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Resumen

Introduccion: El laser Er:YAG fue aprobado para uso dental en 1997, diversos estudios han
reportado un incremento en la resistencia &cida del esmalte dental aunado a efectos
morfolégicos inducidos por la irradiacion con este tipo de laser. Sin embargo, existe escasa 0
nula informacion en relacion a los cambios quimicos asociados al incremento de esta resistencia
acida del esmalte, asi como de los cambios morfolégicos producidos por la disolucion acida en
la superficie irradiada. Objetivo: Evaluar in vitro los cambios quimicos asociados al incremento
de la acido resistencia del esmalte tratado con laser Er:YAG, asi como los cambios morfologicos
producidos por la disolucion &cida en el esmalte dental irradiado. Metodologia: 48 bloques de
esmalte divididos en 4 grupos (n=12): Gl o Control, Gl (100mJ-12.7mJ/cm?), GIII (200mJ-
25.5mJ/cm?), GIV (300mJ-38.2mJ/cm?). Irradiacion: laser Er:YAG (OPUS DUO™, Luminex,
Israel), A 2.94 pm, 10 Hz, distancia punta laser-superficie esmalte de 1 mm, sin irrigacion.
Procedimientos: Los cambios en los porcentajes atomicos (at.%) de C, P, Cl, Cay O y la
morfologia del esmalte se evaluaron en la misma area durante 3 fases (antes y después de la
irradiacion y después del proceso de disolucidn &cida) mediante Espectroscopia de Rayos X por
Dispersion de Energia (EDS) y Microscopia Electronica de Barrido (SEM). Para facilitar la
localizacién de la misma zona durante la secuencia de evaluaciones, se marc6 un punto de
referencia en las muestras. La resistencia a la disolucion &cida se evalué mediante
Espectrometria de Absorcion Atomica (AAS). Analisis estadistico: Se utilizd el paquete
estadistico SPSS 19 IBM (SPSS IBM, New York, NY, USA). Se aplicé la prueba Kolmogorov-
Smirnov para evaluar la distribucion de los datos. Las pruebas estadisticas de Friedman y
Wilcoxon, se emplearon para comparar los porcentajes atdbmicos de los diferentes elementos. Asi
mismao, se utilizaron las pruebas estadisticas de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney U, para evaluar
las diferencias entre grupos con respecto a las concentraciones de Ca liberadas en la solucion

acida. Todas las pruebas se realizaron a un nivel de significancia de p < 0.05. Resultados: La
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composicion quimica de los grupos irradiados mostro diferencias estadisticamente significativa
en todos los elementos analizados, a excepcién del cloro. Los grupos irradiados mostraron
reduccion estadisticamente significativa en la liberacion de calcio hacia la solucion acida. Se
presentaron cambios morfoldgicos producidos por la erosion acida del esmalte irradiado,
especialmente en las areas de los efectos no deseados inducidos por el laser. Conclusiones: Se
observaron cambios quimicos, asociados al incremento de la resistencia acida del esmalte tratado
con laser Er:YAG. Dichos cambios se caracterizaron por una disminucion en el at.% de C y un
incremento en el at.% de O, P, Ca, sin cambios en el at.% de Cl. También se observd un
incremento en el radio Ca/P después de la irradiacion, asociado a las densidades de energia mas
altas. Los cambios quimicos producidos por la disolucién &cida mostraron una tendencia similar
entre los grupos experimentales. Se observo una estabilidad o un incremento en el radio Ca/P
después de la disolucion acida en los grupos irradiados, con una disminucion del Ca liberado en
solucion. Se presentaron cambios morfoldgicos producidos por la disolucién &cida del esmalte
irradiado, especialmente en las areas de los efectos no deseados inducidos por el laser Er:YAG,

los cuales fueron de leves a severos.
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Summary

Background: The Er:YAG laser was approved for dental use in 1997. Several scientific reports
have shown an increased in the acid resistance of dental enamel after irradiation, as well, effects
on enamel morphology. However, there is lack of information regarding the chemical changes
associated with increased acid resistance of the enamel as well as the morphological changes
produced by the acid dissolution in the irradiated surface. Objective: To evaluate in vitro the
chemical changes associated to acid resistance of enamel treated with Er:YAG laser, as well as
the morphological changes produced by acid dissolution in Er:YAG laser irradiated dental
enamel. Materials and Methods: Forty eight enamel samples were divided into 4 groups
(n=12). GI the control group, received no treatment; Groups Il, 111 and IV were irradiated with
Er:-YAG at 100 mJ (12.7 J/cm?), 200 mJ (25.5 J/cm?), and 300 mJ (38.2 J/cm?), respectively.
Irradiation: Er:YAG laser system (Lumenis OPUS DUO™ Er:YAG + CO,, Yokneam, Israel), A
2.94 um, at 10 Hz, tip-sample distance was kept fixed at 1 mm, without water irrigation.
Procedures: Changes in the atomic percentages of C, P, Cl, Ca and O and enamel morphology
were evaluated in the same area during three phases (before and after irradiation and after the
acid dissolution) by Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDS) and Scanning Electron
Microscope (SEM). To facilitate the location of assessment area, a reference point was marked.
The acid resistance was evaluated using Atomic Absorption Spectrometry (AAS). Statistical
analysis: All data were analyzed using SPSS 19 IBM statistical package (SPSS IBM., New
York, NY, USA). The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess the data distribution. The
Friedman and Wilcoxon test were performed to compare the atomic percentages of the different
elements. The Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests were used to analyze the differences in
the Ca concentrations released into solution among the groups. All analysis with a significance
level of p< 0.05. Results: Significant differences in composition of irradiated groups, with the

exception of chlorine, were observed. There were also significant differences in the amount of
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calcium released from the enamel. Morphological changes produced by acid dissolution of
irradiated enamel were produced, specifically on laser induced undesired effects. Conclusions:
Chemical changes associated with an increase in acid resistance of enamel treated with Er:YAG
laser showed a clear after-irradiation pattern characterized by a decrease in C at.% and an
increase in O, P, Ca at.% and no changes in Cl at.%. An increased Ca/P ratio after Er:YAG laser
irradiation was associated with the use of higher laser energy densities. Chemical changes
produced by acid dissolution showed a similar trend among experimental groups. Stable or
increased Ca/P ratio after acid dissolution was observed in the irradiated groups, with reduction
of Ca released into the acid solution. The morphological changes produced were from mild to

severe, depending on the presence of after-irradiation undesired effects.
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1. Antecedentes
1.1. Principios del Laser
La luz es una importante fuente de energia para la mayoria de las formas de vida sobre la
tierra. En la antigiedad los griegos y los romanos usaban la luz solar para ayudar a la
recuperacion de diversas enfermedades. Los egipcios también usaban fototerapia para tratar

algunas enfermedades de la piel. *

La terapia con laser comenzd de manera empirica en los afios 60°s y desde entonces ha ido
adquiriendo credibilidad y seguidores a través del mundo. En las Gltimas dos décadas miles de
estudios han sido publicados en revistas cientificas, lo cual ha permitido su uso clinico basado
claro, en evidencia cientifica, lo que le ha abierto las puertas a la fototerapia en casi todas las

areas medicas, entre las que destacan: oftalmologia, dermatologia, ginecologia y cirugia general.

1,2

La fototerapia con laser (LPT, por sus siglas en inglés: Light Phototherapy), es una opcién
de tratamiento clinico que no provoca efectos térmicos sobre los tejidos y sus efectos bioldgicos
promueven un ligero incremento en la temperatura (no mayor a 1°C). La magnitud de los efectos
del laser depende de la reaccion de las células, del estado fisioldgico y/o la etapa clinica de
evolucion del padecimiento, previa a la irradiacion. Estudios cientificos han mostrado que el
mecanismo primario de la fototerapia con laser propicia la interaccién entre fotones y
moléculas en el tejido, mientras que el mecanismo secundario esta relacionado con el efecto de
inducir cambios quimicos en el tejido, estas reacciones generan en el tejido un efecto

analgésico y antiinflamatorio. *

El laser es un dispositivo que emite una luz: a) monocroma, b) concentrada c) coherente y d)
particularmente intensa. La pureza de color de la luz de un laser es varios 6rdenes de magnitud

superior a la de la luz monocromatica de cualquier otro origen, cualidad que la hace insustituible
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en campos como el de la espectroscopia y para el estudio de reacciones quimicas o de procesos
biolégicos. La longitud de onda de la luz que emite el laser esta constituida principalmente por
tres partes: una fuente de energia, un medio de emisidn de laser activo y dos 0 mas espejos que
conforman una cavidad 6ptica o resonador. *

El laser utiliza uno de los efectos de la mecénica cuantica —la emision inducida o estimulada
de particulas o radiacion- para generar un haz de luz coherente de un medio adecuado, con el
tamafio, la forma y la pureza que deseemos. La emision estimulada es el fendmeno por el cual
se genera la luz del laser, esta se explica de la siguiente manera: imagina que un atomo que esta
en estado de excitacién recibe un estimulo externo lo cual lo lleva a emitir fotones, en donde un
foton -que tiene cierto nivel de energia- transmite dicha energia de un atomo a otro generando
un segundo fotén el cudl se dice esta en fase —quiere decir que, se propaga en la misma
direccion. Este segundo foton pronto entra en contacto con otros dos atomos excitados, esta
interaccion da origen a otro par de fotones, viajando en la misma direccion y fase de excitacion.
Entre méas atomos se exciten mas fotones se generaran y este proceso puede continuar de manera
indefinida. Los fotones que son emitidos de esta manera por el atomo estimulado poseen fase,
energia y direccién similares a las del foton externo que les dio origen. Esta emision estimulada
es la raiz de muchas de las caracteristicas de la luz del laser, no sélo produce luz coherente y
monocroma sino, también, “amplifica” la emision de luz, ya que, por cada foton que incide sobre
un atomo excitado, se genera otro foton. *

En los laseres dentales, la luz del laser se libera del laser al tejido que es el “objetivo”, por
medio de un cable de fibra 6ptica. La longitud de onda y otras propiedades del laser estan
determinadas por la composicion del medio activo que tenga el laser, el cual puede ser gas, o
bien un semiconductor en estado sélido.

La energia de la luz producida por el laser puede tener cuatro diferentes interacciones con el

tejido: reflexion, transmision, dispersion y absorcion. Ver Figura 1. >°
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REFLEXION DISPERSION

TRANSMISION ABSORCION

Figura 1. Efecto de la irradiacién laser sobre los tejidos. En Stabholz et al.

Cuando la luz del laser es absorbida por el tejido, hay un incremento en la temperatura
generando efectos fotoquimicos, los cuéles van a depender del contenido de agua de los tejidos.
Cuando la temperatura alcanza los 100°C el agua de los tejidos se vaporiza y da lugar a un
proceso denominado ablacion. Estéa reportado en la literatura que a temperaturas menores a los
60°C, las proteinas presentes en el tejido comienzan a desnaturalizarse, sin que ocurra la
vaporizacion, mientras que a temperaturas superiores a 200°C, el tejido sufre deshidratacion

inclusive se quema resultando en un efecto indeseable de la irradiacion llamado carbonizacion. *

1.2. Partes Fundamentales del Laser
Los laseres en general consisten de un medio activo y una fuente de bombeo encerrada en
una cavidad Optica, la manera en la que funciona es la siguiente: La fuente de bombeo, bombea
el medio activo de su estado fundamental denominado estado inactivo a un estado de excitacion.
Muchos flashes de luz intensos o bien descargas de luz bombean el medio activo del laser y crea
una gran concentracién de atomos en estado excitado, de esta manera el laser trabaja

eficientemente. 8
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Las partes fundamentales de un laser son:
1. Medio amplificador o medio activo solido, liquido o gaseoso; el cual produce la emision

estimulada de luz (fuente de luz).

2. Cavidad resonante u dptica; en donde se coloca el medio amplificador o activo, esta
generalmente esta compuesta por dos 0 mas espejos (u otro tipo de dispositivo reflector),

enfrentados uno al otro.

3. Lampara de bombeo u otro dispositivo; la ldmpara de bombeo emite la luz inicial, la cual
es reflejada por los espejos y magnificada por el amplificador —la luz se direcciona una y
otra vez al amplificador , el cual incrementa la intensidad de la luz en los sucesivos
pasajes a que da lugar dicha reflexion. Asi la intensidad de la luz se hace
progresivamente mas grande y produce una concentracion de energia en dicha direccién:

el haz del laser emitido por el dispositivo. ®

1.3. Tipos de Léaseres (Modo)

1.3.1. Lé&seres pulsados

Estos emiten la luz en pulsos, en este caso uno de los espejos se fabrica de manera tal que
deja pasar parte de la luz incidente siendo esa fraccion de luz una via de salida del l&ser, por lo
gue la inversion de poblacién — cuando en un sistema predominan los atomos excitados, se logra
suministrando energia al sistema, proceso que se conoce como bombeo y se realiza mediante una
descarga eléctrica, una reacciéon quimica o absorcion de luz del medio activo en la cavidad
resonante se logra sélo por periodos cortos, pulsados. ®

1.3.2. L&seres continuos

Emiten la luz de manera continua. ® Por otro lado, la emisién del laser puede contener gas o

una barra de cristal solido. La version con gas de la emisién del laser se encuentra disponible en
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el area dental actualmente como: Laser Argon y Laser CO,. En los laseres de estado solido
generalmente se usa un granate de cristal hecho de itrio y aluminio y este tipo de sistemas se

conocen como laseres YAG. 8

1.4. Sistemas de laseres en odontologia

Los recientes avances en el desarrollo de los diversos sistemas de laseres, con un amplio
rango de longitudes de onda, han propiciado que investigadores evallen el posible uso de esta
tecnologia en el tratamiento dental, aungue es una realidad que adn existen clinicos escépticos,
gue no cuentan con un panorama claro de las caracteristicas y usos de los diferentes sistemas de
laseres que hay en el mercado. ®

Actualmente en el area odontoldgica, en general, existen dos escenarios, por un lado existen
los laseres para tejidos duros, como el Diéxido de carbono (CO,), Neodymium Yttrium
Aluminum Garnet (Nd:YAG) y por otro, el laser Er:-YAG el cual es considerado un laser
versétil, ya que ofrece ambas aplicaciones tanto para tejidos duros como blando, aunque con sus
limitaciones. % **

Otra caracteristica importante de los laseres es el coeficiente de absorcién [cm™] de agua, de
sus longitudes de onda, de acuerdo a la literatura los laseres tipo Erbium, especificamente el
laser Er:YAG (2,940 nm), posee el mejor coeficiente de absorcion de agua en comparacion con

otros tipos de laseres como el tipo Argén, Nd:YAG y CO,. Ver Figura 2.
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Figura 2. Espectro de absorcion de agua. En Aoki et al. **

La longitud de onda del laser Er:YAG, se encuentra cerca de la frontera de inicio-infrarrojo
y mitad-infrarrojo, una porcion de su espectro es invisible. La luz coherente de este laser con una
longitud de onda de 2,940 nm es altamente absorbida en agua. ** Teéricamente, la longitud de
onda del laser Er:YAG es 10 veces mayor que la del CO2 (longitud de onda de 10,600 nm) y

15,000-20,000 veces mayor que el laser Nd:YAG (longitud de onda de 1064 nm), ver Figura 3.
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Figura 3. Espectro electromagnético y longitud de onda de diferentes laseres. En Aoki et al.™*
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Esta reportado en la literatura que el esmalte y la dentina pueden removerse usando laseres
con longitudes de onda que sean fuertemente absorbidas por los componentes estructurales de
estos tejidos. En la banda de los rayos infrarrojos, esta absorcidn tan fuerte ocurre en las regiones
entre; 2-3 um y 9-11 um. Estas dos regiones son alcanzadas rapidamente por los sistemas de

laser como el Erbium [A=2.94 um] y el CO, (diéxido de carbono) [A=9.6 y 10.6 pm]. **

1.5. Historia del Laser

En 1917, Albert Einstein establecié la Fundacion para la invencién del Léser y su
predecesor, el “maser” (por teorizar que la amplificacion fotoeléctrica puede emitir una sola
frecuencia, o la emision estimulada). ® El término LASER es un acronimo de “Light
Amplification by the Stimulated Emission of Radiation”, fue introducido por primera vez al
publico en 1959, en un articulo publicado por un estudiante de la Universidad de Columbia,
llamado Gordon Gould. En 1960, el primer aparato de laser rubi fue creado por Theodor
Maiman. En 1961, se desarrollé un laser constituido por cristales de itrio-aluminio-granate,
tratado con 1-3% de neodimio (Nd-YAG). En 1962, se desarroll6 el laser tipo argdn, mientras
que el laser de rubi comenzaba a ser el primer laser de uso médico basicamente en el area de

oftalmologia con procedimientos como la correccion de lesiones retinales por coagulos. *®

La introduccién del laser de rubi al 4rea odontoldgica se le atribuye a Goldman et al. **en
1964 y Stern y Sognnaes *° y Schulte *’ Desde entonces, muchas longitudes de onda han sido

investigadas para su aplicacion en el area dental. *®

Una vez que esta tecnologia encontrd un propdsito en el area odontoldgica, en un principio
Unicamente con su aplicacion en tejidos duros, muchas longitudes de onda han sido investigadas
basicamente tratando de investigar su posible uso para el tratamiento contra la caries

(eliminacién de caries, preparacion de cavidades), basicamente en la preparacion de “tejido duro
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dental”, todo esto con el propoésito de sustituir el método convencional (pieza de mano), con esta
nueva tecnologia. #2*

También han sido objeto de estudio otros tipos de laseres, como el laser de pulso Nd:YAG,
desarrollado por Myers y Myers y aceptado por la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos (sus siglas en inglés FDA, Food and Drug Administration), en EU en 1989,
disefiado para su aplicacion en tejidos blandos, cirugia bucal, marcando el comienzo de la
fabricacién y aceptacion de laseres en el area de la odontologia. Este laser en particular tiene
muy poca interaccion con tejidos duros. *®

En 1988, Hibst et al. 2 en un trabajo pionero fueron los primeros en reportar el uso del laser
Er:YAG para ablacion del tejido duro dental. Paghdiwala ?* en 1989, prepar6 agujeros en esmalte
y dentina, con energia de baja densidad y sin irrigacion durante la irradiacion, observé que el
laser Er:YAG es capaz de ablacionar tejido duro dental. En 1989, Hibst y Keller, ** reportaron
remocion efectiva de esmalte y dentina con laser ER:YAG, inclusive reportaron profundidades y
didmetros de los agujeros hechos con el laser. Keller y Hibst, ?° en 1989, demostraron en dientes
extraidos que el esmalte y la dentina pueden ser removidos de manera efectiva con el minimo

dafio térmico a los tejidos adyacentes. En 1989 y 1991 Kayano et al., 2 ¥

sugirieron que el laser
Er:-YAG podia ser usado para preparacion de cavidades, demostrando su efectividad. Asi
mismo, Kumasaki M. *® en 1995, report6 también seguridad en la aplicacién del laser Er:YAG
para la eliminacion de caries. En 1997, Cozean C., 29 también observo efectividad al ablacionar

tejido duro dental y sin afeccion del tejido pulpar. En 1997, Ishikawa I. *°

reporté eficacia en la
preparacion de cavidades, ademas observd bajo microscopia electrénica de barrido (SEM),
remocion efectiva de dentina cariada, sefialando que no existié ninguna zona de tejido residual
(con caries) en la zona irradiada. También en 1997, Pelagalli J. * evalué efectividad y seguridad,

demostrando mediante SEM, que la morfologia de la superficie y la habilidad de remover caries

no mostré diferencias entre las muestras tratadas con laser Er:Y AG y las muestras tratadas con el
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método convencional (pieza de mano). Existen reportes en relacion al primer sistema de laser
Er:-YAG (Kavo Key Laser, Kaltenbach and Voigt GmbH & Co., Biberach/Riss, Germany), el
cual fue introducido al mercado médico en Alemania en 1992 y aceptado por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (sus siglas en inglés FDA, Federal Drugs Administration), en los
Estados Unidos hasta 1997, aprobado exclusivamente para remocion de caries, preparacién de
cavidades y grabado del esmalte. Aoki A., *en1998, publicé que el laser Er:YAG era efectivo y

seguro para la remocién de caries, con dafios térmicos minimos al tejido dental

adyacente.

1.6. Laser Er:YAG

El primer laser Er:YAG con una longitud de onda de 2.94um principalmente mostraba
cierta habilidad en la preparacion de cavidades Clase I, Il, Ill, IV y V, asi que jugaba cierto rol
en la odontologia restaurativa.® ** %

El laser Er:YAG es uno de los diversos laseres que existen en la actualidad en el area
odontolégica, este laser ha sido estudiado en los Gltimos 35 afios. *° A mediados de los 1990's
las investigaciones acerca de este laser se enfocaban en la seguridad y eficacia de su aplicacion
sobre tejidos duros, basicamente en la preparacion de cavidades.”>?" %%

La longitud de onda mas estudiada que emite el laser Erbium:YAG (Er:YAG), es de
2.94um o 2940nm., ® la energia que genera esta longitud de onda es altamente absorbida tanto
por el agua como por la hidroxiapatita, ambos componentes estructurales del diente, dando como
resultado una remocion altamente eficiente del esmalte dental con el minimo dafio térmico en
comparacién con otros sistemas de laser como CO? Nd:YAG, entre otros.2* 2 37.39.40

A diferencia de otros sistemas de laseres, el laser Er:YAG es considerado un laser

sumamente versatil ya que su aplicacion es tanto para tejidos duros como para tejido blando,
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dentro de sus ventajas podemos enumerar, que no genera carbonizacion del tejido irradiado, es
muy facil de manipular, es una opcién para el tratamiento de eliminacién de caries, se ha
reportado que posee un efecto esterilizante, tiene la virtud de generar una incisién suave cuando
es utilizado para cirugia bucal, aunque dentro de la incursion de este laser dentro de la
subespecialidad de cirugia bucal, su principal desventaja radica en que posee una baja accion
hemostatica.

Diversos autores han coincidido en sus hallazgos, con respecto al uso del laser Er:YAG con
fines de eliminacién de caries y preparacion de cavidades, en los que coinciden en que este tipo
de laser provee de una ablacion precisa del esmalte y dentina cariados, sin causar dafio térmico a
la pulpa dental. *®

Dentro de las potenciales aplicaciones del laser Er:YAG, también se encuentra reportado en
la literatura que la irradiacion con este tipo de laser tiene un efecto bactericida, por lo que, otras
aplicaciones clinicas del laser Er:YAG en el &rea dental son: desinfeccion de canales
endoddncicos y recientemente, su uso como una alternativa de la pieza de mano para remocion
de hueso en el area de cirugia oral y maxilofacial. Ademas, recientes investigaciones han
centrado el uso de distintas longitudes de onda, de los laseres dentales de tipo erbium, en el area
de Periodoncia, incluyendo la remocién de célculo dental. & 8 4149

Extensos estudios que realiz6 la FDA (estudios clinicos en humanos), complementados con
hallazgos radiogréaficos, clinicos, histologicos, asi como de coeficiente de penetracién del laser
Er:-YAG (2.94um) sobre, basicamente esmalte y dentina, mostraron que este tipo de laser posee
las siguientes caracteristicas: *®

» No se compromete la vitalidad de la pulpa

» La estructura del diente parece similar en los grupos irradiados y el control, la

morfologia de la superficie sin cambios, excepto en el sitio de irradiacion.
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= Este laser es eficaz para ser usado en el tratamiento dental estdndar: preparacién de
cavidades y grabado acido del esmalte.

= Este laser puede remover caries completamente y de manera eficiente.

» La calidad de la preparacion de una cavidad (antes de la restauracion) realizada con este
tipo de laser es equivalente a la calidad obtenida con el uso de la pieza de mano:
evaluaciones a simple vista y utilizando Microscopia electrénica de barrido (SEM),
muestran paredes bien definidas de las cavidades, estudios de penetracion de tincion,

muestran sellado entre los materiales de restauracion y la estructura dental. *®

Basicamente en los ultimos afios dos longitudes de onda han sido desarrolladas para su uso
clinico sobre tejido duro dental. Estas incluyen el laser Er:-YAG (2.94um) y el laser Er,
Cr:YSGG (sus componentes en inglés: erbium, chromium:yttrium-scandium-gallium-garnet) con
una longitud de onda de 2.78um, ambos laseres cuentan con propiedades similares, segun
algunos investigadores.>*

Estas dos longitudes de onda (Er:YAG y Er, Cr:YSGG) dominaron el mercado de

laseres para tejido duro, seguin se establecié en el afio 2004. '8

1.7.Interaccion del Laser Er:YAG con el Esmalte y Dentina

El esmalte dental esta compuesto por 85% del volumen de carbonato de hidroxiapatita, 12%
agua y 3% proteina y lipidos. ** Los cristales de hidroxiapatita Cas (PO4);OH, componen la
estructura bésica de la matriz mineral, tanto del esmalte como de la dentina. **

La biofisica (efectos biolégicos) que genera la luz del laser cuando entra en contacto con
estos tejidos dentales, presenta muchos factores a considerar. Entre estos factores se encuentran

la longitud de onda del laser, la densidad de energia, el tiempo de irradiacion, asi como, las
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propiedades con las que cuenta el tejido que esta interactuando con la luz del laser (absorcién,
transmision, dispersion y reflexion de la energfa del laser). *8

La aplicacién del laser en el tejido duro dental da lugar a interacciones complejas entre la
luz del laser y los componentes biolégicos de este tejido. * La longitud de onda del
erbium:yttrium-aluminum-garnet (Er: YAG) de 2.940 um, coincide con el pico principal de
absorcion del agua y es bien absorbida por los grupos hidroxilo y la hidroxiapatita presentes en
la estructura dental, esto da como resultado una interaccion optima con los tejidos bioldgicos del

diente, incluyendo al esmalte y la dentina. °

Por otro lado, cuando la luz del laser entra en contacto con el tejido dental, la energia del
laser se convierte en calor, induciendo un incremento en la temperatura sobre la superficie del
diente, generando a su vez, cambios morfoldgicos y quimicos. La magnitud de estos cambios va
a depender sobre todo de los parametros de irradiacion previamente mencionados y del tipo de

laser (modo continuo o pulsado), entre otros. °" °*

Precisamente, estos hallazgos enumeran las
virtudes y desventajas de esta nueva tecnologia, en primera instancia, las alteraciones
morfol6gicas reportadas en la literatura son diversas y coincidentes entre los diferentes

autores.>*¥

Desde un principio en un intento por evaluar la efectividad del laser de rubi para la
preparacion de tejido duro dental, en los resultados se observo la formacion de crateres y
derretimiento (melting), de la dentina cuando se trataban areas de caries profundas. *°

En 1989, Paghdiwala ? estudid la habilidad de la longitud de onda del laser Er:YAG para
ablacionar tejido duro dental, por primera vez este laser fue utilizado para hacer preparaciones
(hoyos), sobre esmalte y dentina utilizando bajas energias y bajo ciertas condiciones de
irradiacion entre las que destaca, que durante la irradiacion de las muestras no se utilizé ningun

tipo de irrigacion, dentro de los hallazgos se observd, que no se genero el tipico calentamiento el
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cual induce microfracturas y en algunas muestras se observé carbonizacién (charring) y en otras
no. También se observd que la temperatura de la cavidad pulpar increment6 hasta alcanzar un
promedio de 4.3°C, el cual se ubica dentro del margen de seguridad para la pulpa dental.

Existen estudios en los gue se ha observado bajo microscopia electrénica de barrido (SEM),
los efectos del laser Er:YAG sobre la superficie del esmalte, los cuales pueden considerarse
como adversos, ya que muestran derretimiento y recristalizacion del tejido, superficies rugosas,
exposicion de los prismas del esmalte, microfracturas, formacion de fisuras y diversos tamafios
de créteres como resultado del uso de diferentes densidades de energia. Ver Figura 4. °°®
Apel et al., ® reportaron superficies de esmalte cubiertas con finas fisuras después de la

iradiacion con Er:YAG (A= 2.94 um, ®= 6 J/cm?), la profundidad de las fisuras fue de

aproximadamente 100 um.

Ao

BES 2CkV WD11mm 8850 10Pa x400

Figura 4. Micrografia mostrando formacion de crater en la superficie dental irradiada con laser
Er:YAG a 100mJ, 12.7J/cm?. Fuente Directa.

Es importante resaltar que la principal utilidad del laser Er:YAG, se enfoca en su posible
uso para cortar tejido duro dental, desde sus inicios (1964) al area odontoldgica, su uso se ha
venido investigando para la preparacion de cavidades y es asi como diversas investigaciones

sustentan su efectividad para cortar y ablacionar el tejido duro dental con eficiencia, 2* 3" %58
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Este gran potencial de ablacion de tejidos duros que posee el laser Er:YAG debe estar

relacionado con adecuados parametros de irradiacion, que permitan un uso seguro y efectivo. *

Hibs y Keller,  y Sasaki et al.,”® explicaron el mecanismo de ablacion del tejido duro a
través de la teoria de micro-explosiones, ver Figura 5. De acuerdo con esta teoria la energia del
laser es absorbida de manera selectiva por el agua y otros componentes organicos hidratados, la
presion del vapor que se genera en la superficie del esmalte comienza la ruptura de la substancia
inorgénica antes de llegar al punto de fusion o derretimiento y aunque los efectos del laser
Er-YAG no se encuentran explicados por completo, en cuanto a sus efectos térmicos,
especificamente el dafio en el tejido pulpar por el aumento de temperatura durante la irradiacion,
es minimo a comparacion del generado por otros sistemas de laseres como son el CO, y

Nd:YAG. & ™

Figurab. Micrografia mostrando pérdida de tejido (ablacién), en la superficie del esmalte dental irradiado
con laser ER:YAG a 200mJ, 25.5)/cm?. Fuente Directa.

De manera paralela, en muchos estudios se hizo evidente, que a menos que el dafio
estructural causado en el esmalte y la dentina, junto con el aumento no deseado en la

temperatura pulpar, no fueran reducidos, el l&ser no se convertiria en un sustituto de la pieza de
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mano de alta velocidad en la preparacion y tratamiento de los dientes. ">”* Aunque, dentro de sus
ventajas se encontraran la disminucion o eliminacion de las vibraciones, el ruido, asi como
inconformidades de muchos pacientes que generalmente se asocian al uso de la pieza de mano
(método convencional utilizado para la preparacién de tejido dental y eliminacion de caries),
también, permite la reduccion del uso de anestesia local para muchos procedimientos, por ser
menos invasivo Yy esta caracteristica lo hace muy atractivo para pacientes con fobia a las agujas,
inclusive para su uso en nifios. &7

Al mismo tiempo y conforme se investigaba el uso del laser Er:YAG para fines de
operatoria dental y en base a los resultados de previas investigaciones y como un efecto
secundario se observo, que el laser Er:YAG, generaba resistencia a la dilucion &cida en las
zonas adyacentes a las ablacionadas, por lo que, en la actualidad, el enfoque preventivo del laser
es el punto de interés de investigadores. Es por ello, que las investigaciones se han encaminado
al estudio del empleo de diferentes tipos de laseres con sus respectivas longitudes de onda para
la prevencion de la caries dental. "

En estudios realizados para establecer el grado de retencion de cavidades preparadas en
esmalte con el laser Er:YAG, usando parametros ablativos, las superficies observadas revelaron
patrones irregulares y microretentivos, fusion en algunas areas con alcance variable, en la zona
del esmalte se observd derretimiento y recristalizacion del tejido, lo cual disminuyé la
permeabilidad del esmalte y aumenté su acido resistencia.

Otros estudios indican que después de irradiar las superficies de los dientes con laser
Er:-YAG, el esmalte incrementd su resistencia, induciendo cierto grado de inhibicion en el

proceso de desmineralizacién por modificacion de la composicién quimica de su superficie. ° "

81

Existen teorias que tratan de explicar el fendmeno en que se da dicho efecto preventivo, la

teoria méas aceptada en cuanto al mecanismo de accidn por el cual la irradiacién del laser mejora
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la resistencia &cida del esmalte es la reduccién del carbono, esto pasa cuando la superficie del
esmalte se calienta y la temperatura oscila entre los 100 — 400°C # Una vez que el haz del laser
interactla con el tejido, genera calor y la temperatura aumenta, cuando esta se encuentra entre
los 300 y 400°C, se manifiesta en la superficie del esmalte remineralizacion del tejido y una
minima solubilidad, observandose una menor profundidad en las lesiones cariosas en muestras
sometidas a un proceso de desmineralizacion (caries artificial). >

Cuando la temperatura de la superficie aumenta entre 100 y 650°C los principales cambios
quimicos que ocurren en el diente son: el componente COs; (trioxido de carbono), en la posicion
del fosfato disminuye y los iones de fosfato acido se condensan para formar iones de pirofosfato.

De 650 — 1, 100°C ocurre una recristalizacién térmica, el tamafio del cristal crece, el
pirofosfato reacciona con la apatita para formar PO, (fosfato, sal de acido fosférico, a altas
temperaturas los fosfatos se condensan y forman pirofosfatos) a lo largo de la formacion de -
TCP.

En temperaturas mayores a 1,100°C, el principal cambio es que el B-TCP se convierte en a-
TCP. Cuando la temperatura alcanza 1,430°C, el a-TCP cambia a un polimorfo de alta
temperatura. Los fosfatos tricélcicos (o y B) son potencialmente solubles en un medio ambiente
4cido. >+

La teoria del bloqueo organico, establece una modificacion de la matriz orgéanica del
esmalte, esta alteracion induce el mecanismo de prevencion de caries por el laser. &

Otra explicacion de esta teoria es que, como también se ha observado que en las muestras
irradiadas con laser Er:YAG la superficie del esmalte se altera morfoldgicamente, los cristales
del esmalte reducen la permeabilidad de iones, por lo tanto se ha llegado a la conclusién de que
la cristalinidad de los prismas del esmalte mejora después de su irradiacion con laser, volviendo

al esmalte resistente a la disolucién acida. ¢ -8
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También, la disminucién en el contenido de carbonato y formacion de pirofosfato,
descomposicion de las proteinas que se observan en el esmalte irradiado con laser
Er:YAG, resultan en bloqueos orgéanicos para las vias de difusion durante el proceso de

caries. '

1.8.Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Espectroscopia de Rayos X por

Dispersion de Energia (EDS 6 XEDS)

El microscopio electrénico tuvo sus origenes en 1928, la idea de desarrollarlo surgi6 de la
inquietud de proveerle a una imagen u objeto una resolucibn mucho mejor que la que
proporcionaba el microscopio 6ptico. ® También, existen reportes que en los afios 1960-1980s el
desarrollo de una resolucién mayor permitia obtener imagenes directas de estructuras mas
profundas (tipo entramado) con una resolucién de ~0.2nm, convirtiéndose en una herramienta
clave en el estudio de las estructuras de los materiales modernos. -’

El microscopio electrénico de barrido (SEM), tiene una técnica que muestra la imagen de la
superficie analizada con alta resolucion, es un instrumento capaz de reproducir imagenes de las
superficies de especimenes bioldgicos, con excelente resolucién y contraste.®

Un microscopio electrénico de barrido (SEM), de ultra- alto vacio (siglas en inglés:UHV;
ultra- high -vacuum), con una pistola de emision de campo (siglas en inglés: FEG; field emission
gun), funciona a energias (donde los electrones son la principal fuente) a partir de 100 eV
(electrovoltio) a 30 keV (kiloelectrovoltio). ElI SEM, puede formar imagenes que contienen
informacion de: composicion quimica de la superficie, estado de enlace quimico, o bien, a lo que
se le llama: estructura electrénica y morfologia de la superficie en una resolucién microscopica

de varios cientos de angstroms (A), usando diferentes técnicas como: microscopia electrénica

de barrido de Auger (efecto Auger, llamado asi por quien lo descubri6, Pierre Auger en 1920 y
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se refiere a electrones energéticos emitidos desde un atomo excitado después de una serie de
eventos de relajacién internos), microscopia electrénica de barrido de energia perdida y
microscopia de difraccion de electrones de barrido de baja-energia (LEED, por sus siglas en
inglés), entre otros. *

Al mismo tiempo se comenzaron a desarrollar otras técnicas analiticas, como la
Espectroscopia de Rayos X por Dispersién de Energia (EDS), la cual es una herramienta
analitica de gran alcance, ya que muestra la composicion quimica de los materiales. ** Por medio
de esta herramienta se pueden analizar los elementos quimicos en los materiales y conocer la
composicion quimica del objeto/material analizado. ® El “mapeo” es un procedimiento esencial

para la caracterizacion a nano-escala de las propiedades quimicas, como las interfaces y

precipitados/particulas incrustadas en los materiales. %
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2. Planteamiento del Problema

Las enfermedades de la cavidad bucal deterioran la calidad de vida, causan
incomodidad, dolor, asi como limitaciones funcionales y tienen un impacto negativo en la salud
en general. *

La caries dental fue documentada en la primera y tercera Encuestas Nacionales de Salud
y Examinacion en Nutricion en los Estados Unidos como la enfermedad bucal crénica més
comUn y con mayor prevalencia en la infancia y la adolescencia. %

En México, representa el problema de salud bucal nimero uno, ya que el 98% de los
mexicanos padece esta enfermedad bucal: nifios y adolescentes. Su prevalencia oscila entre 70 y
85% en la denticion secundaria a la edad de 12 afios.

El principal elemento utilizado para la prevencion de caries es el fluoruro, este elemento
provee de un tratamiento efectivo contra la prevencion de caries, ya que inhibe la
desmineralizacién y promueve la remineralizacion del esmalte, ®® ademas reduce la actividad
metabélica de las bacterias. %

Este agente ha sido adicionado a diversos productos como dentifricos, enjuagues
bucales, geles de uso odontolégico profesional, agua de consumo y sal de mesa.’® ' En
México, principalmente se utilizan las pastas dentales adicionadas con fluor. EI programa de
fluoracién de la sal se ha venido implementando por mas de la mitad del siglo en Europa y méas
recientemente en América Latina. % ' Especificamente, en México el Programa Nacional de
Fluoracion de la Sal de mesa (PNFS), se establecié en 1993.

Recientemente, con la introduccion de nuevas tecnologias, como lo son terapias
remineralizantes y el nuevo enfoque conservador en el &rea de la odontologia restaurativa, el
principal interés de investigadores y clinicos ha sido utilizar herramientas de deteccion y

monitoreo oportuno de caries, como lo son los laseres de fluorescencia (por sus siglas en ingles

QLF; Quantitative ligth-induced fluorescence). *** A medida que incrementa el entendimiento
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de clinicos por los procesos de prevencion primaria y secundaria, la deteccion oportuna de
lesiones de caries incipientes y la manera efectiva de combatirlas, asi como implementar el uso
de nuevas tecnologias entre las que destacan actualmente el tratamiento con laser (sistemas
como el laser Er:YAG), para la prevencion de caries, sobretodo en grupos de poblacion
vulnerables es la meta de investigadores y clinicos.

Los laseres dentales han demostrado tener un efecto preventivo contra la caries dental,

109

ya que inhiben la desmineralizacion del esmalte y disminuyen la permeabilidad del esmalte.

106

Por otro lado, algunos estudios que han intentado determinar los efectos preventivos del
laser Er:YAG, han mostrado que, el fenébmeno que potencializa la resistencia del esmalte a la
disolucion &cida, asi como las densidades de energia 6ptimas, son aun puntos de controversia y
debate entre los grupos de investigadores.

Asi mismo, ademéas de los cambios quimicos que genera el laser Er:YAG sobre la
superficie del esmalte posterior a la irradiacion, se ha reportado la presencia de cambios
morfoldgicos, los cuales podrian considerarse como efectos adversos, como lo son la formacion
de créateres y fisuras, los cuales pudieran ser sitios susceptibles para el acumulo de bacterias y el
desarrollo de lesiones cariosas.

Es asi como, el presente trabajo de investigacion in vitro, pretende responder a la
siguiente pregunta:

1. ¢Cudles son los cambios quimicos y morfol6gicos asociados a la disolucion acida del

esmalte irradiado con laser Er:YAG?
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3. Hipotesis:

Existiran cambios quimicos especificos en el at.% de C, O, P, Ca y Cl y aumento de la
relacion Ca/P en la superficie del esmalte dental irradiado con laser Er:YAG, asociados a un
incremento de su resistencia a la disolucion &cida.

Los cambios morfoldgicos en la superficie del esmalte dental irradiada con laser Er:YAG
estaran asociados a la densidad de energia utilizada.

Hipatesis nula

No existirdn cambios quimicos especificos en el at.% de C, O, P, Ca 'y Cl y aumento de la
relacion Ca/P en la superficie del esmalte dental irradiado con laser Er:YAG, asociados a un
incremento de su resistencia a la disolucién acida.

Los cambios morfolégicos en la superficie del esmalte dental irradiada con laser Er:YAG no
estaran asociados a la densidad de energia utilizada.

Hipotesis alterna

Existiran cambios quimicos especificos en el at.% de C, O, P, Ca y Cl, sin aumento de la
relacion Ca/P en la superficie del esmalte dental irradiado con laser Er:YAG, asociados a un
incremento de su resistencia a la disolucién &cida.

Los cambios morfol6gicos tales como crateres, fisuras, fusion y recristalizacién sobre la
superficie del esmalte irradiada con laser Er:-YAG, seran mas evidentes a mayores densidades

de energia.
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3. Objetivos General:
Evaluar in vitro los cambios quimicos y morfol6gicos asociados a la disolucién acida del

esmalte dental humano irradiado con laser Er:YAG.

3.1. Objetivos Especificos:
e Analizar en Microscopia Electrénica de Barrido, SEM y Espectroscopia de Rayos X por

Dispersion de Energia, EDS la superficie del esmalte previo a cualquier tratamiento.

e Evaluar la secuencia de cambios quimicos del esmalte dental irradiado con laser

Er:YAG y sometido a un proceso de disolucién acida.

e Establecer los cambios en el porcentaje atémico (at.%) de C, O, P, Ca y Cl durante las

diferentes fases del estudio.

e Calcular el radio Ca/P, durante las diferentes fases del estudio.

e Determinar la concentracion de Ca liberada por el esmalte dental irradiado hacia la

solucidn &cida, por medio de Espectroscopia de Absorcién Atomica, AAS.

e Evaluar los cambios morfol6gicos sobre la superficie del esmalte dental irradiado con

laser Er:YAG y sometido a un proceso de disolucion acida.

e Comparar los cambios quimicos y morfolégicos entre los grupos experimentales durante
las diferentes fases del estudio: antes - irradiacion, después - irradiacion y después -

disolucién acida.
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4. Justificacion

Los laseres dentales han sido probados con el objeto de mejorar las caracteristicas quimicas
y morfoldgicas del esmalte dental y aumentar su resistencia a la desmineralizacion.'® El laser

0. 61 64 Esta nueva

Er:-YAG ha mostrado proporcionar al esmalte cierto efecto preventivo. °
tecnologia tiene cualidades que ofrecen la posibilidad de convertirse en una promesa de
tratamiento efectivo en la lucha contra la caries dental, superando a los métodos tradicionales.

La caries dental sigue siendo un problema de salud oral prevalente en la mayoria de los
paises industrializados afectando entre el 60 y 90% de la poblacion escolar y a la mayoria de los
adultos. %

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), espera que la incidencia de caries dental
aumente en muchos paises en vias de desarrollo, particularmente como resultado de un consumo

198 En México

cada vez mayor de azlcares y a la exposicion inadecuada a los fluoruros.
considerado un pais en vias de desarrollo dependiendo las zonas esta incidencia oscila entre un
89% de la poblacion.’® Por lo que la caries dental est4 catalogada como el problema de salud
bucal niamero uno, por encima de las parodontopatias, cancer bucal y maloclusiones dentales. Es
por ello, que la realizacién de estudios tanto in vitro como clinicos, proporcionen informacion
suficiente que nos permitan entender a profundidad las cualidades en cuanto a ventajas y
desventajas que ofrece esta nueva tecnologia, dar a conocer resultados que revelen las
caracteristicas morfoldgicas y quimicas de la superficie del esmalte dental irradiado proveera de
informacion valiosa que nos ayudara a determinar si el laser Er:YAG utilizado a determinadas
densidades de energia puede convertirse en el método de prevencion de caries nimero uno en el
mundo.

El uso de los diferentes tipos de laseres en la Odontologia han sido ampliamente estudiados,

desde que se sugirid por primera vez el uso de laser de rubi con fines dentales. ™ El laser
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Er:YAG ha demostrado ser un laser versatil, ya que puede ser usado, tanto para tejidos duros
como para tejidos blandos. & 75110

Es por ello que evaluar in vitro los cambios quimicos producidos en la superficie del esmalte
dental subsecuente a su irradiacion con laser Er:YAG, nos permitird ampliar el conocimiento que

en la actualidad se conocen al respecto y asi poder entender los efectos reales que este laser tiene

sobre el esmalte y como estos favorecen la resistencia acida del mismo.
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6. Material y Métodos:

6.1. Disefio de Estudio

Tipo de estudio

Estudio experimental, ver disefio en Figura 6.

Método de muestreo

Por conveniencia

Universo

Premolares extraidos por indicaciones ortodédncicas de Instituciones de Salud Bucal: Clinica de
Ortodoncia del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia (CIEAO), de la
Universidad Autonoma del Estado de México (UAEMEx), en la Clinica Odontol6gica Morelos
del Instituto de Seguridad Social del Estado de México y Municipios, (ISSEMYM) y Clinicas
privadas de atencion bucal, donde brindan servicio especializado de Ortodoncia, en la ciudad de
Toluca, Estado de México.

Tamafio de la muestra

En este estudio se incluyeron 24 premolares humanos extraidos por razones ortodéncicas, con
previo consentimiento informado (Anexo 1-A y 1-B), obteniéndose un total de 48 bloques de

esmalte de 2x5 mm.
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24 Premolares erupcionados libres
de caries

48 Bloques de esmalte (2 X 5 mm)

v v v v
Grupo | Grupo 11 Grupo 111 Grupo IV
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Control Experimental Experimental Experimental

v

(EDS) (Pre- irradiacion)

ler Andlisis Microscopio Electronico de Barrido (SEM) y Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia

2

v

v

Irradiacion, laser Er:YAG

100 mJ, 12.7 Jicm?

Irradiacion, laser Er:YAG

200 mJ, 25.5 Jicm?

Irradiacion, laser Er:YAG

300 mJ, 38.2 J/icm?

v

2

2

2do Analisis Microscopio Electronico de Barrido (SEM) y Espectroscopia de Rayos
X por Dispersion de Energia (EDS) (Post-irradiacién)

v

v

v

Disolucion acida

v

v

v

v

(EDS) (Post-disolucion)

3er Analisis Microscopio Electronico de Barrido (SEM) y Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia

v

v

v

v

Espectrometria de Absorcion Atomica.

Figura 6. Disefio experimental del estudio.
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6.2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion de la muestra

Criterios de inclusién

Premolares extraidos por indicaciones ortoddncicas, con Valores DIAGNOdent
(DIAGNOdent ® pen, Kavo Dental Excellence, Kaltenbach & Voigt GmbH, Bismarckring

39, D-88400 Biberach), entre 0 y 13, equivalente a diente sano.

Sin restauraciones.

Sin fracturas de esmalte ocasionadas durante la extraccion dentaria.
Sin descalcificaciones ni lesiones de mancha blanca.
Sin defectos de estructura y color en el esmalte de las superficies bucales.

Sin fluorosis dental.

Criterios de exclusion de la muestra

Toda muestra de aquel drgano dentario que no cumplié con los criterios de inclusion.

Criterios de eliminacién de la muestra

Fueron eliminados todos aquellos 6rganos dentarios que sufrieron deterioro durante la

obtencién y preparacion de la muestra.

6.3. Procedimientos
Recoleccion de la muestra

La recoleccion de la muestra se llevd a cabo en Instituciones de Salud Bucal: Clinica de
Ortodoncia del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia (CIEAO), de la
Universidad Autonoma del Estado de México (UAEMEx), en la Clinica Odontoldgica Morelos

del Instituto de Seguridad Social del Estado de México y Municipios, (ISSEMYM) y Clinicas
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privadas de atencion bucal, donde brindan servicio especializado de Ortodoncia, en la ciudad de
Toluca, Estado de México.

Almacenamiento de la muestra

Inmediatamente después de la extraccion, los premolares, fueron lavados con agua
deionizada, eliminando todos los restos de tejido blando con un mango y hoja de bisturi No. 12
(Huaiyin Medical Instruments Co., LTD. Huaiyin, Jiangsu, China).

Posteriormente se almacenaron en frascos estériles de polietileno, cada frasco con: 25ml de
solucion deionizada y cristales de timol al 0.2%, para conservar e inhibir el crecimiento
bacteriano en las muestras, fueron refrigerados a una temperatura de 4°C, hasta el inicio de la

fase experimental.

Cortes

En primera instancia cada premolar se dividid, de tal manera que se separé la corona de
la raiz, mediante un corte preciso en direccién transversal, siguiendo la union amelocementaria
(Cut-off Peq Grueso, Dentorium, New York, USA., Micromotor M2 Master, M25800011,
Drillco, Miami, USA.), bajo constante irrigacion de agua deionizada para evitar el calentamiento

de la muestra, ver Figura 7.

Figura 7. Division corona- raiz. Fuente Directa
Posteriormente la corona se fijé en una laminilla de vidrio (suplementos de laboratorio),

de uso en laboratorio de microscopia, con resina epdxica (Allied, Rancho Dominguez, CA,
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USA), de manera que la cara vestibular de la corona quedé orientada hacia la izquierda (viendo
la laminilla de frente) y la cara oclusal hacia arriba y se realizd el primer corte para eliminar la

cara lingual de la corona, ver Figura 8.

Figura 8. Fijado de la corona en la laminilla. Fuente directa

Los cortes se realizaron de manera sistematizada, utilizando un disco de diamante,

montado sobre una cortadora (South Bay Technology, Inc., USA), ver Figura 9.

Figura 9. Disco montado en cortadora. Fuente Directa.

Posteriormente la corona fue desmontada de la laminilla para cambiar su orientacidn,
ahora con la cara vestibular hacia arriba, como referencia la cara oclusal qued6 orientada hacia la

derecha del operador, ver Figura 10.

Figura 10. Orientacion corona. Fuente directa.
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Se realiz6 el segundo corte del diente para eliminar el tercio oclusal de la cara vestibular
de la corona, con el tercer corte se elimind el tercio cervical de la corona.

Nuevamente la muestra se desmonté de la laminilla de vidrio para cambiar su
orientacidn, esta vez dandole un giro de 90°, de tal manera que el cuarto corte permitié eliminar
lo correspondiente a una de las caras proximales de la corona, y el sexto corte eliminé la cara
proximal restante. De esta forma se obtuvo un bloque de 4 x 5 mm, el cual se dividié con un

corte final en dos partes iguales, cada uno con una superficie de 2 x 5 mm, ver Figuras 11y 12.

Figura 11. Bloque de esmalte antes de ser dividido para la obtencién de las muestras. Fuente directa.

— . @ — [F

/

Premolar

2 X 5mm

SBT °
B oo

Figura 12. Esquema simplificado para la obtencion de la muestra. Fuente Directa.
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Posteriormente, las muestras se lavaron durante 10 seg. con agua deionizada, sin
cepillarlas y se almacenaron en frascos estériles de polietileno, con 25 ml de solucién deionizada
y cristales de timol al 0.2% y un pH de 7, a una temperatura de 4°C, hasta comenzar la fase

experimental.

Grupos experimentales

Las 48 muestras obtenidas fueron divididas de manera aleatoria en 4 grupos (n=12): Gl
sin irradiacion o grupo control. Gll, Glll 'y GIV fueron irradiados con 3 diferentes densidades de

energia de 12.7, 25.5 y 38.2 J/cm?, respectivamente.

La distribucién de los grupos se muestra en la figura 1, correspondiente al disefio
experimental del estudio.
Tratamiento con laser
Para el tratamiento con laser se utiliz6 un sistema de laser Er:YAG (Lumenis OPUS
DUO™ Er:YAG + CO,, Israel), con una longitud de onda de 2.94 pm a10 Hz, con una duracién
de pulso de 250-450 psec, a modo de no- contacto, sin agua. La energia de irradiacion se calibrd
con el aditamento que para tal fin incluye el equipo, mientras que la energia liberada fue
evaluada periédicamente con un medidor de potencia (Lasermater-P, Coherent Co., Santa Clara,
CA, USA). Para el manejo de las muestras se utilizé una pinza para papel de articular de acero
inoxidable, con sus partes activas cubiertas con un protector de latex para evitar el reflejo de los

rayos laser. La irradiacion se realiz6 manualmente > ***

en una direccidn, la punta de zafiro se
coloco perpendicularmente a cada muestra, escaneando la superficie del esmalte. Cada muestra
fue irradiada una sola vez a una distancia punta-muestra de 1 mm. Una lamina de acero

inoxidable (23 mm x 5 mm x 0.5 mm) se colocé en la parte superior de la pieza de mano del

laser para conservar dicha distancia. Para corroborar que tanto en didmetro de salida de la punta
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de la punta de zafiro como el del haz del laser fueran iguales, se us6 una placa sensible al

infrarrojo (Lumitek International, Inc., USA).

Analisis de la Superficie del Esmalte con Microscopio Electrénico de Barrido (SEM, por sus

siglas en inglés)

Las 48 muestras (12 por grupo), se dejaron secar a temperatura ambiente y se colocaron
en un porta-muestras (platina de aluminio), fijandolas con cinta adhesiva de carbon (SPI
Supplies, USA), para su observacién en el SEM (JEOL, JSM-5300, Japan), durante las
diferentes etapas del experimento, considerando en cada analisis el punto de referencia marcado

previamente para este proposito.

Caracterizacién quimica de la muestra (EDS, por sus siglas en inglés)

Para determinar la composicién quimica de la superficie del esmalte dental, las muestras
de cada grupo se dejaron secar a temperatura ambiente, se fijaron en una platina de aluminio con
una cinta adhesiva de carbon (SPI Supplies, USA). Se determino el porcentaje atomico (at.%)

de carbono (C), oxigeno (O), fésforo (P), cloro (Cl) y calcio (Ca), mediante EDS.

Disolucién Acida

Previo a este procedimiento, el area no irradiada de cada una de las muestras se cubrio

con barniz &cido-resistente. Posteriormente, cada muestra fue sumergida en 2ml de solucion

112

desmineralizante (acido lactico 0.1M, pH 4.8) **“ y colocadas en una incubadora a 37°C y 100%

de humedad, durante 24 hrs. Ver figura 1
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Agua
deionizada
d
TN Por /
N 24 Hrs.
2ml
37°
ﬁ
[ /
/ Muestra
— Incubadora ,
~— VF=12ml
Ac. Lactico -

Figura 13. Diagrama de proceso de desmineralizacion Fuente Directa.

Después de la disolucidn acida, las muestras se enjuagaron con agua deionizada dentro
de los tubos de ensayo (hasta obtener un Ve de 12ml en cada tubo), con el propdésito de remover
los residuos de Ca de la superficie del esmalte, este procedimiento se realiz6 para poder obtener

la concentracion de Ca de las muestras mediante AAS.

Espectrometria de absorcion atomica (AAS, por sus siglas en inglés)

La solucion recolectada fue depositada en un matraz de 25 ml y los tubos de ensayo se
enjuagaron con agua deionizada, la cual se agregd al matraz de cada muestra, colocando 2.5 ml
de &cido nitrico 1-1 ultrapuro (Hach lote 26 EM, USA) y 2.5 ml de cloruro de potasio (Merck al

99.5 % lote K24252236, USA) como supresor de ionizacion. Cada matraz se sell6 (parafilm
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"M", USA) y se dejo reposar 21 horas y posteriormente se aford con 25 ml de agua deionizada,
sellandose nuevamente con parafilm para su posterior homogenizacion. Se procedié a la
calibracion del espectrometro (Varian SpectrAA, Australia), con soluciones patron certificadas,
partiendo de una de 1000 hasta llegar a las concentraciones deseadas.

Posteriormente se realizaron las lecturas de calcio, tomandose tres lecturas por cada
muestra, se obtuvo el promedio y se verificd con una muestra valorada de concentracion
conocida. El procedimiento se llevé a cabo en el Laboratorio de Quimica Ambiental de la

Facultad de Quimica de la UAEMEéxX.
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6.4. Variables de Estudio

Independientes

Densidades de energia utilizadas

Dependientes

Porcentaje Atdmico de C, O, P, Cly Ca, relacion Ca/P y morfologia.
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Variable Definicion Conceptual Definicion Operacional Tipo de Escala de Medicion Anélisis
variables Estadistico
Se refiere a la cantidad total Es la cantidad total de energia liberada por el laser Er:YAG, sobre un  Cualitativa GlI:12.7J/cm? NA
Densidad de | de energia por superficie de area especifica de la superficie del esmalte dental, sus unidades de Policotémica GlII:25.5)/cm?
energia drea que libera el laser medicion son: Jem?. GIV:38.2)/cm?
Er:YAG, sobre la muestra.

Carbono Elemento  quimico, su Elemento que forma parte de la estructura del esmalte, el cual fue Cuantitativa Razén Friedman,
simbolo es C y su nimero determinado por Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia continua at.% Wilcoxon
atémico es 6. (EDS).

Oxigeno Elemento  quimico, su Elemento que forma parte de la estructura del esmalte, el cual fue Cuantitativa Razén Friedman,
simbolo es O y su nimero determinado por Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia  continua at.% Wilcoxon
atémico es 8. (EDS).

Cloro Elemento  quimico, su Elemento que forma parte de la estructura del esmalte, el cual fue Cuantitativa Razdn Friedman,
simbolo es Cl y de nimero determinado por Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia continua at.% Wilcoxon
atémico 17. (EDS).

Calcio Elemento  quimico, su Elemento que forma parte de la estructura del esmalte, el cual fue Cuantitativa Razén Friedman,
simbolo es Ca y de nimero liberado a la solucion &cida y se determind a través de Espectrometria continua mg/L Wilcoxon;
atémico 20. de Absorcion Atdmica. Ademas el Ca remanente en la superficie at.% Kruskal Wallis,

también se evalud por Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Mann-Whitney U
Energia (EDS).

Relacién Cantidad de Ca y P (at.%), Resulta de dividir el at.% de Ca entre el at.% de P. Cuantitativa Razén Friedman,

Ca/P presente en la densidad del continua at.% Wilcoxon;
contenido  mineral  del Kruskal Wallis,
esmalte. Mann-Whitney U

Morfologia | Forma de la superficie del Apariencia de la superficie del area del esmalte determinada a través de  Cualitativa Normal NA

Microscopia Electronica de Barrido, (SEM). C
esmalte. Dicotomica

Caracteristicas morfologicas de la superficie del esmalte:
Presencia/Ausencia de prismas expuestos
Presencia/Ausencia de prismas obliterados.
Presencia/Ausencia de fracturas

Presencia/Ausencia de crateres

Presencia/Ausencia de fisuras

Presencia/Ausencia de fusion

Presencia/Ausencia de recristalizacion
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6.5. Implicaciones Bioéticas

Con lo que respecta a los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos y de acuerdo a
los principios de la declaracion de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial (48° Asamblea General
de octubre del 2000) y vertidos en el reglamente de la Ley General de Salud en Materia de

Investigacion, se contd con el conocimiento de los pacientes para la donacion de sus 6rganos dentarios.

De acuerdo al articulo 13, prevalecio el criterio de respeto a su dignidad y la proteccion de sus

derechos, asi como el bienestar de los pacientes que aceptaron donar sus drganos dentarios.

De acuerdo al articulo 16, que respecto a las investigaciones en seres humanos, se protegié la
privacidad del individuo sujeto de investigacion, identificandolo sélo cuando los resultados lo

requieran y éste lo autoriza.

Considerando que esta investigacion se encuentra en el esquema del Titulo Segundo, Capitulo 1,
articulo 17, inciso Il: Investigacion con riesgo minimo: Estudios prospectivos que emplean el riesgo de
datos a través de procedimientos comunes en examenes, dientes deciduales y dientes permanentes
extraidos por indicacion terapéutica, placa dental, cuyo datos seran vertidos en los formatos

especificos.

Por tratarse de una investigacion con riesgo minimo y de acuerdo al articulo 23 del Capitulo 11,
que menciona que en caso de investigaciones con riesgo minimo, la Comision de Etica, por razones
justificadas, podra autorizar que el consentimiento informado se obtenga sin formularse por escrito y
tratdindose de investigaciones sin riesgo, podrd dispensar al investigador la obtencion del

consentimiento informado.

En el presente trabajo se elabor6 el consentimiento informado de acuerdo al articulo 22 del
mismo capitulo que a la letra dice: "El consentimiento informado debera formularse por escrito y

debera reunir los siguientes requisitos:
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I. Sera elaborado por el investigador principal, indicando la informacidn sefialada en el articulo
anterior y de acuerdo a la norma técnica que emita la secretaria;

1. Sera revisado y en su caso aprobado por la Comision de Etica de la institucion de atencion a
la salud;

I11. Indicard los nombres y direcciones de dos testigos y la relacién que estos tengan con el
sujeto de investigacion;

IV. Debera ser firmado por dos testigos y por el sujeto de investigacion o su representante legal
en su caso. Si el sujeto de investigacion no supiere firmar, imprimira su huella digital y a su
nombre firmara otra persona que el designe;

V. Se extendera por duplicado quedando un ejemplar en poder del sujeto de investigacion o su
representante legal."

Mecanismo para la obtencion del consentimiento informado.

Durante las citas de rutina se obtuvo el consentimiento para la donacién de los érganos dentarios

que les fueron extraidos a los pacientes por razones terapéuticas (Anexo I-Ay I-B).

6.6. Recoleccién de Datos

Los resultados de las diferentes pruebas se integraron en hojas de control (Anexo I1-1V).

6.7. Andlisis Estadisticos

Los datos se analizaron en el paquete estadistico SPSS PSS 19 IBM (SPSS IBM., New York,
NY, USA). Se utilizé la prueba Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribucion de los datos.
Las pruebas estadisticas Friedman y Wilcoxon, se utilizaron para comparar los porcentajes
atémicos de los diferentes elementos, asi como, la relacion Ca/P.

Kruskal-Wallis 'y Mann-Whitney fueron empleadas para analizar las diferencias en la
concentracion de Ca liberada a la solucion acida. Todas las pruebas se realizaron a un nivel de

significancia de p <0.05.
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7.1.3. Resumen

Antecedentes: El laser Er:YAG produce cambios estructurales y morfologicos, ademas de un
incremento en la acido resistencia en el esmalte irradiado. El proposito de este estudio fue
evaluar los cambios quimicos asociados a la acido resistencia del esmalte tratado con laser Er:
YAG. Métodos: Cuarenta y ocho muestras de esmalte se dividieron en 4 grupos (n = 12). Gl (de
control); Grupos Il , 11l y IV fueron irradiados con el laser Er:-YAG a 100 mJ (12,7 J/cm?), 200
mJ (25,5 J/lcm?), y 300 mJ (38,2 J/cm?), respectivamente. Resultados: Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la composicion quimica de los grupos irradiados, con

excepcion de cloro. También existieron diferencias estadisticamente significativas en la
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concentracion de Ca liberado del esmalte. Conclusiones: Los cambios quimicos asociados a un
incremento en la acido resistencia del esmalte dental irradiado con laser Er:YAG, mostraron un
claro patrén después de la irradiacién, caracterizado por una disminucion en el at.% de C y un
incremento en el at.% de O,P y Ca, sin cambios en el at.% de Cl. Un incremento en el radio Ca/P
después de la irradiacion con laser Er:YAG, se asocio al uso de altas densidades de energia. Los
cambios quimicos producidos por la disolucién &cida mostraron una tendencia similar entre los
grupos experimentales. Se observo una estabilidad o un incremento en el radio Ca/P después de
la disolucién acida en los grupos irradiados, con reduccién del Ca liberado hacia la solucidn

acida.

7.1.4. Abstract

Background: An increase in the acid resistance of dental enamel, as well as morphological and
structural changes produced by Er:YAG laser irradiation have been reported. The aim of this
study was to evaluate the chemical changes associated to acid resistance of enamel treated with
Er:YAG laser. Methods: Forty-eight enamel samples were divided into 4 groups (n=12). Gl
(control); Groups 11, 111 and 1V were irradiated with Er:YAG at 100 mJ (12.7 J/cm?), 200 mJ
(25.5 J/em?), and 300 mJ (38.2 Jicm?®), respectively. Results: Significant differences in
composition of irradiated groups, with the exception of chlorine, were observed. There were also
significant differences in the amount of calcium released from the enamel. Conclusions:
Chemical changes associated with an increase in acid resistance of enamel treated with Er:YAG
laser showed a clear after-irradiation pattern characterized by a decrease in C at.% and an
increase in O, P, Ca at.% and no changes in Cl at.%. An increased Ca/P ratio after Er:YAG laser
irradiation was associated with the use of higher laser energy densities. Chemical changes

produced by acid dissolution showed a similar trend among experimental groups. Stable or
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increased Ca/P ratio after acid dissolution was observed in the irradiated groups, with reduction

of Ca released into the acid solution.

Key Words: Acid resistance, chemical changes, enamel, Er:YAG laser, EDS and AAS
Abbreviations and Acronyms: C= Carbon, O= Oxygen, P= Phosphorus, Cl= Chlorine, Ca=
Calcium, at.%= Atomic percentage, EDS= Energy dispersive spectroscopy, AAS= Atomic

absorption spectroscopy

7.1.5. Introduction

Enamel is the hardest mineralized biological tissue, 96% by weight and 90% by volume
is comprised of mineral in the form of crystallites of hydroxyapatite. The remaining non mineral
component of enamel is comprised of about 3 wt.% water (8 vol.%), as well as 1 wt.% organic
material (2 vol.%) [1].

At least 41 elements of the periodic table have been identified in the chemical
composition of the human dental enamel [2], however the Ca is the most abundant [3].

The surface of enamel is, perhaps, its most clinically significant region as it is here that dental
caries is initiated [1]. The use of different types of lasers for caries preventive purpose has been
studied ever since Stern and Sognnaes [4] first suggested the use of ruby laser irradiation.

In 1997, the Er:YAG laser was the first dental laser approved to be used for hard tissue
ablation by the U.S. Food and Drug Administration (FDA) [5]. It is a versatile, commercially
available dental laser used in both hard and soft tissues, with multiple applications [5-8].
Additionally, an early report suggested that enamel adjacent to the ablated area by Er:YAG laser
irradiation exhibited an increase in acid resistance [9]. It has been reported that caries preventive
effects induced by Er:YAG laser treatment have been shown to depend on the energy density of

the laser, the irradiation time, the focal distance, and the irrigation conditions [10-17].
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Recently, there has been a growing interest in the chemical changes that occur in enamel
after Er:-YAG laser irradiation. Several spectroscopic characterization techniques, including
Dispersive Spectroscopy (WDS) [18], X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) [19], X-Ray
spectroscopy (EDX) [20], Fourier-transform Raman and infrared spectroscopy (FT-Raman and
FTIR) [21-22] and energy- dispersive spectroscopy (EDS) [23] have been used to evaluate
changes in the inorganic component of tooth enamel, differences in the calcium/phosphorus
(Ca/P) ratio, changes in carbonate content, modifications in the organic material content and
weight percentages (wt%) of several elements in enamel [19-21, 23]. However, further studies
are required to clarify the action mechanisms of Er:YAG laser when enamel acid resistance is
achieved.

There are no previous reports that evaluate the chemical composition of human dental
enamel on the exact same area of the sample, before and after Er:Y AG laser irradiation, as well
as subsequent to acid dissolution. For this reason, the aim of the present study was to evaluate

the chemical changes associated to acid resistance of enamel treated with Er:YAG laser.

7.1.6. Materials and Methods

Tooth selection and sample preparation

The study protocol was reviewed and approved by the Research and Ethics Committee
at the Autonomous University of the State of Mexico. All subjects enrolled in this study signed
an informed consent form. Twenty four caries-free bicuspid teeth were extracted for
orthodontics reasons from patients aged 15-17 years, who reported no use of fluoride products,
other than fluoride toothpaste. Teeth with caries, restorations, cracks, and defects in the structure
or color of the enamel on the buccal surfaces or fluorosis were excluded. The teeth were stored
in a 0.2 (w/v) thymol solution at 4°C during one month until the experiment was performed.

Enamel fluorescence was evaluated with a DIAGNOdent pen (DIAGNOdent, KaVo, Biderach,
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Germany), and only teeth with sound enamel (values of 0-13, according to the manufacturer’s
specifications) were included in the study [24-25].

The crown of each tooth was removed using a diamond disc (BesQual, New York, USA)
mounted on a low-speed motor (Micromotor M2 Master, M25800011, Drillco Devices Ltd.,
Miami, FL, USA) under distilled water irrigation to prevent dehydration. The crown was fixed to
a glass slide with thermoplasticized epoxy resin (Allied High Tech Products, Rancho
Dominguez, CA, USA). Afterwards, a diamond wheel (South Bay Technology, Inc., San
Clemente, CA, USA) mounted on a cutter (South Bay Technology, Inc., USA) was used to
obtain the samples under constant irrigation. Each tooth was cut to obtain 2 blocks (2 x 5 mm)
from buccal surface. A reference point was made on the enamel with a # % round carbide bur
(S.S. White, Lakewood, New Jersey, USA) and a high-speed handpiece (W&H Dentalwerk,
Biirmoos, Austria), with continuous water spray. Finally, the samples were thoroughly washed
with distilled water and dried at room temperature prior to EDS evaluation. A total of forty-eight

samples were obtained (twelve samples per group) (Fig. 1).
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Erupted Bicuspid Teeth

43 Enamel Blocks (2 X 3 mm)

v ) v v
Group I Group II Group I Group IV
(n=12) (n=12) (n=12) (=12)
Control Expenmental Ezpertmental Expenimental
1#! Energy Dispersive Spectroscopy (EDS)  (Before-Inadiation)
v ¥ ¥
ErYAG Laser ErYAG laser ErYAG laser
Irradiation Irradiation Irradiation
100 mJ 200 mI 300 mJ
12.77/em? 2355 Jiem? 387 Iem?
¥ ¥
2% Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) (After-irradiation)
L ¥ L L
| Acid Dissolution ‘
¥ ¥ ¥ ¥
3¢ Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) (Post-acid dissolution)

¥ ¥ Y ¥

Atomic Absorption Spectrometry

Fig. 1. Experimental design.

Er:YAG laser irradiation

An Er:YAG laser system (Lumenis OPUS DUO™ Er:YAG +CO,, Yokneam, Israel) was
used to irradiate the samples. We used a fixed wavelength of 2.94 um, an energy pulse from 100
to 300 mJ (depending on the experimental groups), a pulse repetition rate of 10 Hz, a pulse
duration of 250-400 psec, and an exit sapphire tip with a diameter of 1.0 mm. The forty-eight
buccal enamel samples were divided into four groups (n=12). Group I, control (no laser
irradiation); Group 1, irradiated at 100 mJ (12.7 J/em?); Group IlI, irradiated at 200 mJ (25.5

Jlem®); Group IV, irradiated at 300 mJ (38.2 J/cm?). Energy levels were calibrated with the
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calipers included with the equipment, and the energy delivered was measured periodically with a
power meter (LaserMate-P, Coherent Co., Santa Clara, CA, USA).

Irradiation was performed manually from the reference point with a laser spot diameter of 1 mm
along the whole sample, in one direction such that the tip was scanned smoothly, perpendicular
to the enamel surface of the sample, and without water irrigation. Each sample was irradiated
once for 15 s while the tip-sample distance was kept fixed at 1 mm, using the focused laser
mode. A sheet of stainless steel (23 mm x 5 mm x 0.5 mm) was fixed to the top of the laser
handpiece to ensure the appropriate tip-sample distance. At this tip-sample distance, the exit tip
and laser beam had the same diameter, as confirmed by a laminated infrared sensor screen

(Lumitek International, Inc., ljamsville, MD).

Energy dispersive spectroscopy

After each SEM evaluation, the atomic percentages (at.%) of C, O, P, Cl, and Ca were
determined by energy dispersive X-ray spectroscopy (ThermoNoran Superdry, USA), in an area
of 310 x 210 pm.

Acid dissolution

Previous to this procedure, each surface of the sample was coated with an acid resistant varnish,
except the experimental area of interest. Subsequently, all samples were individually
demineralized in 2 ml of 0.1 M lactic acid, pH 4.8. The samples remained in the

demineralization solution for 24 h in an incubator at 37°C and 100% humidity.

Atomic absorption spectroscopy

After acid dissolution, samples were rinsed with deionized water into test tube to remove
Ca residues from the tooth surface. This procedure was followed in order to obtain the amount of
Ca released from the samples by atomic absorption spectrometry (Thermo Elemental Solaar,

Marietta, Ohio, USA).
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Statistical analyses

All data were analyzed using SPSS 19 IBM statistical package (SPSS IBM., New York,
NY, USA). The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess the data distribution at a
significance level of p <0.05. The Friedman and Wilcoxon test were performed to compare the
atomic percentages of the different elements, a significance level of p <0.05.

The Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests were used to analyze the differences in

the Ca concentrations released into solution among the groups.

7.1.7. Results

EDS evaluation

The at.% of C, O, P, Cl and Ca obtained by EDS for all groups are displayed in Table 1. There
were statistically significant differences in element composition according to experimental
stages in irradiated groups, with the exception of Cl which showed similar values in all groups.

The atomic Ca/P ratios showed significant increases in groups 111 and V.
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TABLE 1. Mean Values and Standard Deviations of Elements Atomic Percentages and the Ca/P Ratio on the Irradiated Enamel
Surface by Experimental Groups and Stages.

Element Average value and Standard Deviation
Group I: Control Group I1: 100mJ Group I11: 200mJ Group 1V: 300mJ
Untreated After-Acid Before- After- After-Acid Before - After - After -Acid Before - After - After -Acid
surface Dissolution Irradiation Irradiation Dissolution Irradiation Irradiation Dissolution Irradiation Irradiation Dissolution
Carbon C 8.04" 8.76" 9.31% 5.64° 14.34¢ 7.66" 0.52° 10.82" 20.81" 0.94° 11.26%
+6.36 *4.75 +5.10 +1.87 +7.76 +5.06 +1.80 +3.32 +9.15 +2.24 +6.05
Oxygen O 57.98" 58.09" 62.8" 64.5° 57.13% 66.19" 69.70° 62.98~ 53.65" 67.03° 59.35~
+5.05 +4.95 +5.82 +4.11 +7.29 +3.94 +1.52 +2.41 +5.32 +4.62 +6.23
Phosphorus P 12.91° 12.69" 11.56" 12.35° 11.93" 11.18" 12.14° 10.65" 10.27" 12.53° 11.02%
+1.98 +1.73 +1.25 +1.05 +4.00 +0.75 +0.54 +0.59 217 +1.29 +1.44
Chlorine Cl 0.41" 0.37" 0.31" 0.34" 0.32" 0.32" 0.30" 0.32" 0.27" 0.16" 0.26"
+0.08 +0.10 +0.05 +0.05 +0.09 +0.04 +0.15 +0.03 +0.07 +0.17 +0.13
Calcium Ca 20.67" 20.10" 16.02" 17.17° 16.24" 14.65" 17.34° 15.15" 15% 19.34° 18.10~
+6.19 +6.71 +2.65 +2.39 +5.64 +0.98 +1.11 +1.13 +4.09 +3.24 $2.79
Ca/P Ratio 1.60" 1.58" 1.38" 1.38" 1.36" 1.31"% 1.43° 1.42° 1.45" 1.54° 1.65°
+0.25 +0.33 +0.10 +0.08 +0.10 +0.02 +0.08 +0.07 +0.15 +0.12 +0.20

* Groups with different letters are significantly different (p < 0.05).
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AAS

All experimental groups showed significative lower amounts of Ca released from the enamel
upon acid dissolution compared with the control group, which showed the highest amount of

released Ca (Table 2).

TABLE 2. The Mean Values and Standard Deviations of Released
Calcium into Acid Solution by Group.

Group N Calcium (mg/L) SD
| 12 0.924 +0.47
Il 12 0.278 +0.15
" 12 0.14°¢ +0.03
\Y 12 0.17°¢ +0.08

Groups with different letters are significantly different (p < 0.05).

7.1.8. Discussion

Over the last decades, many studies have reported that lasers can improve the resistance
of human dental enamel to acid attacks [9, 11, 15, 17, 26]. In the present study, a lower amount
of Ca in the acidic solution of irradiated groups showed that enamel acid resistance was
increased under the experimental conditions employed. However, this expected effect was more

evident for groups Il and IV.

The chemical changes associated with increased acid resistance of human dental enamel
treated with Er:YAG laser were evaluated by EDS analysis. It is worth mentioning that no
reports in the current literature have established the concentration of various elements on the
same enamel area during consecutive experimental phases (before-irradiation, after-irradiation

and after-acid dissolution). Although the sequential EDS analysis for control group did not show
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statistically significant differences for at.% after acid dissolution process, this group showed the
highest values for released Ca in the acid solution, according to the atomic absorption
spectrometry results. Probably, this element was released from enamel subsurface, beyond the
sensibility of the EDS analysis.

In contrast to the control group, irradiated groups revealed statistically significant
differences for at.% of most of the elements analyzed during the experimental phases. Only CI
did not exhibit a significant change, likely because CI is found in minimal quantities in the
enamel as reported by Losee et al. [2], and minor changes in CI content are therefore not evident.
Consistent with the increased acid resistance shown by AAS, a significant reduction in the at.%
of C was observed after laser irradiation, probably resulting from a decrease in carbonate
content. Liu and Hsu [21] have suggested the reduction of carbonate and modification of organic
matter as mechanisms for dental caries prevention produced by Er:YAG laser irradiation.

Both O and P showed a significant increase in at.% after irradiation, probably by an
increase in content of pyrophosphates, associated with heating of tooth enamel [27]. A
significant increase in the at.% of Ca was also observed after irradiation, affecting the Ca/P ratio.
Contrary to that reported by Mine et al. [19] and de Andrade et al. [20], this ratio did not show a
decrease after Er:YAG laser irradiation. However, they did not examine the same enamel area
before and after irradiation. In our study, the Ca/P ratio was significantly increased especially
when higher energy densities were used, as in the case of groups Il and IV. This ratio remained
unchanged when a lower energy density was used (group I1). Nevertheless, additional studies are
recommended to evaluate the role of the energy density on the Ca/P ratio.

During the third phase of EDS analysis (after-acid dissolution), a similar trend was
shown in the chemical changes produced by the acid dissolution on experimental groups. It was
characterized by a decrease in the Ca, P and O at.%, as well as an increase of C at.% compared

with after-irradiation values.
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The chemical change after acid dissolution showed stable or increased atomic Ca/P ratio among
irradiated groups, which showed reduction of Ca released into the acid solution, according to
Cecchini et al. [15], who reported that groups irradiated with higher energies than those used in
our study, presented an increment in enamel acid resistance, with lower amounts of calcium

delivered in the solution in comparison to the control.

7.1.9 Conclusions

Chemical changes associated to increased acid resistance of enamel treated with
Er:YAG laser showed a clear after-irradiation pattern characterized by a decrease in C at.% and
an increase in O, P, Ca at.% and no changes in Cl at.%.

An increased Ca/P ratio after Er:YAG laser irradiation was associated with the use of higher
laser energy densities.

Chemical changes produced by acid dissolution showed a similar trend among
experimental groups, resulting in a decrease of Ca, P and O at.%, as well as an increase of C
at.%.

Stable or increased Ca/P ratio after acid dissolution was shown by irradiated groups, with a

reduction of Ca released into the acid solution.
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7.2.3. Resumen

Diversos trabajos de investigacion han mostrado los efectos del laser Er:YAG sobre
la morfologia del esmalte. Sin embargo, existe escasa informacién en cuanto a las
alteraciones morfoldgicas producidas por el ataque acido de las superficies irradiadas. El

proposito de este estudio fue evaluar los cambios morfoldgicos producidos por la disolucion
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acida en esmalte dental irradiado con laser Er: YAG. Cuarenta y ocho muestras de esmalte
se dividieron en 4 grupos (n = 12). Gl (control); Grupos I, 111 y IV fueron irradiados con Er:
YAG a 100 mJ (12,7 J/cm?), 200 mJ (25,5 J/cm?), y 300 mJ (38,2 J/cm?), respectivamente, a
10 Hz, sin irrigacion. La morfologia del esmalte se evalud por microscopia electronica de
barrido (SEM), antes de la irradiacién, después de la irradiacion y después de la disolucion
acida. Se evito el recubrimiento de las muestras y el anlisis en SEM se realiz6 en modo de
bajo vacio. Para facilitar la localizacion del area evaluada, se marcé en las muestras un
punto de referencia. Se observaron cambios morfoldgicos producidos por la disolucion
acida del esmalte irradiado, especificamente sobre los efectos no deseados producidos por el
laser. Estos cambios morfologicos fueron de leves a severos, dependiendo de la presencia de

efectos no deseados después - irradiacion.

7.2.4. Abstract
Several scientific reports have shown the effects of Er:YAG laser irradiation on

enamel morphology. However, there is lack of information regarding the morphological
alterations produced by the acid attack on the irradiated surfaces. The aim of this study was
to evaluate the morphological changes produced by acid dissolution in Er:YAG laser
irradiated dental enamel. Forty-eight enamel samples were divided into 4 groups (n=12). Gl
(control); Groups 11, 111 and 1V were irradiated with Er:YAG at 100 mJ (12.7 J/cm?), 200 mJ
(25.5 J/cm?), and 300 mJ (38.2 Jicm?), respectively, at 10 Hz without water irrigation.
Enamel morphology was evaluated before-irradiation, after-irradiation and after-acid
dissolution, by scanning electron microscopy (SEM). Sample coating was avoided and SEM
analysis was performed in a low-vacuum mode. To facilitate the location of the assessment
area, a reference point was marked. Morphological changes produced by acid dissolution of

irradiated enamel were observed; specifically on laser induced undesired effects. These

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 66



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

morphological changes were from mild to severe, depending on the presence of after-

irradiation undesired effects.

7.2.5. Introduction
The morphological features after laser irradiation is originated from the wavelengths

of different types of lasers as well as tissue absorption characteristics. The Er:YAG laser has
a 2.94 um wavelength emission resonant with the vibration energy of the water molecule
(Marraccini et al., 2005), resulting in a good absorption in all biologic tissues, including
enamel and dentin (Colucci et al., 2012). In 1997, the Er:YAG laser was the first dental
laser approved to be used for hard tissue ablation by the U.S. Food and Drug Administration
(FDA) (Sulewski, 2000).

It is a versatile dental laser that can be utilized in both hard and soft tissues, with
multiple applications (Aoki et al., 2004; Dederich and Bushick, 2004; Ishikawa et al., 2004;
Sulewski, 2000). Additionally, an early report suggested that enamel adjacent to the ablated
area by Er:YAG laser irradiation exhibited increased acid resistance (Kayano et al., 1989).
Since then, the utility of this laser system for caries prevention has been evaluated under
different experimental conditions in order to achieve optimum irradiation parameters
supposed to not ablate the enamel, but to change the morphological or chemical composition
(Cecchini et al., 2005).

Several scientific reports have shown the effects of Er:YAG laser irradiation on
enamel morphology (Apel et al., 2005; Cecchini et al., 2005; Colucci et al., 2009 Colucci et
al., 2012; de Andrade et al., 2007; Delmé and De Moor, 2007; Hossain et al., 2000;
Marraccini et al., 2005; Matson et al., 2002; Rodriguez-Vilchis et al., 2011; Tokonabe et al.,
1999 Unal et al., 2013). A clean cut margin between the irradiated area and the nonirradiated

area has been observed (Tokonabe et al., 1999). Effects such as exposed enamel prisms
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(Cecchini et al., 2005; Delmé and De Moor, 2007; Hossain et al., 2000; Marraccini et al.,
2005; Matson et al., 2002; Rodriguez-Vilchis et al., 2011; Unal et al., 2013), a rough
surface (Cecchini et al., 2005; Colucci et al., 2009; de Andrade et al., 2007; Delmé and De
Moor, 2007; Marraccini et al., 2005; Unal et al., 2013), craters (Cecchini et al., 2005; de
Andrade et al., 2007; Rodriguez-Vilchis et al., 2011; Tokonabe et al., 1999), ruptured
surfaces or fractures (Apel et al., 2005; Colucci et al., 2009; Colucci et al., 2012;
Rodriguez-Vilchis et al., 2011), melting (Colucci et al., 2009; Colucci et al., 2012; Hossain
et al., 2000; Matson et al., 2002 ), recristallization (Matson et al., 2002; Delmé and De
Moor, 2007), even carbonization (Colucci et al., 2009) have been attributed to Er:YAG laser
irradiation. However, there is lack of information regarding the morphological alterations
produced by the acid attack on the irradiated surfaces. For this reason, the aim of the present
study was to evaluate the morphological changes produced by acid dissolution in Er:-YAG

laser irradiated dental enamel.

7.2.6. Materials and Methods

Tooth selection and sample preparation

The study protocol was reviewed and approved by the Research and Ethics
Committee at the Autonomous University of the State of Mexico. All subjects enrolled in
this study signed an informed consent form. Twenty four caries-free bicuspid teeth were
extracted for orthodontics reasons from patients aged 15-17 years. The teeth were stored in a
0.2 (wt/vol) thymol solution at 4°C one month, until the experiment was performed. Enamel
fluorescence was evaluated with a DIAGNOdent pen (DIAGNOdent, KaVo, Biderach,

Germany), and only teeth with sound enamel (values of 0-13, according to the
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manufacturer’s specifications) were included in the study (Shinohara et al., 2006; Zandona
and Zero, 2006). Teeth with caries, restorations and defects in the structure or color of the
enamel on the buccal surfaces or fluorosis were excluded, as well as teeth with enamel
fracture detected under visual inspection and stereoscopy.

The root of each tooth was removed using a diamond disc (BesQual, New York,
USA) (Cut-off Peq Thick, Dentorium, New York, USA) mounted on a low-speed motor
(Micromotor M2 Master, M25800011, Drillco Devices Ltd., Miami, FL, USA) under
distilled water irrigation to prevent dehydration. The crown was fixed to a glass slide with
thermoplasticized epoxy resin (Allied High Tech Products, Rancho Dominguez, CA, USA).
Afterwards, a diamond wheel (South Bay Technology, Inc., San Clemente, CA, USA)
mounted on a cutter (South Bay Technology, Inc., USA) was used to obtain 2 central buccal
surfaces with an edge length of 2 x 5 mm under constant irrigation. A reference point was
marked on the enamel at the top of each sample with a # % round carbide bur (S.S. White,
Lakewood, New Jersey, USA) and a high-speed handpiece (W&H Dentalwerk, Birmoos,
Austria) with a continuous water spray. Finally, the samples were thoroughly washed with
distilled water and dried at room temperature prior to the experiment. A total of forty-eight

samples were obtained (twelve samples per group).

Er:YAG laser irradiation

An Er:YAG laser system (Lumenis OPUS DUO™ Er:YAG +CO,, Yokneam, Israel)
was used to irradiate the samples. The laser the study were used a fixed wavelength at 2.94
pum, an energy pulse from 100 to 300 mJ (depending on the experimental groups), a pulse
repetition rate of 10 Hz, a pulse duration of 250-400 psec, and an exit sapphire tip with a

diameter of 1.0 mm. The forty-eight buccal enamel samples were divided into four groups

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 69



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

(n=12). Group I, control (no laser irradiation); Group Il, irradiated at 100 mJ (12.7 J/cm?);
Group IlI, irradiated at 200 mJ (25.5 J/cm?); Group 1V, irradiated at 300 mJ (38.2 J/cm?).
Energy levels were calibrated with the calipers provided with the equipment, and the energy
delivered was measured periodically with a power meter (LaserMate-P, Coherent Co., Santa
Clara, CA, USA).

Irradiation was performed manually (Apel et al., 2002; Castellan et al. 2007) from
the reference point in an area of 1 mm along the whole sample, in one direction such that
the tip scanned smoothly, perpendicular to the enamel surface of the sample, and without
water irrigation. Each sample was irradiated once for 15 sec while the tip-sample distance
was kept fixed at 1 mm, using the focused laser mode. A sheet of stainless steel (23 mm x 5
mm x 0.5 mm) was fixed to the top of the laser handpiece to ensure the appropriate tip-
sample distance. At this tip-sample distance, the exit tip and laser beam had the same
diameter, as confirmed by a laminated infrared sensor screen (Lumitek International, Inc.,

Ijamsville, MD).
Scanning electron microscopy analysis of the enamel surface

The forty-eight samples (twelve per group) were dried and attached to a testing ring
with adhesive carbon paper (SPI Supplies, USA) for observation under a scanning electron
microscope (SEM) (JEOL, JSM-5300, Japan) before-irradiation, after-irradiation and after-
acid dissolution.

Acid dissolution

All samples were individually demineralized in 2 ml of 0.1 M lactic acid, pH 4.8.

The samples remained in the demineralization solution for 24 h in an incubator at 37°C and

100% humidity.
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7.2.7. Results

Figure 1 shows the micrographs series for control and experimental groups. Before-
irradiation enamel surface showed exposed and closed prisms areas, as well as natural
fractures, similar in all groups. After-irradiation micrographs showed craters and cracks,
while surface erosion and tissue dragging were evident after acid dissolution. A
representative before-irradiation morphological flaw in the enamel surface is observed in
Figure 2. (a) A crater-like structural enamel defect, prior to laser irradiation (b) and fractures
produced by Er:YAG laser irradiation at 100 mJ/10 Hz and 12.7 J/cm?.

Effects of acid dissolution in an area of enamel, melting is showed in Figure 3. (a) After-
irradiation at 300 mJ/10 Hz and 38.2 J/cm?, a typical melting surface was observed, (b) a

large area of melted enamel was removed after acid dissolution.
7.2.8. Discussion

In the present study, we evaluated the morphological changes produced by acid
dissolution in Er:YAG laser irradiated dental enamel. Because the experimental design
included three stages for SEM evaluation (before-irradiation, after-irradiation and after-acid
dissolution), samples coating was avoided and SEM analysis was performed in a low-
vacuum mode. To facilitate the location of the assessment area, a reference point was
marked.

SEM evaluation revealed some morphological flaws in the enamel surface before-
irradiation such as craters. Additionally, cracks were apparent as probably result of the
cutting process or loss of residual moisture from the sample. Both morphological flaws
could be erroneously attributed to irradiation. We suggest SEM assessments before

treatment of samples as a useful tool for evaluation of morphological changes.
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There were clear differences in the effects produced by different energy densities of
Er:YAG laser irradiation. The findings for Group 11 (12.7 J/cm?), were consistent with those
reported in previous studies, such as the formation of small craters (Cecchini et al., 2005; de
Andrade et al., 2007; Rodriguez-Vilchis et al., 2011; Tokonabe et al., 1999). As it was
expected, the morphological changes were proportional to the energy density used and were
more evident at higher energy densities.

In Group 11l (25.5 J/lcm?), the enamel surface became rough and exhibited larger
craters and areas of superficial tissue loss. Some of the samples showed cracks, although the
non-contact mode seemed to produce less negative effects on the irradiated enamel
(Cecchini et al., 2005).

The samples in Group 1V (38.2 J/cm?), which were irradiated at the highest energy
density used in this study, resulting in the formation of enamel blocks. In agree with those
reported by Cecchini et al. (2005), greater morphological changes on the enamel surface was
produced at higher irradiation energies. This phenomenon was consistent with SEM
observations after acid dissolution. It has been reported that the irregular surface produced
by this irradiation conditions seems to be more prone to the accumulation of bacteria
(Bevilacqua et al., 2008; Rodriguez-Vilchis et al., 2011), increasing the risk of developing
carious lesions, as also it was suggested by Apel et al. (2003) and Kantorowitz et al. (1998).

All groups showed morphological changes in the enamel surface due to acid erosion.
These changes appear most severe in the irradiated group at higher energy density with
larger undesired effects, resulting in the detachment of enamel blocks and melting areas

after acid dissolution. However, there are no previous reports to compare our results.

7.2.9. Conclusions
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Morphological changes produced by acid dissolution of irradiated enamel were
observed, specifically on laser induced undesired effects.
These morphological changes were from mild to severe, depending on the presence

of after-irradiation undesired effects.

7.2.10. Acknowledgments

We thank Dr. David Villanueva Jurado and Dr. Israel Ramirez Lopez, Maxillofacial
Surgeons from the Clinica Odontolégica Morelos, Instituto de Seguridad Social del Estado
de México y Municipios (ISSEMY M), for their assistance with obtaining the samples. This
project was financed by Universidad Auténoma del Estado de México (UAEM).

The authors have no conflict of interest to declare.

7.2.11. References

Aoki A, Sasaki KM, Watanabe H, Ishikawa I. 2004. Lasers in nonsurgical periodontal
therapy. J Periodontol 2000 36:59-97.

Apel C, Meister J, Schmitt N, Graber HG, Gutknecht N. 2002. Calcium solubility of dental
enamel following sub-ablative Er:YAG and Er:YSGG laser irradiation in vitro. Lasers Surg
Med 30:337-341.

Apel C, Schafer C, Gutknecht N. 2003. Demineralization of Er:YAG and Er,Cr:YSGG
laser-prepared enamel cavities in vitro. Caries Res 37:34-37.

Apel C, Meister J, Gotz H, Duschner H, Gutknecht N. 2005. Structural changes in human
dental enamel after subablative erbium laser irradiation and its potential use for caries

prevention. Caries Res 39:65-70.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 73



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

Bevildcqua FM, Zezell DM, Magnani R, da Ana PA, Eduardo C de P. 2008. Fluoride uptake
and acid resistance of enamel irradiated with Er:YAG laser. Lasers Med Sci 23:141-147.
Castellan CS, Luiz AC, Bezinelli LM, Lopes RM, Mendes FM, De P Eduardo C, De Freitas
PM .2007. In vitro evaluation of enamel demineralization after Er:-YAG and Nd:YAG laser
irradiation on primary teeth. Photomed Laser Surg 25:85-90.

Cecchini MRC, Zezell DM, De Oliveira E, de Freitas PM, Eduardo CP. 2005. Effect of
Er:-YAG laser on enamel acid resistence: Morphological and atomic spectrometry analysis.
Lasers Surg Med 37:366-372.

Colucci V, do Amaral FL, Pécora JD, Palma-Dibb RG, Corona SA. 2009. Water flow on
erbium:yttrium-aluminum-garnet laser irradiation: effects on dental tissues. Lasers Med Sci
24:811-818.

Colucci V, do Amaral FL, Pécora JD, Palma-Dibb RG, Corona SA. 2012. Effects of water
flow on ablation rate and morphological changes in human enamel and dentin after Er:-YAG
laser irradiation. Am J Dent 25:332-336.

de Andrade LEH, Pelino JEP, Lizarelli RFZ, Bagnato VS, de Oliveira OB Jr. 2007. Caries
resistance of lased human enamel with Er:YAG laser- morphological and ratio Ca/P
analysis. Laser Phys Lett 4:157-162.

Dederich DN, Bushick RD. 2004. Lasers in dentistry: separating science from hype. J Am
Dent Assoc 135:204-212.

Delmé KI, De Moor RJ. 2007. Scanning electron microscopic evaluation of enamel and
dentin surfaces after Er:YAG laser preparation and laser conditioning. Photomed Laser Surg

25:393-401.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 74



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

Hossain M, Nakamura Y, Kimura Y, Yamada Y, Ito M, Matsumoto K. 2000. Caries-
preventive effect of Er:YAG laser irradiation with or without water mist. J Clin Laser Med
Surg 18:61-65.

Ishikawa I, Aoki A, Takasaki AA. 2004. Potential applications of Erbium:YAG laser in
periodontics. J Periodont Res 39:275-85.

Kantorowitz Z, Featherstone JD, Fried D. 1998. Caries prevention by CO2 laser treatment:
dependency on the number of pulses used. J Am Dent Assoc 129:585-591.

Kayano T, Ochiai S, Kiyono K, Yamamoto H, Nakajima S, Mochizuki T. 1989. Effects of
Er:YAG laser irradiation on human extracted teeth. Kokubyo Gakkai Zasshi 56:381-392. [In
Japanese, English abstract]

Marraccini T M, Bachmann L , Wigdor H A, J T Walsh Jr. J T, Stabholtz A, Zezell D M.
2005. Morphological evaluation of enamel and dentin irradiated with 9.6 um CO2 and 2.94
um Er:YAG lasers. Laser Phys Lett 2:551-555.

Matson JR, Matson E, Navarro RS, Bocangel JS, Jaeger RG, Eduardo CP. 2002. Er:YAG
laser effects on enamel occlusal fissures: An in vitro study. J Clin Laser Med Surg 20:27-35.
Rodriguez-Vilchis LE, Contreras-Bulnes R, Olea-Mejia OF, Sanchez-Flores I, Centeno-
Pedraza C. 2011. Morphological and structural changes on human dental enamel after
Er:-YAG laser irradiation: AFM, SEM, and EDS evaluation. Photomedicine and Laser Surg
29:493-500.

Shinohara T, Takase Y, Amagai T, Haruyama C, Igarashi A, Kukidome N, KatoJ, Hirai Y.
2006. Criteria for diagnosis of caries through the DIAGNOdent. Photomedicine and Laser
Surgery 24:50-58.

Sulewski JG. 2000. Historical survey of laser dentistry. Dent Clin North Am 44:717-752.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 75



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

Tokonabe H, Kouji R, Watanabe H, Nakamura Y, Matsumoto K. 1999. Morphological
changes of human teeth with Er:YAG laser irradiation. J Clin Laser Med Surg 17:7-12.

Unal M, Hubbezoglu I, Zan R, Kapdan A, Hurmuzlu F. 2013. Effect of acid etching and
different Er:YAG laser procedures on microleakage of three different fissure sealants in
primary teeth after aging. Dent Mater J 32:557-563.

Zandona AF, Zero DT. 2006. Diagnostic tools for early caries detection. J Am Dent Assoc
137:1675-1684.

7.2.12. Figures and Legends
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Fig. 1. Representative SEM micrographs sequence of control (no laser irradiation) and
experimental (irradiated groups). Before-irradiation micrographs showed exposed enamel
prism, wear grooves and cracks. After-irradiation, experimental groups showed

morphological changes including cracks and craters, more evident at higher energy
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densities. Microparticles and tissue dragging were caused by acid dissolution.

Magnification: 400x; scale bar=50um.

Fig. 2. SEM micrographs from structural enamel flaw. (a) The enamel surface shows
exposed prisms and a crater-like defect, prior to laser irradiation. (b) Cracks produced on the
same enamel surface by Er:YAG laser irradiation at 100 mJ/10 Hz and 12.7 J/cm2.
Magnification: 400x; scale bar = 50 pum.

Fig. 3. SEM micrographs of an enamel surface irradiated by Er:YAG laser at 300 mJ/10 Hz
and 38.2 J/cm2. (a) After-irradiation, a deep crater, cracked areas and melting that looks like
foam were observed. (b) A large area of melted enamel was removed by acid dissolution.

Magnification: 400x; scale bar = 50 pum.
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7.3. Resultados Adicionales
En una segunda fase se decidid evaluar los cambios morfolégicos y quimicos
producidos por remineralizacion del esmalte dental irradiado con laser Er:YAG y sometido a

un proceso de disolucion acida. Ver Figura 14.

Fase 1
Cambios Morfolégicos y Quimicos producidos por remineralizacion del esmalte dental
irradiado con laser Er:-YAG y sometido a un proceso de disolucién acida.

v

22 premolares humanos erupcionados, libre de caries:
44 bloques de esmalte (2 x 5 mm)

\ 4
Laser Er:YAG

AL 2.94um
] v v '
Grupo | Grupo Il Grupo 111 Grupo IV
(n=11) (n=11) (n=11)
(n=11) Irradiacién con Irradiacién con Irradiacién con
laser Er:-YAG laser Er:YAG laser Er:YAG
Control 100mJ, 12.7 200mJ, 25.5 300mJ, 38.2
Jlem 2 Jlem 2 Jlem 2

Proceso de Disolucién Acida

v v v |

Microscopio Electrénico de Barrido (SEM), Espectroscopia de Rayos X por Dispersion
de Energia (EDS (Post-disolucion 4cida)

\4 \4

\4 \4
1" Serie de aplicaciones de la solucion remineralizante (4 Aplicaciones), Microscopio
Electronico de Barrido (SEM),

Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS).

| ! | |

2 Serie de aplicaciones de la solucién remineralizante (8 Aplicaciones), Microscopio
Electronico de Barrido (SEM),
Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS).

I | ! |

3" Serie de aplicaciones de la solucion remineralizante (12 Aplicaciones), Microscopio
Electronico de Barrido (SEM),
Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDS).
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Figura 14. Disefio experimental

Proceso de remineralizacion

Posterior al proceso de desmineralizacion a todas las muestras se les aplico Fluor (Fluor
Protector Gel (Calcium+Phosphate+Fluoride, lIvoclar, Vivadent, Liechtenstein) de manera
topica, con un aplicador de uso odontoldgico. Durante la aplicacion el gel se dejo actuar sobre la
superficie del esmalte durante 5 minutos, después las muestras se sumergieron en saliva artificial
en compartimentos individuales previamente etiquetados (lvoclar, Vivadet, Liechtenstein),
durante 6 horas. Pasado ese tiempo las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente y se

repitié el procedimiento. Finalmente se realizaron 4 aplicaciones de fldor, en 24 horas. Ver

Figura 15.
I 3" Aplicacion S
ra < ecado
,1 _Apllcac[on Secado » Topica de Fluor 5
Topica de Fldor 5 .
min. '

Irrigaci6 . Irrigacion Saliva
rrigacion Saliva min. Artificial
1min. Atrtificial 6 hrs.

6 hrs.
Saliva Irrigacion Saliva Irrigacion
Artificial 1min. Artificial Imin.
6 hrs. 6 hrs.
Secado 2% Aplicacion Secado 4% Aplicacion
» Topica de Flior 5 » Topica de Fluor 5
min. min.

Figura 15. Ciclo del Proceso de Remineralizacion. Fuente Directa.
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Cada muestra fue analizada en SEM y EDS de manera subsecuente posterior alas 4, 8 y

12 aplicaciones de fluor.

TABLA 2. Promedio y Desviacién Estandar de los Diferentes Elementos Analizados Durante los
Ciclos de Remineralizacion.

Control/Post- 1°" Ciclo 2% Ciclo 3% Ciclo

Grupo Elemento  disolucion 4cida (4 Ap.) (8 Ap.) (12Ap.)

Oxigeno 68.41 * 67.11 ° 67.14 © 67.76 "

Fosforo 13.28 AB 13.48 A 1293 °© 13.17 *
Gl

Calcio 1831 A 1941 B 18.66 B 10.06 ~B

Relacion 1.37 A 1.43 BP 1.44 BCP 1.44 BCP

Ca/lP

Oxigeno 67.28 68.51 * 68.12 “ 67.75 *

Fosforo 13.88 A 13.25 A 13.19 A 1328 #
Gll

Calcio 18.84 A 1825 A 1869 A 1896 *

Relacién 135 A 1.37 A8 141 °© 142 B

Ca/lP

Oxigeno 71.03 A 69.97 ° 724 7B 73.75 BC

Fosforo 1199 A 11.88 AB 11.19 B 10.85 B
Gl

Calcio 16.98 A 17.21 A8 16.41 ~B 1540 B

Relacién 142 A 145 B 147 B 142 A

CalP

Oxigeno 67.11 * 63.81 ° 7079 © 71.88 °

Fosforo 1234 ~ 12.45 AB 1087 © 1059 B
GIV

Calcio 2056 A 20.68 AB 1833 ¢ 1753 B

Relacion 166 ~ 165 A 1.68 A 1.65 A

CalP

*Letras diferentes muestran diferencias significativas entre grupos.

(Prueba de T pareada a un nivel de significancia de p <0.05).
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A continuacion se muestran algunas micrografias representativas del Grupo I, Pre-
irradiacion, mostrando una superficie lisa del esmalte, con presencia de algunos defectos
naturales, como surcos de desgaste, fracturas las cuéles podrian ser resultado de la funcién
del diente en la boca o del corte de la muestra, no se aprecia exposicion de prismas del
esmalte. Post-Disolucion acida, en la micrografia correspondiente a la secuencia del Grupo
I, se observé un aparente cierre de la fractura, asi como defectos del esmalte mas evidentes,
cierta erosion en el area del surco (defecto natural), asi como exposicion de prismas
expuestos del esmalte. Con respecto a la secuencia del Grupo I, correspondientes a la fase de
remineralizacion a las 4, 8 y 12 aplicaciones de flor, la secuencia de micrografias mostré
una superficie del esmalte cada vez mas lisa, los defectos naturales previamente
evidenciados parecieron tener cierto desvanecimiento durante la secuencia de aplicaciones
de fluor asi como cada vez menor exposicion de prismas del esmalte. (Ver figura 16).

En la secuencia de micrografias que se muestran correspondientes al Grupo 11, se
observan algunos prismas expuestos, asi como la presencia de surcos naturales, previo al
tratamiento con laser. Después de la irradiacion con laser la micrografia de la secuencia
correspondiente muestra una imagen tipica de un crater formado por la irradiacion del laser
Er:YAG a 100mJ/10Hz y 12.7 J/cm?. Después del proceso de disolucion &cida, se observo
una superficie lisa del esmalte, subsecuente a lo que pudiera ser una especie de barrido
quimico de la subsuperficie del esmalte. En la secuencia de micrografias correspondientes a
la segunda fase del experimento (Remineralizacion), se muestran imagenes a las 4, 8 y 12
aplicaciones de flUor, se aprecia una superficie del esmalte cada vez mas lisa y con menos
exposicion de prismas del esmalte, ver figura 16.

La secuencia de micrografias en SEM, correspondientes al Grupo Ill, muestra una

superficie lisa del esmalte sin exposicion de prismas, con presencia de surcos de desgaste
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naturales y fracturas antes del tratamiento con laser. Posterior a la irradiacién con laser
Er:-YAG a 200mJ/10Hz, 25.5)/cm? se observé la formacion de fracturas, créateres de
mayores dimensiones, con ciertas areas de exposicion de prismas del esmalte. La
micrografia correspondiente a la fase posterior al proceso de disolucion acida mostrd un
barrido quimico del tejido superficial y microparticulas de la superficie del esmalte. Con
respecto a la secuencia de micrografias del Grupo Il correspondientes a la segunda fase
(Remineralizacion), posterior a las 4, 8 y 12 aplicaciones de flUor, practicamente se observo
una superficie del esmalte cada vez mas tersa y con menos exposicion de prismas del
esmalte, ver figura 16.

En el Grupo IV, se observaron prismas del esmalte expuestos, asi como fracturas,
previos al tratamiento con laser. Posterior a la irradiacion con laser Er:YAG a 300mJ/10Hz,
38.2 J/cm?, se observaron patrones geométricos y fracturas con aparente desplazamiento de
bloques de superficie y reduccion de fracturas originales. La micrografia correspondiente a
la fase posterior al proceso de disolucion acida reveld el desprendimiento o remocién de los
bloques suspendidos en la superficie del esmalte, asi como una gran porosidad de la
subsuperficie, observandose un patron tipico de grabado del esmalte. En la secuencia de
micrografias representativas del Grupo IV, referentes a la segunda fase de Remineralizacion
con fluor, a las 4, 8 y 12 aplicaciones. La destruccion de la superficie que causo el laser
Er:YAG, practicamente no se pudo valorar visualmente ningun efecto del fldor sobre la

superficie tratada, ver figura 16.
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Figura 16. Secuencia de micrografias, a una Magnificacién de 400x, Scale Bar=50
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8. Discusion General

En las Gltimas décadas, diversos estudios han reportado que los laseres pueden mejorar
la resistencia del esmalte dental humano a la disolucion acida.?® ®* '3 En el presente estudio,
una menor cantidad de Ca liberada por los grupos irradiados con laser Er:YAG mostré que la
resistencia acida del esmalte se increment6 con las condiciones experimentales empleadas, este
efecto esperado fue més evidente en los grupos I11y IV.

Los cambios quimicos asociados con el aumento de la resistencia acida del esmalte
dental humano tratado con laser Er: YAG se evaluaron mediante EDS. Cabe resaltar que no hay
informes en la literatura actual donde se establezca la concentracion de diversos elementos en la
misma zona del esmalte durante fases experimentales consecutivas (antes de la irradiacion,
después de la irradiacion y después de la disolucion acida). Aunque el analisis consecutivo de
EDS para el grupo control no mostré diferencias estadisticamente significativas para at. %
después del proceso de disolucion &cida, este grupo mostr6 los valores mas altos en relacion al
Ca liberado, acorde a los resultados de la espectrometria de absorcion atomica. Probablemente,
este elemento fue liberado de esmalte de la sub-superficie, mas alla de la sensibilidad del andlisis
EDS.

En contraste con el grupo control, los grupos irradiados revelaron diferencias
estadisticamente significativas para at. % de la mayoria de los elementos analizados durante las
fases experimentales. Sélo el Cl no mostréd un cambio significativo, probablemente porque este
elemento se encuentra en cantidades minimas en el esmalte, como fue reportado por Losee et
al., ' por lo que menores cambios en el contenido de CI no son evidentes. En concordancia con
el aumento de la resistencia &cida del esmalte mostrado por los resultados de AAS, una
reduccion significativa del at. % en C fue observada después de la irradiacién con laser Er:YAG,
probablemente como resultado de una disminucion en el contenido de los carbonatos. Liuy Hsu

82 han sugerido la reduccién de carbonatos y la modificacion de la materia organica como
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mecanismos para la prevencion de la caries dental producida por la irradiacién con laser
ErYAG.

Tanto el O como el P mostraron un aumento significativo en el at. % posterior a la
irradiacion, probablemente por un incremento en el contenido de pirofosfatos, asociado con el
calentamiento del esmalte dental. **> Asi mismo, se observé un aumento significativo en el at. %

de Ca después de la irradiacion, modificando la relacion Ca/P . Contrario a lo reportado por

116 | 117
"

Mine et al. y de Andrade et a este radio no mostrd una disminucion después de la
irradiacion con laser Er:YAG. Sin embargo, dichos investigadores no examinaron la misma zona
de la superficie del esmalte antes y después de la irradiacion. En nuestro estudio, la relacion
Ca/P fue significativamente mayor, especificamente cuando se utilizaron altas densidades de
energia, como en el caso de los grupos Il y IV. La relacion Ca/P se mantuvo sin cambios
cuando se utilizd una densidad de energia inferior (Grupo Il). Sin embargo, se recomienda
realizar estudios adicionales para evaluar el papel de la densidad de energia en la relacién Ca/P.

Durante la tercera fase de analisis EDS (después de la disolucidn acida) se observé una
tendencia similar se muestra en los cambios quimicos producidos por la disolucién acida en los
grupos experimentales. Esta se caracterizd por una disminucion en el at.% de Ca, P y O, asi
como por un aumento de at.% de C en comparacién con los valores obtenidos después de la
irradiacion.

Los cambios quimicos posteriores a la disolucion &cida mostraron una relacién atémica
Ca/P estable o aumentada en los grupos irradiados, los cuales mostraron reduccion del Ca

liberado en la solucién &cida, en concordancia con Cecchini et al.,*°

quien report6 que los grupos
irradiados con densidades de energia mayores a las utilizadas en nuestro estudio, presentaron un
incremento en la resistencia &cida del esmalte, con menores cantidades de calcio liberado en la

solucion, en comparacion con el grupo control.
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Asi mismo, en el presente trabajo de tesis se evaluaron los cambios morfol6gicos
producidos por la disolucion &cida del esmalte dental irradiado con laser Er:YAG. Debido a que
el disefio experimental incluyo tres etapas para la evaluacién con SEM (antes de la irradiacion,
después de la irradiacién y después de la disolucion &cida), por lo que se evitd el recubrimiento
de las muestras, realizando el analisis de SEM en un modo de bajo vacio. Asi mismo, para
facilitar la localizacion de la zona de evaluacidn, se marco un punto de referencia.

La evaluacion en SEM revel6 algunos defectos morfoldgicos en la superficie del esmalte
antes de la irradiacion, tales como crateres. Ademas, fueron evidentes fisuras probablemente
como resultado del proceso de corte o pérdida de la humedad residual de las muestra. Ambos
defectos morfoldgicos podrian ser errébneamente atribuidos a la irradiacion, por lo que sugerimos
que se realicen evaluaciones en SEM antes del tratamiento de las muestras, como una
herramienta Gtil para la evaluacion de los cambios morfolégicos.

Existieron claras diferencias en los efectos producidos por diferentes densidades de
energfa irradiacion con laser Er:YAG. Los resultados para el grupo Il (12,7 J/cm?), fueron
consistentes con los reportados en estudios anteriores, tales como la formacion de pequefios

crateres,%® 117119

Como se esperaba, los cambios morfoldgicos fueron proporcionales a la
densidad de energia utilizada y fueron mas evidentes a altas densidades de energia.

En el Grupo Il (25,5 J/icm?), la superficie del esmalte se torné rugosa, exhibiendo
crateres mas grandes y las areas de pérdida de tejido superficial. Algunas de las muestras
presentaron grietas, aunque el modo de no contacto pareciera producir menos efectos negativos
sobre el esmalte irradiado.

Las muestras en el Grupo 1V (38,2 J/cm?), el cual fue irradiado a la mas alta densidad de
energia utilizada en este estudio, produjo formacion de blogues de esmalte. De acuerdo con lo

reportado por Cecchini et al.*® se produjeron mayores cambios morfoldgicos en la superficie del

esmalte cuando se emplearon energias més altas de irradiacion. Este fendmeno es coherente con
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las observaciones en SEM después de la disolucién acida. Se ha reportado que la superficie
irregular producida por estas condiciones de irradiacién podria ser mas propensa a la

95, 118

acumulacion de bacterias, aumentando el riesgo de desarrollar lesiones de caries , como

I.lZO |'121

también ha sido sugerido por Apel et al.™" y Kantorowitz et a

Todos los grupos mostraron cambios morfoldgicos en la superficie del esmalte como
producto de la erosién acida. Estos cambios parecen ser mas severos en el grupo irradiado a
mayor densidad de energia, con severos efectos no deseados, dando como resultado el
desprendimiento de bloques asi como de zonas de fusion de esmalte, después de la disolucion

acida. Sin embargo, no hay reportes previos al respecto, que permitan comparar nuestros

resultados.
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9. Conclusiones Generales

9.1. Conclusiones

1. Los cambios quimicos asociados a una mayor resistencia acida del esmalte tratado con
laser Er:YAG mostraron un claro patron posterior a la irradiacion, caracterizado por una
disminucion en el at.% de C y un aumento en O, P, Ca y ningin cambio en el at.% de CI.

2. Un aumento de la relacion Ca/P posterior a la irradiacion con laser Er:YAG se asocid
con el uso de mayores densidades de energia laser.

3. Los cambios quimicos producidos por la disolucién &cida mostraron una tendencia
similar entre los grupos experimentales, resultando en una disminucion del at.% de Ca, Py O,
asi como un aumento del at.% del C.

4. Se observo una relacion Ca/P estable o mayor después de la disolucién &cida en los
grupos irradiados, con una reduccién del Ca liberado en la solucion &cida.

5. Se observaron cambios morfoldgicos producidos por la disolucidn acida del esmalte
irradiado, especificamente en los efectos no deseados inducidos por la irradiacion laser. Estos
cambios morfologicos fueron de leves a severos, dependiendo de la presencia de efectos no

deseados posteriores a la irradiacion con laser Er:YAG.

9.2. Limitaciones

En este trabajo de investigacion se pretendié mostrar la secuencia de cambios quimicos y
morfoldgicos producidos en la superficie del esmalte dental humano irradiado con léaser
Er:YAG, debido a que la muestra es considerada un material bioldgico, una de las limitaciones
podria ser el proceso de deshidratacién de la misma no evidente a la inspeccion visual que

pudiera influir en los resultados.
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9.3. Recomendaciones

Este estudio mostro efectos quimicos y morfoldgicos evidentes, producidos por el laser Er:YAG
bajo las condiciones estudiadas, se sugiere, estudiar la secuencia de cambios quimicos y

morfoldgicos de la superficie del esmalte dental bajo otras condiciones de irradiacion.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 89



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

10. Referencias Bibliograficas

1.

Brugnera Junior A. Laser Phototerapy in Dentistry. Photomedicine and Laser Surgery.

2009; 27 (4): 533-534.

2.

10.

11.

12.

13.

Clarkson D McG, Thrush AJ, Brennen SE. Laser Exposure Timer. Lasers in Medical

Science.1986; 1: 221-224.

Verma KS, Maheshwari S, Singh KR, Chaudhari KP. Laser in dentistry: An innovate

tool in modern dental practice. Natl J Maxilofac Surg. 2012; 3(2):124-132.

Welch JA, Torres HA, Cheong F-W. Laser Physics and Laser-Tissue Interaction.

Physics. System. Design. Experimental Applications.1989; 16(3); 141-149.

Carroll L, Humphreys TR. Laser-tissue interactions. Clin Dermatol. 2006; 24:2-7.

Sulieman M. An overview of the use of lasers in general dentist practice: Laser physics
and tissue interactions. 2005; 32: 233-4.

Stabholz A. Zeltser R, Sela M, Peretz B, Moshonov J, Ziskind D, etal. The use of lasers
in dentistry:principles of operation and clinical applications. Compend Contin Educ
Dent.2003; 24: 935-48.

Ishikawa 1, Aoki A, Takasaki AA. Potential applications of Erbium:YAG laser in

periodontics. J Periodont Res. 2004; 39: 275-285.

Walsh LJ. Dental lasers: Some basic principles. Postgrad Dent. 1994; 4:26-9.

Pick RM, Miserendino LJ. Chicago:Quintessence. Lasers in dentistry; pp. 17-25. 1995.

Aoki, A., Sasaki K.M., Watanabe, H., and Ishikawa I. Lasers in nonsurgical periodontal
therapy. Periodontol. 2000; 36: 59-97.

Hale GM, Querry MR. Optical constants of water in the 200-nm wavelength region.

Appl Optics. 1973; 12: 555-563.

Robertson CW, Williams D. Lambert absorption coefficients of water in the infrared. J

Opt Soc Am.1971; 61: 1316-1320.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 90



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Marraccini MT, Bachmann L, et al. Morphological evaluation of enamel and dentin
irradiated with 9.6 um CO, y 2.94 um Er:YAG lasers. Laser Phys Lett.2005; 2 (11):
551- 5565.

Goldman L, Gray JA, Goldman J, Goldman B, Meyer R. Effects of laser impacts on
teeth. J Am Dent Assoc. 1965; 70: 601-6.

Stern RH, Sognnaes RF. Laser beam on dental hard tissues. J Dent Res.1964; 43: 873
Schulte W. Praparation der Zahnhartsubstanzen mit dem Laser-Strahl? Zahndrztl Mitt
.1964; 54: 892-894.

Glenn VA. Erbium lasers in dentistry Dent Clin N Am.2004; 48: 1017-1059.

Vahl J. Der Laser and seine bisherige Anwendung in der Zahnmedizin. Hippokrates
.1971; 42: 488-506.

Chinelatti MA, Ramos RP, Chimello DT, Corona SA, Pecora JD, Dibb RG. Influence of
Er:YAG laser on cavity preparation and surface treatment in microleakage of composite
resin restorations. Photomed Laser Surg. 2006; 24: 214-218.

Delme KI, Deman PJ, De Moor RJ. Microleakage of class V resin composite
restorations after convencional and Er:YAG laser preparation. J Oral Rehabil.2005; 32:
676-685.

Hibst R, Keller U, Steiner R. Die Wirkung gepulster Er:YAG Laserstrahlung auf
Zahngewebe. Laser Med Surg. 1988; 4: 163-165 (In German), [Abstract in English].
Paghdiwala AF. Application of the erbium:YAG laser on hard dental tissues:
Measurement of the temperatura changes and depth of cut. In: Laser Institute of America
Proceedings (International Congress on Applications of Lasers and Electro-Optics).

1989; 64: 192-201.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 91



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

24. Hibst, R., and Keller, U. Experimental studies of the application of Er:YAG laser on

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

dental hard substances: | Measurement of the ablation rate. Lasers Surg. Med. 1989; 9:
338-344.

Keller U, Hibst R. Experimental studies of the application of the Er:YAG laser on dental
hard substances. Il. Light microscopic and SEM investigations. Lasers Surg Med .1989;
9: 345-351.

Kayano T, Ochiai S, Kiyono K, Yamamoto H, Nakajima S, Mochizuki T. Effects of
Er:-YAG laser irradiation on human extracted teeth. Kokubyo Gakkai Zasshi. 1989; 56:
381-392. [In Japanise, Abstract in English].

Kayano T, Ochiai S, Kiyono K, Yamamoto H, Nakajima S, Mochizuki T. Effect of
Er:YAG laser irradiation on human extracted teeth. J Clin Laser Med Surg.1991; 9: 147-
150.

Kumasaki M. Removal of hard dental tissue (cavity preparation) with the Er:YAG laser.
In: Hong-Sai L, ed. Proceedings of the 4™ International Congress on Lasers in Dentistry.
Singapore: International Congress on Laser in Dentistry. 1995: 151-157.

Cozean C, Arcoria CJ, Palagalli J, Powell GL. Dentistry for the 21% century
Erbium:YAG laser for teeth. J Am Dent Assoc. 1997; 128: 1080-1087.

Ishikawa I, Aoki A, Watanabe H et al. Erbium:YAG laser, promosing procedure for
caries treatment. Dent Jpn. 1997; 33: 165-169.

Pelagilli J, Gimbel C, Hansen R, et al. Investigational study of the use of Er:YAG laser
versus dental drill removal and cavity preparation. Lasers Surg Med.1997; 15: 109-15.
Aoki A, Ishikawa I, Yamada T et al. Comparison between Er:YAG laser and
conventional technique for root caries treatment in vitro. J Dent Res. 1998; 77: 1404-

1414.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 92



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Hibst R. Lasers for caries removal and cavity preparation: state of the art and future
direction. J Oral Laser Applic. 2002; 2: 203-12. Paghdiwala AF, Vaidyanathan TK,
Paghdiwala MF. Evaluation of erbium:Y AG radiation of hard dental tissues: analysis of
temperatura changes, depth of cuts and structural effects. Scanning Microsc. 1993; 7 (3):
989-97.

Burkes EJ, Hoke J, Gomes E, Wolbarsht M. Wet versus dry enamel ablation by Er:YAG
laser. J Prosthet Dent. 1992; 67: 847-51.

Dostalova T, Krejsa O, Jelinkova H, Hamal K. The evaluation of the cavity margings
after Er:YAG laser ablation of the enamel and dentin In: Bown SG, Escourrou J, Frank
F, editors. Medical applications of lasers Il. Proc SPIE. 1993; 1880: 132-9.

Li ZZ, Code JE, Van De Merwe WP. Er:-YAG laser ablation of enamel and dentin of
human teeth: determination of ablation rates at various fluences and pulse repetition
rates. Lasers Surg Med. 1992; 12: 625-30.

Paghdiwala AF. Application of the erbium:YAG laser on hard dental tissues:
Measurement of the temperatura changes and depth of cut. In: Laser Institute of America
Proceedings (International Congress on Applications of Lasers and Electro-Optics).
1989; 64: 192-201.

Soontag, K.D., Klitzman, B., Burkes, E.J., et al. Pulpal response to cavity preparation
with the Er:YAG and Mark Il free electron lasers. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol.
1996; 81: 695-702.

Young HK, Jin-Soo L, Youn-Hee CH, Jae-Mok L, and Keun-Bae S. Change of enamel
after ErYAG and Co2 laser irradiation and fluoride treatment. Photomed and Laser
Surg. 2005. 23 (4):389-394.

Ando Y, Aoki A, Watanabe H, Ishikawa I. Bactericidal effect or erbium YAG laser on

periodontophatic bacteria. Lasers Surg Med. 1996; 19: 190-200.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 93



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Folwaczny M, Mehl A, Aggstaller H, Hickel R. Antimicrobial effects of 2.94 micron
Er:-YAG laser irradiation on root surfaces: an in vitro study. J Clin Periodontol. 2002;
29: 73-78.

Kreisler M, Kohnen W, Marinello C et al. Bactericidal effect of the Er:YAG laser on
dental implant surfaces: an in vitro study. J Periodontol. 2002; 73: 1292-1298.

Mehl A, Folwaczny M, Haffner C, Hickel R. Bactericidal effects of 2.94 microns
Er:YAG-Ilaser radiation in dental root Canals. J Endod. 1999; 25: 490-493.

Axelsson P. Diagnosis and risk prediction of periodontal diseases. Quintessense
Publishing Co, Carol Stream, Illinois; USA. 2002.

Schwartz F, Sculean A, Georg T, Reich E. Periodontal treatment with an Er:YAG laser
compared to scalling and root planing. A controlled clinical study. J Periodontol. 2001;
72: 361-367.

Schwartz F, Putz N, Georg T, Reich E. Effect of an Er:YAG laser on periodontally
involved root surfaces:an in vitro and in vitro SEM comparison. Lasers Surg Med. 2001;
29: 328-335.

Watanabe H, Ishikawa I, Susuki M, Hasegawa K. Clinical assessments of the erbium:
YAG laser for soft tissue surgery and scaling. J Clin Laser Med Surg. 1996; 14: 67-75.
Schwartz F, Sculean A, Berakdar M, Georg T, Reich E, Becker J. Clinical evaluation of
an Er:-YAG laser combined with scaling and root planning for non-surgical periodontal
treatment. A controlled, prospective clinical study. J Clin Periodontal. 2003; 30: 26-34.
Rizoiu IM. DeShazer LG. New laser-matter interaction concept to enhance hard tissue
cutting eficiency. Laser Tissue Interaction V. 1994; 2134A: 309-17.

Rizoiu IM, Kimmel Al., Eversole LR. The effects of an Er,Cr:YSGG laser on canine

oral tissue. Laser applications in medicine and dentistry. Proc SPIE. 1996; 2922: 74-83.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 94



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Eversole LR, Rizoiu IM. Preliminary investigations on the utility of an erbium,
Chronium:YSGG laser. J Calif Dent Assoc. 1995; 23: 41-7.

Eversole LR, Rizoiu IM, Kimmel A. Osseous repair subsequent to surgery with an
erbium hydrokinetic laser system. Presented at the International Laser Congress,
International Proceedings Division. Athens, Greece.1996; Sep: 25-28.

Featherstone JDB, Fried D. Fundamental interactions of laser with dental hard tissues.
Med Laser Appl. 2001; 16: 181-94.

Apel C, Meister J, Schmitt N, Gréber HG, and Gutknecht. Calcium solubility of dental
enamel following sub-ablative Er:Y AG and Er:YSGG laser irradiation invitro. Lasers in
Surgery and Medicine. 2002; 30: 337-341.

Wigdor HA, Walsh JT Jr, Featherstone JD, Visuri SR, Fried D, Waldvogel JL. Lasers in
dentistry. Areview. Lasers Surg Med. 1995; 16: 103-133.

Young HK, Jin-Soo L, Youn-Hee CH, Jae-Mok L, and Keun-Bae S. Change of enamel
after Er'YAG and Co2 laser irradiation and fluoride treatment. Photomed and Laser
Surg. 2005. 23 (4): 389-394.

Patricia Moreira de Freitas, Débora Soares-Geraldo, Ana Cristina Biella-Silva, Amanda
Verna Silva, Bruno Lopes da Silveira, Carlos de Paula Eduardo. Intrapupal Temperature
Variations During ER, CR:YSGG Enamel Irradiation on Caries Prevention. J Appl Oral
Sci. 2007; 16 (2): 95-9.

Dostalova T, Krejsa O, Jelinkova H, Hamal K. The evaluation of the cavity margings
after Er:YAG laser ablation of the enamel and dentin In: Bown SG, Escourrou J, Frank
F, editors. Medical applications of lasers Il. Proc SPIE 1993; 1880: 132-9.

Cecchini MRC, Zezell DM, De Oliveira E, et al. Effect of Er:YAG laser on enamel acid
resistence: Morphological and atomic spectrometry analysis. Laser in Surgery and

Medicine. 2005; 37: 366-372.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 95



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Matson JR, Matson E, Navarro RS, Bocangel JS, Jaeger RG, Eduardo CP. Er:YAG laser
effects on enamel occlusal fissures: An in vitro study. J Clin Laser Med Surg. 2002; 20:
27- 35.

Esteves- Oliveira M, Zezell MD, Apel C, Turbino LM, Aranha CCA, Eduardo CdeP,
Gutknecht N. Bond Stregth of self-Etching Primer to Bur Cut, Er, Cr:YSGG, and
Er:YAG Lased Dental Surfaces. Photomed and Laser Surg. 2007; 25 (5): 373- 380.
Sasaki KM, Aoki A, Ichinose S, et al. Scanning electron microscopy and Fourier
transformed infrared spectroscopy analysis of bone removal using Er: YAG and CO2
lasers J of Periodontology. 2002; 73(6): 643- 652.

Apel C, Meister J, Gotz H, Dushner H, Gutknecht N. Structural changes in human dental
enamel after subablative erbium laser irradiation and its potential use for caries
prevention. Caries Res. 2005; 39: 65- 70.

Visuri SR, Walsh JT Jr., Wigdor HA. Erbium laser ablation of dental hard tissue: effect
of water cooling. Lasers Surg Med. 1996; 18: 294-300.

Wigdor HA, Walsh JT, Featherstone JDB, Visuri SR, Fried D, Waldvogel JL. Lasers in
dentistry. Lasers Surg Med. 1995; 16: 103-33.

Walsh JT, Deutsch TF. Er:YAG laser ablation of tissue: measurement of ablation rates.
Lasers Surg Med.1989; 9: 327-37.

Paghdiwala AF. Does the laser work on hard dental tissue? JADA.1991; 122: 79-80.
Kim ME, Jeoung DJ, Kim KS. Effects of water flow on dental hard tissue ablation using
Er:YAG laser. J Clin Laser. J Clin Laser Med Surg. 2003; 21: 139-144.

Sasaki KM, Aoki A, Ichinose S, Ishiwawa | Ultrastructural analisys of bone tissue

irradiated by Er:YAG laser. Laser Surg Med. 2002; 31: 322- 32.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 96



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Apel C, Birker L, Meister, et al. The caries-preventive potential of subablative Er:YAG
and Er: YSGG laser irradiation in an intraoral model: a pilot study. Photomed Laser
Surg. 2004; 22 (4): 312-17.

Turkmen C, Gunday M, Karacoriou M, Basaran B. Effect of CO,, Nd:YAG and ArF
excimer laser son dentin morphology and pulp chamber temperatura: an in vitro study. J
Endod. 2000; 26: 644- 8.

Gow AM McDonald AV, Pearson GJ, Setchell DJ. An in vitro investigated on the
temperature rise produced in dentid by Nd:YAG laser light with and without water
cooling. Eur J Prosthodont Restor Dent. 1999; 7: 71- 7.

Gaspirc B, Skaleric U. Morphology, chemical structure and diffusion processes of root
surface after Er:YAG and Nd:YAG laser irradiation. J Clin Periodontol. 2001; 28: 508-
16.

Sulewski JG Historical Survey of laser dentistry. Dent Clin North Am. 2000; 44: 717-
752.

Silva BB, Severo NB, Maltz M. Validity of diode laser to monitor carious lesions in pits
and fissures. J Dent. 2007; 35: 679-82.

Chimello TD, Serra CM, Rodrigues-Junior LA, Pécora DJ, Corona MAS. Influence of
Er:YAG Laser on Microhardness of enamel adjacent to restorations submitted to
cariogenic challenge in situ. Photomed and Laser Surg. 2008; 26 (4): 379- 385.

Wheeler RC, Fried D, Featherstone BD, et al. Irradiation of the dental enamel with Q-
switched A=355-nm laser pulses: Surface morphology, fluoride adsorption, and adhesion
to composite resin. Lasers Surg Med. 2003; 32 (4): 310-317.

Yuichi K, Wilder-Smith P, Marle A, et al. Effects of nanosecond pulsed Nd:YAG laser
irradiation on dentin resistence to artificial caries-like lesions. Laser Surg and Med.

1997; 20: 15-21.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 97



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Hsu CYS, Jordan DN, Wefel JS. Effects of low-energy CO2 laser irradiation and the
organic matrix on inhibition of enamel demineralization. J Dent Res. 2000; 79 (9): 1725-
30.

Ana PA, Bachmann L, Zezell DM. Lasers Effects on Enamel for Caries Prevention.
Laser Physic. 2006; 16 (5): 865-875.

Liu YY, Hsu CYS. Laser -induced compositional changes on enamel: A FT-Raman
study. J Dent. 2007; 35: 226- 230.

Liu J, Liu Y, Stephen HCY. Optimal Er:YAG laser energy for preventing enamel
demineralization. J Dent. 2006; 34: 62-66.

Know YH, Lee JS, Choi YH, Lee JM, Song KB. Change of enamel after Er:YAG and
CO2 laser irradiation and fluoride treatment. Photomedicine Laser Surg. 2005; 23: 389-
394.

Wang ZL Picoscale science and nanoscale engineering by electron microscopy. Journal
of Electron Microscopy.2011; 60 (1): S269-S278.

Smith DJ Progress and perspectives for atomic-resolution electron microscopy.
Ultramicroscopy .2008; 108: 159-166.

Wang ZL New developments in transmission electron microscopy for nanotechnology.
Adv. Mater. 2003; 15: 1497-1514.

Goldberg MW. Immunolabeling for scanning electron microscopy (SEM) and field
emission SEM. Methods Cell Biol. 2008; 88: 109-30.

Pawley J. The development of field-emission scanning electron microscopy for imaging
biological surfaces. Scanning. 1997.Aug; 19 (5): 324-36.

Ichinokawa T. Analytical scanning electron microscopy for solid surface. J Electron

Microsc Tech. 1989.Jul; 12 (3): 219-27.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 98



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

91. Newbury DE Advanced scanning electron microscopy and X-ray microanalysis (Plenum
Press, New York). 1986.
92. Watanabe M. Microscopy Hacks: development of various techniques to assist
quantitative nanoanalysis and advanced electron microscopy. Microscopy. 2013; 62 (2):
217-241.
93. Irigoyen ME, Mejia-Gonzalez A, Zepeda-Zepeda MA, Betancourt-Linares A, Lezana —
Fernandez MA, d&lvarez-Lucas CH. Dental caries in Mexican schoolchildren: A
comparison of 1988-1989 and 1998-2001 surveys. Med Oral Patol Oral Cir Bucal. 2012.
Sepl; 17 (5): €825-32.
94. Villalobos-Rodelo JJ, Medina-solis CE, Molina-Frechero N, Vallejos-Sanchez AA,
Pontigo-Loyola AP, Espinoza-Beltran JL. Dental caries in schoolchildren aged 6-12
years in Navolato, Sinaloa, México: experience, prevalence, severity and treatment
needs. Biomedica. 2006. Jun; 26 (2): 224-33.
95. Bevilacqua, M. F., Zezell, M.D., Magnani, R., Da Ana, A.P., and Eduardo, P de C.
Flouride uptake and acid resistance of enamel irradiated with Er:YAG laser. Lasers Med
Sci. 2008; 23: 141-147.
96. Lima, Y.B.O., and Cury, J.A. Seasonal variation of fluoride intake by children in a
subtropical region. Caries Res. 2003; 37: 335- 338.

97.Pine C, Harris R, editors. Community oral health. Germany: Quintessence. 2007; 173.

98. Wefel JS. Effects of fluoride on caries development and progression using intra-oral
models. J Dent Res. 1990; 69 (Spec Iss): 626-636.

99. Pandit S, Kim JE, Jung KH, Chang KW, Jeon JG. Effect of sodium fluoride on the
virulence factors and composition of Spectrococcus mutans biofilms. Arch Oral Biol .

2011; 56: 643-649.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 99



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Marinho VCC, Higgins JPT, Logan S, Sheiham A. Fluoride mouthrinses for
preventing dental caries in children and adolescencents Cochrane Database Syst Rev.
2003; 3:CD002284.

Fejerskov O. Changing paradigms in concept son dental caries: consequences for oral
health care. Caries Res. 2004; 38: 182-91.

Marthaler TM, Petersen PE. Salt fluoridation- an alternative in automatic prevention of
dental caries. Int Dent J. 2005; 55: 351-8.

Gillespie GM, Baez R. Development of salt fluoration in the Americas. Schweiz
Monatsschr Zahnmed. 2005; 115: 663-9.

Pretty IA, Edgar WM, Higham SM. Detection of in vitro demineralization of primary
teeth using quantitative light-induced fluorescence (QLF). International Journal of
Pediatric Dentistry. 2002; 12: 158-167.

Fried D, Featherstone J, Visuri S, Seka W, Walsh J. The caries inhibition potential of
Er:YAG and Er:YSGG laser radiation.SPIE. 1996; 2672: 73-78.

Maung NL, Wohland T, Hsu CY. Enamel diffusion modulated by Er:YAG laser, Part
I, FRAP. J Dent. 2007; 35: 787-793.

Petersen PE. Continuous improvement of oral health in The 21st Century The World
Oral Health Report. WHO. 2003.

Pan American Health Organization.XL.Meeting.Washington,D.C. sept. 1997.
Velazquez MO, Vera HH, Irigoyen CME, Mejia GA, Sanchez PTL. Changes in the
prevalence of dental caries in schoolchildren in three regions of Mexico: surveys from
1987-1988 and 1997-1998. Rev Panam Salud Publica. 2003; 13: 320-6.

Parker S. Introduction, history of lasers and laser light production. Brit. Dent. J. 2007;

202: 21-31.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pagina 100



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Castellan C. S., Luiz A. C., Bezinelli L. M., Lopes R. M., et al., In vitro evaluation of
enamel demineralization after Er:YAG and Nd:YAG laser irradiation on primary teeth.
Photomedicine and Laser Surgery. 2007; 25(2): 85-90.

Hossain M., Nakamura Y., Kimura Y., Yamada Y., et al., Caries-preventive effect of
Er:YAG laser irradiation with or without water mist. Journal of Clinical Laser
Medicine and Surgery. 2000; 18 (2): 61-65.

Morioka T., Tagomori S., and Oho T. Acid resistance of lased human enamel with
erbium:YAG laser. Journal of Clinical Laser Medicine & Surgery. 1991; 9 (3): 215-
217.

Losee F. L., Cutress T. W., and Brown R. Natural elements of the periodic table in
human dental enamel. Caries Research. 1974; 8 (2): 123-134.

Fowler B. O., and Kuroda S. Changes in heated and in laser-irradiated human tooth
enamel and their probable effects on solubility. Calcified Tissue International. 1986;
38 (4): 197-208.

Mine A., Yoshida Y., Suzuki K., Nakayama Y. et al. Spectroscopic characterization of
enamel surfaces irradiated with Er:YAG laser. Dental Materials Journal. 2006; 25 (2):
214-218.

de Andrade L.E.H., Pelino JE.P., Lizarelli R.F.Z.,, Bagnato V.S., et al. Caries
resistance of lased human enamel with Er:YAG laser — morphological and ratio Ca/P
analysis. Laser Physics Letters. 2007; 4 (2): 157-162.

Rodriguez-Vilchis LE, Contreras-Bulnes R, Olea-Mejia OF, Sanchez-Flores |,
Centeno-Pedraza C. Morphological and structural changes on human dental enamel
after Er:YAG laser irradiation: AFM, SEM, and EDS evaluation. Photomedicine and

Laser Surg. 2011; 29: 493-500.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pégina 101



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

119. Tokonabe H, Kouji R, Watanabe H, Nakamura Y, Matsumoto K. Morphological
changes of human teeth with Er:YAG laser irradiation. J Clin Laser Med Surg. 1999;
17:7-12.

120. Apel C, Schéfer C, Gutknecht N. Demineralization of Er:YAG and Er,Cr:YSGG laser-
prepared enamel cavities in vitro. Caries Res. 2003; 37: 34-37.

121. Kantorowitz Z, Featherstone JD, Fried D. Caries prevention by CO2 laser treatment:

dependency on the number of pulses used. J Am Dent Assoc. 1998; 129: 585-591.

Jennifer Manuela Diaz Monroy Pagina 102



Cambios Quimicos y Morfoldgicos Asociados a la Disolucion Acida del Esmalte Irradiado con Laser Er:YAG.

11. Anexos
11.1. Anexo 1-A

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA

Estimado paciente:
Hago de su conocimiento que la enfermedad bucal mas comdn en la poblacién tanto infantil

como adulta es la caries dental, es tal su impacto que representa el problema de salud bucal de
mayor incidencia en la poblacion. Es por ello que la Universidad Auténoma del Estado de
México, destina recursos para el desarrollo de proyectos de investigacién, que tengan como
objetivo no solo, plantear la problemética actual de este problema de salud bucal sino que, estos
estudios resulten en conocimiento nuevos que no sdlo fortalezcan, sino que planteen un
panorama nuevo de alternativas para un mejor encause de las medidas de prevencién de caries.
Por lo anterior, solicitamos con humildad y respetando en todo momento su individualidad,
decision e integridad tanto fisica como mental, su colaboracién y autorizacion para que los
organos dentarios que le seran extraidos exclusivamente por indicaciones terapéuticas puedan
ser donadas a este proyecto de investigacion, en el que se estudiard in vitro el efecto de la
irradiacion con laser Er:YAG sobre la superficie del esmalte y si las densidades de energia
estudiadas pueden ser efectivas para la prevencion de caries.

Acepto., Nombre y firma del donante.

Donar los 6rganos dentarios que me serén extraidos al proyecto de investigacion:
Evaluacion in vitro del laser Er:YAG y su efecto sobre el esmalte dental humano.

Nombre y Firma del padre, madre o tutor (Gnicamente para menores de edad en la cual el
padre, madre o tutor también debera firmar.)

Nombre y firma del padre, madre o tutor.

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

Direccién Direccién

Relacion con la persona Relacion con la persona
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11.2. Anexo I-B
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA

Estimado paciente de la Clinica Odontoldgica Morelos:
Hago de su conocimiento que la enfermedad bucal méas comin en la poblacion tanto infantil

como adulta es la caries dental, es tal su impacto que representa el problema de salud bucal de
mayor incidencia en la poblacion. Es por ello que la Universidad Auténoma del Estado de
Meéxico, destina recursos para el desarrollo de proyectos de investigacion, que tengan como
objetivo no sélo, plantear la problematica actual de este problema de salud bucal sino que, estos
estudios resulten en conocimiento nuevos que no sélo fortalezcan, sino que planteen un
panorama nuevo de alternativas para un mejor encause de las medidas de prevencion de caries.
Por lo anterior, solicitamos con humildad y respetando en todo momento su individualidad,
decision e integridad tanto fisica como mental, su colaboracion y autorizacion para que los
organos dentarios que le seran extraidos exclusivamente por indicaciones terapéuticas puedan
ser donadas a este proyecto de investigacion, en el que se estudiara in vitro el efecto de la
irradiacion con laser Er:YAG sobre la superficie del esmalte y si las densidades de energia
estudiadas pueden ser efectivas para la prevencion de caries.

Acepto., Nombre y firma del donante.

Donar los 6rganos dentarios que me seran extraidos al proyecto de investigacion:
Evaluacion in vitro del laser Er:YAG y su efecto sobre el esmalte dental humano.
Nombre y Firma del padre, madre o tutor (Unicamente para menores de edad en la cual el
padre, madre o tutor también debera firmar.)

Nombre y firma del padre, madre o tutor.

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

Direccién Direccidn

Relacion con la persona Relacion con la persona
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11.3. Anexo I-C
Etiqueta de identificacion y control de muestra

Nombre del paciente:

Edad

Sexo

Fecha de exodoncias

Numero total de drganos dentarios presentes en boca superiores

Numero total de drganos dentarios presentes en boca inferiores

Numero total de drganos dentarios presentes en boca
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