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SOMMARIO

Lo scopo di questa tesi consiste nella caratterizzazione comparativa delle white spot
lesions con lo smalto sano, attraverso I’analisi spettroscopica RAMAN. Viene
proposto inoltre un protocollo di ricerca per ’analisi dell’efficacia di un trattamento di
queste lesioni, quale 1’infiltrazione di resina a bassa viscosita.

La tesi ¢ strutturata in quattro parti. Nella prima parte vengono descritte le
caratteristiche generali della struttura dello smalto dentale. La seconda parte ¢
incentrata sulle white spot lesions, descrivendone la struttura macroscopica e
microscopica, 1 fattori responsabili della loro formazione, la classificazione, le
metodiche diagnostiche, la prevenzione e il loro trattamento. La terza parte, invece,
descrive in modo dettagliato il loro trattamento con la resina infiltrante Icon (DMG
America). Nella parte finale viene descritta la procedura sperimentale e discussi i
risultati ottenuti, in modo da trarre conclusioni riguardo le differenze chimiche tra
smalto sano e white spot lesions, cosi da proporre un protocollo di ricerca che valuti

metodi minimamente invasivi per il loro trattamento.



INTRODUZIONE

La carie dentale rappresenta una delle pit comuni patologie riscontrate in ambito
odontoiatrico. Il processo di formazione della carie ¢ costituito da cicli di
remineralizzazione e demineralizzazione, in cui questi ultimi possono prevalere sui
primi, passando da uno stadio di reversibilita della lesione ad uno stadio irreversibile
[1]. Lesioni iniziali della carie, note come macchie bianche, sono la prima
manifestazione della carie dello smalto. Clinicamente, la lesione attiva della carie
iniziale appare come una macchia bianca, opaca e visibilmente distinta dallo smalto
circostante a causa delle differenze nell'indice di rifrazione [2].

Queste lesioni vengono definite “White spot lesions” (WSLs) e sono lesioni cariose
iniziali, piatte, non cavitate, date dalla riduzione della componente minerale in alcune
aree dello smalto dentale. A causa di questa perdita, I’indice di rifrazione della luce
dello smalto risulta alterato, e ci0 porta la superficie del dente ad assumere un aspetto
opaco e bianco [3]. Sono lesioni reversibili e le cause che portano alla loro formazione
sono varie: (i) difetto di maturazione dello smalto; (ii) fluorosi; (iii) trauma; (iv)
trattamento ortodontico [4].

Lo smalto ¢ il tessuto piu mineralizzato dell’organismo. Il 96% in peso della sua
composizione ¢ rappresentato da sostanza inorganica: idrossiapatite e fosfato tricalcico
idrato, mentre il restante 4% ¢ costituito dall’acqua e da una piccola parte di
materialeorganico. In presenza di WSL, la componente minerale si riduce e viene
sostituita da fluidi organici [5]. Gli spazi tra i cristalli si allargano e penetrano composti
organici, pigmenti e soprattutto acqua, che cambiando la rifrazione della luce
determina il classico cambiamento di colore in bianco. Lo smalto sano, idratato dalla
saliva, ha un indice di rifrazione pari a 1.62, mentre lo smalto demineralizzato ha un
indice di rifrazione compreso tra 1.00 e 1.33. La lesione diventa clinicamente visibile
quando il deficit minerale del corpo della lesione rispetto allo smalto sano raggiunge
il 10%.

Le WSLs vengono classificate seguendo il metodo ICDAS (International Caries
Detection and Assessment System). Questo sistema di classificazione visiva valuta le

alterazioni della superficie esterna dello smalto che possono indicare lo sviluppo di



lesioni cariose nella loro fase iniziale [6]. Si tratta di una procedura che ha lo scopo di
fare diagnosi di carie e conferire un livello di gravita alla lesione cariosa intercettata.
Il requisito principale per l'applicazione del sistema ICDAS ¢ l'esame dei denti puliti
e asciutti. L'essiccazione della superficie del dente ¢ la chiave per rilevare lesioni non
cavitate, perché I'acqua normalmente ostruisce i pori nei denti cariati e, dal momento
che l'indice di rifrazione del dente ¢ simile a quello dell’acqua, oscura la rilevazione
delle lesioni precoci di macchie bianche [7]. Nella prevenzione della carie un ruolo
fondamentale ¢ rivestito dalla diagnosi, attraverso la quale vengono valutate le
condizioni dei tessuti dentali, la presenza o meno di lesioni cariose e I’entita delle
stesse [8]. Da un punto di vista diagnostico, 1’esame clinico e radiografico sono di
fondamentale importanza e, negli ultimi anni, sono state introdotte nuove tecnologie
per facilitare ’intercettazione delle lesioni cariose, specialmente agli stadi iniziali [9].
La progressione delle WSLs puo essere limitata o anche arrestata mediante misure
preventive come l'educazione all'igiene orale, una corretta alimentazione e tecniche di
remineralizzazione [10].

Nel 2009 ¢ stata introdotta la tecnica di infiltrazione di resina a bassa viscosita, che
mira a riempire le microporosita nel corpo della lesione con un approccio
minimamente invasivo. Inoltre, 1'indice di rifrazione dell'infiltrante ¢ simile a quello
dello smalto sano, e cio favorisce anche un mascheramento visivo della lesione [11].
Le resine infiltranti sono materiali che permettono di penetrare per capillarita lo smalto
reso poroso dalla mordenzatura, col fine di rallentare o arrestare la progressione delle
lesioni interprossimali non cavitate e di mascherare, a scopo estetico, le WSLs. Tali
resine possono favorire il trattamento estetico minimamente invasivo delle discromie
bianche [12].

La resina infiltrante ICON (DMG America; Ridge- field Park, NJ, USA) ¢ considerata
il gold standard per I’infiltrazione della lesione cariosa allo stato iniziale e studi recenti
riportano la sua elevata efficacia nell'arrestare l'attivita della carie e nel fornire un buon
recupero estetico [13] [14]. ICON ¢ un innovativo sistema di infiltrazione della carie,
che rende la lesione cariosa invisibile e la allinea otticamente al resto della superficie
sana dello smalto. E composto principalmente da trietilenglicole dimetacrilato
fotopolimerizzabile (TEGDMA), che infiltra per capillarita all’interno delle WSLs a

causa della sua bagnabilita e viscosita.



Questa tesi si prefigge lo scopo di caratterizzare, attraverso 1’analisi spettroscopica
RAMAN, le WPLs, paragonandole allo smalto dentale sano. Inoltre, viene proposto un
protocollo di ricerca per 1’analisi dell’efficacia del trattamento di queste lesioni con

infiltrazione di resina Icon.



1 LO SMALTO DENTALE

Lo smalto ¢ la sostanza piu dura nel corpo umano in quanto contiene cristalliti meglio
orientati rispetto a qualsiasi altro tessuto mineralizzato del corpo [15]. Lo smalto ¢
prodotto da cellule di origine epiteliale, gli ameloblasti, che scompaiono in seguito
all’eruzione dentale. E costituito da una matrice organica e da una prevalente sostanza
inorganica, composta da fosfato di calcio cristallino altamente organizzato, noto come
idrossiapatite, che occupa oltre il 96% di peso dello smalto. L.’ 1% circa ¢ rappresentato
da materiale organico, costituito essenzialmente da proteine non collageniche, mentre
il restante 3% circa da acqua. La componente organica ¢ formata dallo 0,6% di
carboidrati, lipidi e citrato; dallo 0,4% di peptidi e proteine non collageniche [16].

Lo smalto dentale maturo ¢ caratterizzato da una struttura di base chiamata prisma (o
bastoncino, in inglese “rod”). Ogni prisma contiene circa 1000 cristalli di idrossiapatite
che vanno dalla giunzione smalto-dentinale alla superficie dentale. La dimensione del
prisma dello smalto ¢ di circa 3-6 pm di diametro e 9 um di altezza. Le zone interposte
tra 1 prismi di smalto sono chiamate regioni interprismatiche. Esse sono composte da
cristalliti disposti in una direzione diversa rispetto a quelli che si trovano all'interno
dei prismi di smalto [17]. Ogni prisma ¢ racchiuso da una guaina prismatica con uno
spessore di 800 nm. Queste guaine prismatiche hanno un alto contenuto proteico e
cristalliti a basso contenuto di minerali, che mostrano orientamenti diversi rispetto ai
prismi. Lo smalto esterno ha un orientamento dei cristalli uniforme, mentre lo smalto
interno presenta un orientamento non uniforme, e per questo lo smalto interno mostra
una maggiore resistenza alla frattura rispetto allo smalto esterno [18]. La variazione
nell'organizzazione dei prismi di smalto e nell'orientamento dei cristalliti all'interno
del prisma crea una struttura eterogenea, dando luogo al tessuto piu resistente e duro

del corpo umano.



2 WHITE SPOT LESIONS

Il primo segno di carie dentale ¢ rappresentato da lesioni bianche a livello dello smalto
che vengono definite come “White Spot Lesions” (WSLs). Tali lesioni sono dovute ad
una demineralizzazione della superficie dello smalto, sebbene possano essere revertite
e non formare cavita [19].

Le WSLs sono caratterizzate da un aspetto bianco, opaco e gessoso e Spesso sono
localizzate nei solchi, nelle fosse e nella superficie liscia dei denti [1]. Le
caratteristiche cliniche delle WSLs includono la perdita della normale traslucenza
dello smalto, a causa di un'alterazione dell’indice di rifrazione. Infatti, lo smalto sano,
idratato dalla saliva, ha un indice di rifrazione pari a 1.62, mentre lo smalto
demineralizzato ha un indice di rifrazione compreso tra 1.00 e 1.33. L’ aspetto bianco,
quindi, ¢ dovuto ad un fenomeno ottico causato dalla perdita della componente
minerale all’interno dello smalto [20]. La dissoluzione dei cristalli dello smalto inizia
da una demineralizzazione superficiale, creando pori tra i prismi dello smalto.
L’alterazione dell’indice di rifrazione, quindi, ¢ risultato sia della rugosita che della
perdita di lucentezza della superficie e sia della alterazione della riflessione interna
della luce [21]. Infatti, da un punto di vista clinico, quando la WSL viene asciugata
con un getto d’aria, la lesione diventa piu visibile a causa della sostituzione dell’acqua
con aria negli spazi inter-cristallini; la sua apparenza, definita opaca o bianco gessosa,
sembra essere legata non solo all’aumento interno della porosita dello smalto ma anche
all’erosione di superficie che determina una piu o meno ampia diffrazione della luce
[22].

Le WSLs si distinguono in attive e non attive. Le lesioni attive appaiono gessose,
opache, ruvide durante il sondaggio, vi ¢ la presenza di placca e la gengiva intorno puo
risultare inflammata. D’altra parte, le lesioni inattive hanno un aspetto lucido, sono
lisce durante il sondaggio, non presentano accumulo di placca e la gengiva attorno non

¢ inflammata [23].



2.1 Conformazione dello smalto nelle WSLs

Nelle WSLs la porosita dello smalto aumenta. La porosita della WSL puo aiutare a
determinare la penetrazione della lesione nella superficie dello smalto. Se la lesione ¢
visibile sulla superficie del dente asciutto, ¢ piu probabile che si trovi nello smalto
esterno, mentre le lesioni che appaiono visibili sulle superfici dello smalto bagnato
suggeriscono che la penetrazione ¢ progredita attraverso lo smalto e potrebbe aver
raggiunto la dentina [17].

Esaminando una WSL si distinguono quattro zone [24] (Figura 1): strato superficiale
relativamente intatto, corpo della lesione (questa zona presenta una notevole perdita di
minerali e mostra cambiamenti nella morfologia dei cristalliti), zona scura (mostra un
allargamento dei pori e una perdita di minerali del 6%) e zona traslucida che
rappresenta il fronte avanzato della lesione (¢ caratterizzata da perdita di proteine
seguita dalla rimozione di sostanze inorganiche). [25] Lo strato superficiale sembra
rimanere intatto a causa della presenza e del deposito di ioni calcio e fosfato dalla

saliva.

Dentin Enamel

Figura 1 Rappresentazione schematica dello smalto dentale a livello della white spot: (1) zona traslucida; (2)
zona scura, (3) corpo della lesione; (4) strato superficiale

La traslucenza dello smalto ¢ un fenomeno ottico che dipende dalle dimensioni degli

spazi inter-cristallini. Nelle fasi iniziali, la carie attiva richiede I'essiccazione all'aria



per essere visibile, poiché inizia il processo di dissoluzione dei cristalli sulla superficie
esterna dello smalto. Un ulteriore allargamento degli spazi inter-cristallini si traduce

in una macchia bianca visibile senza 1’utilizzo dell’aria [26].

La traslucenza dello smalto dentale ¢ influenzata dal suo grado di disidratazione.
Questo potrebbe essere il risultato della sostituzione dell'acqua intorno ai prismi di
smalto con l'aria. L'effetto dello scattering in un sistema eterogeneo, come i prismi di
smalto circondati da un mezzo fluido (ad esempio, acqua), ¢ una funzione della
differenza negli indici di rifrazione delle due componenti [27]. L'indice di rifrazione
dello smalto dentale ¢ di circa 1,62. Poiché 1'indice di rifrazione dell'acqua ¢ 1,33 ¢
quello dell'aria ¢ 1,00, una differenza maggiore e una maggiore dispersione sono
prodotte su un'interfaccia smalto-aria. Pertanto, lo smalto disidratato mostrerebbe una

minore traslucenza [28].



2.2 Fattori che causano la formazione delle WSLs

2.2.1 Difetto di maturazione dello smalto

I difetti di sviluppo dello smalto si verificano a causa di squilibri biologici che
caratterizzano le cellule coinvolte nella sua formazione e maturazione. Una delle
patologie caratterizzata da difetti dello smalto su incisivi e molari, € la Molar Incisor

Hypomineralization (MIH). E causata da un disturbo della mineralizzazione dello

smalto insorto durante 1’amelogenesi, durante la transizione degli ameloblasti dalla

fase di secrezione della matrice alla fase di maturazione [29].

E identificata clinicamente dalla presenza di aree di smalto ipomineralizzato, di colore

bianco/brunastro soprattutto a livello dei molari.

Queste macchie sono zone di smalto piu fragile, con perdita della porzione minerale

che rende il dente meno resistente all’aggressione acida. Infatti, lo smalto interessato

¢ facilmente attaccabile dai batteri cariogeni [30].

Da un punto di vista diagnostico, tale difetto deve essere presente a livello dei molari

e interessare almeno un incisivo centrale; inoltre, viene suddiviso in base al grado di

severita (Figura 2):

e MIH lieve: sono presenti macchie di colore biancastro sullo smalto dei molari
permanenti e almeno un incisivo permanente. Si tratta di smalto con una presenza
di calcio e fosfato simile allo smalto normale, senza perdita di sostanza. E
generalmente interessato solo lo strato superficiale dello smalto e il tessuto non €
compromesso per quanto riguarda le proprietd meccaniche. Possono esistere
problematiche di natura estetica nel caso in cui le macchie biancastre coinvolgano
gli incisivi centrali mascellari e appaiano particolarmente estese [31].

e MIH moderata: sono presenti macchie di colore brunastro sullo smalto dei molari
permanenti e almeno un incisivo permanente. Si tratta di smalto con notevole
riduzione di porzione minerale di calcio e fosfato e microscopica o visibile perdita
di sostanza dentale.

Lo smalto affetto evidenzia una riduzione delle sue normali proprieta meccaniche

di resistenza.



MIH severa: il quadro clinico si presenta con evidente e macroscopica perdita di
smalto che provoca ’esposizione della dentina sottostante e, spesso, problemi di
ipersensibilita agli stimoli evocativi e un maggior rischio di sviluppare processi
cariosi. In questi casi si hanno importanti implicazioni cliniche come sensibilita

termica dovuta all’aumentata permeabilita e suscettibilita alla carie [32].

Figura 2 Classificazione MIH: A: lieve; B: moderata; C: grave; D: interessamento incisale



2.2.2 Fluorosi

Un fattore eziologico delle WSLs ¢ rappresentato dalla fluorosi, che si verifica durante
lo sviluppo dei denti a causa dell'ingestione cronica di quantita eccessive di
fluoro. Clinicamente, lo smalto fluorurato ¢ caratterizzato da opacita bianche che
variano da piccole striature ad aree estese di smalto senza lucentezza, alla perdita dello
strato superficiale di smalto [33]. Istologicamente, maggiori quantitda di fluoruro
causeranno ipomineralizzazione o porosita nello smalto. Con l'aumentare della
gravita, lo smalto diventa sempre piu poroso, la lesione si estende verso lo smalto
interno e il contenuto di fluoro aumenta. Dopo l'eruzione, le aree opache possono
diventare di colore giallo o marrone scuro, e le forme piu gravi sono soggette ad una
alterazione microstrutturale della superficie [34].

Molti studi epidemiologici sulla fluorosi dentale umana hanno dimostrato che 1 denti
anteriori permanenti sono a maggior rischio di fluorosi durante un periodo che va dai
3 ai 6 anni [35]. I bambini di eta inferiore ai sei anni deglutiscono piuttosto che
espettorare gran parte del dentifricio e la maggior parte del fluoro ingerito puod essere
assorbito nel tratto gastrointestinale e per questo puo essere considerato un possibile
fattore di rischio della fluorosi dello smalto. L'integrazione di fluoro durante il terzo
fino al sesto anno di vita ¢ un fattore di rischio piu importante dell'integrazione durante
il primo anno di vita [36].

La fluorosi interessa spesso tutta la dentatura. Ha una localizzazione variabile e tende
a manifestarsi nei gradi iniziali lungo le linee di accrescimento dello smalto. La
fluorosi da lieve a moderata tipicamente risiede entro la meta esterna dello smalto.
Man mano che diventa piu grave diventa piu profonda. Quando diventa ancora piu
grave nel dente si vengono a mostrare delle lacune che tendono a colorarsi di marrone
all’interno. [5]

In base alla classificazione TSIF del 1984 (footh surface index of fluorosis) si hanno
(Figura 3):

Stadio 1: la fluorosi ¢ limitata alle sommita cuspidali dei denti posteriori o i margini
incisali dei denti anteriori e presenta solo una lieve variazione nella traslucenza;
Stadio 2: trama bianca a pergamena, area bianca distribuita in modo irregolare sul

dente e occupante meno dei 2/3 della superficie dello smalto;



Stadio 3: la trama bianca a pergamena occupa almeno i 2/3 della superficie dello
smalto;

Stadio 4: le aree discromiche a chiazza da bianca possono anche colorarsi di marrone
sulla superficie esterna;

Stadio 5: in un contesto di smalto normocromico sono presenti delle lacune, con
discromia nella parte piu profonda (lo smalto non interessato conserva le normali
caratteristiche ottiche);

Stadio 6: tutto lo smalto ¢ fluorotico, bianco opaco e ci sono delle lacune;

Stadio 7: i crateri si uniscono tra loro a creare delle ampie zone marrone scuro, con

parti in cui lo smalto ¢ assente. [37]

Figura 3 Classificazione TSIF: A) stadio 2; B) stadio 3, C) stadio 4; D) stadio 5; E) stadio 6, F) stadio 7



2.2.3 Trauma

Le macchie bianche possono essere causate anche da un trauma verificatosi durante
I'odontogenesi. La prevalenza di queste lesioni ¢ del 5,2%. [38]

Le WSLs di origine traumatica possono presentare una varieta di espressioni cliniche,
che differiscono nella forma, localizzazione e anche colore. Sono generalmente lesioni
puntiformi situate nel terzo incisale della corona dentale (Figura 4). Nella maggior
parte dei casi, riguardano un unico dente [5]. Sono lesioni che colpiscono piu
comunemente gli incisivi mascellari [39]. Questa alterazione dello smalto si verifica
perché I’apice della radice del dente deciduo, per intrusione, interferisce con gli
ameloblasti durante la formazione della corona del dente permanente. A livello degli
incisivi, 1 due tipi di dentatura sono separati solo da una sottile barriera ossea di
spessore inferiore a 3 mm, o talvolta anche da semplice tessuto connettivo fibroso. Una
leggera inflammazione periapicale puod quindi disturbare la mineralizzazione del
germe sottostante, a seconda del suo grado di formazione [5]. La discromia traumatica
puo interessare dalla superficie a tutto lo spessore dello smalto. Se il danno ¢ causato
nella fase iniziale della formazione dello smalto, la WSL ¢ di notevole profondita. Se,
invece, avviene nella fase finale viene alterato solo lo strato superficiale di smalto [40].
Una riparazione ad integrum di questa lesione non ¢ apparentemente possibile e
persiste una cavita esterna nella superficie dello smalto. Differentemente dalle altre
forme discromiche, la forma traumatica tende ad approfondirsi in profondita. A seguito
di infiltrazione resinosa, la resina riesce a penetrare gli strati piu esterni ma non quelli

interni. Quindi sara visibile un alone bianco in profondita [41].

Figura 4 White spot traumatica



2.2.4 Trattamento ortodontico

Nella maggior parte dei casi la comparsa della WSL ¢ legata al trattamento
ortodontico. L’igiene orale nei pazienti sottoposti a trattamento ortodontico risulta
sicuramente piu difficoltosa per la presenza di brackets che favoriscono I’accumulo di
placca e tartaro e la conseguente demineralizzazione dello smalto sottostante (Figura
5). L'accumulo di placca dentale attorno agli attacchi ortodontici ¢ associato ad un
aumentato rischio di lesioni demineralizzate che possono essere visibili entro 6 mesi
[42].

I batteri cariogeni presenti nella placca dentale trasformano lo zucchero nella dieta in
acidi organici, che iniziano a danneggiare lo smalto dei denti. Una rimozione efficace
della placca impedisce il verificarsi delle WSLs; tuttavia, la presenza di apparecchi
ortodontici nella bocca e 1l dolore dentale associato, possono rendere piu difficile per
1 pazienti pulire adeguatamente i denti e l'apparecchio [43].

Anche la flora orale dei pazienti ortodontici ¢ stata correlata allo sviluppo della carie.
Livelli piu elevati di Streptococcus mutans e Lactobacilli aumentano il rischio di carie
dentale. E stato scoperto che lo S. mutans & direttamente associato alla WSL a causa
delle sue proprieta altamente cariogene. A seguito del trattamento ortodontico e della
rimozione dei brackets, 1 valori di S.mutans tornano a livelli normali [44].

La revisione della letteratura indica una grande discrepanza nei risultati ottenuti da vari
ricercatori. La frequenza di decalcificazione dello smalto nei pazienti ortodontici ¢
stimata tra il 2 e il 96% [45]. Un sondaggio condotto da Hamdan et al. (2012) ha
mostrato che secondo i dentisti il 20% dei pazienti in media presentava WSLs dopo il
trattamento ortodontico, mentre secondo gli ortodontisti, circa il 10% dei pazienti
presentava WSLs dopo il trattamento ortodontico [46]. Enaia M. et al. (2010) hanno
studiato la WSL che si sviluppa sui denti anteriori mascellari durante il trattamento
con dispositivi multibrackets. I loro esame ha rivelato che l'incidenza delle WSLs
durante la terapia ortodontica era del 60,9% dei pazienti [47]. Sagarika N. et al. (2012)
hanno riscontrato un alto tasso di prevalenza della WSL nel 75,6% dei pazienti
sottoposti a trattamento ortodontico [48]. Lo studio di Julien et al. (2013) ha rivelato
che il 23,4% dei pazienti ha sviluppato almeno una WSL durante il corso del

trattamento [49]. Richter et al. (2011) hanno riferito che il 72,9% dei pazienti aveva



almeno una WSL durante il trattamento ortodontico [50]. Hadler-Olsen et al. (2012)
hanno mostrato la presenza di almeno una WSL nel 60% dei pazienti ortodontici [51]

e Al Maaitah EF et al. (2011) hanno riscontrato la presenza delle WSLs nel 71,7% dei
pazienti [52].

Figura 5 White spot causata da trattamento con brackets ortodontici



2.3 Classificazione ICDAS

I1 metodo ICDAS (International Caries Detection and Assessment System), ¢ un
metodo visivo atto a valutare delle alterazioni della superficie esterna dello smalto
occlusale che possono significare lo sviluppo di lesioni cariose nella loro fase iniziale.
E una procedura diagnostica che ha lo scopo di fare una diagnosi di carie e conferire

un livello di gravita alla lesione cariosa intercettata (Figura 6) [53].

Is there any visible signs of
caries when the tooth has
been cleaned and when viewed wet

Is there undermining
discolouration of the
/ dentine — this is often

seen better when wet

No Yes
Dry tooth for long l
enough to dehydrate Yes
any possible lesion
(approx 5s) Code4
Is there any opacity Is there a microcavity or
Idiscolouration at the obvious cavity?
entrance o the fissure? l \
/ \ No
i Yes
No Yes %
Code0 Code 1 Is there a distinct opacity Is dentine visible at the
at the entrance to the base of the cavity
Sound First visible fissure or slightly beyond .
sign of caries Yes \. Yi
es
Code2 Is more than half of the
No crown involved in canes
/ T
Codes No Yes
Microcawtation Code5§ Code6

Figura 6 Grafico rappresentante il modo di agire a seconda dell'aspetto della white spot coronale e il rispettivo
codice ICDAS

L'ICDAS T ¢ stato sviluppato nel 2002 ed ¢ stato successivamente modificato in
ICDAS 1II nel 2005. 1l requisito principale per 1'applicazione del sistema ICDAS ¢
'esame dei denti puliti e asciutti. L'essiccazione della superficie del dente ¢ la chiave
per rilevare lesioni non cavitate perché 1'acqua di solito ostruisce i1 pori nei denti cariati
e l'indice di rifrazione simile del dente e dell'acqua oscura la rilevazione delle lesioni

precoci di macchie bianche [54].



Il metodo ICDAS si basa sull’attribuzione di 6 punteggi allo smalto occlusale (Figura
7), che viene osservato previa asciugatura con getto d’aria, ed eventualmente
ispezionato con una sonda.

Valore 0: smalto sano e assenza totale di segni di carie dopo 5 secondi di asciugatura
all’aria

Valore 1: primo cambiamento visivo. Lo smalto evidenzia una iniziale
demineralizzazione (maggiore opacita) dopo asciugatura della superficie con getto
d’aria

Valore 2: smalto con evidente alterazione del suo aspetto (opacita) anche senza
asciugatura forzata. Cambiamento visivo nello smalto quando ¢ bagnato e lesione
visibile quando ¢ asciutto. [55]

Valore 3: smalto che presenta aree di disgregazione, osservabili da bagnate e dopo
un’essiccazione prolungata

Valore 4: smalto che presenta aree di disgregazione maggiori rispetto al livello 3 e che
permette la visione in traslucenza della dentina sottostante, che appare come un’ombra
grigia/marrone

Valore 5: si evidenzia una cavita cariosa in smalto e dentina che interessa meno del
50% della superficie occlusale osservata

Valore 6: si evidenzia una cavita cariosa in smalto e dentina che interessa piu del 50%

della superficie occlusale osservata [56]

Figura 7 Classificazione ICADS. Rappresentazione dei valori da 0 a 6

Esistono piccole variazioni tra 1 segni visivi associati a ciascun codice a seconda di
una serie di fattori: se sono presenti denti adiacenti (superfici mesiali e distali) e se la
carie ¢ associata a un restauro o sigillante (CARS). Tuttavia, la base dei codici ¢

essenzialmente la stessa.
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I1 colore della lesione pud essere utilizzato anche per realizzare la distinzione tra
arrestato e attivo, con lesioni arrestate che acquisiscono una pigmentazione marrone
all’interno e una macchia superficiale, mentre le lesioni attive mantengono il loro

aspetto bianco [57].
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2.4 Diagnosi

Nella prevenzione della carie un ruolo fondamentale lo ha la diagnosi, attraverso la
quale vengono valutate le condizioni dei tessuti dentali, la presenza o meno di lesioni

cariose e I’attivita delle stesse [58].

2.4.1 Esame clinico

L’esame clinico consiste nell’anamnesi, in un esame visivo e tattile. Oltre ad esaminare
lo smalto e le superfici radicolari dei denti, il medico deve ispezionare i margini dei
restauri e dei sigillanti e intorno agli attacchi e ad altri dispositivi applicati sui denti
che ostacolano la rimozione della placca e rendono piu probabile lo sviluppo della
carie.

Generalmente un esame clinico prevede:

Esame dei tessuti molli del cavo orale, per intercettare eventuali patologie del
rivestimento mucoso della bocca: palato, guance, pavimento orale e lingua;
Valutazione del livello di igiene orale;

Indice di placca per valutare la quantita e la localizzazione di placca e tartaro. Vengono
analizzate 4 superfici: vestibolare, linguale/palatale, mesiale e distale;

Indice di sanguinamento (FMBS)

Sondaggio parodontale con identificazione di eventuali tasche e recessioni

PSR: lo stato di salute parodontale ¢ stato rilevato tramite 1’esecuzione del PSR
(Periodontal Screening and Recording). L’esame viene effettuato a sestanti e a ognuno
viene assegnato un codice da 0 a 4 [59]. Il codice 0 indica salute gengivale, il codice
1 la presenza di gengivite, il codice 2 la presenza di fattori ritentivi per la placca
batterica, 1 codici 3 e 4 rispettivamente la presenza di tasche poco profonde (3,5-5,5
mm) e profonde (6 mm o piu) [60].

Calcolo dell’indice DMFT (decayed, missing and filled teeth) (Tabella 1)

L’indice DMFT misura la situazione passata e presente di esperienza di carie,
sommando i denti cariati, mancati per problemi di carie ed otturati, sia in dentatura

decidua (dmft) che in dentatura permanente [61]. E I’indice epidemiologico piti usato
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per determinare la presenza di carie sia passata che presente. Il massimo del valore del
DMFT che comprende anche i denti del giudizio € 32, mentre ¢ 28 se sono esclusi
dalla conta. Gli strumenti che vengono utilizzati sono la sonda, lo specchietto e la
siringa aria-acqua. Per i denti anteriori si calcolano le 4 superfici: vestibolare, mesiale,
distale, linguale/palatale. Per i denti posteriori si calcolano invece 5 superfici:

vestibolare, mesiale, distale, linguale/palatale e occlusale [62].

COMPONENTE D/d COMPONENTE M/m COMPONENTE F/f
DECAYED J MISSING | FILLED
CARIATO PERSO OTTURATO

( \ [ Valutazione della \ [ ) )
Valutazione storia odontoiatrica Valutazione della
dell’elemento o del paziente, storia odontoiatrica
superfici cariate. Non stabilendo se del paziente, delle
si considerano le realmente il dente & terapie effettuate,
demineralizzazioni stato perso per calcolando I’elemento
9 ) patologia cariosa e \0 le superfici otturatej
non per estrazioni,
traumi o

\__parodontopatia /

Tabella 1 Componenti da valutare per il calcolo dell'indice DMFT
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2.4.2 Esame radiografico

L’esame radiografico viene generalmente eseguito dopo 1’esame clinico. Infatti, la
componente clinica della diagnosi serve ad identificare la sede specifica in cui eseguire
I’esame radiografico [63]. Esistono varie tipologie di radiografie:

- Radiografia endorale periapicale (Figura 8): interessa solo alcuni elementi
dentari e ci permette di vedere i denti in maniera completa e quindi la loro corona,
radice completa e tessuti circostanti. Con questo tipo di radiografia possiamo

individuare ascessi, cisti, carie, malattie parodontali e denti inclusi [64].

/|

Figura 8 Esempio di radiografia endorale periapicale

- Ortopantomografia: radiografia extraorale nella quale ¢ possibile osservare in
un’unica pellicola sia i denti superiori che inferiori, parte della mandibola e del

mascellare superiore, e altre strutture ossee circostanti (Figura 9).

Figura 9 Esempio di ortopantomografia

- Radiografia bitewing: I’esame bitewing, se correttamente eseguito, rappresenta
per semplicita e fedelta d’immagine, 1’esame radiografico preferenziale per compiere
diagnosi di carie nei settori latero-posteriori e in particolare a livello interdentale.

L’obiettivo ¢ quello di poter visualizzare tutte le superfici interprossimali senza
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sovrapposizioni [65]. Il ricorso a centratori dedicati, accompagnato dal loro corretto

posizionamento intra-orale, facilitera 1’ottenimento di radiogrammi bitewing privi di

sovrapposizioni (Figura 10).

Figura 10 Radiografia Bitewing con centratore

Le dosi di radiazioni che si ricevono durante una radiografia dentale sono normalmente

molto basse, tali da non rappresentare un danno per il paziente [66]. Oggi esistono

tecnologie come la radiografia digitale che assicurano elevati standard qualitativi

dell’immagine con una minore dose di radiazioni rispetto agli esami tradizionali: con

la radiografia digitale il paziente assorbe fino all’85% in meno di radiazioni [67]. I

vantaggi di questo tipo di esame diagnostico sono essenzialmente:

Ridotta quantita di emissione di raggi x.

Elevata qualita delle immagini.

Visualizzazione immediata dei risultati e di conseguenza la possibilita di ripetere
eventualmente un esame eseguito in maniera non corretta.

Archiviazione computerizzata e disponibilita nel tempo della radiografia.
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2.4.3 Transilluminazione

La transilluminazione ¢ una tecnica che prevede il passaggio della luce attraverso i
tessuti dell’organismo ed attraverso la sua variazione di rifrazione nelle zone affette
da carie, permettendone una precoce individuazione. Questa metodica richiede una
luce ad alta intensita emessa da un puntale con un piccolo diametro [12]. Alla
transilluminazione, le aree interessate dal processo carioso appaiono piu scure, mentre
1 tessuti dentali sani vengono perfettamente attraversati dalla luce apparendo chiari. Se
posizionando una fonte di luce palatale la macchia tende a illuminarsi in modo deciso,
¢ molto probabile che si trovi nel primo spessore dello smalto, mentre una scarsa

illuminazione generalmente indica una maggiore profondita [68].

2.4.3.1 Transilluminazione digitale: DIAGNOcam

Utilizza la tecnologia DIFOTI (transilluminazione con fibra ottica digitale). La
tecnologia DIFOTI si basa sul principio che il tessuto dentale cariato assorbe piu luce
rispetto al tessuto sano circostante e appare come un'area piu scura [69] (Figura 11).
Consente di effettuare indagini diagnostiche senza emissione di radiazioni. L'interno
del dente viene illuminato da due fasci di luce laser ad una lunghezza d'onda di 780nm.
La videocamera digitale cattura I'immagine generata e la rende visibile sullo schermo
di un computer. La sostanza dentale sana si limita ad illuminarsi. Al contrario, le aree
che non trasmettono luce come le carie, risultano ben visibili sotto forma di macchie

scure [70].

Figura 11 Transilluminazione digitale con DIAGNOcam
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2.4.3.2 Fluorescenza laser: DIAGNOdent

Dipende dal principio che quando il laser a diodi con lunghezza d'onda di 655 nm viene
irradiato sulla superficie dentale, viene assorbito dai metaboliti dei batteri intra-orali e
questi metaboliti emettono una fluorescenza rossa [71]. Questa fluorescenza riflessa
dalla superficie dentale viene visualizzata come un numero tra 0 e 99 sullo schermo
del dispositivo (Figura 12). Un numero maggiore ¢ segno di un'area di decadimento

maggiore.

Figura 12 Fluorescenza laser con DIAGNOdent

Nelle lesioni con macchie bianche, i prodotti batterici come le porfirine rimangono
intrappolati in aree di porosita sulla superficie. Quando tutto il biofilm della placca
dentale sovrastante viene rimosso mediante pulizia professionale, 1 prodotti batterici
trattenuti possono ancora essere rilevati [72]. Quando le letture di DIAGNOdent
tendono al rialzo nel tempo, cid ¢ strettamente associato alle WSLs che alla fine si
scompongono per formare una cavita. Al contrario, punteggi DIAGNOdent stabili per
periodi di tempo prolungati sono associati alla stabilita e sono una caratteristica delle
WSLs arrestate [73].

A differenza dell'esame radiografico, l'esame in fluorescenza non ¢ pericoloso e pud

essere ripetuto tutte le volte che ¢ necessario.

27



2.5 Prevenzione

La fluoroprofilassi rappresenta un mezzo fondamentale nella prevenzione della carie.
I1 fluoro puo essere somministrato per via topica o sistemica (mediante 1’assunzione
costante e regolare per bocca) [74]. Mentre la fluorizzazione sistemica ¢ ottenuta
attraverso 1’assunzione di acqua, latte, integratori, e risulta essere utile durante
I’odontogenesi, i mezzi di fluoroprofilassi maggiormente utilizzati sono quelli per via
topica (dentifrici, collutori o gel); questa via di somministrazione, inoltre, ¢ in grado
di fornire concentrazioni molto piu elevate di fluoro rispetto a quelle contenute, ad
esempio, nell’acqua potabile [75]. Il dentifricio fluorato, quindi, rappresenta un mezzo
di somministrazione di primaria importanza nella prevenzione della carie [76].

Le linee guida dell’OMS prevedono un programma di fluoroprofilassi dettagliato,

descritto nelle Tabella 2 e Tabella 3 [77].

| DA 6 MESI A 6 ANNI |

[ BASSO RISCHIO | ['MEDIO RISCHIO | - ALTORISCHIO
| I

Dentifricio (" Dentifricio | [ Applicazione Dentifricio con Applicazione
con almeno con almeno topica di almeno 1000 topica di
1000 ppm di 1000 ppm di fluoro ogni 6 ppm di fluoro (2 fluoro ogni 3

fluoro (2 fluoro (2 mesi volte al giorno) mesi

volte al volte al in dose pea-size
giorno) in giorno) in |
dose pea- dose pea-
size size
—

[ DA 6 MESI A 3 ANNI ] [ DA 3 A 6 ANNI ]

Q,25 mg/die 0,50 mg/die di
di fluoro con fluoro con gocce o
gocce pastiglie

Tabella 2 Programma di fluoroprofilassi dai 6 mesi ai 6 anni
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| DAGANNIINPOI |

BASSO RISCHIO l | MEDIORISCHIO | —
|

‘ [ 1 [ 1

Dentifricio Applicazione

Dentifricio

Dentifricio Applicazione

con almeno con almeno topica di con almeno topica di

1450 ppm di 1450 ppm di fluoro ogni 6 1450 ppm di fluoro ogni 3

fluoro (2/3 fluoro (2 mesi fluoro (2/3 mest
volte al volte al volte al

giorno) giorno)

Tabella 3 Programma di fluoroprofilassi dai 6 anni in poi

Per tutti i soggetti per cui sia stato accertato un rischio di carie, da medio ad alto, sono

necessarie misure preventive aggiuntive. E consigliabile, valutando I’eta del soggetto

e 1 possibili effetti indesiderati, prescrivere prodotti a base di fluoro per uso

domiciliare, come integratori, gel e collutori; inoltre, puo essere indicata I’applicazione

professionale di vernici al fluoro [78]. I mezzi di fluoroprofilassi topica maggiormente

utilizzati sono:

Collutorio al fluoro: Molti ortodontisti raccomandano l'uso quotidiano di un
collutorio al fluoro durante il trattamento ortodontico per prevenire le WSLs. 1l
fluoro presente nella bocca riduce lo sviluppo della carie attraverso tre meccanismi:
inibizione della demineralizzazione dello smalto dentale, miglioramento della
remineralizzazione dello smalto dentale producendo uno strato remineralizzato
resistente all'attacco acido e inibizione degli enzimi batterici che producono I'acido
[79].

Dentifrici al fluoro. I dentifrici con concentrazioni di fluoro piu elevate hanno
dimostrato di avere una maggiore capacita di inibire la demineralizzazione e
promuovere la remineralizzazione.

Vernice al fluoro. E stato dimostrato che la vernice al fluoro posizionata attorno
agli attacchi ortodontici durante il trattamento riduce l'incidenza e la prevalenza
delle WSLs. Si raccomanda che 1 pazienti ad alto rischio abbiano 1'applicazione
topica di vernice al fluoro almeno intorno ai denti anteriori ad ogni appuntamento
di aggiustamento ortodontico. Uno dei vantaggi della vernice al fluoro ¢ che

funziona in presenza di placca [80]. Le vernici al fluoro sono state sviluppate per
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prolungare il tempo di contatto tra fluoro e smalto dentale. La componente resinosa
della vernice previene la perdita immediata di fluoro dopo l'applicazione, fungendo
cosi da serbatoio per un lento rilascio di fluoro che dura almeno per 12 ore.
Nonostante 1’elevata concentrazione di fluoro (da circa 7.000 ppm a circa 22.500
ppm), le vernici sono considerate sicure, in quanto la quantita di prodotto utilizzato
per ogni applicazione ¢ minima [81].

- Chewing-gum. Il chewing-gum non ¢ un sistema di fluoroprofilassi, ma puo in
qualche modo promuovere la remineralizzazione. Infatti, gli effetti benefici sulla
salute orale della masticazione di chewing-gum includono la rimozione dei residui
di cibo e della placca dalle superfici dentali, la stimolazione del flusso salivare e
I’incremento del pH della saliva e della placca [82]. La stimolazione salivare
ottenuta utilizzando un chewing-gum dopo un pasto aumenta, inoltre, la
concentrazione di ioni bicarbonato, causando un aumento del pH della placca
batterica e migliorando la capacita tampone complessiva. La saliva stimolata, in
piu, si presenta in uno stato di sovra-saturazione minerale, promuovendo, quindi, il
processo di remineralizzazione. Lo xilitolo, in particolare, presenta un’importante
attivita cario-preventiva, anche a lungo termine, che viene esplicata attraverso la
riduzione della concentrazione degli Streptococchi del gruppo Mutans e una
conseguente riduzione dei livelli di acido lattico prodotti [83]. Nonostante questo, i

chewing-gum non devono essere intesi come sostituenti dello spazzolino.

Anche una valutazione nutrizionale pud giocare un ruolo nell’identificazione di
pazienti ad alto rischio di sviluppare WSLs. La dieta ha forti ripercussioni sulla salute
orale e in particolare dentale, perché concorre alla patogenesi di varie forme morbose
quali displasie, carie ed erosioni da acidi [84]. L’assunzione di zuccheri semplici
(mono- e disaccaridi) rappresenta un fattore critico nello sviluppo di carie. Il rischio ¢
maggiore se tali zuccheri sono consumati con alta frequenza e in una forma facilmente
distribuita a tutto il cavo orale, come 1 liquidi, o che rimane in bocca per tempi
prolungati, come i cibi molli e appiccicosi (ad es., le merendine preconfezionate) [85].
Se un cibo o una bevanda viene sgranocchiato o sorseggiato ripetutamente durante
I’arco della giornata, i sistemi di difesa umani, primo fra tutti la saliva con i sistemi

tampone, non hanno la possibilita di controllare 1’omeostasi del sistema
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(demineralizzazione e remineralizzazione), portando al disequilibrio che dara I’avvio
al processo carioso [86].

E stato dimostrato che la demineralizzazione dello smalto inizia a verificarsi quando
il pH scende al di sotto di 5.5, e il pH di alcune bevande analcoliche e sportive ¢
compreso tra 2 e 3. La combinazione di alto contenuto di zucchero e basso pH ¢
estremamente sfavorevole per I'ambiente orale per quanto riguarda il potenziale di
sviluppo delle WSLs [45]. Tra i carboidrati fermentabili, sembra che il saccarosio sia
il piu problematico per quanto riguarda la sua capacita di influire negativamente sul
biofilm dentale. E stato dimostrato che i biofilm formati in presenza di saccarosio
hanno concentrazioni inferiori di calcio, fosforo e fluoro, tutti ioni importanti per la
remineralizzazione dello smalto [87].

Si puo quindi consigliare al paziente di ridurre il consumo di zucchero, evitare cibi
dolci fra 1 pasti o prima di andare a letto, preferire cibi che necessitino una piu lunga
masticazione, cibi ricchi di fibre e poco elaborati e lavare, se possibile, i denti dopo la
loro assunzione.

La prevenzione della carie non si basa esclusivamente sull’igiene orale, ma ¢ un
insieme complesso tra stili di vita e interventi preventivi mirati [85]. L’igienista
dentale svolge un ruolo fondamentale in ambito preventivo, non soltanto motivando il
paziente a un’igiene orale corretta, ma anche promuovendo stili di vita e metodiche di

prevenzione efficaci.
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2.6 Trattamento

La progressione delle WSLs puo essere limitata o meglio arrestata mediante misure
preventive come l'educazione all'igiene orale, il controllo dietetico e tecniche di
remineralizzazione [88]. Queste ultime sono efficaci ma l'effetto estetico puo essere
inferiore perché la remineralizzazione ¢ spesso limitata alla superficie della
lesione. Inoltre, richiede tempo e deve essere implementato nelle primissime fasi dello
sviluppo della lesione. La remineralizzazione ¢ un processo costruttivo, non c’¢
invasivita. La remineralizzazione ¢ un processo che avviene naturalmente [89]. Noi
possiamo solo creare i presupposti affinché cid avvenga somministrando dentifricio o
calcio fosfato per far si che si acceleri questo fenomeno. Ci sono poi altre tecniche
come la microabrasione ¢ le faccette in composito o porcellana, che pero richiedono
una riduzione, anche se minima, dello strato superficiale dello smalto.

In seguito al trattamento ortodontico i pazienti presentano valori ICDAS di 0,1,2,3.
Per lesioni con valori ICDAS di 0 e 1, lo smalto puo tornare ad avere un aspetto
“normale” con trattamenti a base di fluoro o CPP-ACP [90]. Per punteggi ICDAS di 2
e 3, 1 trattamenti di remineralizzazione non possono garantire la scomparsa di questi
difetti nello smalto. Oggi 1’unico trattamento minimamente invasivo per lesioni con

punteggio di 2 ¢ I’infiltrazione di resina.
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3 RESINE INFILTRANTI

Nel 2009 ¢ stata introdotta la tecnica di infiltrazione di resina a bassa viscosita, che
mira a riempire le microporosita nel corpo della lesione iniziale dello smalto, con un
approccio minimamente invasivo. Inoltre, l'indice di rifrazione dell'infiltrante &
definito simile allo smalto sano, e questo fornisce anche il mascheramento visivo della
lesione [91]. Le resine infiltranti sono materiali che permettono di infiltrare per
capillarita lo smalto, reso poroso da una sovramordenzatura, col fine di rallentare o
arrestare la progressione delle lesioni interprossimali non cavitate e di mascherare, a
scopo estetico, le WSLs [92]. Tali resine, grazie alle caratteristiche ottiche di rifrazione
simili a quelle dello smalto, possono favorire il trattamento estetico minimamente
invasivo delle discromie bianche. Infatti, lo smalto sano ha un indice di rifrazione pari
a 1.62, quello dello smalto demineralizzato ¢ compreso tra 1.00 e 1.33, mentre lo stesso
difetto trattato mediante infiltrazione resinosa acquisisce un indice di rifrazione pari a

1.52 e quindi molto vicino a quello dello smalto sano [93].

3.1 Icon

Icon € un innovativo sistema di infiltrazione della carie, che rende la lesione cariosa
invisibile, allineandola otticamente al resto della superficie sana dello smalto. E
composto principalmente da trietilenglicole dimetacrilato fotopolimerizzabile
(TEGDMA), che infiltra per capillarita all’interno delle WSLs a causa della sua
bagnabilita e viscosita [94]. E una tecnologia microinvasiva che riempie, rinforza e
stabilizza lo smalto demineralizzato, senza perforare o sacrificare la struttura sana del

dente (Figura 13) [95].
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Figura 13 Icon puo colmare il divario tra prevenzione e otturazione

Il trattamento di infiltrazione della carie ¢ costituito da tre passaggi: mordenzatura,

asciugatura, infiltrazione. Prima del trattamento i1 denti devono essere puliti e deve

essere applicata una diga liquida o di gomma per proteggere le gengive.

1.

Icon-Etch mordenzante prepara il dente per essere infiltrato. Il gel di acido
cloridrico viene applicato sulla zona da trattare per 2 minuti. Solo dopo la sua
rimozione I’infiltrante pud penetrare nel sistema poroso del dente. Dopo
I’applicazione di Icon Etch il dente viene risciacquato con acqua per 30 secondi e
asciugato all’aria.

Icon-Dry ¢ una soluzione a base di etanolo 99% che viene applicata per 30 secondi
e permette di asciugare la lesione. Se la decolorazione bianca scompare nel giro
di qualche secondo dopo I’applicazione dell’etanolo, allora la mordenzatura ¢
stata sufficiente. Se la decolorazione opaca persiste, il processo di mordenzatura
deve essere ripetuto. Per trattare una lesione sono possibili fino a tre applicazioni
di acido da due minuti di durata ciascuno.

Icon-Infiltrante ¢ la resina estremamente fluida che viene applicata per 3 minuti e
penetra in profondita nello smalto per azione capillare, riempendo la lesione.

Infine, viene fotopolimerizzata per 40 secondi.

I vantaggi della procedura sopradescritta sono i seguenti:

Risultati estetici soddisfacenti.
Arresto dell’evoluzione della carie in stadio iniziale.

Preservazione della sostanza sana del dente.

¢ indolore e si effettua senza anestesia e senza utilizzo di manipoli, migliorando cosi

I’accettazione da parte del paziente [94].
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Anche difetti dello smalto causati da un trauma possono essere migliorati
esteticamente dall’Icon. Il successo del trattamento dipende in questo caso da quanto
profonda sia 1’alterazione della sostanza dentale. Tanto piu 1’alterazione ¢ prossima

alla superficie del dente quanto piu visibile sara il miglioramento estetico.
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4 PARTE SPERIMENTALE

4.1 Obiettivo

Lo studio sperimentale condotto per questa tesi si pone i seguenti obiettivi: (1)
caratterizzare dal punto di vista chimico, attraverso 1’analisi spettroscopica Raman, lo
smalto dentale a livello delle WSLs, confrontandolo con lo smalto sano; (2) proporre
un progetto di ricerca per valutare e confrontare, attraverso un approccio

multidisciplinare, gli effetti di vari agenti terapeutici sulle WSLs.

4.2 Materiali e metodi

Le analisi sono state eseguite su tre molari estratti permanenti e intatti con WSLs a
livello prossimale o vestibolare, raccolti presso la Sezione di Odontostomatologia
dell'Universita Politecnica delle Marche. Secondo le linee guida del Comitato Etico
Locale e la Dichiarazione di Helsinki del 2018 [96], da ogni partecipante ¢ stato
ottenuto il consenso informato.

Dopo l'estrazione chirurgica, i denti sono stati lavati in una vasca ad ultrasuoni con
acqua distillata per 2 minuti, al fine di rimuovere sangue e residui biologici, e, quindi,
esaminati attentamente per escludere la presenza di lesioni cariose non incipienti e
crepe: 1 denti che hanno presentato una di queste caratteristiche sono stati esclusi. I
campioni sono stati conservati in saliva artificiale (Bioténe Oral Balance, Biopharm
Sas, Peschiera Borromeo, Italia), cambiata giornalmente.

Per ciascun campione sono state selezionate due aree, comprendenti una porzione di
smalto sano e una porzione di WSL (Figura 14). L’area ¢ stata analizzata attraverso
la micro-spettroscopia Raman (RMS) per la caratterizzazione chimica. Le analisi sono
state condotte in collaborazione con il Dipartimento DISVA dell’Universita

Politecnica delle Marche.
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E stato utilizzato il micro-spettrometro Horiba Jobin-Yvon XploRA Nano Raman,
dotato di un laser a diodo da 785 nm. Tutte le misurazioni sono state acquisite
utilizzando un obiettivo 5x (Olympus, Tokyo, Giappone). Lo spettrometro ¢ stato
calibrato sulla linea di silicio da 520.7 cm™ prima dell'acquisizione spettrale. E stato
scelto I'intervallo spettrale da 650 a 1800 cm™ e gli spettri sono stati acquisiti tramite
la somma di 3 accumulazioni di 10 secondi su ciascun punto. Su ogni mappa Raman
sono stati calcolati 1 seguenti valori:

- larea della banda centrata a 1660 cm™, chiamata Ammide I (A1660), che

rappresenta le proteine del campione;

- larea della banda centrata a 960 cm’' assegnata al gruppo

PO4 3 dell’idrossiapatite;

- l’ampiezza di meta banda con centro a 960 cm™ (FWHM960);

- l'intensita della banda centrata a 1070 cm1, assegnata al gruppo CO3 2.
Questi valori sono stati utilizzati per creare immagini a falsi colori che mostrano la
distribuzione spaziale delle seguenti caratteristiche spettrali: ratio Mineral/Matrix
(A960/A1660), Cristallinita (inversamente proporzionale a FWHM960) e rapporto
Carbonati/Fosfati (C/P, 11070/1960).

Figura 14 Dente analizzato con WSL (*). 1l rettangolo rosso indica I’area analizzata, comprendente una
porzione di WSL e una porzione di smalto sano

Da ogni area della mappa Raman, sono stati infine estratti gli spettri, che sono

successivamente stati elaborati.
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4.3 Risultati

Dall'analisi degli spettri Raman sono stati evidenziati i seguenti picchi principali:

- 1660 cm™ (picco ammide I delle proteine);

- 1070 cm™ (gruppi CO3?);

- 960 cm™ (PO4 > gruppi di HA).
Analizzando il singolo spettro (Figura 15B), per quanto riguarda il gruppo fosfato
dell’idrossiapatite, sono stati riscontrati valori piu alti nello smalto sano rispetto allo
smalto con WSL. Inoltre, I’intensita della banda relativa all’ammide I risulta essere
maggiore nella WSL, mentre I’intensita della banda relativa al carbonato appare
leggermente minore, rispetto allo smalto sano.
Nella Errore. L'origine riferimento non ¢ stata trovata.A sono riportate le mappe R
aman, relative all’area selezionata, riguardanti I’intensita della banda centrata a 960
cm™, Mineral/Matrix (A o0 /A 1660), Cristallinitd (inversamente proporzionale a
FWHM o60) € C/P (carbonati/fosfati, I 1070 /1 960). Come si puo notare, vi € una evidente
differenza tra la composizione chimica dello smalto sano e quello della WSL. Infatti,
per quanto riguarda i rapporti di banda, la Mineral/Matrix indica la frazione
volumetrica minerale rispetto alla quantita di collagene; la Cristallinita indica il grado
di ordine dei cristalli dell’idrossiapatite all’interno della componente minerale ed ¢
direttamente proporzionale all’inverso di FWHM; C/P indica la quantita di carbonato
incorporato nell’idrossiapatite. Come visibile in Figura 15C, lo smalto sano mostra
valori piu alti di Mineral/Matrix rispetto a quello della WSL; dall’altra parte, C/P
risulta maggiore nella WSL rispetto allo smalto sano. Per quanto riguarda la
Cristallinita, sono stati evidenziati valori leggermente inferiori nella WSL rispetto allo

smalto sano.
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Figura 15. Analisi della mappatura Raman di un’area rappresentativa all'interfaccia smalto sano/ WSL. (A)
Microfotografia che riporta l’area selezionata (rettangolo giallo, 241,5 mm 167 mm) e le corrispondenti
immagini in falsi colori (241,5 mm 167 mm) che mostrano la distribuzione topografica delle caratteristiche
spettrali di (1) intensita del gruppo fosfato (960 cm-1), (2) Mineral/Matrix (A 9s0/A 1660); (3) FWHMoso,; (4)
C/P (carbonati/fosfati, I 1070 /1 960). Diverse scale di colore sono state utilizzate per una migliore
interpretazione dei dati: il colore nero/blu corrisponde ai valori pin bassi, verde intermedio e rosso/rosso
scuro a quelli piu alti. (B) Spettri Raman dello smalto sano (sinistra) e della WSL (destra). (C) Analisi
statistica della variazione numerica dei valori calcolati di (a) Mineral/Matrix, (b) Cristallinita e (c) C/P. I dati
sono presentati come media + DS.

Sulla base dei risultati ottenuti, sara proposto un protocollo di ricerca per la valutazione
di diversi trattamenti clinici utilizzati nelle WSLs. Tale studio permettera di valutare
’efficacia dei trattamenti sia da un punto di vista microscopico e chimico che da un
punto di vista estetico.
Le lesioni, infatti, verranno successivamente trattate con:

- Resina infiltrante Icon, seguendo le linee guida della casa produttrice;

- Agente remineralizzante (contenente fluoruro di sodio), seguendo le linee

guida della casa produttrice;
- Agente remineralizzante e successivamente con resina infiltrante, seguendo le

linee guida delle case produttrici.
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4.4 Discussione

Il primo stadio clinicamente visibile della malattia cariosa ¢ caratterizzato dalla
demineralizzazione dello smalto senza cavitazione ed ¢ noto come lesione a macchie
bianche (WSL).

Nel presente studio ¢ stata valutata la composizione chimica dello smalto a livello delle
WSLs, confrontandola con quella dello smalto sano.

Dai risultati ottenuti, si pud dedurre che nello smalto sano il gruppo fosfato
dell’idrossiapatite ¢ maggiore rispetto a quello della WSL. Cio deriva dal fatto che lo
smalto a livello della WSL presenta zone di demineralizzazione. Per quanto riguarda
il carbonato, anche questo risulta piu basso nello smalto con WSL rispetto allo smalto
sano. Quindi nella WSL si riducono sia il gruppo fosfato sia il gruppo carbonato,
mentre il picco 1660 dell’ammide I del collagene ¢ piu alto nella WSL.

Per quanto riguarda i rapporti di banda, nel rapporto Mineral/Matrix sono stati
evidenziati valori maggiori nello smalto sano rispetto alla WSL. Questo ¢ dovuto al
fatto che nello smalto ¢ presente un valore maggiore del gruppo fosfato, mentre, nella
WSL, si ha una riduzione del gruppo fosfato e un aumento dell’ammide I. Quindi,
nella WSL lo smalto diventa meno compatto a causa dell'aumento dei vuoti inter-
prismatici € meno mineralizzato a causa della diminuzione della densita minerale e
dell'aumento del contenuto di matrice organica [24].

Per quanto riguarda la Cristallinita, la FWHM ¢ piu alta nello smalto con WSL rispetto
allo smalto sano. Percio, la cristallinita essendo 1’inverso sara maggiore nello smalto
sano rispetto allo smalto con WSL. I cristalli nello smalto sano, quindi, risultano piu
ordinati rispetto allo smalto con WSL. La cristallinita ¢ correlata al grado di ordine
all’interno dei cristalli e rappresenta una componente critica dell’idrossiapatite (HA),
poiché la sostituzione degli ioni puo introdurre distorsioni strutturali. Il carbonato € un
sostituente significativo nella struttura cristallina dell'HA biologico, occupando la
posizione o dei gruppi ossidrile (OH-) (tipo A carbonato HA) o dei gruppi fosfato
(PO 4*°) (tipo B carbonato HA). Uno studio precedente ha riportato che, sebbene gli
ioni carbonato possano causare una distorsione del reticolo cristallino dell'apatite in
entrambe le posizioni, ¢ meno strettamente legato nel tipo A, contribuendo a una

maggiore solubilita dello smalto [97].
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Per quanto riguarda il rapporto C/P, sono stati riscontrati valori inferiori nello smalto
sano dovuti ad un alto quantitativo del gruppo fosfato e ad una bassa presenza del
gruppo carbonato. Al contrario, nello smalto con WSL, il carbonato ¢ maggiore e il

fosfato ¢ minore e quindi il valore C/P risulta maggiore.

Durante la demineralizzazione ¢ stata riscontrata una correlazione non lineare tra il
rapporto di banda Mineral/Matrix e la Cristallinita: Mineral/Matrix diminuisce con la
potenza quadrata di FWHM [98].

I risultati ottenuti in questo studio sono in linea con quelli riportati in un recente studio,
in cui la mappatura chimica dello smalto dentale ¢ stata effettuata su sezioni trasversali
di campioni con WSL sviluppati naturalmente e artificialmente [24]. Gli autori hanno
riportato una grave deplezione del picco (PO4>) nell'area corrispondente al corpo della
lesione, mentre a distanze maggiori nello smalto, l'intensita del picco di fosfato
converge a quella dello smalto sano, segnalando la fine della WSL. La cristallinita
diminuisce bruscamente nella zona della lesione, mentre inizia ad aumentare
gradualmente nella zona intermedia prima di raggiungere il suo valore massimo nello
smalto sano. Questo fatto ¢ legato all'alterazione delle dimensioni e della forma dei
cristalli dell’idrossiapatite e di conseguenza alla ridotta perfezione dell'apatite del
prisma dello smalto.

Anche studi precedenti hanno portato agli stessi risultai. Lo studio di Fraser et al. ha
dimostrato che lo smalto sano presenta la banda dei fosfati piu intensa rispetto a quella
riportata dalla WSL [99]. Le WSLs tendono ad avere un rapporto ammide I/fosfato
leggermente piu alto rispetto allo smalto sano, indicando livelli ridotti di fosfato o
livelli elevati di proteine. Lo studio di Natarajan et al. ha dimostrato che la banda dei
fosfati era piu bassa nello smalto con WSL rispetto allo smalto sano [100]. Zavala-
Alonso et al. hanno studiato la struttura molecolare dello smalto umano affetto da
fluorosi [101]. Hanno studiato casi lievi, moderati e gravi di fluorosi utilizzando
I’RMS e confrontato la differenza strutturale nei picchi di fosfato (960 cm™) e
carbonato di tipo B (1070 cm™) con smalto sano. Sebbene il loro studio non abbia
trovato una differenza significativa nei picchi degli ioni fosfato, c'era una differenza
significativa nei picchi del carbonato di tipo B del gruppo fluorosi rispetto allo smalto
sano, suggerendo che gli ioni carbonato si dissolvono facilmente in presenza di

fluoruro.
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I1 riconoscimento precoce del processo carioso ¢ molto importante dal punto di vista
dell'intervento medico [102]. La spettroscopia Raman ¢ una tecnica proposta per il
rilevamento della carie, di difetti dello smalto, e offre la possibilita di ottenere
informazioni sull'organizzazione strutturale dello smalto. L’RMS rappresenta una
procedura non distruttiva che consente di raccogliere sullo stesso campione
informazioni chimiche e strutturali affidabili e oggettive, semplificando 'acquisizione
dei dati e riducendo i tempi di analisi [103]. L'RMS potrebbe essere proposto come
metodo innovativo per diagnosticare la carie dentale precoce e altri difetti di sviluppo
che interessano smalto e dentina e per identificare il grado di mineralizzazione dei
denti al fine di scegliere il miglior trattamento [104]. Una conoscenza piu approfondita
della composizione chimica dentale ¢ necessaria per sviluppare nuove strategie
terapeutiche. Dallo studio di Natarajan et al. emerge il potenziale della spettroscopia
Raman per monitorare i trattamenti dentali e 1 loro effetti sulla struttura del dente [100].
La spettroscopia Raman ¢ stata utilizzata per rilevare la profondita di infiltrazione della
resina nelle lesioni ipomineralizzate, per monitorare come i vari pre-trattamenti diversi

influenzino questa profondita di infiltrazione.

Conoscere l'estensione e la gravita delle lesioni fornisce preziose informazioni per le
procedure di trattamento. Recentemente, sono state introdotte strategie innovative
minimamente invasive, che includono I'utilizzo di resine a bassa viscosita in grado di
infiltrare la WSL, bloccando la demineralizzazione dello smalto e correggendo
I’inestetismo. Purtroppo, a causa delle caratteristiche intrinseche di questa resina, non
avviene la remineralizzazione a livello della lesione e, quindi, sarebbe auspicabile che
ad essa si associasse un agente remineralizzante. A questo proposito, i risultati ottenuti
rappresentano il punto di partenza per un protocollo di ricerca che verra proposto al
fine di valutare e confrontare, attraverso un approccio multidisciplinare, gli effetti di
vari agenti terapeutici sulle WSLs. Questo progetto di ricerca permettera di
approfondire le conoscenze sulla cura di tali lesioni, attraverso specifiche ricerche
basate sull’analisi dettagliata degli effetti che 1 trattamenti proposti possano avere sulla

struttura dei tessuti duri dentali.
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4.5 Conclusioni

Questo studio ha permesso di valutare le differenze a livello della caratterizzazione
chimica tra smalto con WSL e smalto sano. E stato dimostrato che nello smalto a
livello della WSL si ha una riduzione del gruppo fosfato e carbonato, mentre il picco
1660 dell’ammide I del collagene aumenta. Quindi si puod concludere che lo smalto
con WSL ¢ meno compatto, con i cristalli disposti in maniera piu disordinata ed ¢ meno
mineralizzato. L’unione e la correlazione dei risultati ottenuti amplieranno le
conoscenze riguardo 1 trattamenti delle WSLs, offrendo 1’opportunita di trasferire la
ricerca di base in ambito clinico. La realizzazione di questa ricerca aprira la strada allo
sviluppo di trattamenti innovativi e altamente conservativi, che porteranno a prevenire,

ad arrestare ed a rendere estetiche le lesioni cariose incipienti.
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