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I WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

F - fluor

ppmF - czyli ilo$¢ czasteczek fluoru na milion, inaczej ilos¢ miligraméw fluoru na litr
(mg/L)

pH - jest to ilosciowa skala zasadowosci oraz kwasowosci roztworu wodnego oparta
na stezeniu jonow wodorowych w danej cieczy

ADA - American Dental Association

AAPD - American Academy of Pediatric Dentistry

EAPD - European Academy of Paediatric Dentistry

FDI - Federation Dentaire Internationale

IAPD - International Association for Paediatric Dentistry

FV — lakier fluorkowy

PTD — prawdopodobna toksyczna dawka

APF - Zel zawierajacy zakwaszony fluorek fosforanowy

fTCP - sfunkcjonalizowany fosforan trojwapniowy

ACP - amorficzny fosforan wapnia

CCP-ACP — nanokompleks fosfopeptydu kazeiny i amorficznego fosforan wapnia
CCP-ACPF - nanokompleks fosfopeptydu kazeiny i amorficznego fosforan wapnia z fluorem
TCP — fosforan trojwapniowy

CSPS — fosfokrzemian sodowo — wapniowy — bioaktywne szkto

TMP — trymetafosforan sodu

CaGP — glicerolofosforan wapnia

CXP - fosforan wapnia pokryty ksylitolem

NIR — bliska podczerwien

UV-VIS-NIR — ultrafiolet — §wiatto widzialne — bliska podczerwien

UV - promieniowanie ultrafioletowe

mg/kg m.c. — miligram na kilogram masy ciata

DMF/T — wskaznik prochnicy, ktory oznacza sume liczby zgbow statych z prochnica (D),
zebow statych usunietych z powodu prochnicy (M) 1 zebow statych wypelnionych (F)

dmf/t - wskaznik prochnicy, ktory oznacza sume liczby z¢béw mlecznych z prochnicg (d),
zebow mlecznych usunigtych z powodu prochnicy (m) i zgbow mlecznych wypetnionych (f)
TISAB - regulator catkowitej sity jonowe;j

Fskum — fluor skumulowany


https://www.ekologia.pl/wiedza/slowniki/leksykon-ekologii-i-ochrony-srodowiska/stezenie
https://www.ekologia.pl/wiedza/slowniki/leksykon-ekologii-i-ochrony-srodowiska/jon
https://www.ekologia.pl/wiedza/slowniki/leksykon-ekologii-i-ochrony-srodowiska/ciecz

Il STRESZCZENIE

Rozprawe doktorska stanowi cykl trzech publikacji powigzanych tematycznie.

Tematyka pierwszego artykutu zatytulowanego ,,Review on fluoride varnishes currently

recommended _in__dental _prophylaxis” (Polim. Med. 2023; 53(2). https://doi.org/

10.17219/acem/174078) dotyczy przegladu pismiennictwa na temat lakierow fluorkowych i
ich zastosowania w zapobieganiu i leczeniu prochnicy zeboéw. Praca zostala podzielona na 6
czesci: (1) wprowadzenie, (2) budowa lakierow fluorkowych, (3) mechanizm dziatania, (4)
zastosowanie kliniczne z uwzglednieniem wskazan 1 przeciwwskazan, schematu
postepowania i metod aplikacji, (5) dyskusja i (6) wnioski. We wprowadzeniu omoéwiono
historie lakieréw fluorkowych, ktore w stomatologii poczatkowo traktowane byly jako leki
na nadwrazliwo$¢ zebiny, obecnie rekomendowane na calym $wiecie przez krajowe i
migdzynarodowe towarzystwa stomatologiczne w zapobieganiu i leczeniu prochnicy zgbow.
W drugiej cze$ci pracy omoéwiono budowe lakierow z podziatem na pierwsza i druga
generacje w zaleznosci od rodzaju czynnika aktywnego o charakterze przeciwprochnicowym.
Egzogenny mechanizm dziatania lakierow zostal opisany w czgéci trzeciej pracy z
uwzglednieniem ich wplywu na formowanie i metabolizm ptytki bakteryjnej, hamowanie
demineralizacji i promowanie remineralizacji, z okre§leniem czynnikow, ktore wedtug
obecnej wiedzy moga mie¢ znaczacy wpltyw na skuteczno$¢ i bezpieczenstwo tej terapii. W
czg¢sci dotyczacej klinicznego zastosowania lakierow fluorkowych omoéwione zostaty
wskazania i przeciwwskazania oraz zalecane postgpowanie w zaleznosci od oceny ryzyka
prochnicy 1 wieku pacjenta. Zwrdcono takze uwage na potencjalne zagrozenia i1 skutki
uboczne, ktére moga pojawi¢ si¢ po zastosowaniu tych preparatow. W czesci piatej
omoéwiono tematyke lakieréw fluorkowych w $wietle nowoczesnej wiedzy opartej na licznych
badaniach 1 doswiadczeniach, pordéwnano dane na temat uwalniania fluoru przez lakiery
fluorkowe pierwszej i drugiej generacji, zaroOwno w warunkach in vivo, jak i in vitro oraz
wptyw réznych czynnikow na mechanizm formowania na powierzchni szkliwa fluorku
wapnia czyli tzw. stabilnego rezerwuaru fluoru. Poruszono takze temat bezpieczenstwa
stosowania fluoru uwzgledniajagc doniesienia dotyczace cytotoksycznego dziatania na
fibroblasty dzigsta. W pismiennictwie zamieszczono 131 pozycji, w tym 73 pozycje z
ostatnich 10 lat (2013 — 2023).



Druga praca zatytulowana ,,Uwalnianie jonow fluorkowych z lakieru fluorkowego

drugiej generacji zawierajgcegso CPP — ACP w warunkach in vitro i in vivo z

zastosowaniem jonoselektywnej elektrody” (Inz. Fiz. Med. 2023, 12, 5, 445-454) jest

oryginalng pracg badawcza, w ktoérej oceniano dynamike uwalniania jonéw fluorkowych z
lakieru MiVarnish™ (firmy GC, Tokyo, Japonia) w warunkach in vitro iin vivo. Badany
lakier zaliczany jest do lakierow drugiej generacji z zawartoscig 5% NaF oraz kompleksem
fosfopeptydu kazeiny i amorficznego fosforanu wapnia (CPP-ACP) bedacego zrodtem tatwo
przyswajalnego wapnia i jonéw fosforanowych. Material badawczy w warunkach in vitro
stanowito 30 probek przygotowanych z 15 usunig¢tych zebow ludzkich (trzonowcow i
przedtrzonowcow) podzielonych losowo na trzy grupy po 10 probek kazda. Po naniesieniu na
nie okreslonej ilosci testowanego lakieru probki umieszczono w szczelnych pojemnikach
zawierajacych sztuczng sling o r6znym pH (4,0, 5,0 lub 7,0). Oznaczono poziom uwolnionego
fluoru po uptywie 1, 2, 24, 48 oraz 168 godzin za pomocg jonoselektywnej elektrody ORION
model 9609 polaczonej z mikrokomputerem pH/jonometrem CPI — 551 Elmetron.
W badaniach in vivo udziat wzigto 10 ochotnikow, u ktérych badany lakier zostat natozony na
powierzchnie zujace, policzkowe 1 podniebienne wszystkich zebow. Pomiary poziomu fluoru
wykonano czterokrotnie, tzn.: przed aplikacja lakieru, po godzinie, po 2 godzinach oraz po
168 godzinach po aplikacji, zbierajac za kazdym razem 5 ml $liny mieszanej
niestymulowanej. W badaniu in vitro uwalnianie fluoru z lakieru fluorkowego roznito si¢
istotnie w kazdej godzinie obserwacji i przy kazdej kwasowosci srodowiska (p < 0,001).
Najwyzsze przyrosty uwalnianego fluoru odnotowano w ciggu pierwszych dwoch godzin
obserwacji w kazdej badanej grupie, natomiast najwiecej skumulowanego fluoru zostato
zmierzonego w srodowisku o pH=4,0. W badaniu in vivo, przyjmujac jako poziom wyj$ciowy
fluoru w $linie 0,158 + 0,05 ppmF, juz po 1 godzinie od aplikacji wzrost on 12-krotnie do
1,909 + 0,427 ppmF, po 2 godzinach nieznacznie spadl, przy czym nadal byt 9-krotnie
wyzszy niz przed aplikacjg 1 wynosit 1,468 £ 0,276 ppmF. Po 168 h osiggnat wartos¢ zblizong
do stanu poczatkowego réwnag 0,195 £ 0,08 ppmF. Lakier MiVarnish™ zaréwno w
warunkach in vitro, jak i in vivo uwalniat jony fluorkowe przez caly okres badania, przy czym
najwigcej fluoru uwalnial w pierwszej godzinie po aplikacji prezentujac opisywana w
literaturze faze gwattownego wyrzutu jonow fluorkowych. W badaniu in vitro zaréwno pH
sztucznej $liny, jak 1czas po aplikacji miaty istotny wpltyw na ilo$¢ uwalnianych jonoéw

fluoru. Rowniez interakcja pH i czasu okazala si¢ istotna statystycznie.



Ostatnia praca zatytutowana ,In vitro comparison_of the fluoride ion release from the

first and second generation fluoride varnishes” (Appl. Sci. 2023, 13, 7327) jest takze

oryginalng praca badawcza, w ktérej oceniano dynamike¢ uwalniania jonéw fluorkowych w
warunkach in vitro z lakierow fluorkowych pierwszej (Duraphat) i drugiej generacji
(MiVarnish™ i EmbraceVarnish™) oraz wptyw rodzaju lakieru, czasu od jego aplikacji i pH
srodowiska na ten proces. Material do badan stanowilo 90 probek przygotowanych z
usunigtych ludzkich zgbow (przedtrzonowych i trzonowych), ktére podzielono losowo na
dziewie¢ grup po 10 probek w kazdej. Kazda probke po wyptukaniu i osuszeniu pokryto
lakierem kwasoodpornym z pozostawieniem na powierzchni gladkiej policzkowej lub
podniebiennej odstonictego szkliwa o rozmiarze $rednio 4mm/4mm. Odmierzone ilo$ci
badanych lakierow nanoszono na probki, ktére zanurzano w sztucznej S$linie o pH
dostosowanym do wartosci 4,0, 5,0 lub 7,0. Poziom uwalniania fluoru mierzono po 1, 2, 24,
48 oraz 168 godzinach od aplikacji za pomoca jonoselektywnej elektrody ORION model
9609 potaczonej z mikrokomputerem pH/jonometrem CPI — 551 Elmetron. System podlegat
kalibracji przed kazdym kolejnym oznaczeniem przy uzyciu TISAB. Pomiary st¢zenia
uwalnianych jondéw fluorkowych wyrazano w ppm, ktore pozniej przeliczano na pmol/L oraz
w odniesieniu do ilo$ci na pg/mg naniesionego lakieru. W badaniu zmierzono skumulowany
poziom ich uwalniania oraz przyrosty uwalniania w okre§lonych przedziatach czasowych oraz
w odniesieniu do jednostki czasu — 1 godziny. Dodatkowo wykonano pomiary widma
przepuszczalnoéci Duraphatu, EmbraceVarnisha™™ i MiVarnisha™ w obszarze UV-VIS-NIR.
Srednie ilosci zastosowanego lakieru wahaty sie w granicach od 7,9 £ 0,2645 mg do 8,2 +
0,1527 mg, co odpowiadato $redniej zawartosci fluoru w przedziale od 0,1249 +£0,0055 mg
dla MiVarnisha™, 0,1512 + 0,0027 mg dla Duraphatu i 0,1640 + 0,0065 mg dla
EmbraceVarnisha™. W ciagu 168 godzin eksperymentu, niezaleznie od pH $rodowiska,
najwiecej fluoru uwolnit lakier MiVarnish™, a najmniej lakier EmbraceVarnish. Dla pH=4,0
skumulowane uwalnianie fluoru dla MiVarnisha™ wyniosto 11,52 ppmF, dla pH=5,0 9,33
ppmF i dla pH=7,0 6,470 ppmF. Lakiery Duraphat i EmbraceVarnish™ uzyskaty dla pH=4,0
odpowiednio 9,864 ppmF i 7,513 ppmF, dla pH=5,0 9,30 ppmF i 6,826 ppmF oraz dla
pH=7,0 5,724 ppmF i 4,821 ppmF. W wigkszosci grup badawczych istotnie wyzsze wartosci
uzyskano w S$rodowiskach kwasnych (pH=4,0 i pH=5,0) w poréwnaniu ze Srodowiskiem
neutralnym. Opierajac si¢ na wynikach analizy wariancji i testow post-hoc, skumulowane
uwalnianie fluoru z trzech badanych lakieréw roznilo si¢ istotnie w kazdej godzinie
obserwacji i przy kazdej kwasowosci srodowiska (p<0,001) Autorzy pracy postawili hipoteze,

ze nie begdzie réznic w uwalnianiu jonow fluorkowych zwigzanych z rodzajem zastosowanego
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lakieru, czasem od aplikacji oraz pH sztucznej §liny. Uzyskane wyniki okazaty si¢ wysoce
istotne dla wszystkich trzech elementow (p<0,001), co spowodowato odrzucenie hipotezy

zerowej.

Il ABSTRACT

The doctoral dissertation is a series of three thematically related publications.
The subject of the first article titled ,Review on fluoride varnishes currently
recommended _in__dental _prophylaxis” (Polim. Med. 2023; 53(2). https://doi.org/

10.17219/acem/174078) is a review of the literature on fluoride varnishes and their use in the
prevention and treatment of dental caries. The paper was divided into 6 parts: (1) introduction,
(2) composition of fluoride varnishes, (3) mechanism of action, (4) clinical application with
regard to indications and contraindications, scheme of the procedure and methods of
application, (5) discussion and (6) conclusions. The introduction discusses the history of
fluoride varnishes initially introduced as dentin hypersensitivity medicaments, now
recommended worldwide by national and international dental societies for prevention and
treatment of dental caries. The second part of the paper discusses the composition of
varnishes, which are divided into the first and second generation depending on the type of
anticariogenic active agent. The varnishe’s exogenous mechanism of action was described in
the third part of the article, considering their effect on the formation and metabolism of dental
plaque, inhibition of demineralization and promotion of remineralization, with the
identification of factors that, according to current knowledge, may significantly impact the
efficacy and safety of this therapy. The clinical use section describes indications and
contraindications and the recommended course of action depending on the caries risk
assessment and the age of the patient. Attention was also drawn to the potential risks and side
effects that may occur after use of these medicaments. The fifth part discusses the topic of
fluoride varnishes in the light of modern knowledge based on numerous studies and
experiments, compares data on the release of fluoride by first and second generation fluoride
varnishes, both in vivo and in vitro conditions, and the influence of various factors on the
mechanism of calcium fluoride formation on the enamel surface, i.e. so-called stable fluoride
reservoir. The safety of fluoride use was also discussed based on reports of cytotoxicity on
gingiva fibroblasts. The literature contains 131 items, including 73 items from the last 10
years (2013 — 2023).



The second article titled ,,In vitro and in vivo release of fluoride ions from second

generation fluoride varnishes containing CPP-ACP using ion-selective electrode” (Inz. Fiz.

Med. 2023, 12, 5, 445-454) is the original research paper that evaluated the dynamics of
fluoride ion release from MiVarnish™ (GC, Tokyo, Japan) in the in vitro and in vivo
conditions. The second generation varnish contains 5% NaF, casein phosphopeptide and
amorphous calcium phosphate complex (CPP-ACP) which is a source of easily absorbable
calcium and phosphate ions. The research material in the in vitro study consisted of 30
samples prepared from 15 extracted human teeth (molars and premolars) randomly divided
into three groups of 10 samples each. After applying a specified amount of tested varnish, the
samples were placed in sealed containers with artificial saliva of different pH values (4,0, 5,0
or 7,0). The level of fluoride released after 1, 2, 24, 48 and 168 hours was determined using
an ion-selective electrode ORION model 9609 connected to a microcomputer pH/ionometer
CPI — 551 Elmetron. In vivo studies were conducted in 10 volunteer patients, in which the
tested varnish was applied to the occlusal, buccal and palatal surfaces of all teeth. Fluoride
levels were measured four times, i.e. before varnish application, after one hour, after two
hours and after 168 hours after application; measurements were conducted after collecting 5
ml of mixed non-stimulated saliva each time. In an in vitro study, the release of fluoride from
the fluoride varnish varied significantly at each observation hour and at each environmental
acidity (p < 0,001). The highest growths of released fluoride were observed during the first
two hours of observation in each study group, while the highest cumulative fluoride was
measured at pH = 4,0. In the in vivo study, considering 0,158 + 0,05 ppmF as a baseline level
of fluoride in saliva, after only 1 hour from application it increased 12 times to the level of
1,909 + 0,427 ppmF, then slightly decreased after 2 hours, while still being 9 times higher
than prior to the application and equal to 1,468 + 0,276 ppmF. After 168 hours, it reached a

h™ in both, in vitro as well as in vivo

value close to baseline of 0,195 + 0,08 ppmF. MiVarnis
conditions, released fluoride ions throughout the study period, with most fluoride released in
the first hour after application, presenting the literature-reported phase of rapid fluoride ion
ejection. In the in vitro study, both the pH of artificial saliva and the time since the application
had a significant effect on the amount of fluoride ions released. The interaction of pH and
time also proved to be statistically significant.

The last article titled ,,In vitro comparison of the fluoride ion release from the first and

second_generation_fluoride varnishes” (Appl. Sci. 2023, 13, 7327) is also an original

research paper that evaluated the dynamics of in vitro fluoride ion release from the first

generation fluoride varnishes (Duraphat) and second generation fluoride varnishes
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(MiVarnish™ and EmbraceVarnish™), as well as the influence of varnish type, time since its
application and environmental pH on this process. The material consisted of 90 samples
prepared from extracted human teeth (premolars and molars), which were randomly divided
into nine groups of 10 samples each. After rinsing and drying, each sample was coated with
an acid-resistant varnish, with exposed enamel of an average size of 4 mm/4 mm left on the
buccal and palatal smooth surfaces. Measured quantities of tested varnishes were applied onto
samples which later were immersed in artificial saliva with pH adjusted to 4,0, 5,0 or 7,0.
Fluoride release was then measured at 1, 2, 24, 48 and 168 hours after application using an
ORION model 9609 ion-selective electrode connected to a CP1 — 551 Elmetron pH/ionometer
microcomputer. The system was calibrated prior to every subsequent measurement using
TISAB. Results of measured concentration of released fluoride ions were expressed in ppm,
which then were converted to umol/L and, for the amount of applied varnish, to pg/mg. In the
study, cumulative level of fluoride released was measured, the release over the specified time
intervals as well as with reference to a time unit of 1 hour. Additionally, Duraphat,
EmbraceVarnish™ and MiVarnish™ transmittance spectra were measured in the UV-VIS-
NIR region. The quantity of the applied varnish ranged from 7,9 + 0,2645 mg to 8,2 + 0,1527
mg, which corresponded to an average fluoride content of 0,1249 + 0,0055 mg for
MiVarnish™, 0,1512 + 0,0027 mg for Duraphat and 0,1640 + 0,0065 mg for

EmbraceVarnish™. Over the 168 hours of the experiment, regardless of the pH of the

hTM hTM

environment, MiVarnis released the most of fluoride ions and EmbraceVarnis released

the least. For pH=4,0, the cumulative fluoride release for MiVarnish™
pH=5,0 9,33 ppmF and for pH=7,0 6,470 ppmF. Duraphat and EmbraceVarnish™ reached
9,864 ppmF and 7,513 ppmF, for pH=5,0 9,30 ppmF and 6,826 ppmF, and for pH=7,0 5,724

ppmF and 4,821 ppmF respectively. In most of research groups, significantly higher values

was 11,52 ppmF, for

were obtained in acidic (pH=4,0 and pH=5,0) compared to a neutral environment. Based on
the results of the variance analysis and post-hoc tests, the cumulative release of fluoride from
the three varnishes was significantly different in each hour of observation and at each acidity
of the environment (p<0,001). The authors hypothesized that there would be no differences in
the release of fluoride ions related to the type of varnish used, time from the application and
the pH of the artificial saliva. The obtained results were highly significant for all three

elements (p<0,001), which led to the rejection of the null hypothesis.
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1. WSTEP

Od polowy XX wieku zwiazki fluoru odgrywaja istotng rolg w profilaktyce prochnicy
zebow bedac jedna z najskuteczniejszych metod walki z tg choroba. W 1945 roku w Grand
Rapids w stanie Michigan po raz pierwszy wprowadzono tzw. fluorkowanie wody, natomiast
w poznych latach 50 - tych XX wieku w Stanach Zjednoczonych opracowano pierwsze
zalecenia dotyczace tzw. fluoryzacji systemowej, ktora przez wiele lat byla uwazana za
najbardziej korzystng metod¢ zapobiegania prochnicy. Gloéwnym jej zalozeniem byto
dostarczenie fluoru droga endogenng czyli w trakcie rozwoju tkanek twardych zebow,
najczesciej biernie z woda pitng, solg czy mlekiem albo aktywnie za pomoca suplementacji
kroplami lub tabletkami (1,2,3,4). Systemowo podany fluor mial wplywaé na procesy
zachodzace w trakcie amelogenezy czyli rozwoju szkliwa, bedac katalizatorem reakcji
powstawania hydroksypatytow, biorac udziat w tworzenie fluorohydroksyapatytow w miejsce
weglano- 1 hydroksyapatytow, zwigkszajac stabilnos¢ krysztalbw 1 zapobiegajac
przestrzennym dyslokacjom o charakterze srubowym lub krawedziowym czy biorgc udziat w
usuwaniu nadmiaru wody 1 biatek z nowo powstalego szkliwa (1,2,3). Uwazano takze, ze
obecnos$¢ fluoru wpltywa korzystnie na morfologie rozwijajacych sie zebow, charakteryzujaca
si¢ bardziej zaokraglonymi guzkami i ptytszymi bruzdami (2,4). Uzyskanie w zewngtrznej
warstwie szkliwa wysokiego stezenia fluoru miato skutecznie i trwale chroni¢ z¢by przed
rozwojem choroby prochnicowej. Okazato si¢ jednak, Ze nie istnieje tzw. wzgledna odpornos¢
szkliwa na atak kwasow, a ilo§¢ fluoru zawartego w tej tkance nie odgrywa istotnej roli w
redukcji prochnicy (4,5,6), natomiast samo postgpowanie obarczone jest wysokim ryzykiem
przedawkowania prowadzacym do powstawania fluorozy, co zwrocito uwage na toksyczny
efekt tej suplementacji. Spowodowato to zwrot ku metodzie egzogennej (kontaktowe;j), ktora
zgodnie z nowym spojrzeniem na profilaktyke fluorkowa zaktada, Ze nawet niewielkie ilo$ci
fluoru w fazie ptynnej ptytki nazgbnej, na poziomie minimum 0,03 ppm, istotnie zmniejszaja
rozpuszczalno$¢ szkliwa w kwasach 1 sg korzystniejsze w redukcji prochnicy niz wysokie

stezenia tego pierwiastka wbudowane w szkliwo (2,4,5,6,7,8,9).

Egzogenna fluoryzacja kontaktowa polega na bezposrednim 1 systematycznym dziataniu
na powierzchnie wyrznietych z¢gbow poprzez zabiegi pedzlowania, wcierania, szczotkowania
czy plukania z zastosowaniem organicznych (aminofluorki I i II generacji), jak 1
nieorganicznych (fluorek sodu, fluorek cyny, zakwaszony monofluorofosforan sodu)
zwigzkow fluoru. Mechanizm dziatania fluoru w przypadku miejscowej aplikacji opiera si¢ na

oddziatywaniu na ptytke bakteryjng, hamowaniu procesu demineralizacji oraz promowaniu
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remineralizacji szkliwa (1,3,4,8,10,11,12). Efekt bakteriostatyczny lub/i bakteriobojczy
zostaje osiggnicty poprzez kilka mechanizmow. Pierwszy polega na zaburzeniu adherencji
drobnoustrojéow do blonki nabytej i w konsekwencji zmniejszeniu odktadania ptytki
naz¢bnej. W drugim dochodzi do zmian metabolizmu bakterii: hamowania aktywnos$ci
enolazy, zmniejszenia transportu glukozy do wnetrza komorki, zaktocania syntezy
zewnatrzkomorkowych 1 wewnatrzkomdrkowych polisacharydéw bakteryjnych i spadku
aktywnosci fosfataz komorkowych. Ponadto dochodzi do obnizenia stezenia wytwarzanego
przez bakterie kwasu mlekowego (1,2,10,12,13). Miejscowe dziatanie jonéw fluorkowych ma
tez istotny wplyw na przebieg procesow de- i remineralizacji, a charakter tych reakcji jest
uzalezniony od ich st¢zenia w $linie i ptytce nazgbnej. Przy niskim st¢zeniu fluoru, ponizej 50
ppm, spadek pH w jamie ustnej prowadzi do rozpuszczania hydroksyapatytow i ucieczki
mineratéw (Ca*?, PO4°, HCO3) ze szkliwa przy jednoczesnym dyfundowaniu fluorkéw w
kierunku przeciwnym. S3a one adsorbowane na powierzchni krysztatlu i wbudowywane w
strukture w miejsce grup hydroksylowych, powodujac jego naprawg¢ i modyfikacje
(1,2,4,14,15,16). Biologicznie tylko czgs¢ grup OH ulega podstawieniu, stad finalnie
powstaje nie czysty fluoroapatyt a fluorohydroksyapatyt (4,5), zgodnie z reakcja opisang

ponizej:

C310(PO4)6(OH)2 +F+H — Calo(PO4)6(OH)F + H,0

Zwiazek ten jest bardzo silnie zwigzany z najbardziej zewngtrznymi warstwami szkliwa,
czesto w literaturze okreslany jako fluor zwigzany (bonded fluoride), ktory moze zostaé
utracony tylko w przypadku starcia catej tkanki lub catkowitego jej rozpuszczenia (2).

Jezeli stezenie fluorkow jest wigksze niz 100 ppm, oprocz inkorporacji fluoru do sieci
krystalicznej hydroksyapatytu, na powierzchni szkliwa, w ptytce i btonce nabytej tworza si¢
niewielkie ziarnistosci fluorku wapnia (zgodnie z reakcja opisang ponizej), okreslane jako

fluor luzny, niezwiazany (1,2,4,6,9,10,13,14,17,18,19,20,21).
Cao(PO4)s(OH), +20 F + 8H* — 10 CaF, + 6 HPO, 2 +2H,0

Poniewaz czysty krysztal CaF; jest raczej sze$cienny niz sferyczny, powstale ztogi kuliste sa
opisywane jako zwiazki podobne do fluorku wapnia, ktore z jednej strony blokuja dyfuzje
kwasow, z drugiej za$ tworza rezerwuar fluoru, stabilny 1 nierozpuszczalny w §rodowisku o
pH neutralnym (1,2,15,16,19,23). Ze wzgledu na nienasycenie plynow w odniesieniu do
fluorku wapnia, bedzie on stopniowo ulegal rozpuszczaniu w zalezno$ci od wartosci pH.

Dodatek jondéw fosforanowych zwigksza jego rozpuszczalno$¢ w pordwnaniu z czystym
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CaF,, a jednoczesnie spetnia funkcje buforujace (22,23,24). Przy spadku pH ponizej 5,0
powloka btonkowa ulega rozpuszczeniu, dochodzi do uwalniania jonéw fluorkowych oraz ich
wbudowywania w strukture szkliwa. Spadek st¢zenia fluoru ponizej 100 ppm oraz wzrost pH
prowadzi do wysycenia szkliwa w stosunku do otaczajgcego go ptynu i zahamowania
opisanego powyzej procesu (1,2,12,14,16,20,25,26). Na proces formowania si¢ CakFy,
zdaniem wielu badaczy (15,16,22,27,28,29,30,31), ma wptyw nie tylko wysokie stezenie
jonow fluoru, ale takze obecno$¢ jonéw wapnia i fosforu. Podobnie jak w przypadku nizszych
stezen, po poczatkowej ekspozycji jamy ustnej na fluorki, poziom jonow fluorkowych w
Slinie osigga bardzo wysokie stezenie (nawet 8-krotnie wyzsze od wyj$ciowego), a nastgpnie
obniza si¢, przy czym powr6t do stanu zblizonego do wyj$ciowego trwa znacznie dtuzej i
zalezy w duzej mierze od szybko$ci wydzielania $liny (15,28,32,33,34,35,36).

Lakiery fluorkowe (FV) uzywane w metodzie fluoryzacji kontaktowej sa najbardziej
stezonymi preparatami fluorkowymi dopuszczonymi do profesjonalnego stosowania, a
jednoczesnie jednymi z najbezpieczniejszych i najlepiej przebadanych zwigzkoéw. Naktadane
bezposrednio na zeby, tworzac cienkg warstwe, ktora pozostaje na nich do 4 godzin (22), w
efekcie zapewniaja przedtuzone uwalnianie fluoru. Pierwsze informacje o ich zastosowaniu w
stomatologii pojawily si¢ w roku 1964 za sprawa niemieckiego badacza Hansa Joachima
Schmidta. Wykorzystat on do badan 2% fluorek sodu w alkoholowym roztworze naturalnej
zywicy stanowigc alternatywe dla preparatow bedacych roztworami wodnymi (19). Wyniki
badan klinicznych potwierdzajace jego skuteczno$¢ zostaty opublikowane cztery lata pdzniej
(37), czego efektem bylo wprowadzenie na rynki pierwszego komercyjnego lakieru
fluorkowego pod nazwa Duraphat (Woelm Pharma Co., Eshwege, Niemcy) zawierajacego 5%
NaF. Obiecujace rezultaty badan przyczynily si¢ do wprowadzania kolejnych preparatow,
takich jak: Fluor Protector (Vivadent, Schaan, Liechtenstein) zawierajacy 0,9%
difluorosilanu (1975 r.), Duraflor (AMD Medicom Inc., Montreal, Kanada) z 5% NaF (1984
r.), Bifluorid 12 (Voco Chemie GmbH, Cuxhaven, Niemcy) z 6% NaF (1986 r.) (38).
Zatwierdzone w 1994 roku przez FDA jako leki na nadwrazliwo$¢ zebiny, z biegiem lat
weszly na stale do praktyki stomatologicznej, rekomendowane od 2006 roku przez
mie¢dzynarodowe organizacje i towarzystwa stomatologiczne, tj. ADA, AAPD, EAPD, FDI,
IAPD czy  American  Dental  Association  Council on  Scientific  Affairs
(1,7,39,40,41,42,43,45,46).

W sktad kazdego lakieru fluorkowego wchodzg zazwyczaj trzy podstawowe elementy,
tj. zywica (mastyks, szelak lub/i kalafonia zwana takze kolofonig), alkohol (najczesciej

etanol) oraz czynnik aktywny. Ponadto dodawane sa $rodki sprzyjajace przyczepnosci,
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stabilizujagce 1 smakowe, a takze barwniki. Mastyks 1 szelak sg odpowiedzialne za
elastycznos¢ i lepkos¢, a kalafonia otrzymywana z oleozywicy martwego drewna sosnowego
lub z oleju talowego polepsza ptynno$¢ materiatu. Etanol lub inne alkohole sg stosowane jako
rozpuszczalniki, ktore ulegaja odparowaniu po wystawieniu na dziatanie powietrza
(14,29,46). Ze wzgledu na czynnik aktywny obecnie wyrdznia si¢ pierwszg i druga generacje
lakieréw fluorkowych. Lakiery pierwszej generacji zawierajg sole fluorkowe, powszechnie
znane jako fluorki, wystepujace zazwyczaj pod postacig neutralnego lub zakwaszonego 5%
NaF zawierajacego 2,26% jonow fluorkowych (22600 ppmF) albo 1% difluorosilanu
zawierajacego 0,1% jonow fluorkowych (1000 ppmF) (1,2,8,9,12,16,47). Ze wzglgedu na
ograniczong ilo$¢ jonoéw wapniowych w srodowisku jamy ustnej, co z kolei moze wptywaé na
dostepnos¢ jondow fluorkowych (16,20,23,48), wprowadzono lakiery drugiej generacji
wzbogacone w jony wapnia i fosforowe inkorporowane w roznej postaci, np. jako tzw.
sfunkcjonalizowany fosforan tréjwapniowy (fTCP), amorficzny fosforan wapnia (ACP),
nanokompleks fosfopeptydu kazeiny i amorficznego fosforanu wapnia (CPP — ACP),
fosfokrzemian wapniowo - sodowy (Novamin) czy fosforan wapnia pokryty ksylitolem
(CXP) (1,14,15,18,21,29,34,36,48). Uwaza si¢, ze ich obecno$¢ ma pozytywny wplyw na
dynamike uwalniania jonéw fluorkowych, zwigksza ich biodostepno$¢, polepsza retencje w

jamie ustnej i wzmacnia efekt przeciwbakteryjny (1,12,16,20,23,27,31,34,48,49,50,51).

Skutecznos¢ lakierow fluorkowych jest $cisle powigzana z bezpieczenstwem ich
stosowania. Sg to najbardziej st¢zone preparaty, zawierajace niemal dwukrotnie tyle fluoru
co zel APF 1 ponad 15-krotnie wigcej niz standardowe pasty do z¢gbow. Pomimo tego wyniki
wielu badan wskazuja na brak zagrozenia dla zdrowia 1 zycia w przypadku ich stosowania
(52,53,54,55,56). Aplikacja 0,50 ml lakieru 5% NaF dostarcza do organizmu 3-11 mg fluoru
przy prawdopodobnej toksycznej dawce (PTD) na poziomie 5 mg/kg m.c. Wykazano takze,
ze szczyt koncentracji fluoru w surowicy po takiej aplikacji waha si¢ na poziomie 3,2 — 6,3
pmol/ml 1 jest zblizony do poziomu uzyskiwanego po szczotkowaniu zebow standardowsg
pastg z 1450 ppm fluoru (3,63 umol/mL) oraz, ze stanowi tylko 1/7 szczytowych warto$ci
wystepujacych po aplikacji 1,25% zelu APF (52,53,54). Z tego tez wzgledu lakiery fluorkowe
sg zalecane bez tzw. bariery wiekowej, co oznacza, ze mozna je stosowac od pierwszego zgba
mlecznego czyli $rednio od 6 miesigca zycia pod warunkiem przestrzegania zaleconych
dawek (1,52,54,55,57,58). Zgodnie z rekomendacjami s3 one wskazane przede wszystkim u
0sOb z wysokim 1 $rednim ryzykiem prochnicy, odpowiednio czterokrotnie i dwukrotnie w

ciggu roku, w szczego6lno$ci w trakcie leczenia ortodontycznego lub protetycznego, przy
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obnazonych szyjkach zebow 1 kserostomii (1,3,7,8,43,44,59,60). Szczegdlng popularnos¢
zdobyly w stomatologii dziecigcej ze wzgledu na tatwos$¢ i1 bezpieczenstwo aplikacji,
umozliwiajac ich stosowanie u dzieci przygotowywanych do zabiegdw operacyjnych, z
nadmiernym odruchem wymiotnym, wymagajacych specjalistycznej opieki zdrowotnej
(7,43,57,61).

Badania wykazaly, ze stosowanie lakierow fluorkowych jest skuteczne w profilaktyce
préchnicy wezesnodziecigeej i redukuje ja od 25% do 45% (62,63). W przegladzie Cochrana
przeprowadzonym przez Marinho i wsp. w 2013 roku (18) stwierdzono, ze FV skutecznie
obnizaja prochnic¢ u dzieci i milodziezy, zarobwno w zg¢bach statych i mlecznych, przy
wskaznikach trwatej redukcji prochnicy odpowiednio 43% 1 37%. Spadek wskaznikow
DMF/T i dmf/t zanotowano odpowiednio dla 13 i 10 grup badawczych.

Pomimo wielu publikacji na temat dziatania lakierow i ich wptywu na stan zdrowia
jamy ustnej, specyfika i bezpieczenstwo uwalniania fluoru oraz czynniki majace na to wpltyw
sa nadal badane. Pojawienie si¢ drugiej generacji lakierow fluorkowych, a takze ré6znorodno$¢

dodawanych komponentéw wymaga dalszej oceny klinicznej.

2. CEL PRACY

Gléwnym celem pracy bylo poréwnanie uwalniania jonow fluorkowych z lakierow

pierwszej i drugiej generacji w warunkach in vitro i in vivo.
Cele szczegbdtowe pracy obejmowaty:

1.  Zbadanie dynamiki uwalniania jonow fluorkowych z lakieréw fluorkowych pierwszej
i drugiej generacji w zaleznoS$ci od rodzaju materiatu.

2.  Zbadanie dynamiki uwalniania jonéw fluorkowych z lakierow fluorkowych w
zaleznosci od pH srodowiska.

3. Porownanie dynamiki uwalniania fluoru z lakieru fluorkowego w warunkach in vivo i in
vitro.

4.  Okreslenie korelacji miedzy iloscig fluoru dostarczong w lakierze a poziomem fluoru

w §linie uzyskanym po uptywie okreslonego czasu.

3. MATERIAL I METODY

W badaniu in vitro ocenie podlegaly trzy lakiery fluorkowe: jeden lakier pierwszej generacji

z zawartoscig 5% NaF - Colgate ®Duraphat Varnish - single dose (Colgate Oral Care,
Sydney, Australia) oraz dwa lakiery drugiej generacji: MiVarnish™ (GC, Tokyo, Japan)
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zawierajacy 5% NaF oraz kompleks fosfopeptydu kazeiny i amorficznego fosforanu wapnia
(CPP-ACP) a takze EmbraceVarnish™ (Pulpdent, Watertown Massachusetts, USA), w sktad
ktérego wchodzi 5% NaF wzbogacony jonami wapnia i fosforu pokrytymi ksylitolem (CXP).
Widma absorpcji elektronéw mierzono w zakresie widmowym 275-750 nm za pomocg
spektrofotometru Cary-Varian 5E UV-vis-NIR. Badania przeprowadzono na pozbawionych
prochnicy, defektéow szkliwnych i demineralizacji 45 zebach ludzkich (przedtrzonowych i
trzonowych), po wczesniejszym uzyskaniu zgody pacjenta, usuni¢tych ze wskazan
ortodontycznych. Do momentu rozpoczg¢cia badania zgby przechowywane byly w roztworze
tymolu. Przygotowanie probek polegato na przecigciu kazdego zeba wzdtuz dhugiej osi z
pozostawieniem nienaruszonych powierzchni gladkich policzkowych i podniebiennych. Po
optukaniu woda destylowang i osuszeniu, zostaly one pokryte preparatem kwasoodpornym
Z pozostawieniem na powierzchniach gtadkich policzkowej lub podniebiennej odstonigtego
szkliwa 0 rozmiarze $rednio 4mm/4mm, na ktore zaaplikowano lakier fluorkowy. W celu
doktadnego oszacowania ilosci zaaplikowanego preparatu, probki zostaty dwukrotnie
zwazone, przed ipo aplikacji, przy pomocy wagi laboratoryjnej Radwag, kalibrowanej
z doktadnoscia do trzech miejsc po przecinku. Tak przygotowany materiat badawczy
podzielono losowo na 9 grup, po 10 probek w kazdej i umieszczono w szczelnych,
plastikowych pojemnikach zawierajacych 5 ml sztucznej §liny o r6znym pH. Podzial na grupy
badawcze przedstawiono ponize;j :

grupa DV/A — lakier Duraphat, pH=4,0

grupa DV/B — lakier Duraphat, pH=5,0

grupa DV/C — lakier Duraphat, pH=7,0

grupa MV/A — lakier MiVarnish, pH=4,0

grupa MV/B — lakier MiVarnish, pH=5,0

grupa MV/C — lakier MiVarnish, pH=7,0

grupa EV/A — lakier EmbraceVarnish, pH=4,0

grupa EV/B — lakier EmbraceVarnish, pH=5,0

grupa EV/C — lakier EmbraceVarnish, pH=7,0

© 0 N o g Bk~ w DN PE

Sktad sztucznej sliny byt nastepujacy: NaCl (0,4 g), KCI (4,0 g), mocznik (1,0 g), Na,S-9H,0
(0,005 g), NaH,PO4:2H,0 oraz CaCl,-2H,0 (0,795g). Do uzyskania pH = 7,0 doprowadzono
za pomocg 1 M NaOH, natomiast do pH = 4,0 1 5,0 za pomocg 1M HCL. W trakcie trwania
pomiaréw probki przechowywane byty w temperaturze 37°C. Oznaczanie poziomu fluorkéw

w $rodowisku sztucznej §liny wykonano po uplywie 1, 2, 24, 48 oraz 168 godzin,
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kazdorazowo powtarzajac je trzykrotnie, a nastepnie obliczajgc warto$¢ srednig. W kazdym
przypadku, po uplywie okresu pomiarowego, do oznaczen wykorzystywano 5 ml eluatu,
nastgpnie osuszano probke i wprowadzano do $wiezego roztworu sztucznej S$liny. Do
oznaczania jonéw fluorkowych zastosowano jonoselektywna elektrode ORION model 9609
potaczong z mikrokomputerem pH/jonometrem CPI-551 Elmetron (Thermo Fisher Scientific
Co., Waltham, MA, USA) zaliczang do tzw. elektrod kombinowanych, czyli
niewymagajacych osobnej elektrody odniesienia. Przygotowanie elektrody do pomiaru
polegalo na jej napetnieniu tzw. roztworem wypetniajgcym (roztworem wewnetrznym) w celu
zredukowania potencjalow zlgcza, atakze okreSleniu tzw. wspotczynnika regresji, czyli
warto$ci zmiany potencjatu (w przypadku elektrody ORION powinna miesci¢ si¢ w granicach
54-60 mV/dekadeg). W celu zniwelowania btedow zwigzanych z nieprawidlowym pH
roztworu, system podlegat kalibracji przed kazdym kolejnym oznaczeniem przy uzyciu tzw.
regulatora catkowitej sity jonowej (TISAB). Po kazdym pomiarze elektrode optukano woda
dejonizowang, zeby usuna¢ ewentualne zabrudzenia. Pomiary stezenia uwalnianych jonow
fluorkowych wyrazano w ppm, ktore pdzniej przeliczano na umol/L oraz w odniesieniu do
ilosci na pg/mg naniesionego lakieru. W badaniu zmierzono skumulowany poziom fluoru,
przyrosty uwalniania fluoru w okreslonych przedziatach czasowych oraz w odniesieniu do
jednostki czasu — 1 godziny.

W badaniu_in vivo udziat wzigto 10 ochotnikow, w wieku od 18 do 40 roku zycia z

minimalnie 24 zgbami wlasnymi. Za kryteria wykluczajace uznano: zdiagnozowane zapalenie
dzigset lub/i przyzebia, aktywne niezabezpieczone ubytki préchnicowe oraz obecne
uzupehnienia protetyczne iaparaty ortodontyczne. Takze osoby ze zdiagnozowang astmag
oskrzelowg lub innymi chorobami drég oddechowych, silng alergig oraz kobiety w cigzy nie
byty kwalifikowane do badania. Ochotnicy nie mogli by¢ poddani jakiejkolwiek
profesjonalnej profilaktyce fluorkowej w okresie ostatnich 6 miesigcy. Stan jamy ustnej
okreslano na podstawie badania klinicznego. Badany lakier zostal nalozony za pomoca
jednorazowych aplikatoré6w na powierzchnie Zujace, policzkowe i podniebienne wszystkich
zgbow, ktore zgodnie z zaleceniami producenta zostaly tylko wstgpnie oczyszczone
szczoteczka z mickkich osadow, a nastepnie osuszone, przy czym nie bylo wymagane
zachowanie w petni suchego pola zabiegowego. Kazdy pojedynczy pojemnik z lakierem i
aplikator zostaly zwazony przed ipo przeprowadzonym zabiegu w celu doktadnego
okreslenia ilosci zuzytego materialu. Pomiaru dokonano za pomocg wagi laboratoryjnej
Radwag, za kazdym razem kalibrowanej z doktadno$cig do trzech miejsc po przecinku. Po

zakonczeniu procedury zalecono powstrzymanie si¢ od picia ijedzenia przez minimum 2
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godziny po zabiegu. Pomiary poziomu fluoru wykonano czterokrotnie, tzn.: przed aplikacja
lakieru (badanie 0), po godzinie (badanie 1), po 2 godzinach (badanie 2) oraz po 168
godzinach (badanie 3) po aplikacji, zbierajac za kazdym razem do probéwki 5 ml §liny
mieszanej niestymulowanej. Podobnie jak w badaniu in vitro do oznaczania jonow
fluorkowych w odwirowanej $linie mieszanej zastosowano jonoselektywng elektrode ORION
model 9609 potaczong z mikrokomputerem pH/jonometrem CPIl — 551 Elmetron. Najnizsza
warto$cig okreslajaca poziom jondéw fluorkowych w roztworze wykrywang przez elektrode
bylo 0,002 ppmF. System podlegal kalibracji przed kazdym kolejnym oznaczeniem.
Oznaczanie poziomu fluorkow powtarzano trzykrotnie i obliczano warto$¢ $rednig. Stezenie
jonow fluoru okreslano w pmol/L, ktére pdzniej przeliczano na ppm oraz w odniesieniu do
ilo$ci na pg/mg naniesionego lakieru.

Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono przy uzyciu programu
STATISTICA, wersja 13.3 (TIBCO Sotfware Inc., Palo Alto, Kalifornia, USA). Weryfikacj¢
normalnos$ci zmiennych ilosciowych przeprowadzono testem Shapiro-Wilka, a jednorodnos$ci
wariancji testem Levene’a. Wyniki przedstawiono jako $rednie i odchylenia standardowe.
Srednie grupowe poréwnano za pomoca jednoczynnikowej analizy ANOVA z testem post-
hoc Tukeya. Do okreslenia interakcji pomiedzy pH i czasem od aplikacji zastosowano analiz¢
wariancji w uktadzie dwuczynnikowym. We wszystkich testach statystycznych przyjeto
poziom istotnosci p < 0,05.

Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu (KB
45/2016).

Szczegblowy opis materialu 1 metod zawarto w zatgczonych publikacjach.

4. WYNIKI

1. W badaniu in vitro w ciagu 168 godzin eksperymentu, niezaleznie od pH $rodowiska,
najwigcej fluoru uwolnil lakier MiVarnish™, a najmniej lakier EmbraceVarnish™, przy
czym w kazdej grupie najwyzsze wartosci osiggnigto w srodowisku kwasnym o pH=4,0. Dla
lakieru MiVarnish skumulowane uwalnianie fluoru wyniosto 11,52 ppmF, dla Duraphatu
9,864 ppmF, a dla Embrace Varnisha™ 7,513 ppmF. W $rodowisku o pH=5,0 warto$ci byly
na poziomie 9,33 ppmF dla MiVarnisha™, a dla Duraphatu i Embrace Varnisha™

odpowiednio 9,30 ppmF oraz 6,826 ppmF. Najnizsze skumulowane uwalnianie fluoru
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zmierzono dla pH=7 réwne 6,470 ppmF dla MiVarnisha™, 5,724 ppmF dla Duraphatu i
4,821 ppmF dla Embrace Varnisha™.

2. W warunkach in vitro, dla wszystkich trzech badanych lakierow, najwyzsze przyrosty
uwalnianego fluoru odnotowano w ciggu pierwszych dwoéch godzin obserwacji, przy czym
zardbwno MiVarnish™, jak i EmbraceVarnish™ uwolnity w tym czasie odpowiednio ponad
50% 1 60% catkowitego fluoru skumulowanego podczas 168 godzin badania, natomiast po 24
godzinach $rednio 90% 1 85%.

3. W badaniu in vitro analiza wariancji i testow post-hoc skumulowanego uwalnianie fluoru
z trzech badanych lakieréw réznita si¢ istotnie w kazdej godzinie obserwacji i przy kazdej
kwasowosci srodowiska (p<0,001). Dla pH=7,0 w 168 godzinie istotna réznica wystgpowata
tylko miedzy Embrace varnishem'™ i MiVarnishem™ (4,82 vs.6,47; p=0,012).

4. W badaniu in vitro, wykorzystujac matematyczne modele uwalniania fluoru, dla
wszystkich badanych lakierow we wszystkich trzech $rodowiskach (pH=4,0, pH=5,0 i
pH=7,0), w pierwszych godzinach po aplikacji tempo uwalniania fluoru byto najwigksze, a
nastepnie szybko spadato. Dla MiVarnisha™ i EmbraceVarnisha™ ten spadek byt
zauwazalny po 24 godzinach, natomiast dla Duraphatu dopiero po 48 godzinach.

5. W badaniu in vitro uzyskane dane potwierdzaja wysoce istotny wpltyw obu zmiennych
niezaleznych (czasu od aplikacji i pH §rodowiska) na ilo$¢ uwalnianego fluoru. Skumulowane
uwalnianie fluoru zmniejszato si¢ liniowo ze wzrostem pH medium i wzrastato z czasem, do
24 godzin bardzo szybko, a nastgpnie zdecydowanie wolniej. Rowniez interakcja pH X czasu
okazala si¢ istotna statystycznie (p < 0,001). Wptyw jednego czynnika (pH) na uwalnianie
fluoru zalezat od drugiego (czasu). Dla pH=7,0 uwalnianie fluoru przebiegato wolniej
w poréwnaniu z pH=4,0 i pH=5,0.

6. W badaniu in vivo po aplikacji lakieru MiVarnish™, przyjmujac jako poziom wyjsciowy
fluoru w §linie 0,158 + 0,05 ppmF, juz po pierwszej godzinie poziom fluoru wzrést 12-krotnie
do 1,909 + 0,427 ppmF, po 2 godzinach nieznacznie spadt do 1,468 + 0,276 ppmF czyli byl
9-krotnie wyzszy. Po 168 h osiggnal warto$¢ zblizong do stanu poczatkowego rowng 0,195 +
0,08 ppmF.

7. Wynik jednoczynnikowej analizy wariancji weryfikujacy hipotezg, ze czas od aplikacji
nie wplywa na st¢zenie fluoru, okazal si¢ bardzo istotny (p < 0,001). Testy post-hoc
(Tukey’a) wykazatly, ze istotne statystycznie réznice w Srednim st¢zeniu fluoru wystepowaty
miedzy wszystkimi punktami czasowymi pomiaréw z wyjatkiem badania 0 (przed aplikacja)
ipo 168 godzinach po aplikacji (p=0,989). Najwicksza réznica wzgledem stanu
poczatkowego byta obserwowana po godzinie (0,158 ppmF vs. 1,909 ppmF; wzrost o 1,751
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ppmF; p < 0,001), miedzy pierwsza i druga godzing byla mniejsza (1,909 ppmF vs. 1,469
ppmF; spadek 00,240 ppmF; p= 0,003), natomiast r6znica po 168 godzinach wzgledem
stanu wyjsciowego okazala si¢ nieistotna (0,158 ppmF vs. 0,195 ppmF, wzrost o 0,037 ppmF;
p = 0,989).

8. Analiza wariancji w uktadzie dwuczynnikowym, przyjmujgc jako kryterium ilo$¢ lakieru
MiVarnish™, wykazata, ze jedynym czynnikiem wplywajacym istotnie na stezenie F (ppm)
okazat si¢ czas od aplikacji. WyjSciowa ilo$¢ lakieru oraz interakcja lakier X czas okazaly si¢
nieistotne.

9. Pomiary absorpcji wszystkich trzech lakierow wykazaty, ze kazdy z nich charakteryzuje
si¢ ponad 98% przepuszczalnoscig swiatta w obszarach widzialnych 1 NIR. Réznice widoczne

hTM

sa w zakresie UV, gdzie MiVarnis jest prawie przezroczysty (powyzej 85%

hTM

przepuszczalnoéei $wiatla), natomiast transmisja MiVarnisha'™ i Embrace Varnis spada

do okoto 60% przy 275 nm.

Szczegotowy opis wynikéw wykazano w zalaczonych publikacjach.
5. PODSUMOWANIE | WNIOSKI:

1. W badaniach in vitro wszystkie lakiery uwalniaty fluor do konca badania czyli przez 168
godzin, przy czym najwiecej fluoru, niezaleznie od pH S$liny, uwolnit lakier fluorkowy
MiVarnish™ z zawartoscia 5% NaF, wzbogacony w jony wapniowe i fosforanowe w postaci
kompleksu CPP-ACP. Spowodowato to odrzucenie hipotezy zerowej mowiacej, ze
dodatkowe zwigzki zawarte w lakierach fluorkowych drugiej generacji nie zwigkszaja
szybkos$ci uwalniania jonow fluoru.

2.  Wszystkie badane lakiery uwalniaty najwiecej fluoru w ciggu pierwszych dwoéch godzin
po aplikacji, ktorego ilo$¢ zmniejszata si¢ z kazdym kolejnym pomiarem, zaréwno w
warunkach in vitro, jak i in vivo.

3. Dla lakierow drugiej generacji uwalnianie jonow fluorkowych odbywato si¢
dwufazowo: faza poczatkowa zwigzana byla z gwaltownym wyrzutem duzej ilosci jonow
fluorkowych, stad tempo uwalniania fluoru bylo tutaj najwigksze. Druga faze w
pisSmiennictwie okresla si¢ jako tzw. ,plateu” 1  charakteryzuje si¢ zdecydowanie
wolniejszym, utrzymujacym si¢ na statym poziomie przyrostem fluoru i spadkiem tempa jego
uwalniania. Dla MiVarnisha™ i EmbraceVarnisha™ spadek ten byl zauwazalny po 24
godzinach, natomiast dla Duraphatu dopiero po 48 godzinach. Finalnie oba lakiery drugiej

generacji uwolnity w tym czasie $rednio 90% catkowitej ilosci Fgum, co wydaje si¢ by¢ cecha
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bardzo pozadang zgodnie z zalozeniem, ze odpowiednio wysokie poczatkowe stezenie fluoru
powoduje wytworzenie wickszej ilosci fluorku wapnia, i w efekcie zwigksza skutecznos¢
terapeutyczna. Podobna dynamike reprezentowal MiVarnish™ w warunkach in vivo.

4. W badaniu in vitro uwalnianie fluoru z lakieru byto zalezne od kwasowosci o$rodka
immersyjnego i od czasu od aplikacji.

5. W warunkach in vivo pojedyncza aplikacja lakieru utrzymywata poziom fluoru w §linie
powyzej wartosci poczatkowej az do 168 h, co jest zgodne z dotychczasowa wiedza, méwiaca
o dzialaniu lakieréw fluorkowych do 7 dni po ich aplikacji, a wynik analizy
jednoczynnikowej zweryfikowatl hipoteze zerowa mowiaca, ze czas od aplikacji nie wpltywa
na stezenie F.

6. Pomimo wielu publikacji wcigz nie do konca mozna zidentyfikowac¢ wszystkie istotne
zmienne, ktore mogg wplywa¢ na dziatanie lakierow fluorkowych. Ponadto w $wietle
pojawiajacych si¢ informacji dotyczacych miejscowego negatywnego wptywu lakierow
fluorkowych na ludzki organizm i rosngcej liczby nowych dostepnych na rynku, nie zawsze
dobrze przebadanych preparatéw, konieczne jest kontynuowanie badan w celu poszerzenia

wiedzy 1 poglebienia §wiadomosci na temat zarowno ich skutecznosci, jak i bezpieczenstwa.
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Abstract

In dentistry, fluoride compounds play a very important role in the development of teeth hard tissue. They
have been modifying the development of the carious process for many years in accordance with the principles
of minimally invasive therapy. Studies have confirmed their effectiveness in the prevention and treatment
of carious lesions and erosion of deciduous and permanent teeth, as well as in the dentin hypersensitivity
treatment. Typically, each varnish consists of 3 basic components, i.e., a resin usually in the form of mastic,
shellac and/or rosin, an alcohol-based organic solvent (usually ethanol) and active agents. In the first-
generation varnishes, the active agent is fluorine compounds, most often in the form of 5% NaF, while
in second-generation varnishes, the composition s further enriched with calcium and phosphorus compounds
in the form of CPP-ACP/CPP-ACPF, ACP, TCP, fTCP, CSPS, TMP, CXP, or CaGP. This influences the bioavailability
of fluoride in the oral environment by increasing both its release from the product and its subsequent ac
cumulation in enamel and plaque, promotes more efficient closure of dentinal tubules, and facilitates pH
buffering in the oral cavity.

Key words: dental caries, fluoride release, fluoride varnishes
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Introduction

Fluoride is a cyclic element widespread in nature, which,
due to its high electronegativity and activity, does not oc-
cur in elemental form but only in the form of compounds,
reacting with almost all other elements, noble gases, and
organic and inorganic compounds.' It belongs to micro-
nutrients, and can be found in supportive tissue within
an organism, in the hard tissues of teeth, in the skin, and
in hair. In addition, as an element with high biological ac-
tivity, it often acts as an inhibitor or, less frequently, an ac-
tivator of many enzymes, affecting the course of protein
biosynthesis processes, carbohydrate metabolism or lipid
metabolism.?

Fluoride-containing compounds are widely used in min-
imal invasive therapies in contemporary dentistry. Their
effectiveness in preventing caries end erosion of primary
teeth and treating hypersensitivity in permanent teeth
has been confirmed in many reports.?>” The role of var-
nishes is depicted in Fig. 1. Furthermore, it is suggested
that continuous, repeatable fluoride delivery over time
is most advantageous for dental treatment.®-12 It turns out
that the amount of fluoride in the fluids flowing around
the teeth in the experimental model above 0.03 ppm al-
ready initiates a cariostatic effect.

Fluoride varnishes are materials that contain the high-
est content of this element and are intended for profes-
sional use in dental practices. They facilitate prolonga-
tion of contact between tooth tissues and fluoride. Their
use in dentistry was first reported in 1964 by German
researcher Hans Joachim Schmidt. He used 2% sodium
fluoride in an alcoholic solution of natural resin as an alter-
native to preparations that were aqueous. Clinical studies
confirming its effectiveness were published 4 years later,'*
resulting in the introduction of the first commercial fluo-
ride varnish to the markets under the name of Duraphat
(Woelm Pharma Co., Eshwege, Germany) containing
5% NaF. Promising results contributed to the introduc-
tion to the market of newer formulations in subsequent
years, i.e., in 1975 Fluor Protector (Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) with 0.9% difluorosilane, in 1984 Duraflor
(AMD Medicom Inc., Montreal, Canada) with 5% NaF,
or in 1986 Bifluorid 12 (Voco Chemie GmbH, Cuxhaven,
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prevention of erosive hypersensitivity
& treatment lesions therapy
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Fig. 1. The role of fluoride varnish applied at the tooth's surface

Germany) with 6% NaF.!* Approved by the FDA in 1994,
they initially functioned as hypersensitivity drugs, and
over the years have become a permanent part of dental
practice. Numerous meta-analyses showed their thera-
peutic effectiveness in reducing caries at 46% for perma-
nent dentition and 33% for deciduous dentition, provided
they were applied 2—4 times a year.!>"!? Similar results
were obtained in a study in which the use of fluoride var-
nish as early childhood caries prophylaxis reduced caries
by 25-45%.20:21

Structure of fluoride varnishes

Fluoride varnishes are available on the market in a wide
variety, differing in chemical composition, particle shape
and size, consistency and viscosity, which, according
to some researchers, affects different fluoride release pat-
terns.??-2 Typically, each varnish consists of 3 basic compo-
nents, i.e., a resin (often in the form of mastic), shellac and/
or rosin in an organic solvent (usually ethanol), and of ac-
tive agents involved in the remineralization process.?3
Shellac and mastic are responsible for the formation
of an elastic and hard layer on teeth, which prevents rapid
dissolution in saliva. On the other hand, rosin obtained
from the oleoresin of dead pine wood or talc oil improves
the liquidity of the preparation, which translates into bet-
ter adhesion to enamel, longer contact time with the tooth
surface, the ability to flow onto hard-to-reach surfaces and
prolonged release of fluoride ions. In turn, the polyvinyl
acetate polymer used in varnishes with complex of ca-
sein phosphopeptide and amorphous calcium phosphate
(CPP-ACP) shows very good solubility in aqueous solu-
tions, which can directly affect the dynamics of fluoride
ion release.?! Alcohol, undergoing rapid evaporation after
exposure to air, leaves free volume, which causes easier
contact of the varnish with water and accelerates the re-
lease of fluoride.?? The active agents of the first generation
of varnishes are usually in the form of neutral or acidi-
fied 5% NaF containing 2.26% fluoride ions (22,600 ppm
of fluoride), 1% difluorosilane containing 0.1% fluoride
ions (1,000 ppm of fluoride) or 6% NaF combined with 6%
CaF, (56,300 ppm of fluoride). TiF,-containing varnishes
can also be found, while they are still seen as experimen-
tal formulations requiring continued in vitro and in vivo
studies.?*-35 In the literature, the formation of calcium
fluoride after application of 2% neutral NaF has been com-
pared with acidified fluoride preparations, which evidently
showed an advantage for the latter in terms of the amount
of CaF, deposited on the enamel surface.?®3” This is ex-
plained by increased affinity of the released fluoride
to the enamel in an acidic environment compared to neu-
tral pH. According to many researchers,?**-4! in the oral
environment, the amount of available calcium and phos-
phate ions is insufficient to bind the large amounts of fluo-
ride obtained after fluoride varnish application. For this
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reason, so-called second-generation varnishes enriched
in Ca?* and PO,* ions in the form of, e.g., complex of ca-
sein phosphopeptide and amorphous calcium phosphate
(CPP-ACP, CPP-ACPF), amorphous calcium phosphate
(ACP), tricalcium phosphate (TCP  tricalcium phosphate
— Cay(PO4),), active form of tricalcium phosphate (fTCP),
sodium-calcium phosphosilicate (CSPS or so-called bioac-
tive glass), sodium trimetaphosphate (TMP), xylitol-coated
calcium phosphate (CXP), or calcium glycerophosphate
(CaGP).28:3542-45 Their presence is believed to have a sig-
nificant effect on the bioavailability of fluoride in the oral
environment by increasing its release from the prod-
uct, facilitating its accumulation in enamel and plaque,
closing dentinal tubules more effectively, and buffering
oral pH. However, there is still no conclusive evidence
as to which of the aforementioned compounds works
best.2526:28:37.3942.4345-50 A ccording to Karlinsey et al.,”!
the addition of TCP increases the effectiveness of fluo-
ride without compromising its bioavailability. This is ex-
plained by the fact that during the manufacturing process,
a protective fumar barrier is formed around the Ca?* ions,
preventing the ions from being deactivated during stor-
age. Contact limited to saliva causes the barrier to dis-
solve, resulting in the release of both calcium and fluoride
ions, the latter in significantly higher amounts compared
to non-enriched varnishes.**5253 Research conducted
by Alamoudi et al.>* showed an increase in the microhard-
ness of the enamel surface treated with varnish from TCP,
and Elkassas et al.” reported greater remineralization effi-
ciency following reducing its roughness. Another available
compound is the CPP-ACP/CPP-ACPF complex, which
includes a milk-derived protein that is a source of read-
ily available calcium ions and phosphate ions. Casein
phosphopeptides (CPP), with the help of phosphoserine
sequences, stabilize amorphous calcium phosphate (ACP)
and, after contact with saliva, help it attach to the surface
of enamel or plaque.?®*>%5 This was confirmed by in vitro
research3®5¢ showing CPP-ACP nanocomplexes attached
to supragingival plaque, as well as to the surface of Strep-
tococcus mutans bacterial cells by means of electron mi-
croscopy. By buffering the pH of the biofilm, free Ca®* and
PQO,?" ions dissociate, thus not only acting as a reservoir
of bioavailable ions, but also maintaining the supersatu-
rated state of saliva relative to the surface of the enamel.>”
Some researchers believe that the enrichment of the var-
nish with the CPP-ACP complex is the best technology
that allows a stable combination of high concentrations
of calcium, phosphate and fluoride ions with the tooth
surface and plaque.?383%43,50.58-61 Tn addition, Bakry
et al.5% observed that the application of MI Varnish (GC,
Tokyo, Japan) with CPP-ACP complex is followed by a sig-
nificant reduction in demineralization and an increase
in enamel microhardness. This was confirmed by the study
by Swietlicka et al., in which it was shown that 24 h af-
ter application, fluoride varnish with CPP-ACP induced
partial regeneration of the previously damaged enamel

surface, activating the formation of a new honeycomb-
like layer.®® On the other hand, according to Yapp et al.,%*
a better solution is the introduction of CXP (xylitol-coated
calcium and phosphate) ions into the varnish, i.e., calcium
and phosphate ions coated with xylitol and suspended
in a permeable resin, which enables their uniform and
prolonged release and enhances the antimicrobial effect.
According to the manufacturers,® such an enriched var-
nish can provide 4 times more fluoride compared to others,
with the maximum release occurring in the first 4 h after
application.

In addition to these 3 main ingredients, manufactur-
ers may also add colorants, sweeteners (e.g., saccharin so-
dium), stabilizing and adhesion-enhancing agents,* as well
as xylitol with antimicrobial properties, chlorhexidine with
antimicrobial and remineralizing properties, or arginine
and chlorhexidine with antibacterial, remineralizing and
pH stabilizing properties.*?

Reviewing the literature, we can find new experimen-
tal varnishes that are undergoing clinical evaluation all
the time. Pichaiaukrit et al. evaluated in 2019 in vitro
the effect of chitosan, a linear copolymer of D-glucosamine
and N-acetyl-D-glucosamine, on fluoride release.®® Com-
paring fluoride varnishes differing only in the amount
of chitosan, it was found that the increase in fluoride re-
lease was related to the increase in polymer concentration.
The highest values were obtained after 1 h, which signifi-
cantly decreased after 2 h after application, with slow but
steady fluoride release continuing up to 6 h. Unfortunately,
fluoride varnishes with chitosan were cytotoxic to human
gingival fibroblasts. Table 1 lists examples of first- and
second-generation fluoride varnishes with information
on their composition.

Mechanism of action
of varnishes and fluoride

Fluoride ions released by fluoride varnishes have a di-
rect effect on the processes occurring on the surface
of the enamel in the oral environment. More specifically,
they inhibit demineralization, promote remineralization
and interfere with the adhesion and metabolism of carious
bacteria_l'}f.m.15.29.4‘1-.?3.74

Two types of reactions of fluoride with enamel occur
depending on the concentration of the preparation used.”
At low concentrations of no more than 50 ppm, fluorohy-
droxyapatite is formed with simultaneous acidification
of the environment, which follows the reaction described
below (Reaction 1).

Ca;o(PO4)s(OH), + F~ + H* = Cayp(PO4)(OH)F + H,O

The fluorohydroxyapatite thus formed is very strongly
bound to the outermost layers of the enamel. In the litera-
ture, it is often referred to as bonded fluoride, which can
only be lost if the entire tissue is abraded or completely
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Table 1. Examples of commercially available fluoride varnishes with respect to their manufacturers and composition

Fluoride varnish

Manufacturer

Active ingredient

References

dissolved. If the concentration of fluoride is greater than
100 ppm on the enamel surface, small granules of calcium
fluoride form in the plaque and acquired membrane, per-
ceived as loose, unbound fluoride,!*37:40:42:43,5674,76-78 g j] -
lustrated by the reaction below (Reaction 2).

Cap(POy4)6(OH), + 20F + 8H* —»
10CaF, + 6HPO. +2H,0

Fluorides react with hydroxyapatites of the enamel by re-
placing hydroxide ions. As a result of this reaction, some
part of hydroxyapatites transform into fluorapatites, which
have better crystalline properties, and are more acid-resis-
tant. In the apatite, strong ionic bonds between fluoride
and the amine group of the organic enamel matrix are
formed, which contributes to greater stability of fluorapa-
tite crystals. Fluoride may also react with apatite by stimu-
lating the growth of fluorapatite crystals. Moreover, it may
cause apatite dissolution and forming calcium fluoride.
The formation and stimulation of fluorapatite growth may
occur during frequent exposure to low fluoride concentra-
tion in the solutions (below 0.1%). The role of fluoride de-
livered through application of varnish at the tooth’s surface
is showed in Fig. 2.

The bacteriostatic and/or bactericidal effect is achieved
by reducing plaque deposition by disrupting bacterial

Colgate® Duraphat Colgate Oral Care, Sydney, 59 NaF 30-60% colophonium, 10-30% ethanol, [67,68]
Varnish - single dose Australia flavor
MiVarnish™ GC, Tokyo, Japan 59 NaF 30-50% polyvinyl acetate, 10-30% [4362]
hydrogenated rosin, 20-30% ethancl, 1-5%
CPP-ACP 1-5% silicon dioxide, flavor
EmbranceVarnish™ Pulpdent, Watertown, USA 59 NaF CXP™ — xylitol-coated calcium and [64]
phosphate, 10-30% ethanol
Clinpro White Varnish 3 M ESPE, 5t. Paul, USA 59 NaF 30-75% pentaerythritol glycerol ester [23]
of colophony resin, 10-15% n-hexane,
1-15% ethyl alcohol, 1-5% sodium fluoride,
1-5% flavor enhancer, 1-5% thickener,
1-5% food grade flavor, <5% modified
tricalcium phosphate
Mirafluorid Hager & Werken, Duisburg, 0.12%NaF water-soluble polymer [67]
Germany cetylaminehydrofluoride
bis(hydroxyethyl)-aminopropyl-
N-hydroxyethyl-octadecyl-
amindihydrofluoride
Fluor Protector Vivadent, Schaan, 0.1% diflucrosilan polyurethane-based transparent resin, ethyl [69]
Liechtenstein acetate and isoamyl opropionate solution
Fluor-Opal Ultradent, South Jordan, 59 NaF ethanol, methyl salicylate, hydrogenated [49]
USA resin
Bifluorid 12 Woco Chemie GmbH, 2.71% as 6%MaF and 2.92% ethyl acetate, silicates, flavors [70]
Cuxhaven, Germany as 6% CaF,
Enamel Pro Premier Dental Products, 5% MaF amorphous calcium phosphate (ACP), [71]
Plymouth Meeting, USA ethanol
MNovamin NovaMin® Technology Inc. 59 NaF calcium sodium phosphaosilicate (CSPS), [72]
GlaxoSmithKline, Alachua, ethanol
USA

adherence to the acquired membrane and altering bacte-
rial metabolism by inhibiting enolase activity, reducing
glucose transport into the cell and storage, interfering
with the synthesis of extracellular and intracellular bac-
terial polysaccharides, decreasing the amount of lactic
acid produced, decreasing the activity of cellular phos-
phatases responsible for the hydrolysis of phosphate esters,
and disrupting the transport and accumulation of cations
in cells.®377

Fluoride varnish application involves the use of high
concentrations of fluoride salts suspended in a resin
that allows them to persist for some time on the tooth
surface. The basic technology involved in the construc-
tion of F varnishes is to use very high concentrations
of fluoride salts, usually at 50,000 ppm NaF (22,600 ppm
of fluoride) in a resin varnish that stays on the tooth
surface for several hours. During the dwell time, saliva
washes over the varnish and dissolves the fluoride salts,
allowing fluoride ions to diffuse out of the varnish and
be absorbed into the fluoride reservoirs in oral fluid tis-
sues, plaque and teeth. Over time, fluoride ions are re-
released from these reservoirs.** Released fluoride ions
accumulate in higher concentrations (above 100 ppm)
both on the enamel surface and in the enamel itself,
as well as in plaque. The presence of fluoride attracts
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calcium and phosphate ions from saliva or from dis-
solved hydroxyapatite, forming small calcium fluoride
crystals with embedded phosphates.!43739:40:42-44,74,76-78
Since pure CaF, crystal is cubic rather than spherical,
the resulting spherical deposits are described as calcium
fluoride-like compounds, which on the one hand block
acid diffusion, and on the other hand form a fluoride res-
ervoir that is stable and insoluble in neutral pH environ-
ments. Phosphate ions increase its solubility compared
to pure CaF,.2+" With a decrease in pH, the membrane
coating is dissolved and the release of fluoride ions and
their incorporation into the enamel structure occurs.
A decrease in fluoride concentration below 100 ppm and
an increase in pH results in saturation of the enamel rela-
tive to the surrounding fluid and inhibition of the process
described above.!%29:37.4042,44,537476.80 Following the appli-
cation of the varnish, more fluoride is retained on the de-
mineralized rather than the healthy surface, contributing
to the activation of repair processes in the enamel.8!

The formation of CaF,24253440,50,67.82,83 j< influenced
by fluoride ions at sufficiently high concentrations,
as well as calcium and phosphate ions presence in the oral
cavity.2»38404L56 According to Attin et al.,?* the sup-
ply of these ions in second-generation varnishes results
in the deposition of larger amounts of calcium fluoride
on the enamel surface, which in turn enhances the thera-
peutic effect.23:38.48:49,60.78,85-92

Clinical use of fluoride
varnishes: indications, scheme,
contraindications, and method
of application

Varnish is defined as a professionally, topically applied
fluoride compound. Its topical application is meant to slow
down the release of active substances, including oxidative
agents or chlorhexidine.”® Varnishes have properties that
facilitate their adhesion to the tooth surface. In compari-
son to sealants, fluoride varnishes are claimed to be easier
to apply. In contrast to the multi-step technique of sealant

application, varnishes can be successfully applied without
etching or overdrying the surface of the tooth.*

Application and spreading of fluoride varnishes on tooth
surfaces is usually performed with small brushes or cotton
pellets. In the process of application, the clinician applies
around 0.30-0.75 mL of varnish per single tooth. Addi-
tionally, the clinician may soak the dental floss in a varnish
and apply it between teeth to cover hard to reach inter-
dental spaces. Prolonged adhesion to the enamel enables
the varnish to constantly release the fluoride, lowering
long-time sensitivity and vulnerability of the tooth toward
bacterial activity and generally caries.?” The whole process
should take about 1-4 min, which is dependent on num-
ber of teeth that need to be covered. The indications after
successful application of fluoride varnish are as follows:
Patient should avoid eating for around 2 h and in order
to allow varnish to remain longer on the tooth surface,
tooth brushing should be avoided on the same day, after
which it should be continued. Fluoride varnishes have no
age restrictions. For moderate risk, they should be applied
twice a year, while for high risk up to 4 times. Disposable
doses of fluoride varnish containing 5% NaF (22,600 ppm
of fluoride) are 0.10 mL for infants and 0.25 mL for children
over 1 year old. Contraindications to the use of fluoride
varnish include bronchial asthma, stomatitis and necrotiz-
ing ulcerative gingivitis.

The use of fluoride varnishes in dentistry is now rec-
ommended by international dental organizations and so-
cieties, e.g., European Academy of Paediatric Dentistry
(EAPD), American Dental Association (ADA), American
Academy of Pediatric Dentistry (AAPD), IAPD Interna-
tional Association of Paediatric Dentistry (IAPD), World
Dental Federation (FDI), or World Health Organization
(WHO].%‘NI

According to ADA experts, in adults at increased risk
of developing caries, including root caries, professional
prophylaxis should include the application of 2.26%
fluoride varnish 2—4 times a year or the use of acidified
fluorophosphate gel (1.23%) 2—4 times a year.? Fluoride
varnishes possess many advantages which make it one
of the best ways of topical application. In general, they
are considered safe and acceptable.!®® Their prolonged,
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slow release of fluoride allows teeth to be exposed to higher
doses without the risk of overdose. The application is fast
and simple, without any need of additional drying. Prior
teeth prophylaxis is not mandatory before application.
Rapid setting time makes it an ideal material even for
younger children or patients with gagging reflux." Indi-
cations of topical fluoride varnish applications are mainly
dental prophylaxis treatment of incipient caries or root car-
ies. Hypersensitivity of teeth or roots is another indicator
where fluoride varnish can act as a pain relief. Varnishes
are indicated for use in patients with bad hygiene that has
no prognosis of getting better, including handicapped and
senile patients or children. They are particularly recom-
mended for children using orthodontic appliances, adults
using prosthetic restorations and patients with decreased
salivary secretion.!%*

Among the contraindications, there are confirmed
statuses like bronchial asthma, stomatitis or necrotizing
ulcerative gingivitis. Each applied dose of a varnish con-
tains up to 0.2 g of ethanol, and therefore usage during
pregnancy or lactation is not recommended. Application
of fluoride varnish may occasionally cause temporary
discoloration of teeth after contact with fluoride, lasting
around 24 h after the outer layer of varnish is removed with
brushing.?” There is a possibility of allergy to fluoride var-
nish, which can cause a burning sensation in the mouth,
eventually causing dermatitis or stomatitis if the varnish
had contact with either skin tissue or oral mucosa. A lot
of varnishes, e.g., Duraphat® (Colgate Oral Care, Sydney,
Australia), contain rosin. Children who were hospitalized
during previous 12 months due to severe asthma or aller-
gies or who are allergic to patches may be at risk of an al-
lergic reaction to rosin. In such cases, usage of varnish
without rosin should be considered (approved for car-
ies prevention in the UK) or alternative age-appropriate
fluoride preparations should be suggested (e.g., fluoride
mouthwash or toothpaste with a higher fluoride concen-
tration). Likewise, fluoride varnishes containing the CPP-
ACP complex are not recommended for patients allergic
to milk. Swallowing the topical fluoride varnish may re-
sult in elevation of plasma fluoride level, yet such increase
is lower than when compared to fluoride gels.!%%

Discussion

The effectiveness of the cariostatic action of fluoride ions
can be attributed, on one hand, to their multidirectional
effect on the carious process.!-11® On the other hand,
it affects the hard tissues of the tooth from mineraliza-
tion during development to external protection in the oral
environment. Fluoride released from fluoride varnishes
increases its concentration in both saliva and plaque, in-
teracts with enamel hydroxyapatites, interferes with bac-
terial metabolism, and accumulates on the tooth surface
in the form of CaF,. These deposits, according to @gaard

et al., > could be observed in vitro for up to 4 months after
application, while in vivo, due to the processes involved
in chewing, swallowing, speech, and individual hygiene
procedures, the time period of CaF, deposit removal was
definitely shorter when compared to in vitro observa-
tions, reaching up to a maximum of 3 days.""! According
to Tenuta et. al.,”” it is the amount of calcium fluoride
formed that will have a direct impact on the long-term
maintenance of higher fluoride levels in the mouth and
the effective long-term anti-carious effect. Other research-
ersi®678283 emphasize the importance of calcium and
phosphate ions present in the mouth as a factor that has
a significant impact on the amount of fluoride captured
and bound 24253450

Despite a very large number of studies conducted both
in vitro and in vivo, there is still no clear opinion regard-
ing the choice of the best fluoride varnish. Numerous ex-
periments have shown that all varnishes of both the first
and second generation applied to tooth surfaces release
fluoride ions and cause them to accumulate in the enamel
and plaque.??> In in vitro studies, fluoride release was
greatest during the first few hours after application, then
decreased over time, with some investigators observing
this on the 1% day after application*®®*!12 and others within
3 weeks.?3? The highest increase in fluoride was usually
measured either after the 156112 or the 2" hour after ap-
plication.?*113114 Cumulative fluoride release, even for
varnishes containing the same amount of fluoride, was
not uniform and was likely due to differences in formula-
tion, consistency and viscosity of the formulations.??-2#115
Shen and Autio-Gold!'® obtained lower cumulative fluo-
ride release in artificial saliva from Duraphat® (Colgate
Oral Care) compared to Duraflor® (AMD Medicom Inc.,
Montreal, Canada) and CavityShield® (3M ESPE Dental
Products, St. Paul, USA) (all 3 varnishes with 5% NaF),
but for all, the decrease in ion emission between 7 h and
213 h of the experiment was similar.

Under in vivo conditions, the decrease in fluoride release
was faster due to the effects of saliva on fluoride leaching
and retention, as well as due to cheek and tongue muscle
work, chewing, diet acidity, or hygiene treatments, but
the pattern overlapped with in vitro studies. Most fluoride
was released during the first few hours after application;
in some studies,**!'? it was the 2" hour of the study, and
in others the first 4 h.3¢5® A study by Piesiak-Pariczyszyn
and Kaczmarek*® showed a significant increase in salivary
fluoride release during the first 2 h after application, which
decreased with time, with the highest increase in the 1%
hour — more than 15 times the initial value, in the 2"¢ hour
slightly less, representing 9 times the initial level, and de-
creasing in the 168™ hour of the experiment to a value
oscillating near the initial value and corresponding
to the cariostatic level. Comparing first- and second-gen-
eration varnishes with each other, it turns out that opinions
on their effectivness and the factors affecting them are
divided.* Based on data from the literature, one can find
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both works that, evaluating the amount of fluoride ions
released, as well as the composition and mechanical prop-
erties of varnish-treated enamel surfaces, showed the su-
periority of second-generation varnishes over the first
ne,338:45464849.60.78,85-92,112 55 el as those that did not
287678 or even studies reporting
the higher effectiveness of non-enriched varnishes.?*4253

In a number of comparative studies, the best perform-
ing varnish was the second-generation one containing
the CPP-ACP complex, for which the highest cumulative
fluoride release and the largest increases in released fluo-
ride over time were recorded.?*#6-85112 I addition, it is also
noteworthy that this release proceeded most dynamically
in the initial phase, causing the release of more than 90%
of the total available amount of fluoride applied in the var-
nish in a fairly short time (up to 24 h).**!12 This was
confirmed in a laboratory study performed by the ADA
in 2015.""¢ This study considered 7 varnishes, from which
only 2: — MI Varnish (GC Corporation, Tokyo, Japan) (with
CPP-ACP complex) and Prevident® varnish (Colgate Oral
Pharmaceuticals, Inc., Canton, USA) (with 5% NaF and
xylitol) — released almost 100% of the available fluoride
within the first 6 h after application, while the other 5
reached levels between 29% and 53%. In contrast, Milburn
et al.>® showed in vitro that CXP-containing Embrace™
varnish (Pulpdent, Watertown, USA) released as much
as 10-fold more fluoride in the first 4 h after application
than Duraphat® (Colgate Oral Care), Enamel Pro Varnish
(Premier Dental Products, Plymouth Meeting, USA) and
Vanish (3M ESPE Dental Products). There are other pa-
pers that show higher amounts of fluoride ions released
from varnishes with amorphous calcium phosphate
(ACP).2526117 In a study by Jablonowski et al.,?* highest
cumulative release of fluoride and highest rate of release
were recorded for the Enamel Pro varnish with the addi-
tion of ACP for timeframe up to 3 weeks after application.
Limit of detection in the referenced work oscillated around
4t week of the experiment for Enamel Pro Varnish (Pre-
mier Dental Products) compared to Duraphat® (Colgate
Oral Care) and Clinpro XT (3 M ESPE Dental Products)
varnishes, which reached limit of detection after approx.
6—7 weeks. It translates to a conclusion that varnish con-
taining ACP in relatively short time released all available
fluoride, causing its high concentration in the initial phase,
which is considered critical.

In the case of second-generation varnishes, fluoride re-
lease is often observed in 2 phases, which was decribed
by Pichaiaukrit et al.%¢ The phase of initial rapid release
of large amounts of fluoride usually lasts until the first
4 h after application, depending on the varnish; between
12 h and 24 h, a steady, slower increase in fluoride com-
mences, reaching a plateau.3#6:50.112 [ line with previous
opinions®*#¢ that a sufficiently high initial concentration
of fluoride allows the formation of more calcium fluoride
on the enamel surface and facilitates its binding to tooth
tissues, and because the retention time of the tooth varnish

o
show these differences

is limited under in vivo conditions, such fluoride release
characteristics can have a pronounced impact on the ther-
apeutic efficacy of the applied agent. Some researchers
also noted the highly significant effect of medium pH
on the amount of fluoride ions released.*® In the studies
by Piesiak-Pariczyszyn and Kaczmarek®® and by Piesiak-
Paniczyszyn et al.,!'? the level of fluoride released for
both first (Duraphat®; Colgate Oral Care) and second-
generation varnishes: MI Varnish (GC Corporation) and
Embrance Varnish (Pulpdent, Watertown, USA) was sig-
nificantly lower in neutral environments than in pH = 4
and pH = 5 environments, as confirmed in post hoc tests.
In addition, regression analysis showed that the acidity
of the artificial saliva had a greater effect on fluoride ion
release than time since application. On the other hand,
Ten Cate et al.,*” evaluating the enamel surface after ap-
plication of 2% neutral NaF compared to acidified fluoride
preparations, found the presence of significantly higher
amounts of CaF, in the latter case. Similar conclusions
were obtained in the Fluor Protector study.***

Fluoride varnishes, according to current knowledge, are
the safest and most effective means in the treatment and
prevention of tooth decay and hypersensitivity.® Despite
the fact that they contain almost twice as much fluo-
ride as the gels and foams used, and more than 15 times
as much fluoride as everyday toothpastes, they do not
entail health risk.!’* The most commonly used fluoride
varnishes in dentistry are those with concentrations of 5%
NaF, which is equivalent to 22,600 ppm of fluoride. 10119120
Indeed, it has been shown that the maximum fluoride con-
centration in serum after application of varnish with 5%
NaF in young children is only 1/7 of the maximum values
found after application of APF gel with 1.25% NaF.121122
This is due to the ability to apply the product very precisely
to the teeth, as well as its adherence to the enamel surface,
which prevents unintentional swallowing.'?> An analysis
of the number of adverse events reported to the U.S. Food
and Drug Administration (FDA) confirmed that the use
of fluoride varnish should be considered safe in the sys-
temic aspect.!?®* On the other hand, reports of varnish
cytotoxicity appearing in the literature draw attention.
Due to the close contact of fluoride varnish with enamel,
dentin or adjacent soft tissues including the gingival mu-
cosa, it is necessary to rule out cytotoxicity prior clinical
use. Evaluation of the possible cytotoxic effect on hu-
man tissues caused by fluoride varnishes is important for
the health of oral cavity tissues.!#124-126

Biocompatibility of materials that are prepared to be used
clinically in dentistry is evaluated using primary human
cells, including fibroblast cells or odontoblasts cells; e.g.,
Sengun et al.'¥” and Hoang-Dao et al.'® confirmed evalu-
ating cytotoxic effects on primary gingival fibroblasts,
as well as pulp fibroblasts from dentin slice, due to the fact
that both of them are directly exposed during the proce-
dure of fluoride varnish application. In such evaluations,
it is extremely important to determine the cytotoxicity
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of a specific agent in vitro. Cytotoxicity can be properly
measured only when there is direct contact between
the specific material and gingival cells. Hoang-Dao et al.}?®
confirmed that toxicity of given material is generally lower
on dentin slice when compared to gingival fibroblasts.
It can be explained by the buffering capacity of dentin.!?
There is also additional risk of swallowing fluoride var-
nishes, which should be avoided because of renal toxicity
risk.!® Moreover, it is very important to follow the clini-
cian’s recommendations regarding the dosage of fluoride
varnishes. Prolonged inappropriate effects of fluoride var-
nishes on soft tissues in the oral cavity can cause, although
rare and preventable, acute topical toxicity involving oral
mucosa irritation.!3013!

Conclusions

Despite many studies conducted both in vitro and in vivo,
we still do not know all the mechanisms affecting the effect
of fluoride on dental hard tissues, nor are we able to iden-
tify all the relevant variables that may intensify or limit this
effect. In addition, in light of emerging information about
the local negative effects of fluoride varnishes on soft tis-
sues, it is necessary to continue experiments to maximize
efficacy and safety.
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Streszczenie

Wprowadzenie. Lakiery fluorkowe to preparaty zawierajace wy-
sokie stezenia fluoru, stosowane w stomatologii do leczenia i za-
pobiegania chorobie préchnicowej, czesto wzbogacane zwigzka-
mi wapnia i fosforu. Skutecznoéé tych preparatéw oceniana jest
miedzy innym iloscia uwalnianego fluoru w okreglonym czasie.
Cel. Celem badania byta ocena dynamiki uwalniania jonéw fluor-
kowych uwalnianych z lakieru MI Varnish firmy GC w warunkach
in vitro i in vivo za pomoca jonoselektywnej elektrody ORION
model 9609 potaczonej z mikrokomputerem pH/jonometrem
CPI-551 Elmetron.

Materiaty i metody. Materiatdo badan in vitro (30 probek) zostat
przygotowany z usunietych zebdéw ludzkich i podzielony na trzy
grupy po 10 prébek kazda. Po naniesieniu na nie okreslonej iloci
lakieru MI Varnish umieszczono je w szczelnych pojemnikach za-
wierajacych sztuczng éline o réznym pH (4, 5, 7). Oznaczono sku-
mulowany poziom Fluoru (F,, ) po uptywie 1, 2, 24, 48 i 168 go-
dzin. W badaniach in vivo udziat wzieto 10 ochotnikéw, u ktérych
badany lakier zostat natozony na powierzchnie zujace, policzkowe
i podniebienne wszystkich zebdw. Pomiary poziomu fluoru wyko-
nano czterokrotnie, tzn.: przed aplikacja lakieru, po godzinie, po 2
godzinach oraz po 168 godzinach po aplikacji, zbierajacza kazdym
razem 5 ml sliny mieszanej niestymulowanej.

Wyniki. W badaniu in vitro uwalnianie fluoru z badanego lakie-
ru réznito sie istotnie w kazdej godzinie obserwacji i przy kaz-
dej kwasowosci srodowiska (p < 0,001). Najwyzsze przyrosty
uwalnianego fluoru odnotowano w ciagu pierwszych dwach
godzin obserwacji w kazdej badanej grupie, natomiast najwiecej
skumulowanego fluoru zostato uwolnione w srodowisku o pH =
4. W badaniu in vive, przyjmujac jako poziom wyjsciowy fluoru
w £linie 0,158 + 0,05 ppm F, juz po 1 godzinie od aplikacji wzrést
on 12-krotnie do 1,909 + 0,427 ppm F, po 2 godzinach nieznacz-
nie spadt, przy czym nadal byt 9-krotnie wyzszy niz przed apli-
kacjg i wynosit 1,468 + 0,276 ppm F. Po 168 h osiagnat wartoéc
zblizona do skanu poczatkowego réwna 0,195 + 0,08 ppm F.
Whnioski. Lakier M| Varnish zaréwno w warunkach in vitro, jak
i in vivo uwalniat jony fluorkowe przez caty okres badania, przy
czym najwiecej fluoru uwalniat w pierwszej godzinie po aplika-
cji. W badaniu in vitro zaréwno pH sztucznej sliny, jak i czas po
aplikacji miaty istotny wptyw na ilos¢ uwalnianych jondw Fluoru.
Rowniez interakcja pH i czasu okazata sie istotna statystycznie.

Stowa kluczowe: lakiery fluorkowe, kompleks CPP-ACP, uwal-
nianie fluoru

Inzynier i Fizyk Medyczny 5/2023 vol. 12

Abstract

Introduction. Fluoride varnishes are preparations containing
high concentrations of fluoride, used in dentistry to treat and
prevent dental caries, often enriched with calcium and phos-
phorus compounds. Their effectiveness is assessed by the
amount of fluoride released over a certain period of time.
Objective. The aim of the study was to evaluate the dynam-
ics of in vitro and in vivo fluoride ions release from the second
generation (M| Varnish) Fluoride varnish using the ORION model
9609 ion-selective electrode connected to the pH microcom-
puter/CPI- 551 Elmetron ionometer.

Materials and methods. In vitro study the test material (30 spec-
imens) were prepared from extracted human teeth and divided
into three groups of 10 specimens each. Measured amounts of
the examined varnish were applied onto specimens and the lev-
els of cumulative fluoride (F,, ) were assessed at the baseline
and after 1, 2, 24, 48 and 168 h From the application with the use
of an ion-specific electrode. The specimens were immersed into
artificial saliva with pH adjusted to 4, 5 and 7. In vivo study the
examined varnish was applied to the occlusal, buccal and palatal
surfaces of all teeth of 10 volunteers. Levels of fluoride release
were assessed in unstimulated saliva four times: at the baseline
and after 1, 2 and 168 h from the application.

Results. In vitro study, the release of Fluoride was significantly
different in each hour and at each acidity of the environment
(p < 0.001), with the highest amount of fluoride within the First
two hours after application in each group and the highest cu-
mulative release of fluoride in acidic environment (pH4). Under
in vivo conditions, assuming salivary Fluoride level as baseline
0,158 + 0,05 ppm F, after 1 h following the application, the fluo-
ride level increased 12-fold (1,909 + 0,427 ppm F), after 2 h it
slightly dropped to 9-fold higher (1,468 + 0,276 ppm F) and after
168 hsubstantially dropped to the baseline (0,195 + 0,08 ppm F).
Conclusion. MI Varnish released fluoride ions for 168 hours
both in vitro and in vivo conditions, with the highest fluoride
release within the first hour after application. Under in vitro
conditions the release of fluoride from the varnish was related
to the acidity of the immersion medium and the time after ap-
plication. Also, the interaction of pH and the time was statisti-
cally significant.

Key words: fluoride varnish, complex CPP-ACP, fluoride ions
release
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Wprowadzenie

Pierwsze informacje o wptywie fluoru na hamowanie procesu
préchnicowego pojawity sie juz w latach 30-tych XX wieku [1].
Mniejsza skutecznos$¢ kariostatyczna oraz toksycznos$é fluoru
wymieniana jako dziatanie niepozadane przy metodzie endo-
gennej [2-6] spowodowaty, ze obecnie preferuje sie model eg-
zogenny bazujgcy na podazy zwigzkdw fluoru w postaci ptyndw,
zeli, past, ptukanek czy lakieréw dziatajacych bezposrednio na
powierzchnie zebdw po ich pojawieniu sie w jamie ustnej [7-11].
Fluor dostarczany w taki spos6b wspomaga remineralizacje,
hamuje demineralizacje i zaburza metabolizm bakterii préch-
nicotwérczych [10, 12-16]. Niskie stezenia jonéw fluorkowych,
ponizej 50 ppm F, hamuja rozpuszczanie zwigzkdw mineralnych
podczas atakéw kwasow bakteryjnych i prowadzg do wnikania
jonéw Ffluorkowych w strukture szkliwa i formowania matych
krysztatéw fluoroapatytéw na jego powierzchni. Wyzsze steze-
nia, powyzej 100 ppm F, zapewniajg powstawanie na powierzch-
ni zebdw i w ptytce nazebnej precypitatéw fluorku wapnia be-
dacego rezerwuarem jonéw fluoru uwalnianych podczas spadku
pH w srodowisku jamy ustnej [7, 10, 12, 17, 18). Uwaza sie, ze sta-
ty, dtugoterminowy dow®éz niskich stezen fluoru daje najwiecej
korzysci w zapobieganiu i leczeniu choroby préchnicowe;j (7, 14,
19, 20].

Do preparatéw zawierajacych wysokie stezenia fluoru zali-
czamy lakiery fluorkowe, ktére ze wzgledu na sktad dzielimy na
lakiery pierwszej i drugiej generacji. Zwigzkami czynnymiw tych
preparatach sg: 5% NaF, 0,9% difluorosilan lub 6% NaF w pota-
czeniu z 6% CaF,, a takze eksperymentalny TiF, [21]. Nalezy jed-
nak pamietaé, ze lakiery réznych marek, pomimo tego samego
stezenia fluoru (2,26% w przeliczeniu na fluorek sodu), moga
uwalniac rézne ilosci jonéw fluorkowych. Lakiery drugiej gene-
racji wzbogacono zwigzkami wapnia i fosforu w postaci: kom-
pleksu fosfopeptydu kazeiny i amorficznego fosforanu wapnia
(CPP-ACP, CPP-ACPF), amorficznego fosforanu wapnia (ACP),
fosforanu tréjwapniowego (TCP), aktywnej postaci fosforanu
tréjwapniowego (fTCP), fosfokrzemianu sodowo-wapniowe-
go (CSPS), tréjmetafosforanu sodu (TMP) lub glicerofosforanu
wapnia (CaGP) [10, 20, 22-25). Skuteczno$¢ terapeutyczna la-
kieréw pierwszej generacji szacuje sie na okoto 33% dla zebéw
mlecznych i okoto 46% dla zebdw statych [26, 27, 28], natomiast
lakiery drugiej generacji aktualnie nadal poddawane s3 ocenom
klinicznym w celu okreslenia ich efektywnosci. Jednym z kryte-
riéw tej oceny jest badanie poziomu uwalniania fluoru z warstwy
zaaplikowanego na zeby lakieru w okreélonych przedziatach cza-
sowych.

Cel badania

Ocena dynamiki uwalniania fluoru z lakieru fluorkowego drugiej
generacji M| Varnish firmy GC w warunkach in vitro i in vivo za
pomoca jonoselektywnej elektrody ORION model 9609 pota-
czonej z mikrokomputerem pH/jonometrem CPI—-551 Elmetron.
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Materiaty i metody

Do badania w warunkach in vitro i in vivo uzyto lakieru fluorko-
wego drugiej generacji — MI Varnish firmy GC w formie opako-
wan typu ,single-dose” zawierajacych 0,55 mg F/0,5 ml lakieru.
W jego sktad oprécz 5% NaF, wchodzity takze kompleks fos-
fopeptydu kazeiny i amorficznego fosforanu wapnia (CPP-ACP),
30% etanol, polioctan winylu (PVA), kalafonia i dwutlenek
krzemu. Badania in vitro przeprowadzono na 15 usunietych ze
wskazan ortodontycznych, pozbawionych préchnicy, defektow
szkliwnych i demineralizacji zebach ludzkich (przedtrzonowcach
i trzonowcach), po uzyskaniu wczesniej zgody pacjenta. Do mo-
mentu rozpoczecia badania zeby przechowywano w zamknig-
tych szczelnie pojemnikach z roztworem tymolu. Przygotowanie
probek polegato na przecieciu kazdego zeba wzdtuz dtugiej osi
z pozostawieniem nienaruszonych powierzchni gtadkich po-
liczkowych i podniebiennych. Po optukaniu woda destylowana
i osuszeniu, zostaty one pokryte lakierem kwasoodpornym z po-
zostawieniem na powierzchni gtadkiej policzkowej lub podnie-
biennej odstonietego szkliwa o rozmiarze $rednio 4 mm/4 mm,
na ktére zaaplikowano lakier fluorkowy (Ryc. 1).

Ryc. 1 Przygotowan
wem w postaci okien

orobki pokrytef lakierem kwasoodpornym z odstonietym szkli-

o wymiarach 4 mm/4 mm

Zrodto: Opracowanie wiasne.

W celu doktadnego oszacowania ilosci zaaplikowanego pre-
paratu, probki zostaty dwukrotnie zwazone, przed i po aplikadji,
przy pomocy wagi laboratoryjnej Radwag, kalibrowanej z do-
ktadnoscig do trzech miejsc po przecinku. Tak przygotowany ma-
teriat badawczy podzielono na 3 grupy, po 10 prébek w kazdej
i umieszczono w szczelnych, plastikowych pojemnikach zawie-
rajagcych 5 ml sztucznej $liny o réznym pH. Dla grupy A wartos¢
pH byta réwna 4,0, dla grupy B wynosita 5,0, natomiast w grupie
C pH byto réwne 7,0. W sktad sztucznej $liny wchodzity: NaCl
(0,4 g), KCl (4,0 g), mocznik (1,0 g), Na,S - 9H,0 (0,005 g), Na-
H,PO,- 2H,0 oraz CaCl,- 2H,0 (0,795 g). Do uzyskania pH = 7,0
doprowadzono zapomocg 1 M NaOH, natomiast dopH=4,0i5,0
za pomocg 1 M HCL. W trakcie trwania pomiaréw prébki prze-
chowywane byty w temperaturze 37 stopni Celsjusza. Oznacza-
nie poziomu fluorkéw w $rodowisku sztucznej sliny wykonano
pieciokrotnie, po uptywie 1, 2, 24, 48 i 168 godzin, kazdorazowo
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powtarzano je trzykrotnie, a nastepnie obliczano wartos¢ sred-
nig. W kazdym przypadku, po uptywie okresu pomiarowego,
do oznaczer wykorzystywano 5 ml eluatu, nastepnie osuszano
prébke i wprowadzano do swiezego roztworu sztucznej liny.
Do oznaczania jonéw fluorkowych zastosowano jonoselektyw-
na elektrode ORION model 9609 potaczong z mikrokompute-
rem pH/jonometrem CPI — 551 Elmetron (Ryc. 2) zaliczana do
tzw. elektrod kombinowanych, czyli niewymagajacych osobnej
elektrody odniesienia.

Przygotowanie elektrody do pomiaru polegato na jej napet-
nieniu tzw. roztworem wypetniajgcym (rozkworem wewnetrz-
nym) w celu zredukowania potencjatéw ztacza, a takze okreéle-
niu tzw. wspétczynnika regresji, czyliwartosci zmiany potencjatu
(w przypadku elektrody ORION powinna miesci¢ sie w granicach
54-60 mV/dekade). W celu zniwelowania btedéw zwiazanych
z nieprawidtowym pH roztworu, system podlegat kalibracji
przed kazdym kolejnym oznaczeniem przy uzyciu tzw. regulato-
ra catkowitej sity jonowe] (TISAB — total ionic strength adjustment
buffer), ktory oprécz Funkeji buforujacej powoduje zdekomplek-
sowanie fluorkéw oraz utrzymanie statej sity jonowej tta. Po
kazdym pomiarze elektrode optukano woda dejonizowana, zeby
usunac¢ ewentualne zabrudzenia. Pomiary stezenia uwalnianych
jonéw fluorkowych wyrazano w ppm, ktére pézniej przeliczano
na pymol/L oraz w odniesieniu do iloici na pg/mg naniesionego
lakieru. W badaniu zmierzono skumulowany, czyli catkowity
w ciagu catego okresu obserwacji poziom ich uwalniania, przy-
rosty uwalniania w okreélonych przedziatach czasowych oraz
w odniesieniu do jednostki czasu— 1 godziny.

W badaniach in vivo udziat wzieto 10 ochotnikéw w wieku od
18 do 40 roku zycia z minimalnie 24 zebami wtasnymi. Za kry-
teria wykluczajace uznano: zdiagnozowane zapalenie dzigset
lub/i przyzebia, aktywne, niezabezpieczone ubytki préchnicowe
oraz obecne uzupetnienia protetyczne i aparaty ortodontyczne.
Takze osoby ze zdiagnozowana astma oskrzelowa lub innymi
chorobami drég oddechowych, silna alergia oraz kobiety w cigzy
nie byty kwalifikowane do badania. Ochotnicy nie mogli by¢ pod-
dani jakiejkolwiek profilaktyce Fluorkowej w okresie ostatnich
6 miesiecy. Stan jamy ustnej okreilano na podstawie badania
klinicznego. Badany lakier zostat natozony na powierzchnie zuja-
ce, policzkowe i podniebienne wszystkich zebéw, ktére zgodnie
z zaleceniami producenta zostaty tylko wstepnie oczyszczo-
ne szczoteczka z miekkich osaddw, a nastepnie osuszone, za
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pomoca jednorazowych aplikatoréw.
Kazdy pojedynczy pojemnik z lakierem
zostat zwazony przed i po przeprowa-
dzonym zabiegu, w celu doktadnego
okreélenia ilosci zuzytego materiatu,
przy pomocy wagi laboratoryjnej Rad-
wag kalibrowanej do kazdego pomiaru
z doktadnoécia do trzech miejsc po
przecinku. Po zakoriczeniu procedury
zalecono powstrzymanie sie od picia
i jedzenia przez 2 godziny po zabiegu.
Pomiary poziomu fluoru wykonano czterokrotnie, tzn.: przed
aplikacja lakieru (badanie 0), po godzinie (badanie 1), po 2 godzi-
nach (badanie 2) oraz po 168 godzinach (badanie 3) po aplikacji,
zbierajac za kazdym razem do probdéwki 5 mlsliny mieszanej nie-
stymulowanej. Podobnie jak w badaniu in vitrodo oznaczania jo-
néw fluorkowych w odwirowane;j élinie mieszanej zastosowano
jonoselektywna elektrode ORION model 9609 potaczong z mi-
krokomputerem pH/jonometrem CPI— 551 Elmetron. Najnizsza
wartoscia okreilajaca poziom jondw fluorkowych w roztworze
wykrywana przez elektrode byto 0,002 ppm. System podlegat
kalibracji przed kazdym kolejnym oznaczeniem. Oznaczanie
poziomu fluorkéw powtarzano trzykrotnie i obliczano wartosé
srednia. Stezenie jondw fluoru okreélano w pmol/L, ktére péz-
niej przeliczano na ppm oraz w odniesieniu do ilosci na pg/mg
naniesionego lakieru.

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw przeprowadzono
przy uzyciu programu STATISTICA, wersja 13.3 (TIBCO Sotfwa-
re Inc., Palo Alto, Kalifornia, USA). Weryfikacje normalnosci
zmiennych ilosciowych przeprowadzono testem Shapiro-Wilka,
ajednorodnoéci wariangji testem Levene'a. Wyniki przedstawio-
no jako érednie i odchylenia standardowe. Srednie grupowe po-
réwnano za pomoca jednoczynnikowej analizy ANOVA z testem
post-hoc Tukeya. Do okreslenia interakcji pomiedzy pH i czasem
od aplikacji zastosowano analize wariancji w uktadzie dwuczyn-
nikowym. Weryfikowana hipoteza zaktadata, ze w badaniu in wi-
tronie istniejg istotne statystycznie réznice w uwalnianiu jondw
fluorkowych w zaleznosci od czasu po aplikacji i pH sztucznej
sliny oraz ze miedzy tymi kontrolowanymi czynnikaminie wyste-
puje interakcja, natomiast w badaniu in vivo, ze czas od aplikacji
nie wptywa na stezenie fluoru w élinie. We wszystkich testach
statystycznych przyjeto poziom istotnosci p < 0,05. Badanie uzy-
skato zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu (KB 45/2016).

Wyniki
Badanie in vitro

Srednie iloéci badanego lakieru w trzech grupach nie réznia sie od
siebie istotnie (p = 0,365 = 0,05). Podobne wnioski dotycza éred-
niej objetoéci lakieru (p = 0,365 = 0,05) oraz éredniej zawartosci
fluoru w lakierze (p = 0,386 = 0,05), co przedstawiono w tabeli 1.
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luoru aplikowanego na powierzchnie probek
H sztucznef liny oraz wyniki lizy wariancji
zawartosc fluoru
pH j ilogé Laki bjetosé Laki (mg)
sliny (mg) (ml) wzaaplikowanym
kierze
4 7.8+08 0,0055 £ 0,0005 0,123 + 0,012
5 79%07 0,0055 £ 0,0005 0,125 + 0,011
7 8,0+06 0,0056 +0,0004 0,126 + 0,010
ANOVA: p-value 0,365 0,365 0,386

Opracowanie wiasne.

Na wykresie ponizej (Ryc. 3) przedstawiono graficznie skumu-
lowane uwalnianie fluoru po aplikacji lakieru MI Varnish do éro-
dowiska sztucznej sliny o réznym pH wyrazone w ppm. W okresie
168 godzin badania najwiecej fluoru zostato uwolnionego w éro-
dowisku kwasnym o pH4 i wyniosto 11,52 ppm F, nieco nizsze
wartosci odczytano dla pH5 na poziomie 9,33 ppm F. Najnizsze
skumulowane uwalnianie fFluoru zaobserwowano w przypadku
medium o pH7, ktére wynosito 6,47 ppm F.

Skumulowane uwalnianie fluoru -

MiVarnish
12 11,52
10,6
10 9,33
8,43 00
8

E 6,5 6,00 6,31 6,47 —4—pH4
ven ] /‘r——lr—ﬂ e
—&—pH7

il 2 24 48 168

Rye. 3 Skumulowane uwalnianie fluoru dla lakieru Mi Vi h (ppm) w okresie 168

trzech srodowiskach (pH4, pH5, pHT)

o: Opracowanie wiasne.

Uwalnianie fluoru z lakieru MI Varnish w srodowiskach o réz-
nych kwasowosciach réznito sie juz po pierwszej godzinie, a naj-
wyzsze przyrosty uwalnianego fluoru odnotowano w ciagu
pierwszych dwdch godzin obserwacji, co stanowito srednio 50%
7 catkowite] ilodci mierzonego fluoru. Z kolei po 24 godzinach
byto to juz ponad 90%. Opierajac sie na wynikach analizy warian-
¢ji i testow post-hoc, skumulowane uwalnianie fluoru z badane-
go lakieru réznito sie istotnie w kazdej godzinie obserwacjii przy
kazdej kwasowosci Srodowiska (p < 0,001), co pokazuje tabela 2.
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W tabeli 3 zamieszczono wyniki analizy wariancji dla klasyfi-
kacji dwuczynnikowej do oceny wptywu dwéch parametréw,
tj. pH sztucznej sliny i czasu od aplikagji lakieru, na ilos¢ skumu-

lowanego fluoru (F,, ) oraz oceny istniejacych pomiedzy nimi
interakgji.
Tabela 3 Wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji skumulowanego F (ppm) w ba-
daniu in vitro
(:rf::lto kw:;% Ish::;zpi?i ks\::g::fy Staty:lylca ';:::;r;d
zmiennosci) odchylen  swobody P
Egl':; 6915 1 6915 18718 <0,001
pH 3988 2 199.4 5397 <0,001
czas 969,5 4 2424 656,1 <0,001
pHx czas 32,62 8 4,077 11,04 <0,001
Btad 49,87 135 0,369

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Uzyskane dane potwierdzaja wysoce istotny wptyw obu
zmiennych niezaleznych na iloé¢ uwalnianego fluoru oraz inte-
rakcje pH i czasu (p < 0,001), co umozliwia odrzucenie hipotezy
zerowej méwigcej, ze poziomy F_,  nie zalezg od pH srodowi-
ska i czasu od aplikacji. Zaréwno pH, jak i czas istotnie réznicuja
éredni skumulowany poziom fluoru. Skumulowane uwalnianie
fluoru zmniejszato sie liniowo ze wzrostem pH medium i wzra-
stato z czasem, do 24 godzin bardzo szybko, a nastepnie zdecy-
dowanie wolniej. Réwniez interakcja pH x czas okazata sie istot-
na statystycznie. Wptyw jednego czynnika (pH) na uwalnianie
fluoru zalezat od drugiego (czasu). Przedstawiono to graficznie
na wykresach ponizej (Ryc. 4). Dla pH7 uwalnianie F przebiegato
wolniej w poréwnaniu z pH4 i pHS.

W kazdej badanej grupie, niezaleznie od pH medium, Fluor byt
uwalniany przez caty okres trwania eksperymentu, przy czym
szybkoé¢ jego uwalniania zmniejszata sie w czasie. Spadek tem-
pa uwalniania Fluoru z lakieru MI Varnish dla trzech wartoéci pH
przedstawiono na wykresie (Ryc. 5) jako funkcje logarytmu cza-
su. lloé¢ fluoru mierzona w ppm zostata przetransformowana
w nowa zmiennga UFwg zaleznosci:

UF =((Fppm®°7%27)-1)/(0,075827)

Do transformacji wykorzystano metode Boxa-Coxa i program
STATISTICA v. 13.3. Analiza danych z wykresu pokazuje, Ze spa-
dek uwalniania fluoru wyrazony przez zmienna transponowana

UF przy pH7 jest znacznie szybszy niz przy pH4 i pH5.

Tabela 2 5k fluoru z trzech drodowisk w ch godzinach obserwaci oraz wyniki analizy waria | testdw post-hoc w it in Vitro
pH4 pH5 pHT7 ANOVA [2
Ly Godz. N=10 N=10 N=10 p
4vs.5 4vs. 7 5vs.7
MV 1 3,6810,21 2,81$0,21 1,64 £ 0,20 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
2 6,52+ 0,79 5,05 + 0,71 3,13+ 0,35 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
24 10,63 + 0,77 8,43 + 0,70 6,09 £ 0,47 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
48 11,23 + 0,80 9,00£0,75 6,31+0,43 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
168 11,52 £ 0,84 9,33£0,77 6,47 £ 0,43 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

h, N - liczba prébek w grupie

o: Opracowanie wiasne.
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Bietacy efekt: F(2, 135) = 539,72, p<0,0001
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F(4, 135) = 656,06, p < 0,0001
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Ryc. 4 Oczekiwane wartoscl brzegowe skumulowanego flu-
. oru uwolnionego w pribkach réznigcych sie pH sztucznef sliny
0 (4), czasem od zastosowania (B) oraz interakcja czas x pH (C)
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Ryc. 5 Spadek uwalnianio fluore w funke)i czasu od zastosowania w trzech srodowiskach
sliny réznigcych sie pH - badania in vitro
Zrédto: Opracowanie wiasne.

MI VARNISH [F ppm]

#1,9091
10 /
08 /
/
‘/ 0,1579

badanie 0

~e. 14688
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Ryec. 6 Stezenie jondw fluoru (ppm) wslinie mieszanej mierzone przed i po aplikagji lakieru
w okresie do 168 godzin — badanie in vivo

Zrédto: Opracowanie wiasne.
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- badanie in vitro

Zrédito: Opracowanie wiasne.

Badania in vivo

Srednia iloé¢ badanego lakieru wynosita 0,304 + 0,119 g, co
odpowiadato 0,214 + 0,083 ml, natomiast érednia zawar-
tos¢ fluoru w lakierze ksztattowata sie na poziomie 4,8262
+ 1,880 mg. Réznice pomiedzy poszczegdlnymi prébkami
nie byty istotne statystycznie.

Poczatkowy poziom fluoru w élinie mieszanej oznaczony
przed aplikacjg wynosit srednio 0,158 + 0,05 ppm F i wahat
sie od 0,102 do 0,270 ppm F. Na wykresie ponizej (Ryc. 6)
przedstawiono graficznie uwalnianie Fluoru w warunkach in
vivo w ciagu 168 godzin. Najwyzszy poziom Fluoru w élinie
zanotowano po pierwszej godzinie po aplikacji réwny 1,909
+0,427 ppmF, co oznacza ponad 15-krotny wzrost w stosun-
ku do wartoéci poczatkowej. W drugiej godzinie po aplikacji
ilos¢ jondw Fluorkowych w niewielkim stopniu zmniejszyta
sie do poziomu 1,468 + 0,276 ppm F, co nadal w odniesie-
niu do badania 0 byto 9-krotnie wyzsze. Po 168 godzinach
badania poziom jonéw fluorkowych spadt do wartosci 0,195
+ 0,08, ktdra byta zblizona do wartosci wyjsciowej. W nie-
ktérych przypadkach poziom ten byt nieznacznie nizszy niz
w badaniu poczatkowym lub nieznacznie wyzszy.

Wynik jednoczynnikowe]j analizy wariancji weryfikujacy
hipoteze, ze czas od aplikacji nie wptywa na stezenie F, oka-
zat sie bardzo istotny (p < 0,001). Testy post-hoc (Tukey'a)
wykazaty, ze istotne statystycznie réznice w érednim steze-
niu fluoru wystepowaty miedzy wszystkimi punktami czaso-
wymi pomiaréw z wyjatkiem badania 0 (przed aplikacja) i po
168 godzinach po aplikacji (p = 0,989). Maksymalna zmiane
stezenia F wzgledem stanu poczatkowego odnotowano po
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godzinie (0,158 ppmF vs. 1,909 ppmF; wzrost o 1,751 ppmF;
p < 0,001), réznica miedzy pierwsza i druga godzing byta mniej-
sza (1,909 ppmF vs. 1,469 ppmF; spadek 0 0,240 ppmF; p=0,003),
a po 168 godzinach réznica wzgledem stanu wyjsciowego oka-
zata sie nieistotna (0,158 ppmF vs. 0,195 ppmF, wzrost o 0,037
ppmF; p = 0,989).

Przeprowadzono réwniez analize wariancji w uktadzie dwu-
czynnikowym, przyjmujac jako kryterium ilos¢ lakieru MI Var-
nish, kkérej wyniki umieszczono w tabeli ponizej (Tabela 4). Jako
wartos¢ graniczna przyjeto 0,2 ml lakieru (mediana). Jedynym
czynnikiem wptywajacym istotnie na stezenie F (ppm) okazat sie
czas od aplikacji. Wyjsciowa iloé¢ lakieru MI Varnish oraz interak-
cja lakier x czas okazaty sie nieistotne.

\ artykut naukowy

Tabela 4 Wyniki dwuczynnikowef analizy warianci w ba Vo
Efekt Suma Liczba Poziom
(zrédto  kwadratéw  stopni kﬁ::g:y Stnty;tyka istotnosci
zmiennosci) odchylen  swobody P
Wyraz
wolny 34,796 1 34,80 466,8 <0,001
Lakier (ml)  0,0004 1 0,000 0,005 0,942
Czas (h) 23,854 3 7951 106,7 <0,001
Lakier
s 0,0255 3 0,008 0,114 0,951
Btad 2,3851 32 0,075
Dyskusja

Dziatanie lakieréw fluorkowych polega z jednej strony na inkor-
poracji fluoru do sieci krystalicznej hydroksyapatytu i tworzeniu
fluorohydroksyapatytu, natomiast z drugiej strony na gromadze-
niu na powierzchni szkliwa w Formie granulek fluorku wapnia CaF,
- tzw. rezerwuaru fluoru — stabilizowanego poprzez biatka bton-
ki nabytej zebowej (pellicle) i Fosforany [12, 13, 17, 23, 25, 29-33].
Zmiany pH srodowiska jamy ustnej w kierunku jego zakwaszenia
powoduja rozpuszczanie CaF, i uwalnianie jonéw fluorkowych
[12, 25, 34]. Proces ten trwa do momentu, kiedy poziom Ffluoru
spadnie ponizej 100 ppm lub pH w jamie ustnej wzroinie do war-
tosci neutralnej [8, 12, 17, 22, 31, 35-39 ]. W nastepstwie aplikagji
lakieru wiecej fluoru zatrzymuje sie na zdemineralizowanej niz
zdrowej powierzchni, przyczyniajac sie do aktywacji reminerali-
zacji i hamowania demineralizacji [40, 41]. Wedtug Tenuta i wsp.
[32]ilos¢ powstatego na powierzchni szkliwa CaF, ma bezpoéredni
wptyw na poziom uwalnianego fluoru, ktérego stezenie obserwu-
je sie wslinie i ptytce nazebnej. Dotychczasowe badania wskazuja,
ze lakiery fluorkowe wzbogacone jonami wapnia i fosforanowymi
moga wykazywad wieksza skutecznosd terapeutyczng w poréw-
naniu z lakierami pierwszej generacji [42]. Ta ztozona formuta
preparatéw Fluorkowych moze mie¢ wptyw na ilos¢ uwalniane-
go i wchtanianego fluoru, sprzyja skuteczniejszemu zamykaniu
kanalikéw zebinowych, przez co znajduje réwniez zastosowanie
w terapii nadwrazliwosci zebiny oraz utatwia stabilizacje pozio-
mu pH w jamie ustnej [7]. Jest to takze zrodto biodostepnych jo-
now wapnia i fosforanowych, ktérych ilos¢ zardwno w slinie, jak
i w tkankach twardych zebéw jest ograniczona, a ktére uwalniane
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w odpowiednich proporgjach, polepszaja retencje CaF, i zwiek-
szajg mozliwosci remineralizacyjne [9, 24, 43-49]. Wedtug wielu
badaczy [29, 39, 43, 44, 45, 50-55] kompleks Fosfopeptydu kaze-
iny z amorficznym fosforanem wapnia (CPP-ACP oraz CPP-ACPF)
stanowi najlepsza technologie umozliwiajaca stabilne potaczenie
wysokich stezeri jonéw wapnia, fosforanowych i fluorkowych
z powierzchnia zeba i ptytka nazebna, utrzymujac ich biodostep-
nosé i umozliwiajac im swobodne przemieszczanie sie w gtab szkli-
wa. Sprzyja to zdaniem badaczy [50, 56, 57] remineralizacji takze
podpowierzchniowe] warstwy préchnicy. Cochrane i wsp. [46]
oraz Reynolds i wsp. [48] zwracaja uwage na dwa réwnolegte me-
chanizmy dziatania CPP-ACP/CPP-ACPF w zaleznosci od miejsca
przebiegu reakgji, tzn. albo na powierzchni zmiany, albo w podpo-
wierzchniowej warstwie zmiany (body of the lesion). W przypadku
body of the lesionwielkoi¢ nanoczasteczek kompleksuiich elektro-
obojetnoi¢ pozwalaja na wnikanie w porowatoéci podpowierzch-
niowej warstwy zmiany i dyfuzje w gtab zgodnie z gradientem
stezen, co potwierdzity badania za pomoca konfokalnego mikro-
skopu laserowego [46). Prowadzi to do uwolnienia stabo zwiaza-
nych jonéw Fluorkowych, wapniowych i fosforanowych oraz ich
przytaczenie do apatytéw, tworzac hydroxy-, fluorohydroksy- lub
fluoroapatyty. Z drugiej strony te nanckompleksy, ktére przyta-
czaja sie tylko do powierzchni zeba lub ptytki nazebnej, tatwiej
ulegajac rozpuszczeniu, nie bedg wbudowywaty sie w strukture
tkanki, tylko podniosg poziom dostepnoéci ich w jamie ustnej.
Zgodne jest to z badaniami Crossa i wsp. [58], ktérzy za pomoca
obrazéw z mikroskopu elektronowego stwierdzili obecnos¢ nano-
komplekséw CPP— ACP w naddzigstowej ptytce nazebnej, a takze
na powierzchni komérek bakteryjnych Streptococcus mutans.

W badaniu wtasnym uzyto lakieru fluorkowego MI Varnish
firmy GC, ktéry wykorzystuje opatentowana technologie Recal-
dent. Oznacza to, ze oprécz 5% fluorku sodu zawiera takze kom-
pleks fosfopeptydu kazeiny z amorficznym fosforanem wapnia
(CPP — ACP). W jego sktad wchodza: biatko pochodzace z mleka
bedace Zrédtem tatwo przyswajalnych jondw wapnia promu-
jacych remineralizacje oraz jony fosforanowe dziatajace jako
bufor pH. Fosfopeptydy kazeiny (CPP) za pomoca sekwencji fos-
foserylowych tworza nanokompleksy stabilizujace amorficzny
fosforan wapnia (ACP) i utatwiajace mu przytaczenie sie do po-
wierzchniszkliwa [29, 39, 53,57, 59, 60]. Badany lakier Ml Varnish,
dzieki dos¢ ptynnej konsystencji, wykazywat stosunkowo duza
tatwosc zaptywania do trudno dostepnych miejsc, w tym do po-
wierzchni stycznych, co wedtug Attina i wsp. [61] zwieksza sku-
tecznos¢ dziatania lakieru nawet na tych powierzchniach, ktére
nie zostaty bezposrednio nim pokryte. Aplikacja z pojedynczych
pojemnikéw umozliwiata szybka i bezpieczng podaz, co z kolei
wedtug Shen i wsp. [35] skutkuje wieksza jednorodnoécia pordji,
a wedtug innych autoréw [12, 62] zabezpiecza przed przedaw-
kowaniem fluoru. Ze wzgledu na stosunkowo krétka retencje la-
kieréw do powierzchni zebéw spowodowana dziataniem miesni
policzkowych oraz jezyka, uaktywniajacych sie w trakcie jedze-
nia, picia, potykania, méwienia czy zabiegdow higienizacyjnych,
czas trwania badania ograniczono do 168 godzin, przy czym
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odczyty trzech z pieciu punktéw pomiarowych dla warunkdw in
vitroi trzech z czterech dla in vivo odbyty sie w ciagu pierwszych
24 godzin. Jest to zgodne z obserwacjami innych badaczy, we-
dtug ktérych jest to okres maksymalnego utrzymania lakieru na
powierzchni zebdw, a jednoczesnie najbardziej dynamicznego
uwalniania jondw [30, 63].

W przeprowadzonym badaniu oceniano uwalnianie jondw flu-
oru z lakieru M1 Varnish w warunkach in vitroi in vivo oraz wptyw
w warunkach in vitro pH sztucznej sliny i czasu od aplikacji na ten
proces.

Jedna z wazniejszych metod pomiaru ilodci jonéw fluoru
wroztworze jest badanie potencjometryczne z uzyciem elektro-
dy jonoselektywnej [64-66]. Zasady dziatania elektrody fluorko-
wej opieraja sie na pomiarze jej potencjatu, ktory jest zalezny od
stezenia wolnych jonéw fluorkowych w roztworze. Powstaje on
w miejscu zetkniecia sie elektrody, a konkretniej elementu jono-
czutego z roztworem zawierajacym jony fluorkowe, a nastepnie
mierzony jest za pomoca miernika pH/mV [67]. W prawidtowym
pomiarze fluorkéw duza role odgrywa pH roztworu. Przy pH
kwasnym, czyli ponizej 5,0, czesé Fluorkéw bedzie wigzana przez
jon wodorowy, co w efekcie moze utrudniaé interakcje fluorku
z elektroda i zaktécaé wyniki. Natomiast w zasadowym pH pro-
blem sie pojawi, gdy ilos¢ jondw hydroksylowych bedzie wieksza
niz 1/10 stezenia fluorkéw. Optymalne pH roztworéw, przy k-
rymwynik bedzie wiarygodny, wynosi 5,0-5,5 [64, 66, 67]. W celu
uzyskania odpowiedniego pH w badaniu uzyto regulatora catko-
witej sity jonowej (TISAB — total ionic strength adjustment buffer),
ktéry miedzy innymi miat za zadanie buforowac roztwér [66, 67].

W badaniu in vivo wykazano znaczacy wzrost poziomu fluoru
w slinie bezposrednio po aplikacji lakieru, przy czym maksymal-
ne wartosci zanotowano po pierwszej godzinie. W 168 godzinie
zauwazono spadek stezenia fluoru do poziomu réwnego warto-
éci poczatkowej lub tylko nieznacznie wyzszej. Jest to zgodne
z weczesniejszymi badaniami [31], przy czym u czeici badaczy
maksymalne uwalnianie jonéw fluorkowych miato miejsce nie
w pierwszej, a w drugiej godzinie doswiadczenia. Sa tez takie
prace, w ktérych podwyzszony poziom fluoru utrzymywat sie
znacznie dtuzej, jak u Tweetmana i wsp. [68] do 6 godzin po apli-
kacji, u Castillo i wsp. [35, 69] do trzeciego tygodnia po aplikagji,
au Comaraiwsp. [70], Eakle i wsp. [51], Ritwicka iwsp. [71] az do
6 miesiecy. Dane uzyskane w badaniu zwracajg uwage na stusz-
nos¢ zatozenia, ze dynamiczne uwalnianie wysokich stezen flu-
oru w ciggu pierwszych godzin po aplikacji w obecnosci jondéw
wapnia, umozliwia formowanie na powierzchni szkliwa i w ptyt-
ce nazebnejziarnistosci w postaci fluorku wapnia. Ten rezerwuar
fluoru w sytuacji krytycznej, do ktérej dochodzi przy spadku pH
w jamie ustnej, bedzie uwalniat jony biorgce udziat w reminera-
lizacji, hamujac demineralizacje i zaburzajac metabolizm i me-
chanizmy adhezji bakterii préchnicotwéreczych, zgodnie z zato-
zeniem, Ze staty, dtugoterminowy dowdz niskich stezer fluoru
daje najwiecej korzysci terapeutycznych [7, 10, 12, 14, 17-20].

W badaniu in vitro w kazdej grupie maksymalny poziom uwal-
nianych jonéw fluoru uzyskano w pierwszej godzinie po aplikagji
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bez wzgledu na pH medium, przy czym zdecydowanie wyzsze ste-
zenie fluoru byto w érodowisku kwasnym w poréwnaniu do éro-
dowiska neutralnego. Analizujac przyrosty uwalnianego fluoru
w czasie, mozna byto zauwazy¢ najwieksze wartosci na poczatku
eksperymentu, czyliw pierwszym i drugim przedziale czasowym,
z wyraZng tendencjg malejaca po 24 godzinach. Jest to zgodne
z wczesdniejszymi badaniami [22, 31, 33, 35, 39, 69], ktdre wykaza-
ty najwieksze uwalnianie Fluoru z lakieréw Fluorkowych w ciagu
pierwszych godzin po aplikacji, przy czym u Comara i wsp. [70]
w ciagu trzech godzin, a u Milburn i wsp. [39] — czterech. W ba-
daniu wtasnym dynamika ta zmniejszata sie z czasem liniowo az
do 168 godziny. Nalezy jednak podkresli¢, ze w innych badaniach
trwajacych dtuzej, uwalnianie fluoru byto obserwowane nawet
do 6 miesiecy [22, 31, 33, 35, 39, 69]. W badaniach wtasnych zwré-
cono réwniez uwage na wptyw pH srodowiska na uwalnianie flu-
oru. Okazuje sie, ze nie jest on jednakowy dla wszystkich prepa-
ratéw Fluorkowych, na co zwracaja uwage inni badacze (72, 73].
Poréwnujac rézne srodki z zawartoscia Fluoru wykazali, ze tylko
czesé z nich bedzie reagowata na spadek pH wzrostem uwalnia-
nia jonéw fluorkowych. W przypadku lakieru Mi Varnish uzyskane
wyniki jednoznacznie pokazaty, ze w Srodowisku kwasnym uwal-
nianie jonéw Fluorkowych przebiega duzo bardziej dynamicznie,
a uzyskane wyniki sa zdecydowanie wyzsze niz w warunkach neu-
tralnych. Przyrosty uwalniania fluoru w czasie, jak i skumulowane
uwalnianie fluoru byto wyzsze w Srodowisku kwasnym, zaréwno
dla pH = 4, jak i pH = 5, w poréwnaniu ze $rodowiskiem o pH 7.
Uzyskane wyniki analizy regresji wykazaty, ze spadek uwalniania
fluoru byt zwiazany zaréwno z czasem, jak i pH srodowiska sztucz-
nej sliny, awynik oddziatywania na skumulowana ilos¢ uwolnione-
go fluoru poziomu jednego czynnika zalezy od poziomu drugiego.

Na uwage zastuguje réwniez fakk, iz w srodowisku kwasnym po-
nad 90% z catkowitej ilosci uwolnionego fluoru zostato uwolnione
w ciggu pierwszych 24 godzin po aplikacji lakieru, w poréwnaniu
z 70% w srodowisku o pH7. Uzyskane dane s3 nizsze niz w przypad-
ku badan Cochrane i wsp. [74], gdzie MI Varnish po 24 godzinach
doswiadczenia uwolnit az 97% catkowitego Fluoru. Przyczyne tego
zjawiska upatruja w wysokiej rozpuszczalnosci kompleksu CPP-
-ACP/CPP — ACPF wwodzie [74], natomiast inni badacze [33, 37, 69,
73-77] s3 zdania, ze to gtéwnie rodzaj zywicy, obecnos¢ polimeru
polioctanu winylu, czyli tzw. PVA i etanclu, konsystencja, jedno-
rodnos¢, lepkosé lakieru czy tez rozmiar czasteczek beda miaty
wptyw na szybkos¢ i specyfike uwalniania jondw. | chociaz wyka-
zano juz wczesniej, ze bezkrytyczne zwiekszanie ilosci fluoru w la-
kierze nie jest jednoznaczne z lepsza skutecznoscia terapeutyczng
[78], poniewaz znaczna jego czesc jest natychmiast wyptukiwana
z jamy ustnej, to jednak uwolnienie w ciagu pierwszych 24 godzin
duzejilosci jondw fluoru i wapnia stanowi teoretycznie bogate ich
zrédto, ktére moze miec istotny wptyw na stopier wysycenia re-
zerwuaru CaF,. Jest to zgodne z opinig Ritwika i wsp. [71], ktérzy
uwazaja, ze wysoki poczatkowy poziom fluoru zwigzany z iloscig
uwolnionych jondw z warstwy lakieru w pierwszych godzinach po
aplikacji zwieksza jego biodostepnos¢ i ma bezposrednio wptyw
najego skutecznosé terapeutyczng. Dodatkowo lakier M1 Varnish,
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uwalniajgc jednoczesnie jony wapniowe, stwarza dogodne wa-
runki do wychwytu duzej ilosci uwolnionego fluoru i zwigzanie go
na powierzchni szkliwa w postaci granulek fluorku wapnia, ktére
w przysztosci bedg zrédtem dtugoterminowego dowozu niskich
stezer fluoru do Srodowiska jamy ustnej.

Udowodnione przeciwpréchnicowe dziatanie fluoru zacheca
do stosowania lakieréw fluorkowych. Ze wzgledu na réznorod-
no$¢ stosowanych preparatéw, ich skutecznos$¢ i bezpieczen-
stwo, a takze mechanizm dziatania oraz czynniki majace na to
wptyw nadal stanowia temat wielu eksperymentéw i doswiad-
czen. Podczas pomiaréw w warunkach in vitro niezwykle wazne
jestjak najdoktadniejsze odwzorowanie warunkéw symulujacych
jame ustng w celu wyeliminowania zmiennosci eksperymental-
nych oraz drobiazgowa standaryzacja na kazdym etapie proce-
dury. Mechanizm uwalniania fluoru w warunkach in vivowymaga
z kolei analizy duzej ilosci zmiennych czynnikéw, ktére czynia ten
proces bardzo trudnym do zdefiniowania, tj.: szybkos¢ wydzie-
lania $liny, jej sktad chemiczny, pH, ilo$¢ biodostepnych jonow
wapnia i fosforanowych, zmienne warunki retengji fluoru [78].
Pomiar fluorkéw przez elektrode jonoselektywng jest metoda
powszechnie stosowang z uwagi na trudnosci w oznaczaniu flu-
oru innymi sposobami [64]. Jest ona stosunkowo szybka i prosta
w uzyciu [65], ale nalezy tez pamietac o tym, iz urzadzenie ma
swoje ograniczenia, co moze wptywac na uzyskane wyniki. Sa to
miedzy innymi: minimalne stezenie roztworu, przy ktérym wy-
niki bedg obiektywne, wynoszace 10 mola (0,02 ppm), dtuzszy
czas odpowiedzi elektrody w roztworach o niskim stezeniu do-
chodzacy nawet do kilku minut, w poréwnaniu do kilku sekund
przy roztworach bardziej stezonych, optymalne pH roztwordw,
zblizona temperatura badanych prébek oraz odpowiednie przy-
gotowanie same] elektrody przed pomiarem [65]. Pomimo iz
w opinii niektérych badaczy [80] ilos¢ fluoru uwalnianego przez
lakier fluorkowy nie stanowi petnego wyktadnika jego efektyw-
nosci i bezpieczenstwa, inni autorzy [71] podkreslaja role wyso-
kiego poczatkowego poziomu fluoru po aplikacji lakieru dla jego
biodostepnoscii mozliwosci kumulowania w jamie ustnej, co be-
dzie miato wptyw na skutecznos¢ terapeutyczng. 8
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Abstract: Fluoride varnishes, both the first and the second generations, are effective in inhibiting
caries, especially in children and adolescents, by reducing it on average by 43% for permanent teeth
and 37% for deciduous teeth. The aim of this study was to evaluate the dynamics of in vitro fluoride
ion release from first- (Duraphat) and second-generation (Ml Varnish and Embrace Varnish) fluoride
varnishes and the impact of the type of varnish, the time from its application and the pH of the
environment on this process. Materials and methods: The test material (90 specimens), prepared
from extracted human teeth, were divided into nine groups of 10 specimens each. Measured amounts
of the examined varnishes were applied onto specimens and the levels of fluoride release were
assessed at the baseline and after 1, 2, 24, 48 and 168 h from the application with the use of an
ion-specific electrode. The specimens were immersed into artificial saliva with pH adjusted to 4,
5 and 7. The highest cumulative release of fluoride was obtained by MI Varnish (11.52 ppm/mg),
regardless of the pH of the environment, whereas the lowest released fluoride concentration was
achieved by Embrace Varnish (4.82 ppm/mg). In the acidic environment, the release of fluoride was
significantly higher than in the neutral environment for all investigated varnishes, with no change in
the overall fluoride release profile and with maximum fluoride release in the first two hours after
application. The findings of this study indicate that all examined fluoride varnishes released the
maximum amount of fluoride within the first hours after application and that it was related to the
acidity of the immersion medium.

Keywords: fluoride varnishes; fluoride ion release; fluoride release rate

1. Introduction

For almost 70 years, fluoride compounds have played an important role in preventing
dental caries as the most effective method of fighting this disease. Their action is based
on two mechanisms: pre-eruptive (endogenous) and post-eruptive (exogenous), whereby
exogenous methods are now considered more effective and safer [1-6]. The post-eruptive
effect, i.e., after the emergence of teeth in the mouth, consists in affecting the adhesion of
the bacterial plaque and its metabolism, thus causing a bacteriostatic and /or bactericidal
effect, inhibiting the demineralization process and supporting the remineralization of the
enamel [1,3,7-11]. Fluoride varnishes used in the contact fluoridation method were ap-
proved in 1994 by the FDA (Food and Drug Administration), but as a medicine for tooth
hypersensitivity. Over the years, they have become standard practice in dentistry, currently
recommended by international dental organizations and associations, i.e., ADA (American
Dental Association), AAPD (American Academy of Paediatric Dentistry), EAPD (European
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Academy of Paediatric Dentistry) and the American Dental Association Council on Scien-
tific Affairs [12-15]. Numerous meta-analyses [9,16-18] have shown their effectiveness in
inhibiting caries, especially in children and adolescents, by reducing it on average by 43%
for permanent teeth and 37% for milk teeth. The lack of continuation of caries prevention
with the aid of administration of fluoride, according to Bravo et al. [19], resulted in an
increase in caries activity.

The exact chemical composition of varnishes is not fully known because, according to
the statement developed by OSHA, the so-called Hazard Communication Standard 29 CFR
1910.1200, only those ingredients that can be dangerous and life-threatening require docu-
mentation; the others are a trade secret [20]. Typically, each fluoride varnish consists of three
basic elements. Two of them are resin (mastic, shellac or/and rosin, also called collophony),
which is responsible for viscosity, elasticity and fluidity and thus extending the contact time
with the tooth surface; and alcohol (usually ethanol), used as a solvent which evaporates
after exposure to air and active agents [7,21]. In addition, in the so-called first generation of
varnishes, there are fluoride salts, commonly known as fluorides, usually in the form of neu-
tral or acidified 5% NaF containing 2.26% fluoride ions (22,600 ppm F) or 1% difluorosilane
containing 0.1% fluoride ions (1000 ppm F). The second-generation varnishes are addition-
ally enriched with calcium and phosphorus compounds in various forms, e.g., as so-called
functionalized tricalcium phosphate (B-TCP), amorphous calcium phosphate (ACP), casein
phosphopeptide amorphous calcium phosphate nanocomplex (CPP-ACP), calcium sodium
phosphosilicate (Novamin) or xylitol-coated calcium phosphate (CXP) [22,23]. According
to many researchers [22,24-30] these increase the bioavailability of fluoride and the rate of
its release as well as improve oral retention and enhance the antibacterial effect. The aim
of this study was to evaluate the dynamics of in vitro fluoride ion release from first- and
second-generation fluoride varnishes and the impact of the type of varnish, the time from
its application and the pH of the environment on this process. The extent to which factors
influence the durability of the applied varnish, the amount of released fluoride ions over
time and the duration of maintaining an elevated level of fluoride may alter the accepted
treatment standards and contribute to enhancing the effectiveness of therapy.

2. Results

The average values of the varnish (the quantity of varnish in mg) used ranged from
7.9 + 0.2645 mg to 8.2 £ 0.1527 mg, which corresponded to the average fluoride content in
the range from 0.1249 + 0.0055 mg for MI Varnish, 0.1512 + 0.0027 mg for Duraphat and
0.1640 + 0.0065 mg for Embrace Varnish.

Figure 1 graphically represents the cumulative release of fluoride for the three var-
nishes in three different pH (4, 5 and 7) environments, expressed in ppm. Within 168 h of
the experiment, regardless of the pH of the environment, the highest amount of fluoride
was released by MI Varnish, and the lowest level was released by Embrace Varnish. The
cumulative release of fluoride for MI Varnish was 11.52 ppm F~ at pH =4, 9.297 ppm F~ at
pH=5and 6.470 ppm F~ at pH =7. Duraphat achieved 9.753 ppm F~, 7.513 ppm F~ and
9.276 ppm F~, respectively; Embrace Varnish achieved 6.826 ppm F~, 5.724 ppm F~ and
4.821 ppm F~, respectively.

In most research groups, significantly higher values were obtained in acidic environ-
ments (pH = 4 and 5) as compared with the neutral environment. For MI Varnish, the release
of fluoride in the environment with various acidities was different after the first hour; for
Duraphat, after 2 h; and for Embrace Varnish, after 24 h. For all three varnishes tested, the
highest increases in fluoride release were recorded during the first two hours of observation,
with both MI Varnish and Embrace Varnish releasing, respectively, more than 50% and 60%
of the total 168 h fluoride release during the first 2 h after application, and more than 90%
and 85% after 24 h. Duraphat, on the other hand, during the same time, showed a slower
release rate at an average level of 36% after 2 and 68% after 24 h. Based on the results of
the variance analysis and post hoc tests, the cumulative release of fluoride from the three
tested varnishes differed significantly in each hour of observation and at each acidity of the
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environment (p < 0.001) (Table 1). For pH = 7 at 168 h, a significant difference occurred only
between Embrace Varnish and MI Varnish (4.82 vs. 6.47 mg; p = 0.012).
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Figure 1. Cumulative fluoride release for three varnishes: Duraphat, MI Varnish and Embrace Varnish
atpH=4,pH=5pH=7.

Table 1. Cumulative release of fluoride from three varnishes during subsequent observation hours
and results of variance analysis (ANOVA) and post hoc tests. Descriptive data were presented as
mean + SD (+ standard deviation).

Time/

pH Duration DP EV MV ANOVA
N =10 N =10 N=10 p
(h)
1 147 + 02712 234 + 05013 3.68 + 02123 <0.001
2 3.67 £1.0212 418 +£0.78 13 6.52 + 0.79 23 <0.001
4 24 6.85 + 0.96 12 6.01 £1.1113 10.63 + 0.77 23 <0.001
48 924 +1.1112 702 +1.1513 11.23 +0.80 23 <0.001
168 9.86 +1.10 12 751 +11713 11.52 + 0.84 23 <0.001
1 1.19 + 0.30 12 243 +0.51 13 2.81 +0.2123 <0.001
2 3.30 + 0.81 12 424 +076 13 5.05+0.71 23 <0.001
5 24 6.61 +1.6312 593 +1.0213 8.43 +0.7023 <0.001
48 8.80+24812 6.45 + 1.08 1.3 9.00 + 0.7523 0.002
168 9.30 4+ 2.54 12 683 +1.1013 933 +0.77 23 0.003
1 1.16 + 05312 241 +07713 1.64 + 0.20 23 <0.001
2 214 +08912 36307913 313 +03523 <0.001
7 24 3.87 +1.63 12 429 +0.80 13 6.09 + 04723 <0.001
48 5.05 + 1.69 12 464 + 08213 6.31 +0.4323 0.007
168 572 +1.8212 482 +0.8513 6.47 +0.4323 0.016

DP-Duraphat, EV-Embrace Varnish, MV-MI Varnish, ! DP vs EV, p < 0.05; 2 DP vs MV, p < 0.05; 7 EV vs MV,

p < 0.05.

In the investigated groups, fluoride was released throughout the experiment, with the

rate of release decreasing over time for all tested products, with a view to the differences
between the first-generation (Duraphat) and second-generation (Embrace Varnish and MI
Varnish). The hourly drop in fluoride release from three types of varnish in different pH
environments is shown in Figure 2. The analysis uses mathematical models of fluoride
release. Due to the non-linear nature of the obtained fluoride release rate scatterplots as a
function of time, the results of the measurements were approximated by the exponential
function. For empirical data obtained for each of the three types of varnish and three levels
of pH, the following types of exponential models were matched:

¥ ="bp x exp(by x x)

where y = F (ppm/h)—hourly fluoride release and x = time (h)—fluoride release duration.
The parameters of the by and b; models were estimated using the quasi-Newton method.
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Based on the obtained data for all tested varnishes in all three environments (pH = 4, 5
and 7), in the first hours, the fluoride release rate is highest, and in the hours that follow, it
rapidly decreases. For MI Varnish and Embrace Varnish, the fluoride release proceeds in a
similar way and is completed after about 24 h, while for Duraphat, it takes much longer (at

least 48 h).
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Figure 2. The course of the hourly release of fluoride in three types of varnish in three different
pH environments.

The absorption measurements (see Figure 3) of all three varnishes reveals that each of
them has more than 98% of light transmission in the visible and NIR regions. Differences
are visible in the UV region where MI Varnish is almost transparent (above 85% of light

transmission), while transmission of MI Varnish and Embrace Varnish drops to about 60%
at 275 nm.
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Figure 3. Transmittance spectra of Duraphat, Embrace Varnish and MI Varnish in UV-VIS-NIR region.
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3. Discussion

Application of fluoride varnish involves the use of high concentrations of fluoride salts
suspended in resin, which allows them to remain on the surface of the teeth for a period of
time. The saliva-dissolved salts release fluoride ions, thus causing accumulation in higher
concentrations (above 100 ppm) both on the enamel surface and in the enamel itself, as well
as in the plaque. The presence of fluoride attracts calcium and phosphate ions from saliva
or dissolved hydroxyapatites, forming small grains of calcium fluoride with integrated
phosphates [3,10,11,24-26,28,31-33]. Since pure CaF, crystal is more cubic than spherical,
the resulting spherical deposits are described as calcium fluoride-like compounds, which,
on the one hand, block the diffusion of acids, while on the other hand form a fluoride
reservoir that is stable and insoluble in a pH-neutral environment. Phosphate ions increase
its solubility compared with pure CaF; [5,34-36]. In the event of a decrease in pH, the
membrane coating is dissolved and fluoride ions are released and embedded in the enamel
structure. A decrease in fluoride concentration below 100 ppm and an increase in pH result
in saturation of the enamel in relation to the surrounding fluid and inhibition of the process
described above [1,3,5,7,10,24,26,33,37,38]. According to many researchers [27,33,35,39-43],
the CaF, formation process, in addition to a sufficiently high concentration of fluoride ions,
is also affected by calcium and phosphate ions present in the oral environment, and the
quantity of which is insufficient to bind the whole released fluoride [33,44-47]. The supply
of these ions in second-generation varnishes, according to Attin et al. [41], causes deposits
of more calcium fluoride on the enamel surface, which in turn enhances the therapeutic
effect [32,44,45,48-59]. According to Ogaard [35], these deposits can be observed in vitro at
a high magnification up to 4 months after application. In vivo, due to chewing, swallowing,
speaking and individual hygienic procedures, this time is much shorter and varies from
several hours, according to Beltran et al. [5]; to 24 h, according to Schemehorn et al. [59]
and Ferndndez et al. [60]; or up to 3 days, according to Hatrick et al. [61]. It follows that in
the oral environment, the release of ions from fluoride varnishes should take place in the
shortest possible time before they are completely lost [45].

All three varnishes used in the study had the same fluoride ion content (2.26% F~
in 5% NaF). In order to minimize the differences between specimens, uniform amounts
of varnish were applied to the normalized area of exposed enamel, where possible—
and quickly, so as to reduce the possible change in the weight of the varnish due to
evaporation of volatile components. Duraphat, considered by many [61] as a so-called
gold standard, is classified as the first-generation varnish, in which 5% NaF is the active
ingredient. In addition to 5% NaF, the second-generation varnishes used in this experiment
contain CPP-ACP (MI Varnish) and calcium phosphate coated with xylitol (CXP) (Embrace
Varnish). Many researchers [25,27,44-46,55,57,62,63] claim that caseine phosphopeptide
complex with amorphous calcium phosphate is the best technology, enabling both the stable
combination of high concentrations of calcium, phosphate and fluoride ions with the tooth
surface and plaque, as well as high bioavailability and the possibility of free movement into
the enamel, resulting in active remineralization of subsurface lesions. According to Shen
et al. [22], Cochrane et al. [44] and Sleibi et al. [64], it also causes faster and easier release of
fluoride ions in the first 24 h after application. In turn, according to Yapp et al. [65], it is
better to place calcium and phosphate ions, but in the form of CXP, into permeable resin,
as is the case with Embrace Varnish, preventing uncontrolled separation of fluoride salts
from the resin matrix and allowing uniform and long-term dosing. Xylitol, additionally,
provides a longer antibacterial effect [25,66].

The authors of this paper hypothesized that there would be no differences in the
release of fluoride ions associated with the type of varnish applied, the time that elapsed
from the application, and the pH of the artificial saliva. The results obtained proved to
be highly significant for all three aspects (p < 0.001), which resulted in the rejection of
the zero hypothesis. In the experiment, all varnishes released fluoride throughout the
test period and showed a gradual decrease in time, while the shape and slope of the
release curves were different, as were the values of cumulative release of fluoride and
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the maximum fluoride levels, which is consistent with previous studies [43,64,67-69]. In
any case, regardless of the pH of the environment and the type of varnish, the release of
fluoride was at the highest level during the first two hours after application, as shown in
the studies carried out by Sleibi et al. [64], Carvalho et al. [26], Shen et al. [70], Jablonowski
et al. [43], Cochrane et al. [45] and Milburn et al. [27]. In the case of second-generation
varnishes, fluoride was released in two phases, described earlier by Pichaiaukrit et al. [71].
The first phase is the so-called phase of initial rapid release of large amounts of fluoride,
which took place in the first two hours after application, reaching the second phase—
referred to in the literature as the so-called “plateau”—after 24 h, characterized by a much
slower, constant increase of fluoride. Similar results were obtained by other researchers,
yet Milburn et al. [27] observed a dynamic increase in fluoride released from MI Varnish
during the first four hours, rather than two hours, and a ‘plateau’ between 8 and 12 h
after application, while Comar et al. [40] observed these patterns after three hours and
12 h, respectively. As for the first-generation varnish, Duraphat, the increase in the amount
of fluoride released was slower but systematic with a slow decrease after 48 h without
the “plateau” phase, which is consistent with the observations by Castillo et al. [72] and
Fernéndez et al. [60]. After 24 h, both second-generation varnishes released 90% of the
total amount of fluoride measured on average, which is consistent with the study by
Shen et al. [22], where, within 24 h, MI Varnish released 96% of the total fluoride. Based
on previous considerations, which assumed that the time to release fluoride ions in vivo
should not exceed 24 h, such a feature of the varnish profile seems to be very desirable.
In addition, according to previous observations by Clifton et al. [10], a sufficiently high
initial concentration of fluoride enables the formation of more calcium fluoride on the
surface of the enamel and facilitates its binding to the tissues of the tooth. In the study, the
cumulative release of fluoride was at the highest level for MI Varnish regardless of the pH
of the environment, which seems consistent with the research conducted by other authors.
Similar results were obtained by Cochrane et al. [45], where MI Varnish ranked ahead of
Clinpro White, Enamel Pro, Bifluoride 5 and Duraphat. This confirms the thesis that the
addition of calcium and phosphate ions in the form of CPP-ACP complex supports the
release of fluoride ions.

This study shows that similar products (varnish vs. varnish) with identical fluo-
ride concentrations, identically applied on surfaces prepared in the same manner, can
present different parameters of fluoride release, as previously noted by other research-
ers [22,27,43,67,70,72,73]. The resulting variability in the fluoride release models may be
related to the composition of the varnishes, i.e., the type of resin used as a matrix for the
components contained in it, the presence of additional substances, and the consistency, ho-
mogeneity and viscosity of the varnish or the particle size [22,35,43,45,64,67,70,72,73]. The
significantly higher cumulative fluoride release at each measuring point in MI Varnish may
be due to several factors. Cochrane et al. [17], Schemehorn et al. [59] and Cross et al. [74]
emphasize very good solubility of the CPP-ACP complex itself in aqueous solutions, which
can directly accelerate the release of fluoride. Some researchers pointed to the behavior of
polyvinyl acetate polymer, i.e., the so-called PVA, present in MI Varnish. In the study; it
was noted that it also showed great ease and speed of dissolution in water [75], and at the
same time, the maximum release took place within the first hour after the application [76].
In addition, its solubility increased in the presence of organic solvents (in this case, ethanol),
which facilitated its rapid evaporation, thus leaving free spaces for easier and faster contact
with water [76]. In addition, based on recent reports, the constitution of CPP-ACP varnish
molecules—which are smaller and more homogeneous than those of other varnishes—can
cause their faster dissolution and easier ion release [64].

The pH of the environment turned out to be an additional factor having a highly
significant (p < 0.001) effect on the rate of fluoride ion release. The greatest cumulative
release of fluoride was achieved at pH = 4 for all tested varnishes. Slightly lower amounts
were measured for pH = 5, but when comparing acidic environments, these differences
were not statistically significant. The level of released fluoride in the neutral environment
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was significantly lower than in environments with pH = 4 and pH = 5, as confirmed by
post hoc tests. In addition, between the 48th and 168th hour, the decrease in fluoride
release in the environment with pH = 4 was greater than in the environment with pH =5,
while the decrease in fluoride release in the environment with pH = 7 was insignificant. In
the literature—although there is relatively little research comparing the fluoride release
depending on the pH of the environment—attention is paid to the effect of low pH on
both the release of fluoride ions and on the formation of calcium fluoride [3,24]. Ten Cate
et al. [24], when comparing the formation of calcium fluoride after application of 2% neutral
NaF with acidified fluoride preparations, found the presence of significantly larger amounts
of CaF; deposited on the surface of the enamel. Interesting conclusions were also drawn by
Twetman et al. [77], who showed that Fluor Protector, containing the lowest concentration
of fluoride ions in relation to other varnishes but low in pH, initiates the formation of the
largest amount of CaF; on the surface of the enamel. This was explained by the affinity of
the fluoride released in the acidic environment to the enamel that was higher than in neutral
conditions. This was confirmed by Mohd Said et al. [38], who showed that in an acidic
environment, the concentration of calcium ions and phosphates in carious lesions is higher
than in the fluids surrounding the tooth, which promotes increased absorption of fluoride
by the tooth structure. However, it should be emphasized that the behaviour of different
varnishes in an acidic environment is not the same, and that it would be wrong to assume
that it always causes faster release of ions. This was demonstrated by Lippert [78] and
Shen et al. [22] in their research, where only a portion of fluoride-containing preparations
released more fluoride at low pH. As for MI Varnish, the pH value an additional factor
influencing the balance between free and loosely bound calcium, phosphorus and fluoride
ions, affecting their bioavailability, and, according to Cochrane et al. [17] and Cochrane
et al. [44], its decrease should promote the release of ions from the CPP complex associated
with plaque.

However, when analyzing the obtained results, it should be always noted that in vitro
models are in some way limited by inadequate selection of biological conditions and
artefacts associated, for example, with reaction conditions, and even the most accurate
simulation of the in vitro oral environment does not fully mimic in vivo conditions. This
should always be taken into account when in vitro data are transferred to in vivo conditions.

4. Conclusions

The study showed that in vitro fluoride release is affected by the type of varnish, the
time elapsed from application and the pH of the environment, and their interdependencies
seem to be of high statistical significance. All the varnishes investigated—Duraphat,
Embrace Varnish and MI Varnish—regardless of the pH of the environment, released
fluoride during 168 h of testing, yet the most dynamic part of the process took place in the
first two hours following application. For second-generation varnishes, the release took
place in two phases, with a clear marking of the second phase of the so-called plateau. In
the acidic environment, the release of fluoride was significantly higher than in the neutral
environment for all investigated varnishes, with no change in the overall fluoride release
profile, with maximum fluoride release in the first two hours after application. All the
varnishes investigated have more than 98% of light transmission in the visible region,
which makes them invisible on teeth.

5. Materials and Methods

In vitro studies were conducted on 45 human teeth (premolars and molars) that were
free from caries, enamel defects and demineralization, removed for orthodontic reasons
after obtaining the prior consent of the patients. Each tooth was cut along the long axis
with the buccal and palatal surface intact. Until the start of the study, the specimens were
stored in thymol solution. Each specimen, after washing and drying, was coated with
acid-resistant varnish while leaving exposed enamel (4 mm/4 mm) on the smooth buccal
and palatal surface (Figure 4a,b).
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Figure 4. (a) Varnish—coated enamel specimen. (b) Diagram of prepared sample.

Three fluoride varnishes were used for the purposes of the study: one first-generation
varnish (Duraphat) and two second-generation varnishes (MI Varnish and Enamel Varnish).
Table 2 provides information on the type and composition of the applied agents.

Table 2. Type and composition of studied varnishes.

Fluoride Varnish Code Manufacturers Ingredients
Colgate® Duraphat DV Colgate Oral Care, Sydney, NSW, 30-60% colophonium, 10-30% ethanol,
Varnish-single dose Australia 5% sodium fluoride, other ingredients
30-50% polyvinylacetate, 10-30% hydrogenated
MI Varnish™ MV GC, Tokyo, Japan rosin, 20-30% ethanol, 5% sodium fluoride,

1-5% CPP-ACP, 1-5% silicon dioxide

5% natrium fluoride with CXP (xylitol coated
calcium and phosphate)

Embrace Varnish™ EV Pulpdent, Watertown, MA, USA

The test material was divided into nine groups of 10 specimens each, depending on
the type of varnish applied and the pH of the environment (Table 3).

Table 3. Experimental groups.

Fluoride Varnish Group PH of Artificial Saliva
DV/A 4.0
Duraphat DV/B 5.0
DV/C 7.0
MV/A 4.0
MI Varnish MV/B 5.0
MV/C 7.0
EV/B 4.0
Embrace Varnish EV/B 5.0
EV/C 7.0

The prepared specimens were weighed before and after the application in order to
accurately determine the amount of the preparation applied, using a Radwag laboratory
balances with a readability of 3 decimal places. The specimens were then placed in sealed
plastic containers and immersed in 5 mL of artificial saliva at pH = 4.0 for groups DV/A,
MV/A and EV/A; pH = 5.0 for groups DV/B, MV/B and EV/B; and pH = 7.0 for groups
DV/C, MV/C and EV/C. The composition of artificial saliva was as follows: NaCl (0.4 g),
KCl (4.0 g), urea (1.0 g), NayS-9H,0 (0.005 g), NaH,PO4-2H,0 and CaCl,-2H,0 (0.795 g).
pH = 7.0 was achieved with 1 M NaOH, whereas pH = 4.0 and 5.0 were achieved with
the use of 1 M HCL. During the measurements, the specimens were stored at 37 °C. The
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determination of fluoride levels in the artificial saliva environment was performed three
times each after 1, 2, 24, 48 and 168 h, and followed by calculation of the average value. In
any case, after the measurement period, 5 mL of eluate was used for the determination;
then the sample was dried and placed into a fresh artificial saliva solution. The ORION
9609 Model ion selective electrode combined with the CPI-551 Elmetron (Thermo Fisher
Scientific Co., Waltham, MA, USA) microcomputer were used for the determination of
fluoride ions. The system was calibrated before each subsequent determination using
TISAB. Measurements of the released fluoride ion concentration were expressed in ppm,
later converted into umol/L and in relation to the quantity of applied varnish converted
into ug/mg. In the study, the cumulative level of ion release and the increase in release
measured within specified time intervals and for a unit of time, namely, 1 h.

The statistical analysis was carried out using the STATISTICA v. 13.3 software (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, CA, USA). The consistency of distribution for measured quanti-
tative parameters with normal distribution was verified with the Shapiro-Wilk test. The
critical significance level was p < 0.05. When comparing the mean values of the analyzed
parameters in subgroups, one-factor analysis of variance (ANOVA) was used. For multiple
comparisons (post hoc tests), Tukey’s least significant difference (LSD) test was used.

The zero hypothesis assumed that there would be no differences in the fluoride ion
release associated with the time that passed from application, the type of varnish used and
the pH of the artificial saliva.

The room temperature electron absorption spectra were measured in the 275-750 nm
spectral range using a Cary-Varian 5E UV-vis-NIR spectrophotometer (Varian Medical
Systems, Palo Alto, CA, USA) [7].
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IV ZAL.ACZNIKI

1. Informacja o indywidualnym wktadzie wspotautorow

Wroclaw, dnia 27.11.2023 roku

Oséwiadczenie

Oéwiadczam, 7e w ponitszej pracy moj wkiad stanowit zgodnie z rozdzielnikiem

Dagmara Piesiak—Parniczyszyn !, Wojciech Zakrzewski 2 Aleksandra Piszko %, Pawet ). Piszko *,
Maciej Dobrzynski *: Review on fluoride varnishes currently recommended in dental
prophylaxis. Polim Med. 2023, doi.org/ 10.17219/pim/174016

| Katedra Stomatologii Zachowawczej z Endodoncja, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu,
ul. Krakowska 26, 50-425 Wroclaw

2 Centrum Badan Przedklinicznych, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, ul. Bujwida 44,
50-345 Wroctaw

3 katedra Stomatologii Dziecigcej i Stomatologii Przedklinicznej, Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu, ul. Krakowska 26, 50-425 Wroctaw

4 Katedra Inzynierii i Technologii Polimerdw, Politechnika Wroctawska, Wydzial Chemiczny,
ul. Wybrzeze Wyspianskiego 42, 50-370 Wroctaw

Dagmara Piesiak—Pariczyszyn — ABCD
Wojciech Zakrzewski — ABCD
Aleksandra Piszko — B,C,D

pawet J. Piszko—B,C,D

Maciej Dobrzyriski — E,F

A - koncepcja i projekt badawczy;
B — gromadzenie danych;

C —analiza i interpretacja danych;
D = napisanie artykutu;

E — krytyczna ocena artykutu;

F - ostateczna akceptacja artykutu

Wojcizch Zakrzewski
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Wroclaw, dnia 27.11.2023 roku

Oéwiadczam, 2e w ponizszej pracy méj wkiad stanowil zgodnie 2 rozdzielnikiem

Dagmara Piesiak-Pariczyszyn !, Wojciech Zakrzewski 2, Aleksandra Piszko 3, Pawet J. Piszko *,
Maciej Dobrzyniski *: Review on fluoride vamnishes currently recommended in dental
prophylaxis. Polim Med. 2023. doi.org/ 10.17219/pim/174016

! Katedra Stomatologii Zachowawczej z Endodoncja, Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu,
ul. Krakowska 26, 50-425 Wroctaw

2 Centrum Badari Przedklinicznych, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, ul. Bujwida 44,
50-345 Wroctaw

3 Katedra Stomatologii Dziecigcej i Stomatologii Przedklinicznej, Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu, ul. Krakowska 26, 50-425 Wroclaw

4 Katedra Inzynierii i Technologii Polimeréw, Politechnika Wrodlawska, Wydziat Chemiczny,
ul. Wybrzeze Wyspianskiego 42, 50-370 Wroctaw

Dagmara Piesiak—Panczyszyn —A,8,C,0
Wojciech Zakrzewski —A,B,C,D
Aleksandra Piszko - B,C,D

pawet J. Piszko—B,C,D

Maciej Dobrzyriski — E,F

A - koncepcja i projekt badawczy;

B — gromadzenie danych;

C — analiza i interpretacja danych,;

D - napisanie artykulu;

E — krytyczna ocena artykulu;

F — ostateczna akceptacja artykufu
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czytelny podpis

63



Wroctaw, dnia 27.11.2023 roku

Oéwiadczam, ze w ponizszej pracy moj wkiad stanowit zgodnie 2 rozdzielnikiem

Dagmara Piesiak-Pariczyszyn !, Wojciech Zakrzewski 2, Aleksandra Piszko ?, Pawet J. Piszko %,
Maciej Dobrzyriski 3: Review on fluoride varnishes currently recommended in dental
prophylaxis. Polim Med. 2023. doi.org/ 10.17219/pim/174016

1 Katedra Stomatologii Zachowawczej 2 Endodoncjg, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu,
ul. Krakowska 26, 50-425 Wroclaw

2 Centrum Badan Przedklinicznych, Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu, ul. Bujwida 44,
50-345 Wroctaw

3 Katedra Stomatologii Dzieciecej i Stomatologii Przedklinicznej, Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu, ul. Krakowska 26, 50-425 Wroclaw

4 Katedra Inzynierii i Technologii Polimerdw, Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny,
ul. Wybrzeze Wyspiariskiego 42, 50-370 Wroctaw

Dagmara Piesiak-Parczyszyn — AB,CD
Woijciech Zakrzewski —A,B,C,D
Aleksandra Piszko— B,C,D

Pawet 1. Piszko —B,C,D

Maciej Dobrzynski — E,F

A - koncepcja i projekt badawezy;

B — gromadzenie danych;

C - analiza i interpretacja danych;

D — napisanie artykutu;

E — krytyczna ocena artykufu;

F — ostateczna akceptacja artykutu

R

czytelny podpis
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Wroctaw, dnia 27.11.2023 roku

Os$wiadczenie

Oéwiadczam, ze w poniiszej pracy méj wkiad stanowit zgodnie z rozdzielnikiem

Dagmara Piesiak—Pariczyszyn *, Wojciech Zakrzewski 2, Aleksandra Piszko *, Pawet J. Piszko %,
Maciej Dobrzynski 3: Review on fluoride varnishes currently recommended in dental
prophylaxis. Polim Med. 2023. doi.org/ 10.17219/pim/174016

1 Katedra Stomatologii Zachowawczej z Endodoncjg, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu,
ul. Krakowska 26, 50—-425 Wroclaw

2 centrum Badar Przedklinicznych, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, ul. Bujwida 44,
50-345 Wroctaw

3 Katedra Stomatologii Dziecigcej i Stomatologii Przedklinicznej, Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu, ul. Krakowska 26, 50-425 Wroctaw

4 Katedra Inzynierii i Technologii Polimerow, Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny,
ul. Wybrzeze Wyspiarskiego 42, 50-370 Wroclaw

Dagmara Piesiak—Pariczyszyn — ABCD
Wojciech Zakrzewski -ABCD
Aleksandra Piszko - B,C,D

pawet ). Piszko - B,C,D

Maciej Dobrzyriski — E,F

A - koncepcja i projekt badawczy;
B - gromadzenie danych;

C - analiza i interpretacja danych;
D — napisanie artykutu;

E — krytyczna ocena artykutu;

F — ostateczna akceptacja artykutu
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Wroctaw, dnia 27.11.2023 roku

Os$wiadczenie

Oéwiadczam, ze w ponizszej pracy méj wkiad stanowit zgodnie z rozdzielnikiem

Dagmara Piesiak-Pariczyszyn !, Martyna Staszkiewicz 2 Maciej Dobrzynski *: Uwalnianie
jonéw fluorkowych z lakieru fluorkowego drugiej generacji zawierajacego CPP - ACP
w warunkach in vitro i in vivo z zastosowaniem jonoselektywnej. Inz, Fiz. Med. 2023, 5, 12,
445-454.

1 Katedra Stomatologii Zachowawczej z Endodoncja, Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu,
ul. Krakowska 26, 50-425 Wroctaw

2 Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu, Wybrzeze Ludwika Pasteura 1, 50-367 Wroctaw

3 Katedra Stomatologii Dzieciecej | Stomatologii Przedklinicznej, Uniwersytet Medyczny we
Wrodlawiu, ul. Krakowska 26, 50-425 Wroctaw

Dagmara Piesiak—Panczyszyn —A,B,C,D
Martyna Staszewska — B,C,D
Maciej Dobrzyriski — E,F

A - koncepcja i projekt badawczy;
8 — gromadzenie danych;

C - analiza i interpretacja danych;
D - napisanie artykutu;

E — krytyczna ocena artykutuy;

F — ostateczna akceptacja artykutu

czytelny podpis
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Wroctaw, dnia 27.11.2023 roku

Oéwiadczenie

Oéwiadczam, ze w ponizszej pracy moj wkiad stanowit zgodnie z rozdzielnikiem

Dagmara Piesiak—Pariczyszyn *, Martyna Staszkiewicz 2, Maciej Dobrzyriski *: Uwalnianie
jonéw fluorkowych z lakieru fluorkowego drugiej generacji zawierajacego CPP — ACP
w warunkach in vitro i in vivo z zastosowaniem jonoselektywnej. Inz. Fiz. Med. 2023, 5, 12,
445-454,

1 Katedra Stomatologii Zachowawczej z Endodoncja, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu,
ul. Krakowska 26, 50-425 Wroclaw

2 |niwersytet Medyczny we Wroclawiu, Wybrzeze Ludwika Pasteura 1, 50-367 Wroctaw

3 Katedra Stomatologii Dzieciecej i Stomatologii Przedklinicznej, Uniwersytet Medyczny we
Wroclawiu, ul. Krakowska 26, 50-425 Wroctaw

Dagmara Piesiak—Panczyszyn — ABCD
Martyna Staszewska — B,C,D
Maciej Dobrzyriski — E,F

A - koncepcja i projekt badawczy;

B - gromadzenie danych;

C - analiza i interpretacja danych;

D — napisanie artykutu;

E - krytyczna ocena artykutu;

F — ostateczna akceptacja artykutu
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Wroctaw, dnia 27.11.2023 roku

Oswiadczenie

Oéwiadczam, ze w ponizszej pracy méj wkiad stanowil zgodnie z rozdzielnikiem

Dagmara Piesiak-Panczyszyn *, Adam Watras 7, Rafal J. Wiglusz 2, Maciej Dobrzynski *:
in vitro comparison of the fluoride ion release from the first and second generation fluoride
varnishes. Appl. Sci. 2023, 13, 7327. https://doi.org/10.3390/app13127327

1 Katedra Stomatologii Zachowawczej z Endodoncjg, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu,
ul, Krakowska 26, 50 — 425 Wroclaw

2 |nstytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu,
ul. Okélna 2, 50-422 Wroctaw

3 Katedra Stomatologii Dzieciecej i Stomatologii Przedklinicznej, Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu, ul. Krakowska 26, 50-425 Wroclaw

Dagmara Piesiak—Panczyszyn —A,B,C,D
Adam Watras - B,C,D

Rafat ). Wiglusz - E,F

Maciej Dobrzyniski — AE,F

A — koncepcja i projekt badawczy;

B — gromadzenie danych;

C —analiza i interpretacja danych;

D - napisanie artykutu;

E —krytyczna ocena artykutu;

F — ostateczna akceptacja artykutu

czytelny podpis
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Wroctaw, dnia 27.11.2023 roku

Oswiadczenie

Oéwiadczam, ze w ponizszej pracy moj wkiad stanowil zgodnie z rozdzielnikiem

Dagmara Piesiak-Panczyszyn ', Adam Watras 23, Rafal J. Wiglusz 2, Maciej Dobrzynski *:
In vitro comparison of the fluoride ion release from the first and second generation fluoride
varnishes. Appl. Sci. 2023, 13, 7327, https://doi.org/10.3390/app13127327
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ul. Krakowska 26, 50 —~ 425 Wroctaw

? |nstytut Niskich Temperatur i Badar Strukturalnych Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu,
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Rafat J. Wiglusz - E,F

Maciej Dobrzynski = A,EF

A - koncepcja | projekt badawczy;
B — gromadzenie danych;
C—analiza i interpretacja danych;
D - napisanie artykutu;

E - krytyczna ocena artykutu;

F — ostateczna akceptacja artykutu
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Wroctaw, dnia 27.11.2023 roku

Oéwiadczenie

Oéwiadczam, ze w ponizszej pracy m6j wkiad stanowi zgodnie z rozdzielnikiem

Dagmara Piesiak-Panczyszyn 1 Adam Watras 23, Rafal J. Wiglusz 2 Maciej Dobrzynski *:
In vitro comparison of the fluoride ion release from the first and second generation fluoride
varnishes. Appl. Sci. 2023, 13, 7327. https://doi.org/10.3390/app13127327

1 Katedra Stomatologii Zachowawczej z Endodoncja, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu,
ul. Krakowska 26, 50 — 425 Wroctaw

? |nstytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych Polskie] Akademii Nauk we Wroctawiu,
ul. Okélna 2, 50-422 Wroctaw

1 Katedra Stomatologii Dziecigcej i Stomatologii Przedklinicznej, Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu, ul. Krakowska 26, 50-425 Wroctaw

Dagmara Piesiak-Pariczyszyn — ABCD
Adam Watras — B,C,D

Rafat J. Wiglusz —E,F

Maciej Dobrzynski — A,E,F

A - koncepcja i projekt badawczy;

B — gromadzenie danych;

C — analiza i interpretacja danych;

D - napisanie artykuty;

E = krytyczna ocena artykutu;

F — ostateczna akceptacja artykutu

rofesor uczeini
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2. Opinia Komisji Bioetycznej

KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISIJI BIOETYCZNEJ Nr KB —45/2016

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroclawiu, powolana
zarzgdzeniem Rektora Akademii Medycznej we Wroclawiu nr 48/XV R/2011 z dnia 24
pazdziernika 2011 r. oraz dzialajgca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 1 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie
ustawy o zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152
z pdzniejszymi zmianami ) w skladzie:

prof. dr hab. Maciej Baglaj (chirurgia, pediatria)

prof. dr hab. Karol Bal (filozofia)

dr hab. Jacek Daroszewski (endokrynologia, diabetologia)

prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski (chirurgia szczgkowa, chirurgia stomatologiczna)

mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof, dr hab. Jan Kolasa (prawo)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewngtrzne, alergologia)

ks. dr Piotr Mrzygtod (duchowny)

prof. dr hab. Krystyna Orzechowska-Juzwenko (farmakologia kliniczna, choroby
wewngtrzne)

prof. dr hab. Zbigniew Rudkowski (pediatria)

dr hab. Stawomir Sidorowicz (psychiatria)

Danuta Tarkowska (poloznictwo)

dr hab. Andrzej Wojnar (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel Dolnoslgskiej lzby
Lekarskiej)

pod przewodnictwem
prof. dr hab, Jana Kornafela ( ginekologia i poloznictwo, onkologia)

Przestrzegajace w dzialalnosci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej,
po zapoznaniu sig¢ z projektem badawezym pt.

Poziom fluoru w slinie po aplikacji lakieru tfluorkowego™
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zgloszonym przez Panig prof. dr hab. Urszul¢ Kaczmarek zatrudniona w Katedrze
i Zakladzie Stomatologii Zachowawczej i Dziecigeej Wydzialu Lekarsko-Stomatologicznego
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu oraz zlozonymi wraz z wnioskiem dokumentami,
w tajnym glosowaniu postanowila wyrazi¢ zgode na przeprowadzenie badania w Katedrze
i Zakladzie Stomatologii Zachowawczej i Dzieciecej pod warunkiem zachowania
anonimowosci uzyskanych danych.

Uwaga: Badanie to zostalo obj¢te ubezpieczeniem odpowiedzialnosci cywilnej Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu z tytutu prowadzonej dzialalnosci:

Pouczenie: W ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo
odwolania do Komisji Odwolawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznegj UM we
Wroctawiu

Opinia powyzsza dotyczy: dotyczy projektow badawezych bedacych podstawg dzialalnosei
statutowej.

-

Wroclaw, dnia /’ 4 lutego 2016 1.
orof, divihab, Jan Komafel

KOMISUA BIOETYCZNA
przy Uniwersylecia Medycznym
im. Piastow Slaskich we Wroclawiu
Wybrzeze L. Pasteura 1, 50-367 Wroclaw
tel. 74 784 10 14, 784 17 10, faks: 71 71 764 01 20
e-mail: bioetyka@umed.wrac.pl
hitp:Avwv, umed wroc. ol 2tk

a s),g\odnos‘c“ 2 qur?uaw
mUmx::p ; we Wroclawiu

mgr
giowny specialista
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3. Wykaz publikacji autora

Dagmara Magdalena Piesiak-Paficzyszyn

Publikacje w czasopismach naukowych

1.1 Publikacje w czasopiimie z IF

Lp.

Opis bibliograficzny

IF

Punkiy

Piesiak-Pafczyszyn Dagmara, Pregiel Beata, Wreyszcz-Kowalczyk Alina:Clinical
application of MTA material in dentisiry - case report, Polish Journal of Environmental
Studies, 2008, vol. 17, nr 6A part, 5. 475480, [Second Scientific and Educational
Conference "State of health of oral cavity and environments conditionals. Achivments
of modern dentisiry”. Naleczdw, 24th-26th of April 2008]

0.963

Janeczek Maciej, Herman Katarzyna, Fita Katarzyna, Dudek Krzysziof Kowalczyk-Zajac
Malgorzata, Czajezyhska-Waszkiewicz Agnieszka Piesiak-Panczyszyn

Dagmara, Kosior Piotr, Dobrzyniski Macie): Assessment of heat hazard during the
polymerization of selected light-sensitive dental materials, BioMed Research
International, 2016, vol. 2016, art. 4158376 [7 5], DOL10.1155/2016/41 58376

2476

Janeczek Maciej, Kosior Piotr, Piesiak-Pafczyszyn Dagmara, Dudek

Krzyvsziof, Chriszce Aleksander.Crajezynska-Waszkiewicz Agnieszka Kowalczyk-
Zajac Malgorzata, Gabren-5Syller Aleksandra, Kirstein Karol Skalec Aleksandra Bryla
Ewelina, Dobrzyiiski Maciej: The effect of file size and tvpe and irrigation solutions on
the accuracy of electronic apex locators: an in vitro study on canine teeth, BioMed
Research International, 2016, vol. 2016, art. 8394087 [7 s.],

DO 101155720 16/8554087

2476

Kosior Piotr Dobrzyfiski Maciej. Korczyfiski Mariusz Herman Katarzyna, Czajezyiska-
Waszkiewicz Agnieszka Kowalczvk-Zajge Malgorzata, Piesiak-Pafczyszyn

Dagmara, Fita Katarzyna, Janeczek Maciej:Long-term release of fluoride from fissure
sealants - in vitro study, Journal of Trace Elements in Medicine and Biology, 2017, vol.
41,5 107-110, DOL 10,1016/ jlemb 201 7.02.014

Piesiak-Pafczyszyn Dagmara, Watras Adam Wiglusz Rafal . Dobrzyviiski Maciej:In
vitro comparison of the fluoride ion release from the first- and second-generation
fluoride varnishes, Applied Sciences-Basel, 2023, vol. 13, nr 12, art. 7327 [12 5],
DOL10.3390fapp1 3127327

Lubojanski Adam. Piesiak-Paficzyszyn Dagmara Zakreewski Wojciech, Dobreyhiski
Wojciech.Szymonowicz Maria Rybak Zhigniew, Mielan Bartosz, Wiglusz Rafal

I Watras Adam Dobrzyiiski Maciej: The safety of fluoride compounds and their effect
on the human body - a narrative review, Materials, 2023, vol. 16, nr 3, art. 1242 [20 5],
DOL10.3390/mal 6031242

34F

140

Podsumowanie

15,77

i3

1.2 Publikacje w czasopismie bez IF

#HF 2021

Lp.

Opis bibliograficzny

Punkiy

Kaczmarek Urszula Piesiak Dagmara Woeniak Joanna, Crajezyiiska-Waszkiewice Agnieszka bod

Preemyslaw Pits Nigel B. Longbottom Christopher:Charakierysivka wladciwodei preewodnictwa
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elekirycenego powierzchni ze¢bowyeh metodg spekiroskopii impedacyjne) - badania wstepae,
Crasopismo Stomatologiczne, 2001, vol. 34, ar 9, 5. 559-564

]

Kaczmarek Urszula Piesiak Dagmara, Crajczviiska-Waszkiewice Agnieszka bod
Przemyslaw Pins Nigel Longbottom Christopher: Pordwnanie pomiardw przewodnictwa
elekirycenego zebdw metodg spektroskopii impedancyjnej w warunkach pokojowsych i
symulujgeych Srodowisko jamy ustnej, Czasopismo Stomatologiczne, 2002, vol. 55, nr 4, 5. 205-
210

Wodniak Joanna, Kacemarek Urszula Piesiak Dagmara:Diagnozowanie poczgikowyveh zmian
prochnicowych. Czedd 1. Metody oparte na zjawiskach optycenyveh, Twd) Magazvn Medyczny-
Forum Stomatologiczne, 2003, vol. 8, nr 4, 54, 56, 58-63

=]

Wodniak Joanna, Kacermarek Urszula Piesiak Dagmara:Diagnozowanie wezesnych zmian
prochnicowych. Czedd 2. Metody oparte na zjawiskach elekirycznych, Forum Stomatologiczne,
2004, vol 1, or 1. 31-34, 36

=]

Piesiak-Panczyszyn Dagmara, Kaczmarek Urszula, Wodniak Joanna:Wplyvw wyirawiania
powierzchni wezesnej 2miany prochnicowe) na proces jej leczenia 2 wivciem rddnyveh preparatiw
remineralizacyjnych - badania in vitro, Czasopismo Stomatologiczne, 2005, vol. 58, nr 9, 5. 620-
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