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TOLEDO P.T.A. Sintese de trimetafosfato de calcio e seu efeito contra a erosao
inicial, energia livre da superficie do esmalte e desenvolvimento de nova membrana
para engenharia de tecidos periodontais: estudo in vitro. 136 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias, area de concentragdo Saude Bucal da Crianga) — Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2024.

Resumo Geral

O trabalho de tese foi dividido em 2 capitulos. O primeiro capitulo teve como
objetivo sintetizar ciclotrifosfato (TMP) com substituicdo total do soédio pelo calcio
(Ca?*), avaliar in vitro a energia livre de superficie (ys) e o efeito na inibigdo da leséo
erosiva inicial do esmalte. O segundo capitulo visou criar e avaliar nanofibras
biodegradaveis a base de polimeros, contendo distintas concentragcbes de
trimetafosfato de calcio (CaTMP) para engenharia de tecidos periodontais. No
primeiro capitulo, ciclotrifosfatos com substituicdo total do sodio pelo calcio foram
sintetizados e este biomaterial foi caracterizado morfologicamente por espectroscopia
de raios X por energia dispersiva (EDS) e microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Avaliou-se a energia livre de superficie através de um goniébmetro utilizando trés
liquidos sonda: agua deionizada, diiodometano e etilenoglicol. Blocos de esmalte
bovino (4 x 4 mm) foram distribuidos aleatoriamente de acordo com a média de dureza
de superficie (SH) do total de blocos e o intervalo de confianga entre 7 grupos de
dentifricios experimentais contendo 1% dos compostos: 100%NaTMP/0%CaTMP
(NaTMP); 80%NaTMP/20%CaTMP (20CaTMP); 50%NaTMP/50%CaTMP
(50CaTMP);  20%NaTMP/80%CaTMP  (80CaTMP); 100%CaTMP/0%NaTMP
(CaTMP). Como controle negativo, foi utilizado um dentifricio placebo e, como
controle positivo, um dentifricio com 1100 ppm de F (NaF, Merck, CAS 7681-49-4,
Alemanha). Para analise do efeito protetor, os blocos de esmalte higidos foram
imersos em solugédo de dentifricios com saliva humana por 2 horas (sob agitacéo),
seguidos por 4 desafios erosivos (acido citrico, 0,75%, pH 3,5, por 1 minuto, sob
agitacdo). A porcentagem de variagao da dureza superficial (%SH) foi calculada ap6s
o tratamento e os desafios acidos de 1, 2, 3 e 4 minutos. Além disso, os precipitados
foram analisados por MEV. As variaveis foram submetidas a analise de variancia de



medidas repetidas a dois critérios, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls
(p<0,05). No segundo capitulo, solugdes de poli(éster ureia) (PEU) (5% p/v) contendo
Ca-TMP (15%, 30%, 45% p/p) foram eletrofiadas em estruturas fibrosas. As fibras
foram avaliadas por MEV, EDS, analise termogravimétrica (TGA), espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difragdo de raios-X (DRX) e
ensaios mecanicos. A taxa de degradacao, a taxa de inchacgo e a liberagao de calcio
também foram avaliadas. A interacdo célula/CaTMP e célula/scaffold foi avaliada
usando células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHEDs) para
viabilidade celular, adesdo e atividade de fosfatase alcalina (ALP). Analise de
variancia (ANOVA) e testes post-hoc (a = 0,05) foram utilizados. Assim, o primeiro
capitulo concluiu que o dentifricio contendo CaTMP apresentou o maior efeito protetor
em comparagdo aos outros grupos (p < 0,001). O efeito protetor foi
100%CaTMP/0%NaTMP > 20%NaTMP/80%CaTMP > 50%NaTMP/50%CaTMP >
80%NaTMP/20%CaTMP > 1100 ppm F > 100%NaTMP/0%CaTMP > placebo (p <
0.05). Todos os grupos formaram precipitados com camadas mais espessas ao
utilizar qualquer concentragdo de CaTMP. Quanto maior a percentagem de CaTMP
nos grupos, maior foi a adsor¢gdo de CaTMP e mais sitios doadores de elétrons na
superficie do esmalte foram alcangados. No segundo capitulo, as membranas
baseadas em PEU e PEU/CaTMP apresentaram diametros de fibra de 469 nm e 414—
672 nm, respectivamente. A caracterizagdo quimica atestou a incorporagao de
CaTMP nas fibras. A adicdo de CaTMP resultou em maior estabilidade de degradacéo
e menor variagao dimensional do que as fibras de PEU puras; no entanto, foram
observadas caracteristicas mecéanicas semelhantes. O calcio minimo foi liberado
ap6s 21 dias de incubagcdo em solugcdo enriquecida com lipase. Os extratos de
CaTMP aumentaram a viabilidade celular e a atividade de ALP, embora ndo tenham
sido encontradas diferencas significativas entre os grupos de suporte. No geral,
concluiu-se que os dentifricios contendo CaTMP tém um efeito protetor superior na
reducdo das lesdes erosivas iniciais do esmalte e que o CaTMP foi efetivamente
incorporado nas fibras de PEU, melhorando a estabilidade da membrana sem
comprometer as propriedades morfolégicas e sem promover fungdo celular

significativa.

Palavras-chaves: Esmalte dentario, Fosfatos, Desmineralizagdo, Dentifricios,

Engenharia Tecidual, Nanofibras.



TOLEDO P.T.A. Synthesis of calcium trimetaphosphate and its effect against initial
erosion, enamel surface free energy, and development of a new membrane for
periodontal tissue engineering: an in vitro study. 136 f. Tese (Doutorado em Ciéncias,
area de concentragdo Saude Bucal da Crianga) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2024.

General Abstract

The thesis work was divided into 2 chapters. The first chapter aimed to synthesize
cyclotriphosphate (TMP) with complete substitution of sodium by calcium (Ca?*), to
evaluate in vitro the surface free energy (ys) and the effect on inhibiting the initial
erosive lesion of the enamel. The second chapter aimed to create and evaluate
biodegradable nanofibers based on polymers containing different concentrations of
calcium trimetaphosphate (CaTMP) for periodontal tissue engineering. In the first
chapter, cyclotriphosphates with total substitution of sodium by calcium were
synthesized, and this biomaterial was morphologically characterized by dispersive X-
ray spectroscopy (EDS) and scanning electron microscopy (SEM). The surface free
energy was evaluated using a goniometer with three probe liquids: deionized water,
diiodomethane, and ethylene glycol. Bovine enamel blocks (4 x 4 mm) were randomly
distributed according to the average surface hardness (SH) of all blocks and the
confidence interval among 7 experimental toothpaste groups containing 1% of the
compounds: 100%NaTMP/0%CaTMP (NaTMP); 80%NaTMP/20%CaTMP
(20CaTMP);  50%NaTMP/50%CaTMP  (50CaTMP); 20%NaTMP/80%CaTMP
(80CaTMP); 100%CaTMP/0%NaTMP (CaTMP). As a negative control, a placebo
toothpaste was used, and as a positive control, a toothpaste with 1100 ppm F (NaF,
Merck, CAS 7681-49-4, Germany) was used. For the analysis of the protective effect,
the sound enamel blocks were immersed in a solution of toothpastes with human
saliva once for 2 hours (under agitation), followed by 4 erosive challenges (citric acid,
0.75%, pH 3.5, for 1 minute, under agitation). The percentage of surface hardness
variation (%SH) was calculated after the treatment and the acid challenges of 1, 2, 3,
and 4 minutes. Additionally, the precipitates were analyzed by SEM. The variables
were subjected to two-way repeated measures analysis of variance, followed by the
Student-Newman-Keuls test (p<0.05). In the second chapter, solutions of poly(ester



urea) (PEU) (5% w/v) containing Ca-TMP (15%, 30%, 45% w/w) were electrospun into
fibrous structures. The fibers were evaluated by SEM, EDS, thermogravimetric
analysis (TGA), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction
(XRD), and mechanical tests. The degradation rate, swelling rate, and calcium release
were also evaluated. The cell/CaTMP and cell/scaffold interaction were assessed
using human exfoliated deciduous teeth stem cells (SHEDs) for cell viability, adhesion,
and alkaline phosphatase activity (ALP). Analysis of variance (ANOVA) and post-hoc
tests (a = 0.05) were used. Thus, the first chapter concluded that the toothpaste
containing CaTMP showed the highest protective effect compared to the other groups
(p < 0.001). The protective effect was ranked as follows: 100%CaTMP/0%NaTMP >
20%NaTMP/80%CaTMP > 50%NaTMP/50%CaTMP > 80%NaTMP/20%CaTMP >
1100 ppm F > 100%NaTMP/0%CaTMP > placebo (p < 0.05). All groups formed
precipitates with thicker layers when using any concentration of CaTMP. The higher
the percentage of CaTMP in the groups, the greater the adsorption of CaTMP and
more electron donor sites on the enamel surface were achieved. In the second
chapter, the membranes based on PEU and PEU/CaTMP presented fiber diameters
of 469 nm and 414-672 nm, respectively. Chemical characterization confirmed the
incorporation of CaTMP into the fibers. The addition of CaTMP resulted in greater
degradation stability and less dimensional variation than pure PEU fibers; however,
similar mechanical properties were observed. Minimal calcium was released after 21
days of incubation in a lipase-enriched solution. The CaTMP extracts increased cell
viability and ALP activity, although no significant differences were found between the
support groups. Overall, it was concluded that toothpastes containing CaTMP have a
superior protective effect in reducing initial erosive enamel lesions and that CaTMP
was effectively incorporated into PEU fibers, improving the stability of the membrane
without compromising morphological properties and without promoting significant

cellular function.

Keywords: Tooth enamel, Phosphates, Demineralization, Dentifrices, Tissue

Engineering, Nanofibers.
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INTRODUGAO GERAL

A erosdo dentaria € caracterizada pela perda quimica da substancia mineral
do dente, causada pela exposi¢cdo a acidos nao derivados de bactérias orais. O
desgaste dentario erosivo, por sua vez, abrange a perda gradual da superficie
mineralizada do dente devido a varios fatores fisicos ou quimiofisicos, incluindo
erosdo dentaria, atrito e abrasdo (Jadeja et al., 2023; Schlueter et al., 2020). O
desgaste erosivo dos dentes é cada vez mais reconhecido como uma condi¢céo
comum na clinica dentaria, com prevaléncia relatada variando entre 30 a 50% nos
dentes deciduos e 20 a 45% nos dentes permanentes (Lussi et al., 2019). Portanto,
€ necessario estabelecer abordagens preventivas e terapéuticas efetivas, focadas na
etiopatogenicidade da lesdo. As medidas preventivas devem comegar precocemente
e envolver medidas causais, como orientagdes dietéticas, para reduzir a frequéncia e
a severidade dos desafios erosivos (Magalhaes et al., 2009; Buzalaf et al., 2012).

Estudos recentes mostraram que o trimetafosfato de sédio (NaTMP) reduz a
erosdo das estruturas dentarias quando associado ao fluoreto (200 a 1100 ppm F)
(de Toledo PTA et al., 2022; Cruz et al., 2015; Danelon et al., 2018). A literatura indica
que grupos anibénicos, a partir de fosfatos lineares, tém a capacidade de atrair ions
calcio, atuando como agentes nucleadores de cristais de apatita (Li e Chang, 2008;
Leone et al., 2008). Os fosfatos sdo geralmente classificados como ciclofosfatos,
polifosfatos ou fosfatos inorganicos ramificados. Os polifosfatos tém a formula geral
Mn+2)PnO(3n+1), com os ions fosforo dispostos em cadeias lineares. Esses fosfatos sao
nomeados de acordo com a quantidade de fosforos, como por exemplo, tripolifosfatos
e tetrapolifosfatos, embora o mono- e difosfatos ainda sejam chamados de ortofosfato
e pirofosfato, respectivamente. Os ciclofosfatos (chamados de metafosfatos) tém a
composic¢ao representada pela férmula (MPO3)" (Greenfield & Clift, 1975; Kulaev et
al., 2005). Até recentemente, apenas o ciclotrifosfato (trimetafosfato de sédio — TMP)
e o ciclohexafosfato (hexametafosfato de sédio - HMP) foram empregados em
processos de mineralizagao (Schroder & Muller, 1999; Kulaev et al., 2005).

A adicao de fosfato ciclico a produtos fluoretados, como o NaTMP, demonstra
que é possivel aumentar o potencial anti-erosivo (de Toledo PTA et al., 2022; Danelon
et al., 2018), pois o NaTMP atuaria bloqueando a difus&o de acido, reduzindo assim
o amolecimento do esmalte em profundidade (Danelon et al., 2018). Entretanto,

nenhum estudo analisou se a substituicdo do sdédio pelo calcio na molécula do TMP
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resultaria em um composto com maior atividade contra a erosdo dentaria e uma maior
energia livre de superficie, sem a necessidade de associacdo com fluoreto. Além
disso, o TMP é um fosfato inorganico ciclico e esta presente nos fosfolipidios, o que
pode resultar em interagdes diferenciadas com a superficie do esmalte. Considerando
que o NaTMP e o CaTMP podem apresentar diferentes interagdes com a superficie
do esmalte, é essencial avaliar suas interagdes em um ambiente rico em Ca?* e PO43"
(simulando o ambiente salivar) para corroborar as evidéncias cientificas que
sustentam as hipoteses levantadas. Ademais, sabe-se que as propriedades
superficiais de um substrato e sua interacdo com o meio podem ser analisadas
utilizando a energia livre de superficie (ys) (Neves et al., 2018).

Ao contrario dos produtos exclusivamente fluoretados, que apresentam um
efeito restrito a superficie, os ciclofosfatos também reduzem a perda mineral no
interior do esmalte (Takeshita et al., 2011). A acdo do TMP na protecédo da
hidroxiapatita (HA) ainda ndo esta completamente compreendida, mas os resultados
sugerem que o mecanismo esta relacionado a adsor¢do do TMP na superficie do
esmalte (Gonzalez et al., 1973; van Dijk et al., 1980), o que resulta em uma reducéo
da troca iGnica entre o esmalte e o meio bucal. O TMP se liga aos sitios de grupos
hidroxila da HA (Delbem et al., 2014; Amaral et al., 2018), diminuindo a perda de
calcio e promovendo a cristalinidade da HA. A adsorcéo de TMP ¢ influenciada pela
presenga de fluoreto, ja que o aumento de sua concentragdo no meio reduz a
adsorgao do TMP na HA, sugerindo uma competi¢cédo entre o fluoreto e o TMP pelo
mesmo sitio de ligacdo na HA (Amaral et al., 2018). Portanto, a propor¢ao molar
TMP:F é crucial tanto na perda mineral do esmalte (Takeshita et al., 2009; Takeshita
et al., 2011; Manarelli et al., 2011; Favretto et al., 2013; Souza et al., 2013; Amaral et
al., 2018), quanto na formagdo de fluoreto de calcio no esmalte. Esse efeito é
importante para o controle do processo de carie dentaria, pois a agao anticarie dos
produtos fluoretados esta associada a deposic¢ao de fluoreto de calcio no esmalte e
sua dissolucéo durante os desafios cariogénicos (Magalhaes et al., 2009; Delbem et
al., 2010). A associacdo TMP/F aumenta a deposigéao de fluoreto fracamente ligado
(fluoreto de calcio) a HA e diminui o fluoreto fortemente ligado a HA (Delbem et al.,
2014; Amaral et al., 2018).

De acordo com um estudo recente, o trimetafosfato de sodio (NaTMP) bloqueia
a difus&o de acido, reduzindo o amolecimento do esmalte em profundidade (Danelon
et al., 2018). Paralelamente, o NaTMP tem sido amplamente utilizado por sua
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capacidade de melhorar as propriedades biolégicas e mecanicas dos polimeros e
pelos efeitos positivos do calcio na mineralizagdo o0ssea (Joglekar et al., 2020). A
substituicdo dos ions sédio por ions calcio poderia gerar um composto que combine
as propriedades benéficas de ambos, TMP e calcio, nos processos de mineralizagao.
O NaTMP atua como um reticulador eficaz e ndo apresenta toxicidade em nenhuma
concentracdo testada (Chaouat et al., 2008), além de potencializar locais de
nucleagéo para a precipitagao de apatita com fosfato de calcio (Favretto et al., 2018),
resultando em uma superficie mais anidnica (Oliveira et al., 2022; Nalin et al., 2021).
Considerando a capacidade do NaTMP de melhorar as propriedades biologicas e
mecanicas dos polimeros e os efeitos do calcio na mineralizagao éssea, a substituicao
dos ions sédio por ions calcio poderia criar um composto inovador para 0s processos
de mineralizagdo. Portanto, seria relevante sintetizar o trimetafosfato de calcio para
avaliar o impacto desta substituicio no NaTMP em relacdo a erosdo inicial do
esmalte, a energia livre de superficie e nas estruturas nanofibrosas de PEU,
permitindo investigar as propriedades mecanicas e bioldgicas dessas estruturas para

a engenharia de tecidos periodontais.

Os resultados dos dois subprojetos estdo apresentados na forma de dois
capitulos:

Capitulo 1. Protective Potential of Calcium Cyclotriphosphate-Based
Toothpaste Against Dental Enamel Erosion and Its Impact on Surface Free Energy.
Artigo sendo preparado para publicagdo no periddico Journal of the Mechanical

Behavior of Biomedical Materials.

Capitulo 2. Calcium Trimetaphosphate-Loaded Electrospun Poly(Ester Urea)
Nanofibers for Periodontal Tissue Engineering. Artigo publicado na revista Journal
Functional Biomaterials. 2023 Jun 30;14(7):350. doi: 10.3390/jfb14070350.





