CERCETAREA IN VITRO A EFECTULUI FLUORULUI ASUPRA
DE/REMINERALIZARII SMALTULUI DENTAR UTILIZIND
MICROSCOPIA ELECTRONICA PRIN SCANARE(SEM) Sl

MICROANALIZA ELEMENTALA CU SISTEMUL EDX (ENERGY-
DISPERSIVE-X-RAY-ANALYSIS)

Rezumat

Cercetarea in vitro a efectului fluorului asupra de/remineralizarii smaltului
dentar s-a axat pe schimbarea indicilor fizici, cum ar fi cresterea rezistentei
sau scaderea mineralelor in mediul acid. Obiectivul acestui studiu a fost de
a evidentia in vitro schimbarea de structurd la suprafata smaltului, folosind
microscopia electronicd prin scanare(SEM) si microanaliza elementald cu
sistemul EDX(Energy-Dispersive-X-Ray-Analysis), simularea schimbarii
pH-ul in mediul oral in cazul aplicarii agentilor de remineralizare (Caseind
Fosfopeptida -Fluor Fosfat Amorf de Calciu cu si fard asocierea fluorului).
Evaluarea rezultatelor a fost realizata cu ajutorul testelor statistice. Agentii
de remineralizare bazati pe CPP-ACPF asociati cu fluor, dupa 14 zile, au
demostrat cel mai bun efect de remineralizare asupra leziunilor carioase
incipiente si contracararea procesele de demineralizarea legate de variatii
ale pH-ului, simulate zilnic in mediul oral.

Summary
IN VITRO STUDY OF FLUOR EFFECT ON ENAMEL DE/REMINERA-
LISATION USING SEM AND ENERGY-DISPERSIVE-X-RAY-ANALY-
SIS

The studies in vitro regarding fluor effect on enamel remineralisation
were focused on objective changing of physical indices, like as resistance
increase or minerals loss decrease in acid environment. The objective of
this study was to highlight the changing in vitro of enamel surface struc-
ture, using SEM and energy-dispersive-X-ray-analysis, simulating the pH
changing of oral environment related to the application of remineralisation
agents (Caseine Phosphopeptide-Calcium Phosphat Fluor, with or without
fluor association). The assessment of results was performed using statisti-
cal tests. The remineralisation agents based on CPP-ACPF associated with
fluor present, after 14 days, highest remineralisation effects on incipient
carious lesions and counteract the demineralisation procesess related to si-
mulated daily pH variations of oral environment.

introducere:

In literatura, evidentierea in vitro a efectelor fluorului asupra remineralizarii
cum ar fi cresterea rezistentei sau reducerea pierderii de mineral in mediu acid,
inregistrate dupa tratamente cu fluor, care au dovedit formarea unui strat rezistent
la suprafata leziunii, in urma adsorbtiei fluorului.

Studiul modificdrilor morfologice ale smaltului dupa aplicarea fluorului a be-
neficiat de o atentie mai mica, unul din motive fiind probabil si gradul de dificul-
tate mai mare in aprecierea obiectiva a rezultatelor.

Mecanismele anticarie principale ale fluorului sunt in mod esential topice ( de
suprafatd) si se bazeaza pe interferenta chimico-fizica a acestuia cu componenta
principald (hidroxiapatita carbonatatd) a tesutului mineral dentar, in timpul apa-
ritiei i dezvoltdrii leziunilor. Aceste mecanisme se referd la inhibarea deminera-
lizarii (3) si stimularea remineralizdrii prin formare de structuri rezistente la acid
(fluorapatita, fluorhidroxiapatitd) la suprafata smaltului partial demineralizat (4).
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Esenta activitétii anticarie a fluorului aplicat topic
consta in consolidarea stratului de suprafata a leziuni-
lor incipiente.

Administrarea topicd a fluorului este posibild prin
diverse metode, profesionale si/ sau neprofesionale;
toate metodele au un anumit grad de eficientd, rolul
clinicianului fiind acela de a gasi cea mai buna mo-
dalitate sau cea mai eficientd combinatie de metode
pentru fiecare pacient, in functie de particularitatile
individuale ale fiecaruia.

Obiectivele studiului:

— Evidentierea prin SEM si EDX a modificérilor
induse in vitro in structura stratului de supra-
fata al smaltului dentar in conditiile de simu-
lare a fluctuatiilor zilnice de pH din cavitatea
orald, in prezenta unor preparate de remine-
ralizare cu sau fard fluor. Prezenta reminera-
lizantului a fost asiguraté prin aplicarea locald
a doi compusi cu aplicare topica, sub forma de
crema pe bazd de Caseina Fosfopeptida -Fluor
Fosfat Amorf de Calciu cu si fard asocierea flu-
orului;

— Evaluarea rezultatelor obtinute in ceea ce pri-
veste efectul terapeutic de remineralizare cat si
a capacitétii de inhibare a demineralizarii sub
actiunea acestor produsi si compararea acesto-
ra cu datele din literaturd, utilizand teste statis-
tice corespunzdtoare.

Material si metoda:

Studiul a fost efectuat pe 15 molari umani perma-
nenti integri, extrasi in scop ortodontic sau din moti-
ve parodontale la care s-a indus formarea de leziuni
carioase artificiale. Cei 15 dinti sectionati vertical in
2 jumatati obtinandu-se 30 de sectiuni, au fost dis-
tribuiti in 3 grupe a cite 10 sectiuni (fiecare grup fi-
ind utilizat pentru tratament cu un anumit produs).
Prima grupa reprezentand lotul Martor la care nu s-a
efectuat nici un tratament, acesta fiind supus doar
fluctuatiilor de pH.

Examinarea suprafetelor s-a realizat cu microsco-
pul electronic SEM VEGA II LSH cuplat cu un detec-
tor EDX — QUANTAX QX2 ROENTEC. Utilizarea
sistemului EDX tip QUANTAX QX2 a permis mapa-
rea suprafetelor examinate, stabilind compozitia chi-
mica calitativd si cantitativa.

— Lot I martor — 10 dinti;

— Lot II — 10 dinti (aplicare de Recaldent GC
Tooth Mousse pe baza de CPP-ACP (Caseind
Fosfopeptidd — Fosfat Amorf de Calciu)

— Lot IIT — 10 dinti (aplicare de Recaldent GC
MI Paste Plus pe bazd de CPP-ACP (Caseind
Fosfopeptidd — Fosfat Amorf de Calciu si
900ppm fluor )

Solutiile pentru realizarea regimului de pH ciclic
(2): au fost preparate in laborator din reactivi chimici
puri. Pentru efectuarea demineralizérii a fost folosita
solutia de demineralizare D cu urmatorul continut :

1.  Sol. De demineralizare: D (40 ml/proba)
40x6 probe=240ml

Continut: 2,0 mmoli/l calciu; 2,0 mmoli/l fosfat;
75 mmoli/l acetat; Ph = 4,3

Solutia de demineralizare simuleaza compozitia
salivei in mediul acid creat in cavitatea oralad ca urma-
re a ingestiei de hidrocarbonati.

Solutia de remineralizare R a fost suprasaturata cu
fosfat de calciu, avand aproximativ gradul de saturare
al mineralelor apatice din saliva fata de smalt. Com-
pozitia solutiei de remineralizare este similara celei
utilizate de Featherstone si Ten Cate avind urmétoa-
rea compozitie:

2. Sol. De remineralizare: D (40 ml/proba)
40x6 probe = 240ml

Continut: 1,5 mmoli/l calciu; 0,9 mmoli/l fosfat;
150 mmoli/l clorura de potasiu; 20 mmoli/l solutie
tampon; Ph =7

Realizarea regimului de pH ciclic

S-au simulat conditiile dinamice de pH ciclice ce
apar zilnic in cavitatea orala, timp de 14 zile. Fazele de
de- si remineralizare au fost alternate pe parcursul a
24 de ore, ajungandu-se in total la 3 ore pentru faza de
remineralizare, restul de 21 de ore revenindu-i fazei
de remineralizare.

REZULTATE

Probele prelucrate au fost examinate la microsco-
pul electronic SEM VEGA II LSH. Un avantaj substan-
tial in cadrul cercetérii l-a avut posibilitatea utilizdrii
sistemului EDX tip QUANTAX QX2 care a permis
maparea suprafetelor examinate, stabilind compozitia
chimica calitativa si cantitativd. Observatiile efectuate
au avut drept scop analiza modificarilor ce survin la
nivelul suprafetelor dentare incluse in studiu in urma
tratamentelor aplicate.

Examinarea SEM a leziunilor artificiale de smalt
s-a concentrat asupra modificarilor induse in vitro in
structura stratului superficial al smaltului dentar pe
suprafetele probelor din loturile de studiu in conditiile
de simulare a fluctuatiilor zilnice de pH din cavitatea
orala, in prezenta unor preparate de remineralizare cu
sau fara fluor. Prezenta remineralizantului a fost asi-
gurata prin aplicarea locald a doi compusi cu aplicare
topica RECALDENT™ Tooth Mousse si GC MI Paste
Plus sub forma de cremd ce contine CPP-ACP (Ca-
seind Fosfopeptidd — Fosfat Amorf de Calciu) fard
fluor pentru Tooth Mousse, iar MI Paste Plus avand
incorporat si fluor.

Au fost, de asemenea, studiate comparativ probele
din Lotul Martor, care au fost supuse doar variatiilor
de Ph. In figurile ce urmeaza am exemplificat imagini
in care avem smalt integru (Fig.1.) si imagini ale lezi-
unilor artificiale create inainte (Fig.2.) si dupd aplica-
rea regimului de pH ciclic (Fig.3.). Imaginile pentru
suprafetele cu smalt integru se caracterizeaza printr-o
structura ordonata, uniformd, continud, cu spatii in-
tercristaline egale si dimensiuni reduse, asa cum se
observa in fig.1.



Fig. 1. Imagine smalf integru

In urma dizolvarii partiale a cristalelor prin in-
ducerea leziunii artificiale, structura superficiala a
smaltului devine poroasd, cu spatii intercristaline mai
largi, asa cum se poate vedea in fig.2 de mai jos.

Fig. 4. Imagine smalt Lot Recaldent Tooth Mousse
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Fig. 5. Imagine smalt Lot Recaldent Ml Paste

Grafic 1. Valori analiza chimica cantitativa si calitativa pentru lotul
Martor
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Grafic 2. Valori analizd chimica cantitativa si calitativa pentru lotul
Recaldent Tooth Mousse

kv

Grafic 3. Valori analiza chimica cantitativa si calitativa pentru lotul
Recaldent MI Paste.

CONTINUTUL IN ELEMENTE
DE LA NIVELUL SMALTULUI
Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic | dfl df2 Sig.
Ca |1.319 2 27 284
p 5.497 2 27 .010
F 1.975 2 13 178

Tabelul Test of Homogeneity of Variance contine re-
zultatul testului Levene. O valoare nesemnificativd a aces-
tuia (valabil pentru Ca si F) conduce la concluzia ci dis-
persiile in interiorul celor doud grupuri sunt omogene.

Tabelul ANOVA contine rezultatul testului F a ca-
rui valoare este 16,279 pentru Ca si 21,686 pentru F
pentru un prag p = 0.0001, ceea ce permite respinge-
rea ipotezei de nul si acceptarea ipotezei de cercetare
conform céreia nivelul de Ca si F variaza semnificativ
la nivelul smaltului in cazul celor 3 loturi. Pentru P,
ipoteza de cercetare este respinsa.

Rezolvaté decizia cu privire la varianta globala a
mediilor comparate, ne intereseaza daca exista dife-
rente intre mediile grupurilor luate doua cate doua.
Pentru aceasta analizam tabelul de mai jos, Post Hoc
Tests — Multiple Comparisons.
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Elemente de statisticd descriptiva

N | Media | Std. De- Std. 95% Confidence Mini- Maxi-
viation Error Interval for Mean mum mum
Lower Upper
Bound | Bound
Ca | Lot Martor 10 | 45.4710 | 4.71740 | 1.49177 | 42.0964 | 48.8456 38.21 51.45
Lot Tooth Mousse 10 | 39.0450 | 3.68807 | 1.16627 | 36.4067 | 41.6833 35.56 48.11
Lot MI Paste 10 | 49.0960 | 3.44830 | 1.09045 | 46.6292 | 51.5628 45.40 56.53
Total 30 | 44.5373 | 5.71721 | 1.04381 | 42.4025 | 46.6722 35.56 56.53
P | Lot Martor 10 | 19.3340 | 1.31965 | .41731 | 18.3900 | 20.2780 17.38 21.83
Lot Tooth Mousse 10 | 18.4960 | .81431 .25751 17.9135 | 19.0785 16.95 19.23
Lot MI Paste 10 | 20.2370 | 2.09069 | .66113 | 18.7414 | 21.7326 17.60 23.21
Total 30 | 19.3557 | 1.62037 | .29584 | 18.7506 | 19.9607 16.95 23.21
F |Lot Martor 2 .3100 .04243 .03000 -.0712 .6912 28 .34
Lot Tooth Mousse 4 .2500 .09832 .04916 .0936 4064 12 .34
Lot MI Paste 10 1.1960 32222 .10190 9655 1.4265 .85 1.87
Total 16 .8488 .52824 13206 .5673 1.1302 A2 1.87
ANOVA
Sum of Squares | df Mean Square | F p.
Ca | Between Groups 518.189 2 259.095 16.279 .000
Within Groups 429.719 27 15.916
Total 947.908 29
P | Between Groups 15.162 2 7.581 3.357 .050
Within Groups 60.980 27 2.259
Total 76.142 29
F | Between Groups 3.220 2 1.610 21.686 .000
Within Groups .965 13 074
Total 4.186 15

Avand in vedere cd testul Levene a confirmat omo-
genitatea variantei pentru Ca si E se vor citi valorile
pentru testul Bonferoni. Pentru P se vor citi valorile
testului Tamhane.

I — reprezinta nivelul de referinta al variabilei in-
dependente, fatd de care se face comparatia;

] — aratd celelalte niveluri ale variabilei indepen-
dente ce sunt comparate cu nivelul de referinta.

Constatim diferente semnificative statistice la
nivelul Ca intre Lotul Martor si Lotul Tooth Mous-
se (p=0.004<0.05), intre Lotul Tooth Mouse si Lotul
Martor (p=0.004<0.05), intre Lotul Tooth Mouse si
Lotul MI Paste (p=0.0001<0.05).

De asemenea, constatam diferente semnificative
statistice la nivelul P intre Lotul Martor si Lotul MI
Paste (p=0.003<0.05), precum si intre Lotul MI Paste

In cazul nivelului de Ca de la nivelul zonelor de
smalt analizate, graficul ilustreaza scaderea semnifi-
cativd a Ca in cazul lotului Martor cu o crestere pen-
tru lotul Tooth Mousse si cresterea accentuata in cazul
lotului MI Paste.
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Multiple Comparisons

o ;
Dependent 0 Lot ) Lot Mean Diffe- Sed Error 95% Confidence Interval
Variable rence (I-]) ’ p: Lower Upper
Bound Bound
Lot Tooth Mousse [6.42600* 1.78413 .004 |1.8721 10.9799
Lot Martor
Lot MI Paste -3.62500 1.78413 156 |-8.1789 9289
Bonfer- Lot Tooth Lot Martor -6.42600% 1.78413 .004 ]-10.9799 -1.8721
roni Mousse Lot MI Paste -10.05100* |1.78413 .000 |-14.6049 -5.4971
Lot MI Lot Martor 3.62500 1.78413 156 |-.9289 8.1789
c Paste Lot Tooth Mousse |10.05100* 1.78413 .000 |5.4971 14.6049
a
Lot Tooth Mousse [6.42600* 1.89356 010 |1.4144 11.4376
Lot Martor
Lot MI Paste -3.62500 1.84783 .188 |-8.5324 1.2824
Lot Tooth Lot Martor -6.42600% 1.89356 .010 |-11.4376 -1.4144
Tamhane
Mousse Lot MI Paste -10.05100* ]1.59664 .000 |-14.2538 -5.8482
Lot MI Lot Martor 3.62500 1.84783 188 |-1.2824 8.5324
Paste Lot Tooth Mousse |10.05100* 1.59664 .000 |[5.8482 14.2538
Lot Tooth Mousse |.83800 .67209 .669 |-.8775 2.5535
Lot Martor
Lot MI Paste -.90300 .67209 571 |-2.6185 8125
Bonfer- Lot Tooth Lot Martor -.83800 .67209 669 [-2.5535 8775
roni Mousse Lot MI Paste -1.74100* 67209 046  |-3.4565 -.0255
Lot MI Lot Martor .90300 .67209 571  |-.8125 2.6185
b Paste Lot Tooth Mousse |1.74100* .67209 .046  ].0255 3.4565
Lot Tooth Mousse |.83800 49036 290 |-.4789 2.1549
Lot Martor
Lot MI Paste -.90300 .78182 604 1-2.9992 1.1932
Lot Tooth Lot Martor -.83800 49036 290  |-2.1549 4789
Tamhane
Mousse Lot MI Paste -1.74100 .70951 .090 |-3.7154 2334
Lot MI Lot Martor .90300 .78182 604 |-1.1932 2.9992
Paste Lot Tooth Mousse |1.74100 .70951 .090 |-.2334 3.7154
Lot Tooth Mousse [.06000 23598 1.000 [-.5880 .7080
Lot Martor
Lot MI Paste -.88600* 21107 .003 |-1.4656 -.3064
Bonfer- 7 L oth Lot Martor -.06000 23598 1.000 |-.7080 5880
roni
Mousse Lot MI Paste -.94600* 16121 .000 |-1.3887 -.5033
Lot MI Lot Martor .88600* 21107 .003 |.3064 1.4656
E Paste Lot Tooth Mousse [.94600% 16121 .000 |.5033 1.3887
Lot Tooth Mousse [.06000 .05759 733 |-.1673 2873
Lot Martor
Lot MI Paste -.88600* .10622 .000 |-1.1901 -.5819
Lot Tooth Lot Martor -.06000 .05759 .733  |-.2873 .1673
Tamhane
Mousse Lot MI Paste -.94600* 11313 .000 |-1.2604 -.6316
Lot MI Lot Martor .88600* .10622 .000 |.5819 1.1901
Paste Lot Tooth Mousse [.94600* 11313 .000 |[.6316 1.2604

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

DISCUTII

Pentru a creste eficienta fluorului pe intervale lun-
gi de timp, acesta trebuie si se depoziteze la suprafata
dintilor si sa fie eliberat lent. Impreuna cu ionii de Ca,
fluorura de calciu (CaF2) elibereaza lent ionii de flu-
or mentinind nivele crescute de fluor la nivel salivar
(5,6). Solubilitatea diferita a NaF, monofluorfosfatului
de Na si a fluorurilor aminate poate conduce la can-

titati diferite de CaF2 si poate influenta biodisponi-
bilitatea fluorului la nivelul suprafetelor dentare ca si
potentialul de remineralizare al smaltului (7,8,9).

Metodele de investigatie morfologicd au avantajul
cd pot demonstra direct efectele fluorurilor asupra
proceselor de demineralizare si remineralizare. Meto-
da EDX poate cuantifica aceste procese de deminera-
lizare si remineralizare.
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Utilizarea modelelor ciclice de pH in vitro ca meto-
dé de evaluare a efectelor remineralizante ale solutiilor
fluorurate este sustinutd de Ten Cate (1990) si Wefel
(1990). Desi modelele in vitro nu includ toate conditii-
le din cavitatea orald, studiile in vitro au avantajul unui
control strict al parametrilor experimentali.

Rezultatul de reducere a pierderii de minerale in
cazul aplicérilor de preparate de reminelarizare cu Ca,
P, F concorda cu rezultatele constatate de Damat&col.
(1990), Ten Cate &Simmons (1986), Gerrard&Winter
(1986), White (1997), White&Featherstone (1987),
Damato&col. (1988), TenCate&col. (1987), White
(1988), Featherstone (1988) care au constatat eficienta
materialelor cu fluor in sustinerea remineralizarii su-
prafetelor dentare.

Demineralizarea smaltului conduce la disolutia hi-
droxiapatitei si difuzia ionilor de Ca si P cétre suprafata
smaltului. Hipersaturarea ionilor de Ca si P la nivelul
suprafetelor dentare conduce la reprecipitarea hidro-
xiapatitei cu formarea unui strat superficial de smalt
intact . Remineralizarea smaltului creste in prezenta
ionilor de E

CONCLuzII

In prezent, este acceptati utilizarea pe scara larga a
preparatelor de remineralizare pe baza de Caseina Fo-
sfopeptida -Fluor Fosfat Amorf de Calciu cu fluor in
protocoalele terapeutice de preventie si terapia forme-
lor necavitare a cariilor dentare. Pentru acest scop, este
importanta biodisponibilitatea fluorului pentru a obti-
ne un efect preventiv semnificativ. Biodisponibilitatea
fluorului este dependenta de solubilitatea componen-
telor care contin fluor si de adeziunea acestor compusi
cu fluor la suprafata dentard. Pentru a creste eficienta
fluorului pe intervale lungi de timp, acesta trebuie sa
se depoziteze la suprafata dintilor si sé fie eliberat lent.
Impreuni cu ionii de Ca, fluorura de calciu (CaF2) eli-
bereaza lent ionii de fluor mentinind nivele crescute de
fluor la nivel salivar.

Metodele de investigatie morfologica au avantajul
ca pot demonstra direct efectele fluorurilor asupra pro-
ceselor de demineralizare si remineralizare. Metoda
EDX poate cuantifica aceste procese de demineraliza-
re si remineralizare. Tocmai de aceea scopul studiului
nostru a fost de a investiga posibilele diferente la ni-
velul remineralizarii smaltului date de diversi compusi
fluorurati din pastele de dinti, utilizind atit microsco-
pia optica cit si analiza cantitativa EDX.

« Inacest studiu prezentam rezultatele evaluarii efec-
tului terapeutic de remineralizare cat si a capacitatii
de inhibare a demineralizarii sub actiunea aplicarii
locale a doi compusi cu aplicare topicd, sub forma
de cremd pe bazd de Caseina Fosfopeptida -Fluor
Fosfat Amorf de Calciu cu si fard asocierea fluoru-
lui in conditiile simularii timp de 14 zile a fluctuati-
ilor zilnice de pH care au loc in cavitatea orala.

o Vizualizarea electronomicroscopica prin scanare
SEM si microanaliza elementelor componente prin
EDX a modificérilor induse in vitro in structura
stratului superficial al smaltului dentar furnizeaza

informatii calitativ-orientative in ceea ce priveste
potentialul agentilor remineralizanti cu sau fara
asocierea fluorului utilizati de a interveni efectiv in
procesele respective, in absenta altor influente.
Prin examinarea SEM a fost posibila evidentierea
efectului de remineralizare a leziunilor superficiale
care include (probabil si protectia de deminerali-
zare) datorate atat prezentei fluorului si a celorlalti
compusi remineralizanti din produs cit si a solutiei
de remineralizare R care simuleazd compozitia si
actiunea reparatorie a salivei.

In urma evaludrii comparative a observatiilor SEM
asupra probelor tratate cu produsele remineralizan-
te Tooth Mousse si MI Paste Recaldent in regim de
pH ciclic alternativ se poate remarca o contributie
semnificativd a calciului, fosfatilor si in special a flu-
orului in modificarea structurii morfologice a lezi-
unii de smalt. Se confirma in acest mod interventia
fluorului in procesele de dizolvare si reprecipitare
a smaltului prin interactiunea fizico-chimica cu
acesta, care poate conduce la formarea fluorapatitei
sau fluorurii de calciu la suprafata dintelui prin in-
termediul legaturilor de hidrogen pe care fluorul le
stabileste cu fosfatii acizi de la suprafata cristalelor
partial demineralizati sau prin legdturi covalente.
In urma rezultatelor obtinute in ceea ce priveste
efectul acestor produse si compararea acestora cu
datele din literatura, utilizdnd teste statistice cores-
punzitoare putem concluziona cd preparatele pe
baza de CPP-ACPF: Caseina Fosfopeptida -Fluor
Fosfat Amorf de Calciu) si in special cele in com-
binatie cu fluor au efecte benefice de remineralizare
asupra leziunilor carioase incipiente cat si asupra
contracardrii efectelor de demineralizare consecu-
tiv simularii fluctuatiilor zilnice de pH din cavitate
orald intr-un interval de 14 zile, constatate in speci-
al la Lotul Martor.
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