu à superfície externa da dentina, mas também 

ocorreu em profundidade como comprovado no presente estudo. Isso reforça a 

afirmação que há precipitação no interior dos túbulos dentinários e não apenas na 

superfície. Além disso, na literatura científica já há relatos que após desafio ácido e 

processo de dissolução da dentina, a re-precipitação do fosfato de cálcio leva a uma 

maior concentração de minerais nos túbulos dentinários após tratamento com 

dentifrícios fluoretados incorporados com TMP [36].  

Dessa forma, os bons resultados obtidos nesse estudo para todas as associações de 

F e TMP pode ser atribuído a permanência da alta mineralização do colágeno e 

obliteração de túbulos dentinários, sugerindo uma maior interação entre as partes 

minerais (fosfato de cálcio) e proteínas da matriz dentinária [23]. Assim, como o TMP 

promove uma dentina mais aniônica, há maior fluxo de cálcio e fosfato para os túbulos 

dentinários, potencializando o efeito remineralizador, uma vez que conforme relatado 

por Kawasaki et al. [46] a remineralização da dentina também ocorre pelo crescimento 

de cristais inorgânicos residuais no corpo da lesão, de modo que a presença do TMP ao 

íon F justifica esse maior favorecimento na remineralização dentinária.  

A indução de lesões semelhantes à cárie na dentina bovina é um método relevante 

para desenvolver novas terapias preventivas e/ou terapêuticas para cárie dentinária 

[47,48]. Vale ressaltar que o substrato dentinário apresenta diferenças importantes em 

relação ao esmalte, principalmente em sua estrutura e composição. Na dentina, essas 

diferenças estão ligadas diretamente a presença de matriz orgânica, redução dos cristais 

de hidroxiapatita, menores níveis de organização cristalina e solubilidade, esta última 

merece destaque atentando principalmente a importância clínica, uma vez que o tecido 

dentinário sofre dissolução em queda de pH bucal em torno de 6,2, enquanto o esmalte 

dentário 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 sítios de ligação 

de hidroxiapatita (OH) e colágeno (NH2), que oferece mais possibilidades de adsorção 

de TMP. Devido a essas características do substrato dentinária não é viável estabelecer 

uma comparação similar com o efeito em esmalte, ou esperar uma resposta 

padrão/semelhante aos resultados já reportados para esse tecido. 

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

avaliação do impacto de novos ingredientes ativos em produtos fluoretados, bem como 
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sua associação com outros tratamentos anticárie, os protocolos in vitro apresentam 

limitações, pois não abordam o impacto da saliva/biofilme e agentes colagenolíticos 

sobre a interação do TMP com a dentina, não reproduzindo assim todas as condições 

intraorais. Assim os resultados devem ser avaliados com cautela, preconizando 

modelos de estudo in situ de cárie e estudos clínicos para elucidar seu efeito no processo 

des-remineralização. 

Levando em consideração os dados obtidos e as limitações do modelo 

experimental, podemos concluir que: (1) 3% TMP atua como um agente 

antiproteolítico contra metaloproteinases da matriz dentinária. A associação com 1100F 

inibe totalmente a atividade gelatinolítica de MMPs -2/-9. (2) os tratamentos de lesões 

artificiais de cárie dentinária com TMP não hidrolisado apresentaram melhores efeitos 

remineralizantes que os tratamentos com TMP hidrolisado; (3) a adição de TMP não 

hidrolisado a soluções fluoretadas produziu efeito remineralizador significativamente 

maior em lesões artificiais de cárie na dentina quando comparadas as soluções 

fluoretadas sem o TMP. Dessa forma, uma potencial estratégia preventiva e terapêutica 

pode ser considerada na clínica odontológica, principalmente na terapia da cárie 

radicular, como também para método preventivo de lesões iniciais de cárie dentinária 

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 

presença das soluções experimentais contra a atividade gelatinolítica 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 

soluções experimentais utilizadas. 

  

  

  

 

 

 

 

 

Figura 4. Porcentagem (%) da atividade de MMP-9 recombinante de acordo com as 

soluções experimentais utilizadas. 
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Figura 5. Fotomicrografias da renderização de volume 3D pelo software CTVox (versão 

3.00, Brucker Micro-CT) das projeções dos blocos de dentina (região central), perfil em 

secção longitudinal e diferencial da concentração mineral (gHAp × cm-3) em função da 

profundidade (μm) nas distintas áreas da dentina: hígida, cárie artificial e tratada com as 

soluções experimentais: Placebo, 250 ppm F, 500 ppm F e 1100 ppm F.  
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Figura 6. Fotomicrografias da renderização de volume 3D pelo software CTVox 

(versão 3.00, Brucker Micro-CT) das projeções dos blocos de dentina (região central), 

perfil em secção longitudinal e diferencial da concentração mineral (gHAp × cm-3) em 

função da profundidade (μm) nas distintas áreas da dentina: hígida, cárie artificial e 

tratada com as soluções experimentais: 250 ppm F + 0.3% TMP, 500 ppm F + 1% TMP 

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

(versão 3.00, Brucker Micro-CT) das projeções dos blocos de dentina (região central), 

perfil em secção longitudinal e diferencial da concentração mineral (gHAp × cm-3) em 

função da profundidade (μm) nas distintas áreas da dentina: hígida, cárie artificial e 

tratada com as soluções experimentais:  0,3% 1% e 3%. 
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Tabela 1 – Valores de fluoreto (F), fósforo total (P) e pH (média ± dp) das soluções 

experimentais 

Solução F (µg/mL) P (µg/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 hl 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 superfície (%SHL) e em 

secção longitudinal (%CSHL), após indução da cárie artificial, e recuperação da dureza 

de superfície (%SHR) e em secção longitudinal (%CSHR), após tratamento e ciclagem 

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

Tratamentos 
Dureza de Superfície 

 Dureza em Secção 

Longitudinal 

%SHL %SHR  %CSHL %CSHR 

Placebo 
−61.4a,A 

(4,6) 

9,5a,b,B 

(3,1) 

 −50,2a,A 

(4,0) 

4,8a,B 

(1,1) 

0,3% TMP 
−61,4a,A 

(5,3) 

10,4a,B 

(4,2) 

 −50,2a,A 

(4,3) 

6,5a,B 

(1,4) 

1% TMP 
−61,8a,A 

(5,8) 

15,8a,B 

(3,0) 

 −48,1a,A 

(2,0) 

12,4b,B 

(3,1) 

3% TMP 
−56,6a,A 

(3,1) 

15,5a,B 

(4,3) 

 −44,1a,A 

(2,6) 

12,3b,B 

(2,5) 

0,3% TMP hl 
−62,8a,A 

(6,1) 

4,2b,B 

(3,4) 

 −46,0a,A 

(3,2) 

4,5a,B 

(1,2) 

1% TMP hl 
−58,8a,A 

(4,6) 

5,9b,B 

(3,5) 

 −46,7a,A 

(4,7) 

5,8a,B 

(2,0) 

3% TMP hl 
−60,9a,A 

(5,4) 

4,4b,B 

(3,7) 

 −44,8a,A 

(3,1) 

5,2a,B 

(1,5) 

250 ppm F 
−59,7a,A 

(5,6) 

26,9c,B 

(3,5) 

 −50,8a,A 

(2,2) 

17,5c,B 

(2,9) 

500 ppm F 
−57,6a,A 

(4,4) 

40,7d,B 

(4,7) 

 −48,8a,A 

(4,8) 

26,0d,B 

(3,7) 

1100 ppm F 
−61,9a,A 

(6,2) 

53,5e,B 

(4,5) 

 −48,1a,A 

(4,3) 

44,1e,B 

(8,0) 

250 ppm F + 

0,3% TMP 
−60,1a,A 

(7,3) 

37,3d,B 

(3,8) 

 −45,5a,A 

(2,3) 

28,8d,B 

(2,9) 

500 ppm F + 

1% TMP 
−58,3a,A 

(5,6) 

49,1e,B 

(4,6) 

 −46,9a,A 

(3,1) 

36,9f,B 

(3,2) 

1100 ppm F + 

3% TMP 
−58,5a,A 

(5,4) 

68,9f,B 

(4,2) 

 −47,1a,A 

(3,3) 

54,6g,B 

(9,4) 

Letras minúsculas iguais indicam não haver diferença entre os grupos experimentais em 

cada momento de análise (Student-Newman-Keuls; p<0,05). Letras maiúsculas diferentes 

indicam diferença entre o período de análise (pós indução de cárie vs. pós 

ciclagem/tratamento) para cada grupo experimental (Student-Newman-Keuls; p<0,05). 
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Tabela 3. Valores médios (DP) da CMI (gHAp × cm-3 × µm) e da profundidade da lesão 

(µm) após indução da cárie artificial em dentina e pós-tratamento de acordo com os 

grupos experimentais (n=10) 

Tratamentos 

CMI 

(gHAp × cm-3 × um) 

 Profundidade da 

Lesão 

(µm) 

Cárie 

artificial 

Tratado  
Cárie 

artificial 
Tratado 

área A área B  

Placebo 
-31,2a 

(8,7) 

-6,6a,A 

(3,1) 

2,4a,B 

(1,3) 

 183,0a,A 

(23,3) 

162,0a,B 

(82,2) 

0,3% TMP 
-36,5a 

(6,2) 

-7,1a,A 

(3,0) 

0,9a,B 

(0,5) 

 156,9a,A 

(17,6) 

168,9a,B 

(50,1) 

1% TMP 
-32,4a 

(8,3) 

-5,8a,A 

(2,1) 

2,4a,B 

(1,4) 

 181,5a,A 

(15,3) 

167,7a,B 

(45,8) 

3% TMP 
-32,9a 

(10,4) 

-6,9a,A 

(1,4) 

0,7a,B 

(0,7) 

 164,7a,A 

(34,1) 

118,5b,B 

(32,3) 

0,3% TMP hl 
-36,3a 

(5,5) 

-7,0a,A 

(3,2) 

1,4a,B 

(1,3) 

 148,5a,A 

(16,3) 

162,6a,B 

(38,8) 

1% TMP hl 
-36,6a 

(3,8) 

-9,6b,A 

(3,2) 

1,5a,B 

(1,4) 

 145,8a,A 

(26,8) 

165,3a,B 

(35,3) 

3% TMP hl 
-35,3a 

(6,8) 

-10,6b,A 

(2,0) 

0,5a,B 

(0,2) 

 147,9a,A 

(19,1) 

118,8b,B 

(26,3) 

250 ppm F 
-34,7a 

(8,9) 

6,1c,A 

(1,7) 

-5,0b,B 

(2,0) 

 170,7a,A 

(22,9) 

114,6b,B 

(29,7) 

500 ppm F 
-32,0a 

(8,6) 

8,9d,A 

(2,3) 

-5,3b,B 

(2,7) 

 183,3a,A 

(31,4) 

119,4b,B 

(30,0) 

1100 ppm F 
-35,6a 

(8,4) 

13,5e,A 

(2,8) 

-6,0b,B 

(2,9) 

 147,9a,A 

(19,0) 

156,9a,B 

(29,5) 

250 ppm F + 

0,3% TMP 

-34,7a 

(9,1) 

6,6c,A 

(1,7) 

-2,9c,B 

(1,9) 

 157,8a,A 

(21,0) 

108,6b,B 

(22,4) 

500 ppm F + 

1% TMP 

-33,9a 

(7,6) 

10,5d,A 

(2,0) 

-2,5c,B 

(1,6) 

 174,3a,A 

(25,1) 

112,8b,B 

(22,4) 

1100 ppm F 

+ 

3% TMP 

-31,8a 

(8,6) 

13,7e,A 

(3,9) 

-0,4d,a,B 

(0,6) 

 
174,9a,A 

(26,5) 

107,0b,B 

(17,4) 

Letras minúsculas iguais indicam não haver diferença entre os grupos experimentais em 

cada momento de análise (Student-Newman-Keuls; p<0,05). Letras maiúsculas 

diferentes indicam diferença entre o período ou área de análise (pós indução de cárie vs. 

pós ciclagem/tratamento) para cada grupo experimental (Student-Newman-Keuls; 

p<0,05). 
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APÊNDICE A 

PREPARO E DOSAGEM DAS SOLUÇÕES 

              

 

 

 

  

- Água deionizada (Placebo – controle 

negativo); 

-Soluções de TMP hidrolisado e não 

hidrolisado (Sigma-Aldrich Co., USA), 

nas concentrações de 0,3%; 1% e 3%; 

- Soluções de F (NaF, Merck, Alemanha), 

nas concentrações de 250, 500 e 1100 

ppm F; 

- Soluções contendo 250 ppm F e 0,3% 

TMP; 500 ppm F e 1% TMP; e 1100 ppm 

F e 3% de TMP. 

 

As 13 soluções foram preparadas 

e, em seguida, as dosagens de 

fósforo e fluoreto foram 

realizadas. 
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APÊNDICE B  

ANÁLISE ZIMOGRÁFICA 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Poço         

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

 

 Esquema de inserção das amostras nos poços do gel de zimografia. 

Soluções Experimentais 

Tampão de Incubação Análise por densitometria: MMP-2 e MMP-9 



Apêndices 

65 
 

  

 

APÊNDICE C 

PREPARO DOS BLOCOS DE DENTINA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Bloco de dentina bovina medindo 

6×4×2 mm, obtido após secção 

longitudinal em cortadeira. 

2. Bloco fixado com cera pegajosa em suporte de 

acrílico antes (esquerda) e após (direita) 

polimento. 
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APÊNDICE D 

PREPARO DOS BLOCOS E INDUÇÃO DAS LESÕES ARTIFICIAIS DE CÁRIE 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1/3 de cada bloco foi protegido com verniz ácido-resistente 

(imagem da direita) e em seguida foi realizada a indução das 

lesões artificiais de cárie. 
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APÊNDICE E 

TRATAMENTOS E CICLAGEM DE PH 

 

 

 

 

 

 

 

 Mais 1/3 de cada bloco foi protegido com verniz 

ácido-resistente e, em seguida, foram realizados a 

ciclagem de pH e os tratamentos.  
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APÊNDICE F 

ANÁLISE QUANTO À RECUPERAÇÃO DE DUREZA DE SUPERFÍCIE 

                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cinco endentações realizadas em cada uma das 

três áreas dos blocos, com 100 µm entre elas. A 

carga utilizada foi de 10 g, por 10 segundos. 
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, 

APÊNDICE G 

ANÁLISE DA DUREZA DA DENTINA EM SECÇÃO LONGITUDINAL (∆KHN) 

               

                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os blocos foram seccionados longitudinalmente e embutidos em 

resina acrílica a frio. Em seguida, foram avaliados quanto à 

dureza em secção longitudinal em microdurômetro, com carga de 

3g, durante 10 segundos. 
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APÊNDICE H 

ANÁLISE PELA MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparo da amostra de 6 mm × 1 mm × 1 mm para análise pelo Micro-CT 

  

   

 

  

 

  

  

   

 

 

   

 

 

 

 Software de escaneamento Projeção gerada da amostra 
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APÊNDICE I 

FLUXOGRAMA DAS ANÁLISES MECÂNICAS 

 

 

 

Blocos de dentina preparados e divididos em três áreas. Após a indução das lesões 

artificiais de cárie e a ciclagem de pH com tratamento, as análises de dureza superficial, 

em secção longitudinal e por microtomografia computadorizada foram realizadas.  

 

 

 

 

 

 

 

1 2 31 2 3

1/3 do bloco foi 

protegido com 

verniz ácido-

resistente (área 

controle) 

1/3 do bloco foi 

protegido com 

verniz ácido-

resistente (área 

desmineralizada)

Lesões artificiais 

de cárie

Ciclagem 

de pH

Dureza superficial 

(DS) analisada em 

cada uma das três 

áreas

Área integrada de Dureza de 

subsuperfície (KHN × mm) 

analisada em cada uma das três 

áreas

Superfície 

dentinária

----
-

-
-
-

-----
-

-
-
-

- ----
-

-
-
-

-


