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THE EFFECT OF NANOHYDROXYAPATYTE TOOTHPASTE ON SURFACE MICROHARDNESS
OF ENAMEL WITH EARLY CARIES LESIONS - IN VITRO STUDY

Summary

Introduction: Remineralization therapies based on various fluoride and nono-fluoride formulations have been proposed as
useful in reversing the decay process in early caries.

Aim: The purpose of the study was the assessment of the effect of nanohydroxyapatite toothpaste on the surface of early caries
lesions.

Material and methods: 90 polished human enamel specimens, embedded in cylindrical acrylic blocks served as a study material.
The specimens were randomly assigned to 3 equinumerous groups, according to baseline microhardness of the enamel surface
(SMH), assessed by Vickers method. The enamel specimens have been subjected to the preliminary demineralization, simulating
the initial carious lesion. Subsequently, mean SMH were estimated. Upon demineralization one half of each specimen has been
covered with a protective varnish. The exposed fragment has been subjected to the 3 week cycle of pH changes, according to the
protocol as follows: NHAPF group — toothpaste containing nanohydroxyapatite (nano-HAP) and 1450 ppm F b.i.d., F group
— toothpaste containing 1450 ppm b.i.d., K(-) group — distilled water application. After therapeutic pH — cycle process surface
microhardness of samples was re-measured.

Results: Remineralization protocols implemented in NHAPF and F groups resulted in a comparable, statistically significant
increase of SMH value from 49.52 to 189.35 VHN and from 50.25 to 164 VHN, respectively (p < 0.0001). In K(-) group further
decrease of mean SMH value, below the level seen after demineralization, was observed (p < 0.01).

Conclusions: Comparable remineralization effect on carious enamel surface after application of both formulations was observed.
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WSTEP zeba zniszczonych w procesie préchnicowym, obniza-
jac tym samym koszty terapii.
Procesy naprawcze twardych tkanek zeba moga prze-

biega¢ w szkliwie w wyniku precypitacji fosforanow wap-

Procedury nieinwazyjne polecane sg obecnie jako
metody z wyboru w leczeniu wczesnych uszkodzen

préchnicowych (1). Popularyzowanie tego typu terapii
odbywa sie w oparciu o istniejgcy stan wiedzy na temat
odwracalnego charakteru zmian typu préchnica poczat-
kowa i mozliwosci kontroli ich przebiegu. Wdrazanie
metod nieinwazyjnych niesie za sobg szereg korzysci.
Eliminuje konieczno$¢ preparacii i rekonstrukcii tkanek

nia na powierzchni szkliwa czy zebiny lub na skutek wzro-
stu uszkodzonych krysztatéw w obecnosci jondw wapnia,
fosforu i fluoru. Proby remineralizaciji szkliwa zmienionego
prochnicowo opierajg sie wiec na aplikacji srodkéw sty-
mulujacych procesy naprawcze. Dotychczas do inicjowa-
nia proceséw naprawczych stosowano gtéwnie preparaty
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fluorkowe. Sugerowano zaréwno uzycie srodkdw o niskiej
zawartosci fluoru, jak i Srodkéw zawierajacych jego wy-
sokie stezenia (2). Wykazano, ze po aplikacji $rodkéw
fluorowych poziom fluoru w $linie wzrasta, a ich dtugo-
terminowa biodostepnosé¢ dla tkanek zeba jest kluczem
do eliminacji wczesnych uszkodzen préchnicowych (3).
Strukturalna integralno$¢ szkliwa, zalezna od poziomu pH
i obecnosci jonéw fluorkowych, zdeterminowana jest row-
niez stezeniem jonow wapniowych i fosforanowych. Wzor
chemiczny fluoroapatytu w oczywisty sposéb obrazuje
udziat 2 jonow fluoru, 10 jonéw wapnia i 6 jonoéw fosforu w
jego hipotetycznej odbudowie. Zapewnienie wasciwego
poziomu jonéw mineralnych w fazie ptynnej Srodowiska
jamy ustnej w przebiegu wczesnej demineralizacji szkliwa
jest wiec niezbednym elementem inicjowania proceséw
naprawczych. W wyniku poszukiwan nowych formut remi-
neralizacyjnych opracowano pasty do zebéw do codzien-
nego stosowania, ktére usprawniajg regulacje gospodarki
mineralnej w $rodowisku jamy ustnej, w tym pasty z nano-
hydroksyapatytem (nano-HAP) (4, 5).

CEL PRACY

Celem prezentowanej pracy jest ocena wptywu pa-
sty z nano-HAP na mikrotwardos¢ powierzchni szkliwa z
prochnicg poczatkowa,.

MATERIAL | METODY

W badaniu wykorzystano prébki ludzkiego szkliwa,
w ksztatcie walca o przekroju 6 mm, z eksponowang
powierzchnig zewnetrzng. Probki zatopiono w cylin-
drycznych bloczkach akrylowych (Villacryl Hard Rapid,
Zhermack, Wiochy), ptukano w myjce ultradzwiekowej,
szlifowano oraz polerowano ostatecznie pastg polerska
z tlenkiem glinu o wielkosci ziarna 3 um (Linde nr 3, AB
Gamma Alumina). Wstepng ocene powierzchniowej mi-
krotwardoéci prébek szkliwa (SMH) przeprowadzono z
uzyciem mikrotwardo$ciomierza Shimatsu (HMV 2000,
Shimatsu, Kyoto, Japan), wgtebnikiem Vickersa, przy
automatycznym obciazeniu 200 gram, w czasie 10 s.
Pomiary wykonano w pieciu okreslonych rejonach
probki, a otrzymane wyniki dla kazdej z nich usrednia-
no. Do dalszego etapu eksperymentu zakwalifikowano
probki charakteryzujace sie $rednig mikrotwardoscig
powierzchni w zakresie 280-320 VHN.

Wyselekcjonowane prébki poddano wstepnej demi-
neralizacji w temperaturze 37°C, przez okres 96 godzin,

Tabela 1. Zestawienie materiatu badawczego.

z uzyciem 0,2% kwasu poliakrylowego, wedtug proce-
dury opisanej przez White’a (6). Po uzyskaniu zmian
préchnicowych prébki szkliwa poddano ponownie ba-
daniu mikrotwardo$ci powierzchni. Ostatecznie materiat
badawczy sktadat sie ze 120 probek szkliwa, ktére po
randomizacji podzielono na trzy réwnoliczne grupy. Ze-
stawienie materialu badawczego przygotowanego do
dalszych badan zaprezentowano w tabeli 1.

Potowe powierzchni kazdej probki pokryto kwaso-
odpornym lakierem z pozostawieniem tzw. kontrolnego
okienka zdemineralizowanego. Schemat oraz widok
prébek przygotowanych do serii zmian pH przedstawia
rycina 1.

powierzchnia
remineralizowana
w cyklu zmian pH

powierzchnia
zdemineralizowana

Ryc. 1. Schemat (A) oraz widok (B) prébki przygotowanej do
serii zmian pH.

Nazwa grupy Symbol grupy Cecha grupy Rodzaj preparatu Czas aplikacji
Grupa kontrolna (-) : _ Woda destylowana, 2 min,
40 prébek KE) 0 ppm F DEMI-POL, Polska 2 x dz., 15 dni
Grupa kontrolna (+) _ Pasta Blend a med, 2 min,
40 prébek F 1450 ppm F P &G, USA 2 x dz., 15 dni
Grupa testowa NHAPF 1% Nano-HA pasta Apa Care, 2 min,
40 probek 1450 ppm F- Cumdente, Niemcy 2 x dz., 15dni
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W kolejnym etapie badania zastosowano trwajacy
3 tygodnie cykl naprzemiennych zmian pH opracowa-
ny przez Featherstone’a (7). Kazdg z prébek poddano
naprzemiennej imersji w 40 ml roztworu demineralizu-
jacego i 20 ml roztworu remineralizujacego. W trak-
cie cyklu aplikowano testowane preparaty. W sktad
roztworu demineralizacyjnego wchodzito: 2,0 mmol/
/I Ca, 2,0 mmol/l P, 0,075 mol/l buforu octanowego,
0,03 ppm F (pH 4,5). Roztwér remineralizacyjny sktadat
sie z: 1,5 mmol/l Ca, 0,9 mmol/l P, 0,15 mmol/l KClI,
20 mmol/l buforu kakodylowego, 0,05 ppm F (pH 7,4).
W okresie od poniedziatku do pigtku stosowano dobo-
wy cykl zmian pH, a w okresie sobotnio-niedzielnym
probki przechowywano w roztworze remineralizacyj-
nym, w warunkach inkubacji w temperaturze 37°C.
Schematyczny diagram stosowanych procedur badaw-
czych przedstawiono na rycinie 2.

<
—
v

F NHAPF K(-)
Pasta F Pasta AC
1:3 1:3 H,0
2 min 2 min 2 min

Ptukanie (H,0)

Roztwér demineralizyjny — 6 godz.

Ptukanie (H,0)

.

F NHAPF K(-)
Pasta F Pasta AC
1:3 1:3 H,0
2 min 2 min 2 min

.

Roztwor remineralizyjny — 16 godz.

Ryc. 2. Dobowy model zastosowanych w badaniu cyklicznych
zmian pH.

Po zakonczeniu cyklu zmian pH z powierzchni pré-
bek zmywano lakier kwasoodporny. Strefe reminera-
lizowana poddano ponownie badaniu mikrotwardosci
z uzyciem wgtebnika Vickersa.

Analize statystyczng uzyskanych danych przeprowa-
dzono przy uzyciu programu Statistica 9.0 PL. W po-
szczegoblnych etapach analizy postuzono sie testami:
Kotmogorowa-Smirnowa, Shapiro-Wilka, Mann-Whit-
neya, Kruskala-Wallisa ANOVA oraz testem Wilcoxona.

WYNIKI

Demineralizacja prébek szkliwa w warunkach in vitro
spowodowata we wszystkich obserwowanych grupach
statystycznie istotne obnizenie $redniej wartosci SMH
szkliwa (p < 0,0001), odpowiednio do poziomu: w gru-
pie NHAPF - 49,52 (+ 8,64) VHN, w grupie F - 50,25
(= 8,39) VHN, i w grupie K(-) — 49,73 (= 9,21) VHN. Ana-
liza statystyczna wykazata, ze réznice pomiedzy $redni-
mi warto$ciami SMH uzyskanymi w badanych grupach
po wywotaniu prochnicy poczatkowej byty nieistotne
statystycznie (test ANOVA Kruskala-Wallisa, n.s.).

Wdrozenie procedur remineralizacyjnych wptyneto
na istotny statystycznie wzrost $redniej warto$ci SMH
szkliwa we wszystkich grupach, z wyjagtkiem grupy K(-).
Analiza statystyczna potwierdzita ten fakt, cho¢ wyka-
zata rdznice w efekcie terapeutycznym ocenianych pre-
paratéw (test ANOVA, p < 0,0001). W zadnej grupie
Srednie wartosci mikrotwardos$ci powierzchni nie osia-
gnety po terapii remineralizacyjnej poziomu z badania
wstepnego.

W grupie NHAPF odnotowano wzrost warto$ci SMH
z 49,52 do 189,35 VHN. Sredni poziom SMH w grupie
K(+) wzrdst z 50,25 do 164 VHN. Wykonana analiza nie
potwierdzita statystycznie znamiennych réznic w sred-
nim poziomie SMH, mierzonej w grupie NHAPF i F (test
Manna-Whitneya, p > 0,01).

W grupie K(-), w ktdrej nie wdrozono terapii napraw-
czej, stosowano wode destylowang, stwierdzono spa-
dek $redniej wartosci SMH ponizej wartoéci uzyskanej
po demineralizacji (p < 0,01).

Wartoéci srednie oraz mediany SMH szkliwa uzyska-
ne we wszystkich badanych grupach zestawiono w ta-
beli 2, a wartosci $rednie zobrazowano dodatkowo na
rycinie 3.

DYSKUSJA

W prezentowanych badaniach po raz pierwszy za-
stosowano model cyklicznych zmian pH dla szkliwa z
inicjowanymi wstepnie sztucznymi zmianami o charak-
terze préchnicy poczatkowej. Procedura ta pozwalata
na ocene wptywu zastosowanych past na powierzchnie
szkliwa prochnicowego w warunkach zblizonych do na-
turalnie panujacych w srodowisku jamy ustnej. W bada-
niu oceniono mikrotwardos$¢ szkliwa z uzyciem metody
Vickersa. Wykazano, ze poziom mikrotwardosci jest wy-
soce skorelowany z poziomem zmineralizowania tkanek
zeba.

Uzyskane w badaniu wstepnym $rednie warto$ci
SMH nie wykazywalty istotnych réznic w poszczegdlnych
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Tabela 2. Zestawienie wartosci $rednich oraz median SMH w badanych grupach na kolejnych etapach eksperymentu.

Badanie wstepne Demineralizacja Remineralizacja
Grupa A . .
Sr. SMH (+/- SD) Mediana Sr. SMH (+/- SD) Mediana Sr. SMH (+/- SD) Mediana

NHAPF 304,00 (+/- 11,44) 305,50 49,52 (+/- 8,64) 51,40 189,35 (+/- 15,39) 191,75
F 304,25 (+/- 10,63) 305,25 50,25 (+/- 8,39) 53,45 164,00 (+/- 12,82) 166,25
K(-) 303,97 (+/- 10,25) 304,55 49,73 (+/-9,21) 48,40 46,48 (+/-7,97) 45,20

350,00

304,25
303,97 304,00

300,00
= 250,00
I
2
g 200,00 189,35
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150,00

100,00

46,48
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Ryc. 3. Poréwnanie $rednich warto$ci SMH w ocenianych grupach badawczych na poszczegéinych etapach badania.

grupach, co wskazuje na prawidtowy, losowy dobor
materiatu badawczego. Zarejestrowany poziom SMH
jest zgodny z rezultatami prezentowanymi przez innych
autoréw, ktorzy ustalili, iz zakres mikrotwardosci po-
wierzchni prawidiowego szkliwa waha sie w granicach
263-418 VHN (8, 9).

Przeprowadzone w badaniach chemiczne procedu-
ry demineralizacyjne miaty istotny wptyw na rejestro-
wany poziom SMH. Inicjowanie zmian préchnicowych
w warunkach in vitro spowodowato we wszystkich ob-
serwowanych grupach znaczne, poréwnywalne obnize-
nie $redniego poziomu SMH, co $wiadczy o jakosci i
powtarzalno$ci zastosowanego modelu badan in vitro.
Uzyskane po demineralizacji warto$ci SMH byty zblizo-

ne do wartoséci prezentowanych w innych badaniach,
w ktorych postugiwano sie podobnymi protokotami ba-
dawczymi (10, 11).

Wsréd wielu autoréw istnieje poglad, ze dla zaini-
cjowania procesu remineralizacji préchnicy poczatko-
wej konieczne jest, oprocz suplementacji fluorkowej,
stosowanie dodatkowych, niefluorowych czynnikow
remineralizacyjnych (12). W prezentowanych bada-
niach wtasnych poréwnano wiec tradycyjng paste do
zebdw oraz paste wzbogacong w nano-HAP. W obu
grupach testowych zaobserwowano jednak poréwny-
walny, istotny statystycznie wzrost mikrotwardosci po-
wierzchni szkliwa. Zdaniem ten Cate remineralizacja
inicjowana zwigzkami fluorowymi ogranicza sie gtéwnie
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do zjawisk zachodzgcych na powierzchni szkliwa — de-
pozycja apatytéw warunkuje powstanie silnie zmine-
ralizowanej warstwy zewnetrznej. Strefa ta redukuje
postep demineralizacji, przez hamowanie dyfuzji kwa-
séw w gtab szkliwa, cho¢ blokuje jednoczesnie drogi
dyfuzji jonéw mineralnych, co ogranicza rekrystalizacje
podpowierzchniowych stref szkliwa (13).

Zaden z zastosowanych modeli terapii nie doprowa-
dzit do uzyskania wyjsciowego poziomu wartosci SMH.
Liczne doniesienia potwierdzajg mozliwos¢ tylko cze-
Sciowej remineralizacji zmian préchnicowych w warun-
kach doswiadczalnych, bez uzyskania petnej odbudowy
struktury szkliwa. Tendencja ta obserwowana jest bez
wzgledu na rodzaj stosowanego preparatu reminerali-
zacyjnego (14, 15). Amaechi i wsp. sugerujg dodatkowo
wolniejsze tempo naprawy uszkodzenh szkliwa w warun-
kach in vitro w poréwnaniu z szybko$cig proceséw za-
chodzacych w jamie ustnej (16).

W proponowanym modelu badan nie zaobserwowano
dodatkowego wptywu niefluorowych czynnikéw remine-
ralizacyjnych zawartych w pascie z nano-HAP na mikro-
twardos$¢ powierzchni szkliwa. Warto jednak kontynuowaé
badania w tym zakresie, podejmujac prébe oceny przeni-
kania jonéw mineralnych w centralng strefe uszkodzenia
préchnicowego i zbadania potencjatu remineralizacyjne-
go podpowierzchniowych warstw szkliwa. O
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