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SOMMARIO

Questa Tesi mira a determinare le caratteristiche chimiche e microstrutturali dello
smalto dentale in aree superficiali con white spot lesions (WSLs) prima e dopo
trattamento remineralizzante. In questo studio sperimentale e stata utilizzata come
metodica di analisi la Microspettroscopia ATR-FTIR, al fine di valutare I’efficacia
remineralizzante di tre diversi dentifrici presenti in commercio.

La Tesi e stata strutturata in quattro parti. Nella prima parte vengono descritte le
caratteristiche generali della struttura dello smalto dentale. La seconda parte e
incentrata sulle WSLs, descrivendone la struttura macroscopica e microscopica, i
fattori responsabili della loro formazione, la classificazione, le metodiche
diagnostiche, la prevenzione e il loro trattamento. La terza parte, invece, descrive la
moderna tecnica analitica impiegata per la valutazione delle WSLs. Nella parte finale
viene descritto il protocollo sperimentale utilizzato e discussi i risultati ottenuti, in
modo da trarre conclusioni riguardo il potenziale remineralizzante dei tre diversi
agenti testati sulle WSLs. I risultati ottenuti dalle analisi forniranno la base per una
possibile ricerca clinica futura in vivo sull'efficacia di questi trattamenti mininvasivi

per la remineralizzazione delle WSLs.



INTRODUZIONE

La carie dentale rappresenta un grave rischio per la salute orale nei paesi in via di
sviluppo sia durante l'infanzia che in eta adulta [1]. La demineralizzazione senza
cavitazione dello smalto dentale e il primo segno visibile di carie dentale [2]. La
porosita dello smalto, causata dalla demineralizzazione, talvolta conferisce alla
lesione un aspetto lattiginoso, presentandosi come un’opacita bianco latte sulle
superfici dentali, nota come white spot lesion (WSL)[3]. Inoltre, questo tipo di
lesioni possono essere causate da diversi fattori quali: fluorosi, ipomineralizzazione
degli incisivi (MIH), assunzione di medicinali durante le fasi di mineralizzazione
dello smalto, traumi, rimozione di brackets ortodontici [4]. Questo difetto dello
smalto, oltre a rappresentare un problema estetico, puo essere anche causa di
ipersensibilita dentale.

Pertanto, la prevenzione delle WSLs inizia implementando un buon regime di igiene
orale insieme all'uso di un dentifricio fluorato [5,6].

I1 fluoro agisce riducendo la demineralizzazione iniziale dello smalto in presenza di
acidi prodotti dai batteri cariogeni nella placca dentale, e provocando 1’aumento della
remineralizzazione della carie precoce dello smalto [7].

La concentrazione di fluoro dei dentifrici (sotto forma di fluoruro di sodio,
monofluorofosfato, fluoruro stannoso) dovrebbe essere superiore a 1000ppm
[8,9,10]; tuttavia, 1'uso di un dentifricio con un'elevata concentrazione di fluoro
(5000 ppm), applicato per due volte al giorno da parte di pazienti ad alto rischio di
WSL, e piu efficace delle formulazioni convenzionali [11,12].

Ulteriori fonti di fluoro come collutori, gel o vernici possono essere utili per quei
pazienti ad alto rischio di carie e dovrebbe essere considerato dal medico come parte
dell'igiene orale e del regime preventivo [13,14].

Pertanto, la prevenzione, la diagnosi e il trattamento delle WSLs sono azioni
fondamentali per ridurre al minimo il rischio di progressione di queste lesioni iniziali

dello smalto [15].



1 SMALTO DENTALE

Lo smalto dentale e il tessuto piu duro del corpo umano, composto da sostanza
acellulare, avascolare e calcificata. Esso costituisce il rivestimento protettivo esterno
della corona del dente che protegge un complesso interno costituito da uno strato di
tessuto duro, la dentina, il quale, a sua volta, racchiude un tessuto molle altamente
vascolarizzato e innervato, la polpa [16].

Lo smalto dentale e formato per il 96% da materiale inorganico, per il 3% da acqua e
per I'1% da matrice organica [17, 18]. La sua natura altamente mineralizzata lo rende
estremamente resistente [19]; mentre l'alto contenuto di minerali dello smalto lo
rende suscettibile alla demineralizzazione da parte degli acidi prodotti dai batteri
nella bocca, causando la carie dentale [20].

Lo smalto dentale e formato a partire da una matrice non mineralizzata prodotta da
cellule polarizzate di origine epiteliale, gli ameloblasti, che producono lo smalto. In
seguito al processo di mineralizzazione dei cristalli di fosfato di calcio, la matrice
extracellulare deposta dalle cellule matura e il tessuto acquisisce la durezza della
struttura definitiva, costituita prevalentemente da idrossiapatite.

L'idrossiapatite € assemblata in cristalli a forma di bastoncello simil prisma
esagonale, in cui gli ioni che la costituiscono sono disposti in un reticolo (Figura 1).
Pertanto, la formazione dello smalto dei denti e tipicamente descritta come una
sequenza di fasi consecutive che iniziano con la fase presecretoria, poi secretoria,
fino allo stadio di maturazione, seguito dall'apoptosi degli ameloblasti e dall'eruzione
del dente nella cavita orale [21]. Dopo che gli ameloblasti si differenziano durante la
fase presecretoria, entrano nella fase secretoria con la loro morfologia caratterizzata
da un processo cellulare obliquo, il processo di Tomes. La secrezione della matrice
dello smalto mineralizzante inizia all'interfaccia con la dentina creando una
giunzione tra due diversi materiali mineralizzati con diverse proprieta e processi di
formazione, la giunzione dentina-smalto (DEJ). La deposizione della matrice dello
smalto mineralizzante avviene con un ritmo circadiano lasciando una traccia di
incrementi giornalieri durante la fase secretoria fino al raggiungimento dello spessore

completo dello smalto e alla successiva differenziazione degli ameloblasti. Dopo una



breve fase di transizione, gli ameloblasti cambiano la loro morfologia entrando in
una transizione ciclica tra liscia e arricciata, provocando come conseguenza la
scomparsa del processo di Tomes. Queste morfologie alternate sono un segno
distintivo della fase di maturazione e delle fluttuazioni parallele sia nel pH della
matrice dello smalto che nel trasporto ionico che accompagnano la crescita dei
cristalli. I cambiamenti nella morfologia cellulare riflettono anche il cambiamento
nell'attivita dalla secrezione all'assorbimento delle proteine della matrice dello
smalto, il quale viene scisso per consentire 1'espansione dei cristalli minerali. Infine, i
cristalli di smalto maturano e crescono fino a incastrarsi all'interno di fasci nello
smalto completato [22,23].

Placca batterica, alimenti, sostanze acide, l'atto della masticazione e anche manovre
scorrette di igiene dentale comportano, a lungo andare, una perdita di sostanza
mineralizzata dalla superficie dentale a cui pud conseguire un indebolimento delle
strutture dentarie. Carie, erosione ed abrasione sono le tre minacce principali dei tessuti
duri del dente. Qualunque sia la causa del danno, pero, i tessuti duri hanno un limitato
grado di autoriparazione e si rendono necessari interventi esterni per riparare, dove
possibile, le strutture e produrre la formazione di nuovi cristalli di idrossiapatite, in

modo da rafforzare le strutture deteriorate [24].
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Figura 1: Struttura prismatica dello smalto.



2 WHITE SPOT LESIONS

Le lesioni a macchia bianca (WSL) sono porosita dello smalto sottosuperficiale [25]
che si sviluppano nella prima fase della progressione della carie [6]. Queste lesioni
senza cavitazione sono caratterizzate da un aspetto bianco, gessoso e opaco e si
trovano comunemente in solchi, fessure e superfici lisce dei denti; la localizzazione
pitu frequentemente rilevata e sul terzo cervicale [26]. L’aspetto biancastro e dovuto
ad un fenomeno ottico causato dalla perdita di minerali nello smalto piu superficiale.
La dissoluzione dei cristalli di smalto inizia con la creazione degli spazi tra le linee di
deposizione dello smalto dentale. La conseguente alterazione dell’indice di rifrazione
nell'area interessata € quindi una conseguenza sia della rugosita superficiale che della
perdita di lucentezza superficiale e delle alterazioni della riflessione interna,
causando una maggiore opacita visiva dello smalto, dal momento che lo smalto
poroso disperde piu luce dello smalto sano [4].

Esaminando una WSL si distinguono quattro zone corrispettivamente dallo strato
esterno verso lo strato interno dello smalto: 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 (e caratterizzata da perdita di proteine seguita dalla rimozione
di sostanze inorganiche), come illustrato nella Figura 2.

Lo strato superficiale sembra rimanere intatto a causa della presenza e del deposito di

ioni calcio e fosfato dalla saliva [5].



Figura 2: Rappresentazione schematica dello smalto dentale a livello della white spot: (1) zona

straslucida; (2) zona scura; (3) corpo della lesione; (4) strato superficiale.

La traslucenza dello smalto e un fenomeno ottico che dipende dalle dimensioni degli
spazi intercristallini. Durante le prime fasi della formazione della carie, quest’ultima
richiede l'essiccazione all'aria per essere visibile, poiché inizia il processo di
dissoluzione dei cristalli sulla superficie esterna dello smalto, lasciando la morfologia
dello smalto conservata. L'ulteriore allargamento degli spazi intercristallini si traduce
in una macchia bianca, parzialmente porosa e opaca, visibile senza I’utilizzo di aria.
L'effetto di disidratazione sulla traslucenza dello smalto é il risultato della
sostituzione del contenuto d'acqua attorno ai prismi dello smalto con I'aria.

In un sistema eterogeneo, come nel caso dei prismi di smalto circondati da un mezzo
fluido, lo scattering (fenomeno di interazione tra smalto, aria e acqua) si verifica a
causa della differenza negli indici di rifrazione (RI) dei due componenti coinvolti.
L’RI dello smalto e di circa 1,65, mentre quello dell'acqua é 1,33 e quello dell'aria &
1,00, quindi, una maggiore differenza nei valori di RI, produce una maggiore
dispersione a livello dello smalto/interfaccia aerea [27].

Alcune lesioni a macchia bianca sono reversibili; possono quindi remineralizzarsi e
tornare alla normalita. Tuttavia, le lesioni a macchia bianca possono anche persistere,
risultando esteticamente inaccettabili e rendendo quindi necessario 1’intervento di

tecniche per migliorarne I’aspetto [28].



2.1 Classificazione ICDAS

L'International Caries Detection and Assessment System (ICDAS) ¢ un metodo
visivo atto a valutare i cambiamenti superficiali e la potenziale profondita istologica
delle lesioni cariose, basandosi sulle caratteristiche visive della superficie [29] e
consentendo di registrare la gravita e l'incidenza della carie nel suo continuum. E una
procedura diagnostica che ha lo scopo di fare una diagnosi di carie e conferire un
livello di gravita alla lesione cariosa intercettata.

L'ICDAS 1 ¢ stato sviluppato nel 2002 ed é stato successivamente modificato in
ICDAS 1II nel 2005. I criteri ICDAS I e II incorporano concetti tratti dalla ricerca
condotta da Ekstrand et al (1995, 1997) e altri sistemi di rilevamento della carie
descritti nella revisione condotta da Ismail et al (2004) [30]. Il requisito principale
per l'applicazione del sistema ICDAS e l'esame di denti puliti e asciutti;
l'essiccazione della superficie del dente e la chiave per rilevare le lesioni non cavitate
perché l'acqua di solito ostruisce i pori dei denti cariati e l'indice di rifrazione simile
del dente e dell'acqua oscura la rilevazione delle prime lesioni a macchia bianca. I
denti devono essere puliti con uno spazzolino da denti o una coppetta per profilassi
prima dell'esame clinico [9].

I codici di rilevamento ICDAS per la carie coronale vanno da 0 a 6 a seconda della
gravita della lesione, ma esistono piccole variazioni tra i segni visivi associati a
ciascun codice a seconda di una serie di fattori, tra cui le caratteristiche della
superficie (solchi e fessure rispetto a superfici lisce libere), la presenza di denti
adiacenti (superfici mesiali e distali) e se la carie & associata o0 meno a un restauro o
sigillante (Figura 3):

e Codice 0: La superficie del dente é sana; non dovrebbero esserci prove di
carie, né cambiamento nella traslucenza dello smalto dopo un'asciugatura
prolungata all'aria (tempo di asciugatura suggerito 5 secondi). Le superfici
con difetti dello sviluppo, come ipoplasie dello smalto, fluorosi, usura dei
denti (attrito, abrasione ed erosione) e macchie estrinseche o intrinseche,
verranno registrate come suoni.

® Codice 1: Nel caso di dente bagnato, non vi e evidenza di alcun

cambiamento di colore attribuibile all'attivita cariosa, ma dopo una



prolungata essiccazione all'aria, e visibile un'opacita cariata o uno
scolorimento (lesione bianca o marrone) dovuto alla carie, non coerente con
l'aspetto clinico dello smalto sano.

Codice 2: 1l dente deve essere visto bagnato poiché si ha un'opacita cariata
(lesione a macchia bianca) e/o una colorazione cariata bruna pit ampia che
non e coerente con l'aspetto clinico dello smalto sano, la lesione deve inoltre
essere ancora visibile una volta asciutta la superficie.

Codice 3: il dente visto bagnato puo presentare una chiara opacita cariata
(lesione a macchia bianca) e/o una colorazione cariata marrone che non é
coerente con l'aspetto clinico dello smalto sano. Una volta asciugato, si
verifica una perdita della struttura del dente. Questo sara visto visivamente
come prova di demineralizzazione [pareti opache (bianche), marroni o
marrone scuro].

Codice 4: e presente un’ombra intrinseca che puo apparire di colore grigio,
blu o marrone, la quale deve rappresentare chiaramente la carie iniziale sulla
superficie del dente oggetto di valutazione.

Codice 5: La cavitazione nello smalto opaco o scolorito espone la dentina
sottostante. Il dente visto bagnato puo avere l'oscuramento della dentina
visibile attraverso lo smalto. Una volta asciugato, vi e evidenza visiva della
perdita della struttura del dente con dentina esposta.

Codice 6: Alla vista bagnata non vi é evidenza di alcun cambiamento di
colore attribuibile all'attivita cariosa, ma dopo una prolungata essiccazione
all'aria e visibile un'opacita cariata (lesione bianca o bruna) non coerente con
l'aspetto clinico dello smalto sano. E presente una cavita profonda e ampia

che coinvolge almeno la meta della superficie del dente o forse raggiunge la

polpa, con dentina esposta [31].




Figura 3: Classificazione ICDAS con score da 0 a 6: rappresentazione clinica.

2.2 Fattori che causano la formazione delle WSLs

2.2.1 Difetto di maturazione dello smalto

Molar incisor hypomineralization (MIH) e definito come un difetto di maturazione
dello smalto nei bambini e negli adolescenti che coinvolge da uno a quattro primi
molari permanenti e occasionalmente coinvolge incisivi permanenti [32,33]. (Figura
4) L'aumento del numero di carie e dovuto allo smalto ipomineralizzato, che ha meno
bordi e cristalli distinti del prisma, uno spazio interprismatico piu pronunciato e il
dente permanente immaturo ha un rapporto piu elevato di apatite carbonatica rispetto
all'idrossiapatite [34]. Di conseguenza, lo smalto MIH e piu poroso e piu debole
dello smalto normale e si presenta come un’opacita di colore diverso nei denti
colpiti, che a volte subiscono una rottura post-eruttiva [35,36].

Molecolarmente, lo smalto interessato da MIH presenta un'elevata quantita di

proteine, come l'albumina sierica e il collagene di tipo I, dunque si suggerisce che la
presenza di queste, inibisca la crescita dei cristalli di idrossiapatite e della
maturazione dello smalto, portando ad una riduzione del contenuto minerale di esso
[37,38,39,40].
Le linee guida dell'Accademia Europea di Odontoiatria Pediatrica sono spesso
utilizzate per diagnosticare I'MIH e includono i seguenti criteri: opacita chiaramente
demarcata a livello occlusale e buccale, superfici delle corone, discromie bianche o
giallo-marroni, difetti MIH di almeno 1 mm di diametro, presenza di ipersensibilita,
presenza di restauri atipici e necessita di estrazione di denti permanenti [41,42].

La gestione clinica dell'MIH é difficile a causa del rapido sviluppo della carie
dentale, della cooperazione limitata dei bambini e della rottura ripetuta dei restauri
[43].

MIH é stato inizialmente descritto come un difetto idiopatico [44]; la maggior parte
degli studi suggerisce che una combinazione di fattori puo influenzare gli
ameloblasti, con conseguente formazione anormale dello smalto che porta a MIH

[45].



Gli ameloblasti possono essere influenzati negativamente sia nel periodo prenatale

che postnatale dello sviluppo dei denti da altri antecedenti:

* basso peso alla nascita;

¢ malattia materna o stress psicologico durante la gravidanza;

e complicazioni del parto;

¢ diossine nel latte materno durante 1'allattamento;

® nutrizione;

e fumo;

® asma;

e polmonite;

¢ infezioni respiratorie;

e otite media;

e tonsillite;

e varicella;

¢ uso precoce di amoxicillina in quelli con MIH [46,47].
Crombi et al. ha affermato inoltre che ci sono prove che sostengono il legame tra
MIH ed esposizione al bifenil/diossina policlorurato.
Sebbene I'eziologia della MIH sia ancora sconosciuta, sembra che una combinazione
di fattori ambientali, genetici ed epigenetici contribuisca a questo disturbo [48,49]. In
diversi studi e stato dimostrato che la prevalenza di MIH varia dal 2,8% al 44%. Tra
gli studi con piu di 1000 soggetti, la prevalenza di MIH varia dal 2,8% al 21%. Nel
complesso, la prevalenza di MIH varia in base al paese, alla regione e al gruppo di
eta studiato [50].
I problemi clinici pit comunemente riportati per i pazienti con MIH includono
rottura dello smalto post-eruttiva che porta all'esposizione della dentina;
ipersensibilita; mancanza di effetto dell'anestesia locale; problemi estetici nei denti
anteriori; rapida progressione alla carie e problemi comportamentali durante il
trattamento dovuti a paura e ansia [51,42].
Si rende pertanto necessaria una cura ottimale per ridurre al minimo la rottura
posteruttiva dello smalto e qualsiasi danno dovuto alla carie e per migliorare la salute

dei denti affetti da MIH. Nei casi lievi, viene intrapresa una terapia preventiva di
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remineralizzazione per prevenire ulteriori crolli e carie secondarie. L'approccio
fondamentale per i denti affetti da MIH é I’utilizzo quotidiano con dentifricio
contenente almeno 1000 ppm di fluoro. L'applicazione professionale del fluoruro
topico puo migliorare la remineralizzazione dello smalto e la resistenza alla
demineralizzazione fornendo un serbatoio di ioni fluoruro per la rideposizione di

fluorapatite durante la remineralizzazione [52].

Figura 4: Presentazioni di MIH.
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A: Opacita scura del dente in un primo molare permanente inferiore. B: Difetto di smalto in un primo
molare permanente inferiore infetto. C: Difetto di smalto e dentina in un primo molare permanente

inferiore. D: Opacita bianca del dente nell'incisivo inferiore.

2.2.2 Fluorosi

La fluorosi dentale ¢ una malattia endemica caratterizzata da un'eccessiva deposizione
di fluoruri nei tessuti duri e molli, solitamente osservata tra i pazienti pediatrici.
Colpisce principalmente le famiglie che risiedono in aree ad alto contenuto di fluoro con
una quantita eccessiva di esso presente nell'acqua potabile, come India, Sri Lanka, Cina,
Africa orientale, Medio Oriente e Sud America [53,54,55]. Percio le fonti pit comuni di
fluoruro ingerito sono l'acqua potabile fluorata, il dentifricio, gli integratori e le formule
per bambini [56]; infatti i bambini di eta compresa tra 1 e 4 anni sono ad alto rischio,
mentre il rischio diminuisce successivamente intorno agli 8 anni di eta. [57,58]. Durante
lo sviluppo del dente, un'elevata concentrazione di fluoro influenzera la cellula che
forma lo smalto, I'ameloblasto, specialmente durante la formazione di esso [59].

A causa dell'aumento del fluoruro durante la mineralizzazione dello smalto, vi € una
diminuzione della concentrazione di ioni calcio liberi nella matrice mineralizzante, la
quale provoca un’inibizione dell'enzima proteasi dalla degradazione delle proteine della
matrice durante la fase di maturazione. Pertanto, la degradazione delle proteine della
matrice é ritardata. Inoltre, la presenza della ritenzione indotta dal fluoro delle proteine
della matrice dello smalto, porta a una ridotta crescita dei cristalli come amelogenine,
ameloblastine, tufteline, smaltine e proteine solfate ad alto peso molecolare [60,61,62].
La fluorosi dentale é caratterizzata dalla presenza di smalto con colorazione brunastra
dei denti, smalto butterato e striature bianche bilaterali, diffuse, sottili, orizzontali con
placca macchiata [53] (Figura 5). L'assunzione giornaliera raccomandata di fluoro per la
prevenzione primaria della fluorosi € compresa tra 0,05 e 0,07 mg F/Kg/giorno [63].
Tuttavia, la fluorosi compare se la concentrazione di fluoro é superiore a 1,5-4 mg/L
[64]. Genitori e pediatra dovrebbero svolgere un ruolo importante per ottenere la
massima protezione contro la carie dentale e ridurre al minimo il rischio di fluorosi
dentale tra i bambini.

Clinicamente, la fluorosi dentale é grave nei premolari e nei secondi molari permanenti
e meno negli incisivi mandibolari permanenti e nei primi molari permanenti. Inoltre, la

gravita della fluorosi dentale dipende dallo spessore dello smalto. Pertanto, piu spesso &
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lo smalto, pit grave e la fluorosi dentale, caratterizzata dall'aspetto bianco della
porzione superficiale delle cuspidi e dei bordi incisali, definito snow-capped per la sua
morfologia [65].

Dean's Index é stato introdotto da Dean nell'anno 1934, che e la classificazione della
fluorosi basata sulla sua interpretazione dell'aspetto, tutt’ora ampiamente utilizzata [66];
infatti puo essere lieve o grave in base a diversi fattori come la durata e quantita di
esposizione al fluoro, risposte individuali, peso, eta, grado di attivita fisica, fattori
nutrizionali e crescita ossea [67]. Una forma lieve di fluorosi puo apparire attraverso
minuscole striature bilaterali, che sono impercettibili, diffuse, opache e bianche che
scorrono orizzontalmente sullo smalto, mentre nella forma da moderata a grave, appare
uno scolorimento brunastro dello smalto insieme a usura sulla superficie a causa della
scarsa mineralizzazione [68]. Pertanto, sono stati raccomandati vari approcci terapeutici
per i pazienti con fluorosi dentale a seconda della gravita della malattia: micro/macro
abrasione, sbiancamento, restauri in composito, faccette e corone complete e

infiltrazione in resina [69].

Figura 5: Ripercussioni dentali dell'intossicazione sistemica da fluoro.
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2.2.3 Trauma

Le WSLs di origine traumatica possono presentare una varieta di espressioni
cliniche, che differiscono nella forma, localizzazione e anche colore. Gli studi hanno
dimostrato che circa il 30% di tutti i bambini di eta inferiore ai 7 anni subisce lesioni
a uno dei loro incisivi decidui e che le lesioni piu gravi ai denti decidui si verificano
in eta compresa tra 1 e 3 anni [70].

Gli effetti del trauma sui denti decidui variano e comprendono alterazioni tissutali
patologiche come necrosi pulpare, riassorbimento radicolare interno e/o esterno e
obliterazione del canale pulpare. Sono generalmente lesioni puntiformi situate nel
terzo incisale della corona dentale (Figura 6). Nella maggior parte dei casi,
riguardano un unico dente: colpiscono pit comunemente gli incisivi mascellari [71].
Questa alterazione dello smalto si verifica perché 1’apice della radice del dente
deciduo, per intrusione, interferisce con gli ameloblasti durante la formazione della
corona del dente permanente; a tale proposito risulta fondamentale il momento in cui
avviene il trauma correlato allo stadio di formazione dell’elemento dentale in quanto
deve avvenire in concomitanza con la formazione dello smalto coronale.

A livello degli incisivi, i 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 infiammazione periapicale puo quindi disturbare la
mineralizzazione del germe sottostante, a seconda del suo grado di formazione
(ipoplasia di Turner). La discromia traumatica puo interessare dalla superficie a tutto
lo spessore dello smalto. Se il danno e causato nella fase iniziale della formazione
dello smalto, la WSL e di notevole profondita. Se, invece, avviene nella fase finale
viene alterato solo lo strato superficiale di smalto [72]. Una riparazione ad integrum
di questa lesione non e 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 [73].
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Figura 6: White spot lesion di origine traumatica.

2.2.4 Trattamento Ortodontico

Durante il trattamento ortodontico, i pazienti sono spesso esposti al rischio di
demineralizzazione dello smalto adiacente agli apparecchi ortodontici a causa della
scarsa igiene orale. I batteri acidogeni, come lo Streptococcus mutans e Lactobacilli,
che si trovano nella placca dentale, metabolizzano i carboidrati assunti con la dieta e
i loro sottoprodotti degli acidi organici, causando la demineralizzazione dello smalto,
che si manifesta come WSL, ovvero lesione da carie senza cavitazione, che se non
viene trattata, puo evolvere in carie cavitata.

Clinicamente, la formazione di WSL attorno agli apparecchi ortodontici puo
verificarsi entro 4 settimane dal trattamento ortodontico [74].

Gli apparecchi ortodontici fissi rappresentano un importante fattore di rischio per
I’insorgenza della carie per diversi motivi (Figura 7) [75]:

e con la struttura irregolare dei brackets, creano un maggior numero di punti di
ritenzione della placca sulle superfici lisce del dente che normalmente sono
meno interessate dalla carie;

® ostacolano 'azione ritentiva della saliva sulle guance, labbra e lingua;

¢ rendono maggiormente complesse le normali manovre di igiene orale.

La demineralizzazione e la remineralizzazione avvengono costantemente sulla

superficie del dente. In condizioni ideali questi due processi sono perfettamente
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bilanciati tra loro e la saliva riesce svolgere la sua azione rimineralizzante [76].
Invece, in ambiente acido, 1'idrossiapatite che forma lo smalto inizia a dissolversi,
questo processo di demineralizzazione si interrompe e riprende quando il pH supera
5,5. Nei pazienti sottoposti a trattamento ortodontico fisso, lo spostamento verso un
ambiente piu ricco di batteri cariogeni e acidogeni, favorisce lo squilibrio di questo
processo [77]. Cio avviene grazie agli ioni calcio, fosfato e fluoruro disciolti nella
saliva e presenti in concentrazioni diverse a seconda delle variazioni del PH salivare
ed é piu rapido nei primi mesi dopo la rimozione dell'apparecchio fisso. Quando gli
ioni fluoro sono presenti nel biofilm salivare e il PH ¢ compreso tra 4,5 e 5,5, i
cristalli di idrossiapatite disciolti vengono sostituiti da cristalli di fluorapatite piu

resistenti durante la fase di remineralizzazione [78] (Figura 8).
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Figura 7: Fotogrdfie cliniche rappresentative: (A) prima del trattamento ortodontico (B) durante il
trattamento ortodontico e (C) post-ortodonzia, é stato eseguito un trattamento remineralizzante per la

presenza di una grave demineralizzazione dello smalto.

E stato riportato che la prevalenza di macchie bianche nel trattamento ortodontico &
del 38% dopo 6 mesi e del 46% dopo 12 mesi, rispetto all'11% nel gruppo di
controllo [79].

L'area maggiormente colpita da WSLs é la superficie del margine gengivale
vestibolare dei denti anteriori mascellari, mentre quelli posteriori sono meno colpiti:
nell'arcata superiore 1'incidenza e maggiore per l'incisivo laterale (34%), simile per i
canini (31%) e premolari (28%) e inferiori per gli incisivi centrali (17%) [80].

Queste lesioni possono essere ridotte migliorando l'igiene orale, riducendo
I'assunzione di carboidrati nella dieta e applicando fluoruro topico. La sicurezza
dell'uso del fluoro e stata ampiamente dimostrata e sono stati proposti vari mezzi di
applicazione topica, inclusi gel, collutori e vernici,tuttavia molte strategie richiedono

un'elevata compliance del paziente per essere efficaci [81].

-
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Figura 8: Scambio ionico nella fase di remineralizzazione: quando nel biofilm salivare sono presenti
ioni fluoro (F-) e il pH é compreso tra 4,5 e 5,5, i cristalli di idrossiapatite disciolti vengono sostituiti

da cristalli di fluorapatite piu resistenti.
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2.3 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 [82].

2.3.1 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, occorre ispezionare i margini dei restauri e
dei sigillanti, i brackets ortodontici e ad altri dispositivi applicati sui denti che
ostacolano la rimozione della placca e rendono piu probabile lo sviluppo di lesioni
cariose dello smalto.
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;

Full-Mouth Plaque Score (FMPS) per valutare la quantita e la localizzazione di placca
e tartaro;

Full-Mouth Bleeding Score (FMBS) per valutare la quantita e la localizzazione del
sanguinamento;
In entrambi vengono analizzate 4 superfici: vestibolare, linguale/palatale, mesiale e
distale.

Sondaggio parodontale con identificazione di eventuali tasche e recessioni;
Periodontal Screening and Recording (PSR) per valutare lo stato di salute parodontale
L’esame viene effettuato a sestanti e a ognuno viene assegnato un codice da 0 a 4 [109]:
Il codice 0O indica salute gengivale, perché la banda scura della sonda (fra 3.5 e 5,5) resta
totalmente visibile e non si rivelano placca, tartaro e margini debordanti, il codice 1
indica la presenza di gengivite per via della comparsa di sanguinamento, il codice 2 la

presenza di fattori ritentivi per la placca batterica, i codici 3 e 4 rispettivamente la
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presenza di tasche poco profonde (3,5-5,5 mm) e profonde (6 mm o piu) con
conseguente scomparsa della banda scura della sonda [5].

Decayed, missing and filled teeth (DMTF) che 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 che in dentatura permanente [6]. 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 [7].

2.3.2 Esame radiografico

L’esame radiografico viene generalmente eseguito dopo l’esame clinico. Infatti, la
componente clinica della diagnosi serve ad identificare la sede specifica in cui eseguire
I’esame radiografico [86]. Esistono varie tipologie di radiografie:
- Radiografia endorale periapicale (Figura 9): 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

[9].

Figura 9: Esempio di radiografia endorale periapicale.

- Ortopantomografia: radiografia extraorale nella quale e 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 10).
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Figura 10: Esempio di ortopantomografia e ortopantografo.

- Radiografia bitewing: 1’esame bitewing, se correttamente eseguito, rappresenta
per semplicita e fedelta d’immagine, ’esame radiografico preferenziale per
compiere diagnosi di carie nei settori latero-posteriori e in particolare a livello
interdentale. L’obiettivo e quello di poter visualizzare tutte le superfici

interprossimali senza sovrapposizioni [88] (Figura 11).

Figura 11: Radiogrdfia di tipo Bitewing con centratore per una corretta esecuzione.

Le dosi di radiazioni che si ricevono durante una radiografia dentale sono normalmente
molto basse, tali da non rappresentare un danno per il paziente [11].

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 [90].
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2.3.3 Transilluminazione

La transilluminazione € una tecnica che prevede il passaggio della luce infrarossa
attraverso i tessuti dentali. Attraverso la variazione di rifrazione della luce nelle zone
affette da carie, permette una precoce individuazione. Lo smalto appare trasparente,
mentre le lesioni porose intrappolano e assorbono la luce. Questo permette al clinico di
valutare la struttura del dente e l'effettiva struttura di qualsiasi lesione cariosa con
estrema precisione. Questa metodica richiede una luce ad alta intensita emessa da un
puntale con un piccolo diametro. Alla transilluminazione, le aree interessate dal
processo carioso appaiono piu scure, mentre i 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 [13] (Figura 12).

Figura 12: Dente osservato mediante metodica di transilluminazione.
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2.4 Prevenzione

Nella prevenzione della carie dentale la fluoroprofilassi rappresenta un mezzo

fondamentale (Figura 13). Il fluoro pud essere somministrato per via sistemica,

attraverso 1’assunzione di acqua, latte, integratori, e risulta essere utile durante

I’odontogenesi e per via topica, attraverso 1’utilizzo di dentifrici, collutori o gel; questa

via di somministrazione é in grado di fornire concentrazioni molto piu elevate di fluoro

rispetto a quelle contenute, ad esempio, nell’acqua potabile [14].

Le linee guida dell’OMS prevedono un programma di fluoroprofilassi dettagliato [15]:

22

Nei bambini da 6 mesi a 6 anni a basso rischio occorre utilizzare un dentifricio
con almeno 1000 ppm di fluoro, 2 volte al giorno, in dose pea-size.

Nei bambini da 6 mesi a 6 anni a medio rischio occorre effettuare in aggiunta
I’applicazione topica di fluoro ogni 6 mesi.

Nei bambini da 6 mesi a 3 anni ad alto rischio occorre in aggiunta I’applicazione
topica di fluoro ogni 3 mesi e 0,25 mg/die di fluoro con gocce, invece dai 3 anni
ai 6 anni 0,50 mg/die di fluoro con gocce o pastiglie.

Nei bambini dai 6 anni in poi a basso rischio occorre utilizzare un dentifricio
con almeno 1450 ppm di fluoro, 2/3 volte al giorno.

Nei bambini dai 6 anni in poi a medio rischio occorre in aggiunta 1’applicazione

topica di fluoro ogni 6 mesi, invece ogni 3 mesi in quelli ad alto rischio.

* DIETARY HABITS

* ORAL HYGIENE

* FLUORIDE DENTIFRICE/SUPPLEMENTS
* TRANSMISSION OF BACTERIA

* EARLY DETCTION OF CARIES
* DIET COUNCELLING

* FLUORIDE APPLICATION

* PIT AND FISSURE SEALENTS

PROFESSIONAL

* HEALTH EDUCATION
+* COMMUNITY DEVELOPMENT
* WATER FLUORIDATION

Figura 13: Strategie per la prevenzione della carie.



2.5 Trattamento

2.5.1 Dentifrici fluorati

I dentifrici al fluoro (sotto forma di fluoruro di sodio, monofluorofosfato, fluoruro
stannoso) sono sicuramente il modo piu efficace per prevenire le WSLs e sono
attualmente i pit comuni nelle abitudini di igiene orale quotidiana (Figura 14). Infatti,
per una maggiore efficacia del dentifricio, si consiglia di non sciacquare la bocca con
acqua subito dopo aver lavato i denti per permettere al fluoro di fissarsi sulle superfici
dentali. L'efficacia dei dentifrici con 1000ppm di fluoro é stata da tempo dimostrata [94]
ed é stato anche provato che una concentrazione di 5000ppm di fluoro € in grado di
combattere la demineralizzazione dello smalto e facilitarne la remineralizzazione ancora
piu rapidamente [95]. D'altra parte, una remineralizzazione troppo rapida impedirebbe
la penetrazione di ioni calcio e fosfato negli strati piu interni dello smalto [96]. Sulla
base di queste osservazioni si € concluso che 1'uso di sostanze a maggior rilascio iniziale
di fluoruro sono piu efficaci nel ridurre la demineralizzazione dello smalto [97]; mentre,
al contrario, per favorire una corretta remineralizzazione, sono piu indicati prodotti a
minore concentrazione di fluoro. Per bambini di eta inferiore ai 9 anni a rischio di
fluorosi dentale, si raccomanda che lo spazzolino venga risciacquato accuratamente

dopo aver utilizzato un dentifricio ad alto contenuto di fluoro [98].

Figura 14: Quantita di dentifricio in dose pea-size.
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2.5.2 Collutori fluorurati

I collutori per uso quotidiano contengono 225ppm di fluoro e sono consigliati ai
bambini di eta superiore ai 6 anni che sono a rischio di carie moderato o alto. Durante il
trattamento ortodontico, raccomandano come metodo migliore per prevenire la
demineralizzazione dello smalto 1'uso quotidiano di collutori allo 0,05% di NaF [99].
Invece, secondo Hirschfield [100], é consigliato 1'uso di collutori al fluoruro di fosfato
acidulato (APF) per rendere lo smalto piu resistente alla decalcificazione indotta
dall'ortodonzia.

L’ utilizzo dei collutori fluorati é consigliato per 1 o 2 minuti senza risciacquo [101].

2.5.3 CPP-ACP

Tra i possibili trattamenti delle lesioni iniziali dello smalto c’é il fosfopeptide di caseina
fosfato di calcio amorfo (CPP-ACP) [102], un materiale derivato dalle proteine del latte
in grado di mantenere un'elevata concentrazione di ioni calcio e fosfato sulla superficie
dei denti [103]. E noto che I'assunzione di sostanze cariogene provoca un abbassamento
del pH salivare; in questo ambiente acido, gli ioni calcio e fosfato vengono trasportati
da questa proteina (CPP) sulla superficie dentale, aiutando a prevenire la carie e
favorendo la remineralizzazione dello smalto. Inoltre, questo prodotto ha dimostrato di
avere un effetto tampone sulla placca e un effetto batteriostatico, in quanto puo inibire
I'adesione e la crescita di Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. CPP-ACP e
disponibile in commercio attraverso gomme da masticare, dentifrici, compresse, spray,

collutori e mousse. [104].

2.5.4 Laser

L'applicazione dei laser per prevenire la carie risale al 1972. I raggi laser aumentano la
microdurezza dello smalto e la resistenza all'attacco acido. I principali laser utilizzati in

odontoiatria includono: laser ad argon, CO, Nd YAG e lerbio YAG [105].
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L'irradiazione dello smalto con raggi laser ad argon riduce la quantita di
demineralizzazione fino al 30%-50%. Fox ha riportato che, oltre a ridurre la
demineralizzazione dello smalto, hanno abbassato il valore del pH della soglia di
dissoluzione, hanno provocato cambiamenti nella morfologia della superficie,
mantenendola intatta. Sono stati suggeriti diversi meccanismi per spiegare 1'aumento
della resistenza dello smalto alla carie dopo l'irradiazione laser; quello piu probabile
sembra essere attraverso la formazione di microspazi all'interno dello smalto dopo
'esposizione ai raggi laser. Questi microspazi intrappolano gli ioni rilasciati e fungono

da siti per la remineralizzazione all'interno della superficie dello smalto [106].

2.5.5 Microabrasione

La microabrasione migliora l'estetica dei denti eliminando lo strato esterno di smalto
difettoso. Questa tecnica invasiva consiste nell’applicazione di una pasta abrasiva
contenente acido cloridrico al 6,6% (Opalustre) o al 6% (Whiteness RM) e
microparticelle di carburo di silicio di dimensioni comprese tra 20 e 160 um per

rimuovere le parti superficiali della lesione [78].

2.5.6 Sbiancamento

I risultati estetici dello sbiancamento sono limitati e potrebbero dar luogo a sensibilita
dentale e ad una diminuzione della microdurezza dello smalto [107]. Tuttavia, uno
studio recente ha dimostrato che lo sbiancamento della carie con il 10% di perossido di
carbammide potrebbe camuffare le WSLs senza alcun effetto sulle proprieta chimiche e
meccaniche dello smalto; inoltre, I'applicazione di CPP-ACP é stata considerata un
trattamento aggiuntivo per promuovere il guadagno di minerali nella lesione sotto la
superficie [108]. Khoroshi et al. ha mostrato in uno studio in vitro che una procedura di
sbiancamento delicata e non invasiva incorporando tre diversi biomateriali, tra cui nano-
BAG, nano-idrossiapatite e fosfato di calcio nano-amorfo, negli agenti sbiancanti,
potrebbe limitare gli effetti negativi dello sbiancamento e prevenire le alterazioni della
superficie dello smalto [109]. Questa modalita di trattamento dovrebbe essere riservata

ai pazienti con una buona igiene orale per mascherare le lesioni [110].
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2.5.7 Infiltrazione in resina

L’infiltrazione in resina & un’alternativa per migliorare l'aspetto delle WSLs; questa
tecnica si basa sull'utilizzo di acido cloridrico al 15% per aumentare la porosita dello
strato superficiale dello smalto seguito dall'applicazione di una resina a bassa viscosita
in grado di infiltrare microporosita dello smalto demineralizzato fino a 400 micron di
profondita (Figura 14). Questa resina inoltre € in grado di:

- migliorare l'aspetto della lesione e rinforzare la struttura indebolita dei prismi
dello smalto sin dalla prima applicazione perché ha un indice di rifrazione della
luce simile a quello dello smalto sano;

- sigillare la superficie, migliorandone I'aspetto e proteggendola dalla
degradazione degli acidi;

- interrompere il processo di demineralizzazione.

Attualmente, il prodotto commerciale piu diffuso che utilizza questo meccanismo € 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
[111]. E una tecnologia microinvasiva che riempie, rinforza e stabilizza lo smalto

demineralizzato, senza perforare o sacrificare la struttura sana del dente [112].

26



27

Figura 14: Prima del trattamento (A). Trattamento con infiltrazione in resina (B). Risultato dopo

trattamento (C).



3 ANALISI STRUMENTALI PER IA
VALUTAZIONE DELLE WSLs

3.1 Spettrometria IR a Trasformata di Fourier (FTIR)

La radiazione infrarossa e una porzione della radiazione elettromagnetica che provoca
transizioni vibrazionali nei legami presenti nelle molecole (Figura 15). Si divide in
lontano IR (far IR o FIR), medio IR (mid IR o MIR) e vicino IR (near IR o NIR)
(Tabella 1). Il range spettrale piu usato per valutare la composizione chimica di un

materiale e la regione del MIR.

[ Spettro di luce visibile all'occhio umano ]

Infrarossa
o —
750 nm 700 nm 650 nm IGOO nm 550 nm 500 nm 450 nm 400 nm

Tkm 1Metra Tem Tmm LI ) 1rm
1% 10% 10% 102 10) 10° 107 107 10 10 10% 10 107 10% 107 1070 107 1072 107F 107 107 Metri

| Carrerte atternata

Radio - Telévisione - Microénde E?:;isosn: | E:iiiiﬁ;z ! Ragai | ;:riﬁia
Onde Radio
€ uvelwilil
Middle IR (MIR) 4000-700 cm™ Principali gruppi
funzionali
Far IR (FIR) 700-10 cm™ Composti inorganici
e metallorganici

Irradiando una molecola con un opportuno intervallo di frequenze IR si generano varie
transizioni vibrazionali, che possono essere riportate su uno spettro dalla cui analisi si
ricavano i legami contenuti all’interno e quindi i corrispondenti gruppi funzionali

(Figura 16).
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Figura 16: Spettro del 2-butanone nel medio infrarosso (4000-700 cm™).

Normalmente gli spettri IR sono formati da numerose bande, di solito convolute. Per
quanto riguarda il medio infrarosso, la parte destra dello spettro, denominata ”zona
dell’impronta digitale”, e associata alle vibrazioni di tutto lo scheletro ed é quindi tipica
della molecola nella sua interezza (1400-700 cm™); nella parte sinistra si trovano invece
le bande corrispondenti alle vibrazioni dei singoli gruppi funzionali, che hanno
assorbimenti abbastanza fissi a prescindere dal resto della molecola (“zona dei gruppi
funzionali”, 4000-1400 cm™).

Le transizioni vibrazionali possono essere di due tipi: stretching o stiramento (che
consiste nella variazione della frequenza di allungamento e accorciamento del legame) e
bending o piegamento (che riguarda le deformazioni degli angoli di legame sul piano e

fuori dal piano) (Figura 17).

e A e e

Symmetrical Antisymmetrical Scissoring Twisting Rocking Wagging
stretching stretching

Figura 17: Vibrazioni di stretching e bending.
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E’ importante sottolineare che non tutte le transizioni vibrazionali che avvengono in un
campione, possono essere individuate, ma solo quelle che provocano una variazione del
momento dipolare (secondo delle precise Regole di Selezione). A tale proposito, le
bande di assorbimento risultano ben evidenti (elevato coefficiente di estinzione molare)
se il legame é polarizzato (ad esempio il carbonile), mentre sono piu deboli o quasi
assenti (basso coefficiente di estinzione molare) se il legame non presenta
polarizzazione (doppio legame C=C).

Negli ultimi decenni, si e verificato un notevole ampliamento delle applicazioni della
spettroscopia IR, dovuto principalmente allo sviluppo tecnologico. Grazie all’utilizzo
della Trasformata di Fourier, e possibile acquisire contemporaneamente tutto il campo
delle frequenze IR, diminuendo sensibilmente i tempi di acquisizione e permettendo di
eseguire piu scansioni sullo stesso campione, in modo da ottimizzare il rapporto
segnale/rumore. La presenza all’interno del banco ottico dell’interferometro di
Michelson (Figura 18), dotato di due specchi, uno fisso e 1’altro mobile permette di
generare tutte le frequenze IR, che interagendo con il campione producono
un’interferogramma, che grazie alla Trasformata di Fourier viene convertito dal dominio

dei tempi nel dominio delle frequenze.

[I Detector

[] Campions
Specchio mobils

Sorgents Infrarossa
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Eemm
Splitter

Specchio
Fisso

—

Figura 18: Interferometro di Michelson.
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4 PARTE SPERIMENTALE

4.1 Obiettivo dello studio

Lo studio sperimentale condotto per questa Tesi di Laurea si pone come obiettivo quello
di valutare D’efficacia remineralizzante di tre dentifrici presenti in commercio,
utilizzando come metodica di analisi la Microspettroscopia ATR-FTIR. I risultati,
ottenuti dalle analisi, forniranno la base per una possibile ricerca clinica futura in vivo

sull'efficacia di questi trattamenti mininvasivi per la remineralizzazione delle WSLs.

4.2 Materiali e Metodi

4.2.1 Preparazione del campione

Quattro molari permanenti sono stati raccolti presso la Sezione di Stomatologia
dell'Universita Politecnica delle Marche di Ancona, Dipartimento DISCO. I denti sono
stati estratti chirurgicamente per scopi terapeutici e i pazienti hanno firmato un consenso
informato, secondo le linee guida del Comitato Etico Locale e la WMA - Dichiarazione
di Helsinki (2018) [113]. Dopo l'estrazione chirurgica, i campioni sono stati lavati in un
bagno ad ultrasuoni con acqua distillata per 2 minuti, al fine di rimuovere sangue e
residui biologici. Tutti i campioni sono stati ispezionati visivamente da due clinici
esperti, che hanno rilevato nella zona prossimale-vestibolare la presenza di aree di
colore bianco senza danni superficiali, attribuibili a WSLs.
Secondo i principali criteri di classificazione delle lesioni cariose, le WSLs sono state
definite come lesioni cariose incipienti attive dello smalto localizzate sulla superficie
liscia di pazienti adulti [114]. I campioni sono stati conservati in una soluzione di
Cloramina allo 0,5% (w/w) (NH2CI) prima dell'inizio del trattamento. Dopo la raccolta
dei denti, i campioni sono stati divisi in cinque gruppi (n=1) come segue:

* Gruppo 1: gruppo controllo, dente sano non trattato;

¢  Gruppo 2: dente con WSL non trattato;

¢ Gruppo 3: gruppo test, dente trattato con dentifricio Curaprox Enzycal;

e Gruppo 4: gruppo test, dente trattato con dentifricio Elmex Protezione carie;
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¢ Gruppo 5: gruppo test, dente trattato con dentifricio Oral-B® Pro Expert.
Nella Tabella 2 sono riportate le composizioni dei prodotti utilizzati nello studio.

Tabella 2: Materiali utilizzati nello studio con indicazione del produttore e composizione.

MATERIALE PRODUTTORE COMPOSIZIONE
Curaprox Enzycal Curaprox, Svizzera Fluoruro di sodio (1450

ppm)

Elmex Protezione Carie GABA, Therwil Monofluorofosfato di

m 1 a sodio (1450 ppm)
\ i 1,5% arginina

Oral-B® Pro Expert Procter & Gamble, Stati | Fluoruro Stannoso (1450

Uniti ppm)

4.2.2 Trattamento dei campioni

I1 Gruppo 1 e Gruppo 2 sono stati conservati per I’intero studio in saliva artificiale, che
e stata preparata come segue: 1,5 mM.L-1 di calcio, 0,9 mM.L-1 di fosfato, 150 mM.L-
1 di cloruro di potassio in tampone cacodilico 0,02 mM.L-1, pH = 7,0; 0,02 pgF/mL e 1
mL/mm?2 [115].

I Gruppi 3, 4, 5 sono stati trattati 2 volte al giorno per 7 giorni con la pasta dentifricia in
base al gruppo assegnato e dopo il trattamento sono stati conservati in saliva artificiale.
Il trattamento con dentifricio e avvenuto mescolando manualmente un dentifricio in
dose peanut-size (pari al volume di un coperchio standard di dentifricio) alla saliva
artificiale (tre volte il volume del dentifricio) con una spatola di plastica ad una velocita
di 30 rotazioni in 30 s. Pertanto, una parte di dentifricio é stata sciolta in tre parti di
saliva artificiale (in rapporto di 1:3 gr/gr) per ottenere un impasto liquido omogeneo.
La soluzione preparata é stata apposta sulla superficie della WSL e spazzolata per 120 s,
2 volte al giorno [116]. Questa procedura e stata scelta per riprodurre fedelmente la

pratica quotidiana, in cui il dentifricio viene diluito nella secrezione salivare [117].

4.2.3 Analisi ATR-FTIR di campioni di denti
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Prima e dopo i trattamenti le aree con WSLs sono state analizzate attraverso la
spettroscopia ATR-FTIR (Figura 19), eseguita presso il laboratorio ARI del
Dipartimento di Scienze della Vita e dell’Ambiente dell’Universita Politecnica delle

Marche.

Figura 19: Spettroscopia ATR-FTIR

L’analisi spettroscopica e stata effettuata utilizzando un interferometro INVENIO-R
accoppiato con 1’accessorio Platinum ATR, equipaggiato con un cristallo di diamante e
con un detector DTGS (Bruker Optics, Ettlingen, Germany). Per ogni campione,
posizionato opportunamente sul cristallo di diamante, sono stati acquisiti 10 spettri
ATR-FTIR nell’intervallo 4000-600 cm-1 (risoluzione spettrale 4 cm-1, 128 scansioni).
Inoltre, prima di ogni campione, e stato acquisito lo spettro del background, utilizzando
gli stessi parametri strumentali. Per ogni campione é stato calcolato lo spettro medio,
che é stato quindi interpolato nell’intervallo spettrale 1800-750 cm-1, corretto per la
linea di base e normalizzato vettorialmente (OPUS 7.0 software, Bruker Optics,

Ettlingen, Germany).
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4.3 Risultati

Per ogni campione sono stati acquisiti gli spettri ATR-FTIR, nell’intervallo spettrale
4000-600 cm-1. In Figura 20 sono riportati e messi a confronto i profili spettrali di
ciascun Gruppo (1-5). Nelle Figure 21-25 sono riportati singolarmente gli spettri dei
Gruppi 1-5. Le principali bande di assorbimento analizzate sono state:

- la banda a ~1649, corrispondente alla componente amminica;

- la banda a ~1021, attribuibile al gruppo fosfato (PO.*);

b

- la banda a ~ 872, attribuibile allo stretching del gruppo carbonato (COs*).

Absorbance {a.u.)

Ammidi

1800 1600 1400 1200 1000 800
Wavenumbers (cm-1)

Figura 20: Profili spettrali ATR-FTIR dei sequenti gruppi: gruppo 1 (rosso), gruppo 2 (blu), gruppo
3(nero), gruppo 4 (azzurro), gruppo 5(verde acqua) . Le principali bande di assorbimento sono indicate
da linee tratteggiate e si riferisco a: gruppo amminico, gruppo fosfato (PO.*), gruppo carbonato (CO#%).

Dalla valutazione spettrale emerge che il gruppo amminico resta invariato in tutti i
gruppi. Al contrario, il gruppo fosfato e il gruppo carbonato appaiono maggiori nel
Gruppo 1 e con valori piu bassi nel Gruppo 2. Per quanto riguarda i Gruppi 3-5, dopo il

trattamento con i rispettivi dentifrici, il gruppo fosfato é risultato maggiore nel Gruppo
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3, seguito dal Gruppo 4 ed infine dal Gruppo 5. Stesso andamento ¢ apprezzabile per

quanto riguarda il picco del gruppo carbonato.

PO,

GRUPPO 1

Absorbance (a.u.}

T T T T ; T
1800 1600 1400 1200 1000 800

Wavenumbers (cm™)

Figura 21: Spettro ATR-FTIR identificativo del gruppo 1 (rosso) e acquisito nell’intervallo 4000-600 cm-
1. Le principali bande di assorbimento sono indicate da linee tratteggiate e si riferiscono a: gruppo
amminico, gruppo fosfato (PO4*), gruppo carbonato (CO5”).

GRUPPO 2

PO,

Absorbance (a.u.)

Ammidi / o>
at /\/f"“/‘/ /\\ s s \/\\

! — ]
T T T

1800 1600 1400

1200 1000 800
Wavenumbers (cmT)

Figura 22: Spettro ATR-FTIR identificativo del Gruppo 2 (blu) e acquisito nell’intervallo 4000-600 cm-
1. Le principali bande di assorbimento sono indicate da linee tratteggiate e si riferiscono a: gruppo
amminico, gruppo fosfato (PO.*), gruppo carbonato (CO5”).
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Figura 23: Spettro ATR-FTIR identificativo del gruppo 3 (nero) e acquisito nell’intervallo 4000-600 cm-
1. Le principali bande di assorbimento sono indicate da linee tratteggiate e si riferiscono a: gruppo

amminico, gruppo fosfato (PO.), gruppo carbonato (CO5%).

Absorbance (a.u.)

GRUPPO 4

Ammidi /

1200

Wavenumbers (cm1)

1000

Figura 24: Spettro ATR-FTIR identificativo del Gruppo 4 (azzurro) e acquisito nell’intervallo 4000-600
cm-1. Le principali bande di assorbimento sono indicate da linee tratteggiate e si riferiscono a: gruppo
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GRUPPO 5
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Figura 25: Spettro ATR-FTIR identificativo del gruppo 5 (verde acqua) e acquisito nell’intervallo 4000-
600 cm-1. Le principali bande di assorbimento sono indicate da linee tratteggiate e si riferiscono a:
gruppo amminico, gruppo fosfato (PO.>), gruppo carbonato (CO5”).

4.4 Discussione

Le WSLs, al giorno d’oggi, costituiscono un argomento di notevole interesse in ambito
odontoiatrico, in quanto rappresentano le fasi iniziali dello sviluppo della carie dentale.
Nonostante la prevalenza di queste lesioni, 1’eziologia, la struttura e la densita del
gradiente minerale, sono ancora poco conosciute. La componente minerale del dente e
costituita principalmente da calcio fosfato sotto forma di cristalli di idrossiapatite.
Questi cristalli contengono una piccola quantita di elementi quali Cl, Mg, Cu, K, Fe, Sr
e una grande quantita di ioni carbonato e fosfato [118].

In questo studio sperimentale e stato comparato il potere remineralizzante di tre diversi
dentifrici presenti in commercio contententi ciascuno 1450 ppm di fluoro.

Dai risultati ottenuti emerge che, nel Gruppo 1, il gruppo fosfato (PO.,*) e il gruppo
carbonato (CO;*) sono maggiori rispetto a quelli del Gruppo 2, mentre il gruppo

amminico resta invariato in entrambi. Questo aspetto pud essere riferito al fatto che le
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WSLs essendo demineralizzazioni superficiali non raggiungono lo strato della dentina
[119].

L’analisi ATR-FTIR effettuata si basa sulla valutazione di due bande: la banda del
fosfato (1021) e la banda del carbonato (872).

Per quanto riguarda i gruppi test, dopo il trattamento con i rispettivi dentifrici, i picchi
del gruppo fosfato e del gruppo carbonato sono risultati maggiori nel Gruppo 3
(Curaprox Enzycal), seguito dal Gruppo 4 (Elmex Protezione carie) ed infine dal
Gruppo 5 (Oral-B® Pro Expert).

I risultati ottenuti sono in linea con quelli riportati in letteratura 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 [120]. In accordo con il
nostro studio, gli autori hanno riportato una grave deplezione del picco del fosfato
(PO,*) 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.

Anche studi precedenti hanno portato agli stessi risultati. Lo studio di Fraser et al. e di
Natarajan et al. infatti hanno dimostrato che lo smalto sano presenta la banda dei fosfati
piu intensa rispetto a quella riportata dalla WSL [121]. Come precedentemente
sottolineato, i prodotti per l'igiene orale contenenti fluoro, utilizzati contro l'erosione
dello smalto e della dentina potrebbero favorire la remineralizzazione [122].
I fluoro e considerato dalla letteratura scientifica il trattamento gold standard per le
lesioni demineralizzanti dello smalto dentale [123]. Presenta un’azione locale
sull'interfaccia dente/placca, attraverso la promozione della remineralizzazione delle
lesioni cariose precoci e la riduzione della solubilita dello smalto dei denti, aumentando
l'accumulo di minerali [124]. Questo fenomeno si verifica con tutte le forme e
concentrazioni di fluoro, anche se in misura variabile. Con trattamenti topici di fluoro
ad alta concentrazione come vernici e gel, il fluoruro di calcio precipita sulla superficie
dello smalto e nella placca. Il fluoruro di calcio funge da serbatoio di fluoro, che viene
rilasciato quando il pH orale diminuisce [125]. Successivamente, i cristalli di
idrossiapatite disciolti vengono sostituiti da cristalli di fluorapatite piu resistenti durante
la fase di remineralizzazione [11]. Dai risultati ottenuti, a differenza degli altri, il

dentifricio contenente fluoruro di sodio (Curaprox Enzycal, Gruppo 3), presenta una
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maggiore capacita di incorporare fluoro nella struttura minerale dello smalto [126].
Infatti, tale dentifricio, avendo un pH leggermente acido, permette un’iniziale
dissoluzione di minerali contenuti all’interno dello smalto superficiale e
contemporaneamente la deposizione di Fluoro con la formazione di fluoro-
idrossiapatite, piu resistente all’azione batterica [127].

Uno dei limiti di questa ricerca e il timing di 7 giorni usato nel protocollo di studio.
Pertanto, un tempo piu lungo di trattamento con dentifrici sara preso come punto di
partenza per studi futuri. Inoltre, dobbiamo considerare i limiti del presente studio in
vitro, in quanto é ancora lontano dal simulare le condizioni presenti nel cavo orale.
Tuttavia, i risultati ottenuti restano incoraggianti in quanto dimostrano il potenziale
remineralizzante di alcuni dentifrici sulla riorganizzazione dello smalto con WSL dopo
7 giorni di trattamento. I risultati ottenuti dalle analisi forniscono la base per una
possibile ricerca clinica futura in vivo sull'efficacia di questi trattamenti mininvasivi per

la remineralizzazione delle WSLs.

4.5 Conclusioni

Questo studio ha permesso di valutare le differenze a livello della caratterizzazione
chimica tra smalto sano e WSL, e tra smalto con WSL prima e dopo il trattamento con
tre dentifrici al fluoro (1450 ppm).

Dai risultati ottenuti con Spettroscopia ATR-FTIR, e stato dimostrato che nello smalto
demineralizzato con WSL si ha una riduzione del gruppo fosfato e carbonato, mentre il
picco dell’ammide rimane invariato. Invece, dopo i trattamenti con dentifrici fluorati, il
picco del gruppo fosfato e del carbonato sono risultati maggiori nel Gruppo 3 (Curaprox
Enzycal), seguito dal Gruppo 4 (Elmex Protezione carie) ed infine dal Gruppo 5 (Oral-
B® Pro Expert). Pertanto, il dentifricio contenente fluoruro di sodio (Gruppo 3),
presenta una maggiore capacita di incorporare fluoro nella struttura minerale dello
smalto.

Quindi si puo concludere che lo smalto con WSL mostra una struttura meno compatta,

meno mineralizzata, con i cristalli di idrossiapatite disposti in maniera piu disordinata.
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