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THE EFFECT OF SELECTED FLUORIDE PRODUCTS ON MICROSTRUCTURE OF EARLY CARIES
LESIONS

Summary

Aim: The evaluation of the effect of selected fluoride formulations on microstructure of early caries lesions.

Material and methods: 120 polished human enamel specimens, embedded in cylindrical acrylic blocks served as a study
material. The specimens were randomly assigned to 4 equinumerous groups, according to baseline microhardness of the
enamel surface. The enamel samples were subjected to the preliminary demineralization, simulating the initial carious lesion.
Upon demineralization one half of each specimen was covered with a protective varnish. Specimens were subjected to the
3 week cycle of pH changes, according to the protocol as follows: AC group — toothpaste containing nanohydroxyapatite (nano-
-HAP) and 1450 ppm F b.i.d., D group — Duraphat varnish once a week and toothpaste containing 1450 ppm b.i.d., F group
— toothpaste containing 1450 ppm b.i.d., K(-) group — distilled water application. Samples were sectioned longitudinally and
obtained surfaces were prepared for SEM examination.

Results: The analysis of SEM images revealed that toothpaste containing nano-HAP and fluoride was the most effective to
reduce demineralization lesions within the subsurface enamel region, while Duraphat application was especially effective on
the enamel surface.

Conclusions: The results proved that all the therapeutic protocols assessed succeeded to inhibit caries progression as well as
to increase enamel mineralization. The effectiveness of particular remineralization procedures differed between various areas
of carious lesions.
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WSTEP
Wstepne stadium choroby préchnicowej — proch-

naprawy mikrouszkodzen. Zmiana préchnicowa musi
by¢ jednak odpowiednio monitorowana i leczona me-

nica poczatkowa, ma charakter odwracalny. Etap ten
charakteryzuje sie powolnym tempem rozwoju. Przez
kilka lat wczesna zmiana préchnicowa moze rozwijac¢
sie w obrebie szkliwa i nie przekracza granicy szkliwno-
-zebinowej. Ognisko demineralizacji wykryte w tej fazie
rozwoju ma charakter odwracalny — istnieje mozliwo$é

todami nieinwazyjnymi. Istotg nieinwazyjnego leczenia
préchnicy jest zahamowanie tempa proceséw demine-
ralizacyjnych i inicjowanie procesdw naprawy struktury
szkliwa bez koniecznosci preparowania tkanek. Dotych-
czas gtébwna zasadg wspomniane;j terapii byta eliminacja
ptytki nazebnej i aplikacja preparatéw fluorowych (1).
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Wplyw wybranych preparatéw fluorowych na mikrostrukture szkliwa z wezesnymi zmianami préchnicowymi

Postepowanie takie miato na celu inicjowanie zjawiska
remineralizacji — hamowanie postepu procesu prochni-
cowego i odbudowe struktury szkliwa (2).

Obecnosc¢ jonu fluorkowego w srodowisku jamy
ustnej blokuje lub spowalnia tempo demineralizaciji
oraz inicjuje remineralizacje. Stezenie fluoru w stoso-
wanym preparacie warunkuje przebieg jego reakcji
ze szkliwem. Przy niskim stezeniu fluoru (ponizej 1%)
wbudowuje sie on w struktury szkliwa, tworzac fluoro-
hydroksyapatyt lub fluoroapatyt. Wysokiemu stezeniu
jonéw fluorkowych towarzyszy natomiast tworzenie
ziarnisto$ci w postaci mikrokrysztatéw fluorku wapnia
z wbudowanymi fosforanami. Depozyty te precypitujg
na powierzchni szkliwa, biofilmu, zagtebien retencyj-
nych czy ubytkéw préchnicowych. Tworzac warstwe
ochronng i stabilny rezerwuar fluoru ziarnistosci flu-
orku wapnia, moga stanowi¢ jednoczes$nie bariere
wymiany jonowej z podpowierzchniowymi strefami
szkliwa (3, 4).

Warunkiem wiasciwie rozumianej remineralizacji
wczesnych zmian prochnicowych jest optymalna rekry-
stalizacja zaréwno warstwy powierzchownej, jak i strefy
centralnej. Trwaja wiec poszukiwania skutecznych for-
mut terapeutycznych, ktoére wykorzystajg peten poten-
cjat remineralizacyjny twardych tkanek zeba. Na rynku
pojawiaja sie preparaty o réznej zawartosci fluoru i bio-
dostepnych zwigzkéw mineralnych, przeznaczonych do
naprawy wczesnych, préchnicowych uszkodzen szkliwa
(5-7). Zasadne wydaje sie wiec prowadzenie badan w
celu opracowania skutecznych modeli nieinwazyjnego
leczenia wczesnych zmian préchnicowych.

CEL PRACY

Celem prezentowanej pracy jest ocena wptywu wy-
branych preparatéw fluorowych na mikrostrukture szkli-
wa z prochnicg poczatkowa.

MATERIAL | METODY

Jako materiat badawczy wykorzystano ludzkie zeby
trzonowe i przedtrzonowe. Wycieto z nich fragmenty pra-
widtowego szkliwa w ksztatcie walca o przekroju 6 mm.
Prébki zatopiono w bloczkach akrylowych (Villacryl

Tabela 1. Zestawienie materiatu badawczego.

Hard Rapid, Zhermack, Wtochy), ptukano w myjce ul-
tradzwiekowej, szlifowano oraz polerowano ostatecznie
pastg polerska z tlenkiem glinu o wielkosci ziarna 3 um
(Linde 3, AB Gamma Alumina). Na podstawie u$rednio-
nej z 5 pomiaréw wykonanych w punktach referencyj-
nych Sredniej powierzchniowej mikrotwardosci szkliwa
(SMH) probki randomizowano do 4 grup. Zestawienie
materiatu badawczego przygotowanego do dalszych
badan zaprezentowano w tabeli 1.

W probkach inicjowano wczesne sztuczne zmiany
préchnicowe wg procedury opisanej przez White’a (8).
Potowe powierzchni kazdej prébki izolowano lakierem
kwasoodpornym, a nastepnie zastosowano trwajacy
3 tygodnie cykl naprzemiennych zmian pH opracowany
przez Featherstone’a i opisany we wczes$niejszej publi-
kacji (9, 10). W trakcie cyklu demineralizacji i remine-
ralizacji probek aplikowano testowane preparaty wg
protokotu: w grupie AC — 2 razy dziennie paste do ze-
béw z nanohydroksyapatytem (nano-HAP) i 1450 ppm
fluoru, w grupie D — 1 raz w tygodniu lakier Duraphat
i 2 razy dziennie paste do zeboéw 1450 ppm, w grupie
K(+) — 2 razy dziennie paste do zebdéw 1450 ppm, w
grupie K(-) wode destylowang. Schematyczny diagram
stosowanych procedur badawczych przedstawiono na
rycinie 1.

W kolejnej fazie badania probki szkliwa cieto w ptasz-
czyznie pionowej, na granicy strefy zdemineralizowane;j
i remineralizowanej, z uzyciem pity diamentowej (Bueh-
ler Isomet® 300 Low Speed) i ponownie zatapiano w
zywicy akrylowej. Uzyskane zgtady polerowano pasta
o wielkosci ziarna 3 um. W kazdej grupie badawczej
wybrano losowo 5 prébek i wyodrebniono z nich 5 par
przekrojéw szkliwa zdemineralizowanego i poddanego
remineralizacji. Badania wykonano za pomoca skanin-
gowego mikroskopu elektronowego JEOL JSM 6380LA
sprzezonego z mikrosonda elektronowg ED S w naste-
pujacych warunkach: powiekszenie — 650 razy, napiecie
— 20 kV, prad wigzki — 70 mA, WD (ang. working distan-
ce) — 10 mm. Fotogramy ocenianych obiektéw wykona-
no w $wietle elektronéw wtérnych (SEIl) z uzyciem de-
tektora BSE w rozdzielczos$ci 1280 x 960, stosujac tryb
niskiej prézni.

Nazwa grupy Symbol grupy Cecha grupy Rodzaj preparatu Czas aplikacji
Grupa 1 AC 1% Nano-HAP Pa(s-:tjr:g:n?eare, 2 min,
30 probek 1450 ppm F- . ’ 2 X dz., 15 dni
Niemcy
Pasta Blend-a-med, 2 min
Grupa 2 D 1450 ppm F- P &G, USA 2% dz 1% dni
30 prébek 22 600 ppm F- Duraphat, 1xt d; 3 dni
Colgate, USA ydz.,
Grupa 3 Pasta Blend-a-med, 2 min,
30 probek K(+) 1450 ppm F- P &G, USA 2 x dz., 15 dni
Grupa 4 Woda destylowana, 2 min,
30 prébek KE) 0 ppm F- DEMI-POL, Polska 2 x dz., 15 dni
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K(-) K(+) AC D
H,O dest. Pasta F Pasta AC Pagta F
2 min stez. 1:3 Stez. 1:3 Stez. .1 :3
2 min 2 min 2 min
Duraphat
1 X tydz.
Ptukanie — woda destylowana
Roztwér demineralizujacy — 6 godz.
Ptukanie — woda destylowana
K() K(+) AC D
H.O dest. Pasta F Pasta AC Pasta F
% min stez. 1:3 Stez. 1:3 Stez. 1:3
2 min 2 min 2 min
Duraphat
¢ 1 X tydz.
Roztwér remineralizujacy — 16 godz.

Ryc. 1. Dobowy model zastosowanych w badaniu cyklicznych
zmian pH.

WYNIKI

Na rycinach 2-5 przedstawiono charakterystyczne,
reprezentatywne dla kazdej grupy mikrofotogramy szkli-
wa zdemineralizowanego i poddanego procedurom re-
mineralizacyjnym.

Obrazy SEM przekrojéw prébek szkliwa zdemine-
ralizowanego nie réznity sie znaczaco w poszczegol-
nych grupach. Na wszystkich fotografiach obrazujgcych
przekroje probek szkliwa, w ktérych inicjowano zmiany
prochnicowe, widoczne byly potozone podpowierzchnio-
wo rozlegte pasma uszkodzenh zwigzane z zaburzeniem
budowy pryzmatéw i destrukcjg strefy miedzypryzma-
tycznej z zachowaniem nienaruszonej, dobrze odgrani-
czonej warstwy powierzchownej, o grubosci ok. 20-30
mikronéw. W centralnej strefie uszkodzenia stwierdzono
obecnos$¢ nieregularnych zmian litycznych w obrebie
rdzeni pryzmatdw, poszerzenie strefy miedzykrystalicznej
i lokalne catkowite uszkodzenia struktury szkliwa. Na mi-
krofotogramach widoczne byly ciemne, réznej szeroko-
$ci pasma odwapnienia, zorientowane zazwyczaj dtugg
osig prostopadle do powierzchni szkliwa.

Analiza mikrofotograméw zarejestrowanych po wdro-
zeniu procedur remineralizacyjnych wykazata, ze pasta
z nano-HAP i fluorem najskuteczniej, w poréwnaniu z
innymi preparatami, redukowata zmiany strukturalne
obserwowane w preparatach zdemineralizowanych

(2Ai 2B). Redukcja ta dotyczyta zaréwno intensywnosci,
jak i rozlegtosci zmian. Znaczaca liczba pryzmatéw wy-
kazata cechy remineralizacji. Ksztatt, wielko$¢ oraz wy-
barwienie pryzmatéw byly zblizone do wystepujgcych
w prawidtowym, niezmienionym préchnicowo szkliwie.
Tylko nieliczne pryzmaty cechowata destrukcja struk-
tury. Stwierdzony stopien uszkodzenia byt znaczaco
mniejszy w poréwnaniu z obszarem zdemineralizowa-
nym. Substancja miedzypryzmatyczna byta wyraznie
zarysowana i nieco poszerzona.

W grupie D, po zastosowaniu lakieru Duraphat i pasty z
fluorem (ryc. 3B) intensywno$¢ zmian strukturalnych ule-
gta znacznej redukcji w poréwnaniu z obszarami zdemi-
neralizowanymi (ryc. 3A). Zastosowany w grupie D model
terapii spowodowat, iz mniejsza liczba pryzmatéw wyka-
zywata cechy destrukcji, a w tych, w ktérych jg stwierdzo-
no, byta znacznie stabiej nasilona. Strefe substancji mie-
dzypryzmatycznej cechowato wieksze uporzgdkowanie
struktury, co $wiadczyé moze o jej remineralizaciji.

Poddanie szkliwa zmienionego préchnicowo (ryc. 4A)
dziataniu pasty z 1450 ppm fluoru — grupa K(+), stoso-
wanej dwa razy dziennie (ryc. 4B), zredukowato znacznie
intensywno$¢ i rozlegto$é zmian powstatych w strukturze
szkliwa. Po terapii odnotowano zmiany polegajace na po-
szerzeniu strefy substancji miedzypryzmatycznej, cho¢ w
znacznie mniejszym stopniu niz w odpowiedniej strefie
odwapnionej, nietraktowanej pasta. Wigkszo$¢ pryzma-
tow znajdujacych sie w obrebie zmiany wykazywata tylko
nieznaczne cechy demineralizacji, czesto zlokalizowanej
w obwodowych czesciach ich struktur. Liczne pryzmaty
ksztattem i wielkoscig zblizone byly do lezacych glebiej
pryzmatéw szkliwa o zachowanej, prawidtowej budowie.

Obserwowane pasma odwapnienia w prébkach szkli-
wa z grupy K(-) (ryc. 5B) miaty podobny charakter do
opisanych powyzej zmian w szkliwie zdemineralizowa-
nym (ryc. 5A). Intensywno$¢ i cechy widocznych zmian
strukturalnych szkliwa byty poréwnywalne.

DYSKUSJA

Przedstawiona w prezentowanej pracy porownawcza
analiza obrazéw SEM szkliwa ze sztucznymi zmianami
préchnicowymi i poddanego terapii remineralizacyjne;j
nalezy do waskiego grona publikacji tego typu (11, 12).
Szczegolnie unikatowa wydaje sie ocena wptywu pasty
z nano-HAP na naprawe wczesnych uszkodzen préch-
nicowych.

Zarejestrowane mikrofotogramy dostarczyly cieka-
wych informacji na temat poziomu uszkodzenia struktu-
ry pryzmatycznej szkliwa. Cechy obserwowane w préb-
kach szkliwa zdemineralizowanego byly typowe dla
podpowierzchniowego odwapnienia naturalnych zmian
préchnicowych o charakterze ,biatej plamy”. Ocena ob-
razéw SEM wykazata niewielkie réznice w intensywnosci
uszkodzen obserwowanych w poszczegdlnych grupach
badawczych. Wynikajg one prawdopodobnie z rézne;j,
osobniczej reakcji szkliwa na dziatanie czynnikéw indu-
kujacych sztuczng prochnice (13).

Ocena obrazéw elektronowo-mikroskopowych po-
twierdzita, ze uzycie pasty z nano-HAP i fluorem byto
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20kV 2 20 pm

20kV — x 650 20 pm

x 650 — 2 35 20 pm

Ryc. 5. Przykladowe obrazy SEM prébki szkliwa z grupy K(-) zdemineralizowanego (A) i remineralizowanego (B).
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najbardziej skuteczne w niwelowaniu skutkéw demine-
ralizacji pryzmatow szkliwa w strefie centralnej. Zaobser-
wowano poprawe cech morfologicznych szkliwa, choé¢ z
pozostawieniem pewnych obszaréw substancji miedzy-
pryzmatycznej nie w petni zremineralizowanych. Obrazy
zarejestrowane w grupie AC zblizone byly do obrazéw
uzyskanych w grupie K(+). Stabsze efekty rekrystaliza-
cji ogniska prochnicowego, szczegdlnie w jego strefie
centralnej, zaobserwowano w grupie poddanej dziata-
niu Duraphatu. Dotyczyty one zarowno cech budowy i
remineralizacji pryzmatéw szkliwa, jak i substancji mie-
dzypryzmatycznej. Uzyskany w grupie D mniejszy efekt
terapeutyczny wynika prawdopodobnie z faktu tworzenia
na powierzchni szkliwa pasm remineralizacji, z widocz-
ng w obrazach SEM redepozycjg mineratdéw w tej stre-
fie. Spojna powtoka zewnetrzna $wiadczy o potencjalnie
odbudowane;j strukturze prochnicowego szkliwa. Analiza
obrazu SEM sugeruje jednak, iz silnie zremineralizowa-
na warstwa powierzchowna blokuje rekrystalizacje stre-
fy centralnej przez hamowanie wnikania jonéw fluoru,
wapnia i fosforu w gtab szkliwa (14, 15). Stad Hicks juz
w latach 80. ubiegtego wieku sugerowat potrzebe zwigk-
szenia porowato$ci szkliwa w celu umozliwienia lepszej
penetracji jonéw mineralnych w strefe podpowierzchnio-
wa (16). Al-Khateb i wsp. wykazali, ze uzycie 37% kwasu
fosforowego przyczynia sie do zwiekszenia efektu proce-
dur remineralizacynych i nie powoduje ucieczki jonow z
gtebszych stref zmiany préchnicowej (17). Badania pro-
wadzone w polskim osrodku réwniez potwierdzity wptyw
zabiegu wytrawiania szkliwa na zwigkszenie potencjatu
remineralizacyjnego szkliwa. Wyniki badan Piesiak-Pan-
czyszyn i wsp. wykazaty, ze wytrawienie wczesnej zmiany
prochnicowej 37% kwasem ortofosforowym przez 30 se-
kund przyczynia sie do zwigkszenia skuteczno$ci podje-
tych dziatan remineralizacyjnych (2).

Mimo stwierdzonych réznic, analiza obrazéw SEM
wykazata, ze w zadnej grupie badawczej nie doszto do
postepu demineralizacji, a we wszystkich grupach, z
wyjatkiem grupy K(-), zarejestrowano objawy rekrysta-
lizacji inicjowanych uszkodzen préchnicowych. Zaob-
serwowane w obrazach SEM zmiany struktury szkliwa
$wiadczg o zroéznicowanej zdolnosci do rekrystalizaciji
i odbudowy zaréwno jego powierzchni, jak i centralnej
strefy uszkodzenia prochnicowego. Uzyskane w bada-
niu tendencje potwierdzone zostaty we wczesniejszych
doniesieniach (10). Zaden z proponowanych modeli te-
rapii nie doprowadzit jednak do uzyskania prawidtowe-
go obrazu struktury szkliwa.

nadestano: 11.02.2013
zaakceptowano do druku: 24.04.2013

WNIOSKI

Analiza poréwnawcza obrazéw SEM wykazata, ze
wszystkie oceniane modele terapii remineralizacyjnej
zahamowaty postep procesu prochnicowego i zainicjo-
waty procesy naprawcze w szkliwie.

Najlepszy efekt rekrystalizacji centralnej strefy uszko-
dzenia préchnicowego uzyskano po aplikacji pasty z
nano-HAP i fluorem. O
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