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Introduccion

La caries dental es la enfermedad cronica mas frecuente que afecta a la poblacion humana en
todo el mundo.! Esta enfermedad implica la desmineralizacion del esmalte dental por altas

concentraciones de acidos organicos producidos por bacterias.?

Segun la Academia Americana de Odontologia Pediatrica (AAOP), el uso de fluor es seguro y
altamente efectivo para reducir la prevalencia de caries.> Como método alternativo al
fluoruro, la irradiacion con laser ha sido propuesta por intentar incrementar la resistencia del
esmalte al ataque acido,* este método puede ser adecuado y bien tolerado en nifios® con caries
0 alto riesgo a padecerla.® Desde el 2013, la AAOP reconocid el uso del laser como método

alternativo y complementario para proporcionar procedimientos dentales en los nifios.’

Diversos experimentos in vitro han demostrado el potencial del laser Er: YAG en la
prevencion de la caries dental, evitando la desmineralizacion del esmalte al reducir su
permeabilidad,® ° al hacer cambios quimicos* %12 y morfoldgicos.* Sin embargo, la
irradiacion laser produce efectos indeseables en su superficie: grietas, crateres, superficies
rugosas, entre otros,* & 10 111318 195 cyales podrian incrementar la rugosidad superficial y
permitir un mayor acumulo de microorganismos. Algunos investigadores han hipotetizado
que los efectos morfoldgicos secundarios causados por la irradiacion laser podrian ser

propensos a acumular bacterias'® 18 y por lo tanto dar como resultado caries secundaria.

En la literatura actual no existen suficientes estudios que esclarezcan esta teoria. Por lo
anteriormente expuesto, este estudio tuvo como objetivo evaluar la influencia de varios
protocolos de irradiacion laser Er:YAG sobre la rugosidad superficial y la adhesion bacteriana

al esmalte dental deciduo y permanente.

Los resultados obtenidos evidenciaron un aumento de la rugosidad en las superficies del

esmalte dental deciduo y permanente proporcional a las condiciones de irradiacion. Sin
1



embargo, la intensificacion de la rugosidad de la superficie causada por la irradiacion con

laser Er:YAG no afecto la adhesion de Streptococcus mutans y Streptococcus sanguinis.

Solo en el esmalte dental deciduo la rugosidad producida al usar una densidad de energia de

12.7 Jlem? propici6 un incremento significativo en la adhesion de S. mutans.



1. Antecedentes

Esmalte dental

Las coronas de los dientes estan cubiertas por el esmalte dental, que es el tejido mas duro del
cuerpo humano, estd compuesto de materia inorganica o fase mineral en un 92-96% y un 4%
de material organico y agua. La fase mineral se compone principalmente de fosfato calcio en
la forma de cristales de hidroxiapatita, que son carbonatados o fluorados. La formacion
promedio de la corona primaria es de 6 a 14 meses, mientras que en los dientes permanentes
es de 3 a 4 afos. Asi, los dientes temporales presentan menor espesor del esmalte que su

sucesor permanente.

La microestructura del esmalte consiste en cristales dispuestos en prismas o varillas, que
pasan casi perpendiculares desde la unién amelodentinaria a la superficie del diente. La zona

interfacial entre prismas es rica en proteinas y se denomina esmalte interprismatico.

Los dientes deciduos presentan una capa de esmalte aprismatico mas gruesa y uniforme
comparado con los dientes permanentes. Los dientes deciduos presentan menor
mineralizacion del esmalte (80.6 %), el cual es mas delgado que en dientes permanentes.®
Por lo descrito anteriormente y otras propiedades fisicas y quimicas del esmalte de dientes
permanentes y deciduos; se confirma que el esmalte de dientes permanentes es mas resistente,

y por lo tanto no pueden extrapolarse resultados de uno al otro.

Caries dental

La caries dental es una de las enfermedades cronicas mas prevalentes en el mundo.?’ Datos
obtenidos de la Organizacién Mundial de la Salud sefialan que esta enfermedad afect6 a 2400
millones de personas y a 621 millones de nifios en todo el mundo. Los valores del indice cpod
en nifios entre 12 afios de edad a nivel mundial es de 1.86.2 En México, el Sistema de

Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales (SIVEPAB 2013) report6 un indice cpod de
3



3.8 en nifios de 2 a 10 afios, asi como un 23.5 % de la poblacion de 2 a 19 afios de edad libre
de caries.?? Esos datos epidemioldgicos sefialan la necesidad de un control efectivo de la

caries.

El papel causal importante de la caries es llevado a cabo por la biopelicula formada por
microorganismos en la superficie de los dientes. Uno de los principales factores etiologicos

responsables de la enfermedad es Streptococcus mutans.?®

La formacién de la biopelicula dental comienza cuando las proteinas de la saliva (como
proteinas ricas en prolina, amilasas, lisozima, histatinas, peroxidasa y mucinas, entre otras)
junto con otros componentes de la saliva cubren la superficie dental formando lo que se
conoce como pelicula salival o pelicula adquirida. Esta pelicula es formada por los
componentes salivales absorbidos y es la base para que los microorganismos que inducen la

formacion de la biopelicula colonicen la cavidad oral.?* 2

La adhesién bacteriana a superficies es un proceso extremadamente complicado, se ve
afectado por algunos factores como: el medio ambiente, las propiedades de las bacterias y las
caracteristicas superficiales del material (composicion quimica, carga superficial,
hidrofobicidad y rugosidad topogréafica).?® 2’ La adhesion bacteriana a tejido humano o
superficies es a menudo el primer evento percibido en el proceso de colonizacién del
hospedero,?® asi como, el primer paso en la formacién de la biopelicula. La adhesion
bacteriana es un proceso reversible, no especifico, llevado a cabo principalmente por fuerzas
de Van der Waals y fuerzas electrostaticas; moduladas por propiedades fisicoquimicas, tanto
del sustrato como de la superficie bacteriana.?® La adhesion bacteriana en superficies lisas es
reversible y puede llegar a ser irreversible en segundos o minutos después del contacto

inicial.?



Se han aislado mas de 700 especies bacterianas de la cavidad oral humana y la mayoria de

ellas estan asociadas con la biopelicula dental.*

Las especies de Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis y Streptococcus oralis son
descritos como colonizadores primarios de la placa dental® ya que tienen la capacidad de
fijarse a la pelicula salival cuatro horas posteriores a la limpieza oral.*? S. sanguinis juega un
rol importante en la colonizacion ya que se fija directamente a la superficie y facilita la unién
de otros microorganismos.®® Se ha reportado que S. sanguinis se encuentra presente en nifios
libres de caries, también que tiene una relacion antagonista con S. mutans por lo que puede

retardar su colonizacion en la cavidad bucal.3*

Las especies de S. mutans y Streptococcus sobrinus han sido identificados como los
principales patogenos en la caries dental.® S. mutans es considerado el agente etiologico
principal de la caries en humanos; es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa y
favorece la formacion de la biopelicula dental (placa dentobacteriana) sobre la superficie
dental de humanos.®® Su presencia incrementa el riesgo para la desmineralizacion del esmalte
dental,®” debido a la habilidad para adherir y acumular sacarosa en la placa dental, asi como,
producir y tolerar altas concentraciones de acido.®® La produccion de polisacéridos insolubles
al agua llamados mutacinas son determinantes importantes para la virulencia y cariogenicidad

del S. mutans, ya que estas ayudan a la adhesion y colonizacion del microorganismo.*

Se ha reportado que S. mutans solo o con sus agregados se fusiona con peliculas (biopelicula

o pelicula salival) a través de dos mecanismos independientes:

Mecanismo sacarosa dependiente

e Glucosiltransferasa (Gtf, por sus siglas en inglés). Es responsable de la formacion de

glucanos a partir de la sacarosa. Estos glucano sintetizados proporcionan la posibilidad



de adherir la bacteria al esmalte dental o adherir los microorganismos unos con otros.
Cada uno de los tres tipos de Gtf juega un rol diferente, aunque similar en la
formacion del biofilm. La glucosiltransferasa S (GtfS) es absorbida rapidamente in
vivo (1 min aproximadamente) en la superficie de la hidroxiapatita del esmalte
cubierto por la pelicula salival. La glucosiltransferasa B (GtfB) es la principal
responsable en la interaccidn con otros S. mutans. La glucosiltransferasa (GtfD) forma
predominantemente polisacaridos solubles, metabolizables rapidamente y actta como
un primer para GtfB.

e Las proteinas de union a glucano (Gbps, por sus siglas en inglés). Intervienen en la
unién de las bacterias a los glucanos. Se conocen cuatro tipos de esta proteina: las
proteinas de unién a glucano A (GbpA), las proteinas de union a glucano B (GbpB),
las proteinas de union a glucano C GbpC, y las proteinas de unidén a glucano D
(GbpD). Las proteinas GbpC (y probablemente GbpB) estan asociadas con la pared
celular bacteriana y, por lo tanto, actia como un receptor especifico para glucano.
Todos los cuatro tipos de proteinas juegan un papel en la adhesién de

microorganismos y en la formacion de la biopelicula.

Mecanismo sacarosa independiente

e En este mecanismo se observa una interaccion entre las particulas adhesivas de S.
mutans y la pelicula salival. Las aglutininas encontradas en la saliva son involucradas
en el proceso de adhesion y agregacion de S. mutans gracias a la interaccion con el

antigeno I/11, es una adhesina multifuncional anclada a la pared celular de la bacteria.?®

En la literatura se pueden encontrar algunos estudios con diversas técnicas e instrumentos que
evallan la adhesion de los microrganismos involucrados en el inicio y progresion de la caries.

Por ejemplo, Mei et al.,*° evaluaron las fuerzas de adhesion tanto de microorganismos



colonizadores iniciales (S. mitis, S. sanguis, S. oralis) como microorganismos cariogenicos (S.
mutans) unidos a materiales ortoddnticos y esmalte con y sin pelicula salival adquirida, por
medio de Microscopia de Fuerza Atomica (MFA). Dichos cientificos encontraron que los
microorganismos colonizadores iniciales de las superficies duras de la cavidad oral,
presentaron mayor fuerza de adhesidén en comparacion a las bacterias cariogénicas. También
midieron la rugosidad del esmalte pulido, donde encontraron que el esmalte sin pelicula
salival presentaba una rugosidad de 7.0 + 3 nm y con pelicula salival una rugosidad de 5.1 +

1.1 nm.

Por otra parte, la colonizacién de S. mutans a una edad temprana, la alta frecuencia de
consumo de azlcar, la higiene oral deficiente, el cepillado dental irregular y/o el cepillado
dental sin supervision por parte de los cuidadores son algunos de los factores de riesgo para el
desarrollo de caries en nifios.?> % %2 por lo que es necesario llevar a cabo tratamientos

preventivos.

En relacion a los tratamientos preventivos de la caries, la Academia Americana de
Odontologia Pediatrica (AAOP) declara que el uso de flior es seguro y altamente efectivo
para reducir su prevalencia.® El efecto topico cariostatico del fltor esta dado por los cambios
en la fase mineral del esmalte dental, asi como por la modulacion de los efectos metabolicos
de S. mutans y otras bacterias presentes en la placa dental.> Como alternativa al fluoruro, la
irradiacion laser se ha propuesto como un método para prevenir la desmineralizacion del
esmalte.* Por ser bien tolerado por los pacientes infantiles,® este puede ser efectuado en nifios
con caries o con alto riesgo de padecerla.® Ademas, desde el afio 2013, la AAOP ha
reconocido el uso del laser como método alternativo y complementario para proporcionar

procedimientos dentales en los nifios.’



Origen y caracteristicas del laser

La palabra “LASER” es un acrénimo del inglés Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation (Amplificacion de la Luz por Emision Estimulada de Radiacion). El principio del
laser fue desarrollado de las teorias de Einstein a principios de los afios 1900.%* 4 El proceso
de emision laser ocurre cuando un a&tomo excitado es estimulado para emitir un fotén antes de
que el proceso ocurra espontaneamente. La emision espontanea de un foton por un atomo

estimula la liberacion de un foton subsecuente y asi sucesivamente.*?

En 1960 Maiman desarrollo el primer prototipo del laser, su dispositivo utilizaba un cristal de

Rubi como medio y emitia una luz radiante coherente cuando era estimulado por energia.*®

La energia emitida por un laser es esencialmente una luz de un solo color (monocromatica) y,
por lo tanto, de una longitud de onda determinada. Los fotones que comprenden el haz de
energia son emitidos como una luz coherente (en fase), unidireccional, monocromatica que
puede ser colimada dentro de un haz intensamente enfocado que exhibe pequefia

divergencia.**

Los laseres son llamados de acuerdo al elemento activo que es inducido a experimentar la
transicion cuéntica que, a su vez, crea el haz de energia. Asi, los laseres cominmente
utilizados en odontologia consisten en una variedad de longitud de onda liberada, ejemplo:
CO2, Nd:YAG, Ho:YAG, Er.YAG, Er,Cr.YSGG, Nd:YAP, GaAs (diodo), y argon. Ver

Tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas de la longitud de onda de laseres usados en odontologia clinica (Cobb

etal.,*)
Tipo de laser Abreviacion Longitud de Modo de Punta emisora
onda emision
Didxido de carbono CO; 10.6 um Controlado o | Guia de onda hueca; cuando el haz
continuo enfocado estd a 1 0 2 mm de la superficie
blanco
Neodimio:Ytrio-Alumino- Nd:YAG 1.064 um Pulsado Sistema de fibra optica flexible de varios
Granate didmetros: superficie de contacto requerida
para varios la mayoria de procedimientos
Holio:Ytrio-Aluminio-Granate Ho:YAG 2.1um Pulsado Sistema flexible de fibra dptica; superficie
de contacto requerida para varios
procedimientos
Erbio:Ytrio-Aluminio-Granate ErYAG 2.94 ym Pulsado de | Sistema flexible de fibra éptica o guia de
circulacion onda hueca; superficie de contacto
libre requerida para varios procedimientos.
Erbio,Cromo:Ytrio-Selenio- Er,Cr:YSGG 2.78 um Pulsado de | Inserciones de cristal de Zafiro con varios
Galio-Granate circulacién didmetros: superficie de contacto requerida
libre para varios procedimientos.
Neodimio:Ytrio-Aluminio- Nd:YAP 1,340 um Pulsado Sistema flexible de fibra dptica; superficie
Perovskita de contacto requerida para = mas
procedimientos
Indio-Galio-Arsenido-Fosfido; InGaAsP (diodo) Rango  de | Controlado o | Sistema flexible de fibra éptica; superficie
Galio-Aluminio-Arsenido; Galio- GaAlAs (diodo) 635 a 950 | continuo de contacto requerida para = mas
Arsenido nm procedimientos
GaAs (diodo)
Argén Ar 488 a 514 | Controlado o | Sistema flexible de fibra dptica
nm continuo

Cuando la luz laser llega al tejido, esta puede reflejarse,

dispersarse, ser absorbida o

transmitida al tejido circundante.*® Los parametros variables que afectan la absorcion de
energia son: energia (watts), modo de emision (continuo o pulsado), duracion del pulso,
energia/pulso, densidad de energia, duracion de la exposicion, potencia pico del pulso,
angulacion de la punta liberadora de energia respecto a la superficie blanco y las propiedades

opticas del tejido.**

Los estudios tempranos en laser dental comienzan en 1963, un poco mas tarde que en otros
campos de la medicina, por ejemplo, oftalmologia o dermatologia. La primera investigacion

fue basada en el laser de rubi cuya longitud de onda no es adecuada para el tratamiento



dental.*® La primera aplicacion del laser en el tejido dental fue reportada por Goldman et al. y

Stern and Sognnaes, quienes describen los efectos del laser de rubi en el esmalte y dentina.*

Laser Er:YAG para uso dental

La emision estimulada de iones Er+3 en cristales de Ytrio-Aluminio-Granate fue presentada
en 1975, preparando la via del nuevo tipo de laser llamado Er:YAG. Su longitud de onda
emitida de 2940 nm (2.94 um) coincide exactamente con la maxima absorcion de agua,
siendo aproximadamente 15 veces mas alta que la absorcién de un laser de CO. y 20,000
veces mayor que la de un laser de Nd:YAG. También es bien absorbida por la hidroxiapatita,
este laser parece haber sido hecho para la eliminacion eficaz de la dentina y el esmalte con
efectos secundarios menores, tales como el dafio térmico.*” Desde 1988, cuando aparecio la
primera publicacion de ablacion de esmalte y dentina por irradiacion laser Er:YAG, el nimero

de investigaciones usando el laser como herramienta dental ha aumentado continuamente.®

El primer sistema disponible en el mercado fue Key Laser 1 introducido por KaVo en 1992,
posteriormente se desarroll6 mas en Key Laser 2 y Key Laser 3. Actualmente muchos
fabricantes han vendido laseres Er:YAG con importantes diferencias en sus especificaciones
técnicas. Ver Tabla 2. En 1997 la FDA aprobo este tipo de laser para la remocion de caries y
preparacion de cavidades en Estados Unidos, desde entonces se incrementd el ndmero de

fabricantes que han comercializado el Er:-YAG.#

10



Tabla 2. Principales laseres Er: YAG representativos disponibles en el mercado (Bader et

al.,*"
Opus Duo, Opus Fidelis Plus 11 DELight Key Laser Samart 2940 D
Dent

Potencia 12w 15w 6W 6W
Energia pulsada 100-1000 mJ 1000 mJ 300 mJ 10-600 mJ 700 mJ
Tasa de repeticién | 7-20 Hz 2-50 Hz 30 Hz 1-25Hz 20 Hz
de pulsos
Duracion de 250 — 400 ps 100-1000 ps 200 pS 250-500 ps | 80 a 450 ms
pulsos

Fibra hueca flexible Fibra con aplicador | Pieza de

descubierto, 400 | mano
pm enfocada

Tamafio de punta 1.3 mm
hasta
Haz de enfoque 3mW, 635 nm Haz de enfoque
con diodo laser con diodo 5mwW
rojo 680 nm
Contacto Contacto cerca y sin

contacto
Puntas de zafiro Cénicas 200 — 1000 | Pieza de mano | Puntas de zafiro

pm (en contacto y sin enfoca_lda, puntas Puntas huecas

contacto) de zafiro

1300 pm puntas sin
contacto

Puntas
descubiertas

Puntas metalicas | Brazos articulados Brazo articulado
huecas de contacto | con espejos. con 7 espejos
para cortar tejido
blando

Combinacion CO2 Nd:YAG

Mecanismos de ablacion del laser Er:YAG

Durante la irradiacion la energia del laser es absorbida selectivamente por moléculas de agua

y componentes organicos hidratados de los tejidos bioldgicos. Como consecuencia se produce

la evaporacion de agua y componentes organicos, dando como resultado efectos térmicos

causados por el calentamiento generado por este proceso, que es denominado “evaporacion

fototérmica”. Ademas, en los procedimientos de tejidos duros, la produccion de vapor de agua

induce a un incremento de la presion interna del tejido, que da como resultado una expansion

explosiva llamada “microexplosion” la cual produce cambios en la morfologia del esmalte.'®

11




Los estudios previos con Microscopia Electrénica de Barrido, han demostrado que el corte
con laser genera un menor dafio a los prismas y tubulos; la capa de lodillo dentinario y
escombros en no estan presentes en comparacion con el corte convencional (fresa de carburo).
Esta caracteristica del laser puede ser una ventaja para la eliminacion de la caries remanente
ya que la capa de lodillo dentinario en si es una fuente de bacterias residuales en una cavidad

preparada.*®

El rango de umbral de ablacion del laser Er:YAG oscila entre 6 J/cm? en pulsos de 100 ps y
10 J/cm? en pulsos de 700 ps. Esto significa que el laser de Er: YAG es el mas eficiente de

todos sistemas conocidos para remover tejidos dentales duros.*’

Efectos del laser Er:YAG en la prevencién de caries
Un tratamiento laser apropiado puede prevenir la desmineralizacion del esmalte mediante la
reduccion de la solubilidad, area superficial y porosidad, a través de cambios cristalograficos

y composicionales.®

La inhibicion de las vias de difusion del esmalte a traves de la modificacion de la matriz
organica puede ser uno de los principales mecanismos involucrados en la prevencion de la
caries por induccién laser. Este mecanismo poco convencional para bloguear el esmalte fue
asociado con el “bloqueo organico” inducido por el tratamiento con laser de baja densidad, el
cual preserva y modifica la Matriz Organica obliterando los canales de difusion en el esmalte.
En contraste con el “bloqueo inorganico” causado por las terapias laser con alta densidad, el

cual funde la hidroxiapatita del esmalte.*®

Tedricamente, la reduccion de la difusidn del esmalte en un experimento realizado por Maung
et al.,® puede ser causado por una desnaturalizacion parcial de la Matriz Organica del esmalte
(bloguea las vias de difusion) y/o la fundicion y subsecuente fusién de los cristales
inorganicos.
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Otros estudios han reportado que el laser puede mejorar la resistencia del esmalte dental al
ataque acido. Por ejemplo: Diaz et al.,'? evaluaron los cambios quimicos asociados a la
resistencia acida del esmalte tratado con laser Er:YAG y observaron cambios quimicos

asociados con un incremento en la resistencia acida del esmalte.

Varios estudios cientificos han reportado que la irradiacion del esmalte dental con laser
Er:-YAG causa efectos morfoldgicos indeseables como: crateres,'% 11 15 1718 grietag 8. 13 16, 17
prismas del esmalte expuestos,'™ * 18 greas fundidas y ablacionadas,* * 8 superficies con
apariencia de lava.* La presencia de estos efectos morfoldgicos probablemente aumenta la
rugosidad superficial del esmalte. Un incremento en la rugosidad superficial promueve la
adhesion bacteriana.?’ Diversos autores han hipotetizado que los efectos morfoldgicos

secundarios a la irradiacion con laser Er:YAG podrian ser propensos a la acumulacién de

bacterias'® 1>-18 y probablemente dar como resultado procesos cariosos.

Para observar la relacion que existe entre los cambios indeseables causados por los efectos
fototérmicos del laser Er:YAG vy la adhesidn bacteriana se han realizado escasos experimentos

en especimenes de esmalte dental.

Hu et al.,>° evaluaron los efectos en las propiedades fisicoquimicas del esmalte al aplicar calor
asi como el impacto en la adhesion bacteriana. Observaron que el calentamiento no influyé en
la adhesion de S. sanguis, pero redujo significativamente las proporciones de areas ocupadas
por S. mitis y S. oralis. La reduccion de la adherencia de S. mitis a esmalte cubierto con saliva
no fue significativa. Las proporciones de areas ocupadas por las 3 cepas bacterianas en el
esmalte cubierto con saliva no fueron diferentes significativamente de aquellas con esmalte
sin saliva. Concluyeron que el tratamiento térmico y laser fototérmico puede modular las
propiedades fisicoquimicas del esmalte, previniendo la adhesion de algunas especies

bacterianas.
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2. Planteamiento del problema:

Dentro de los efectos benéficos de la irradiacion laser del esmalte dental con Er:YAG se
encuentran: la resistencia acida por la disminucion de carbonato ligado; la inhibicién de la
difusion mediante la modificacion de la matriz organica (MO);® ° el sellado fisico de la
superficie por la fundicion y fusion de los cristales de hidroxiapatita,* etc. Sin embargo, al
mismo tiempo el esmalte dental sufre dafios secundarios como resultado de los fenédmenos
térmicos causados por la irradiacion, entre estos podemos observar: fracturas, crateres,
exposicion de prismas, grietas, fusion, aumento de la rugosidad superficial.* & 912 1417 Estos
efectos son resultado de la densidad de energia, tiempo de irradiacion, distancia focal y la
irrigacion empleada durante el procedimiento.®® La superficie irregular del esmalte producida
por irradiacion parece ser mas propensa a la adhesion de bacterias y la acumulacion de
biopelicula dental.!® 18 Esta condicion puede ser aprovechada por S. mutans el agente
etioldgico principal de la caries en humanos, el cual crece como una biopelicula en la
superficie dental e incrementa el riesgo para la desmineralizacion del esmalte por su habilidad
para adherir y acumular sacarosa, asi como, producir y tolerar altas concentraciones de acido.
Asi como también por S. sanguinis el cual es una bacteria que se considera colonizadora
inicial de la superficie dental. No existe informacion cientifica sobre los efectos secundarios
provocados por la irradiacién laser Er:YAG en el esmalte y la relacion que guarda con la
adhesion S. mutans y S. sanguinis por lo cual el presente estudio pretende responder las
siguientes preguntas:

¢Cuanto aumenta la rugosidad del esmalte temporal y permanente irradiado con laser
Er:-YAG?

¢Los cambios morfoldgicos del esmalte temporal y permanente irradiado con laser Er:YAG

propicia un incremento en la adhesion de S. mutans y S. sanguinis?
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3. Justificacion:

Debido a que el laser Er:YAG ha demostrado ser un agente prometedor en odontologia
preventiva y minimamente invasiva, por su capacidad de cambiar la estructura fisica y
quimica del esmalte, a través de sus efectos fototérmicos y de esta manera hacerlo mas
resistente a la caries dental, resulta conveniente evaluar la relacion que guardan los cambios
morfologicos superficiales del esmalte irradiado y la adhesion bacteriana. Ya que existe poca

informacidn al respecto.

Adicionalmente, resulta necesario establecer parametros adecuados de irradiacion laser, para
evitar cambios morfologicos graves que puedan favorecer la colonizaciéon de S. mutans y S.
sanguinis; y de esta manera favorecer el desarrollo de la caries dental en los 6rganos dentarios

tratados.

En este proyecto de investigacion, los experimentos fueron realizados en dientes permanentes
y temporales tomando en cuenta que ambos estan presentes en la denticién mixta de un

paciente escolar, el cual esta en la edad adecuada para llevar a cabo tratamientos preventivos.
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4. Hipotesis:

Fase |
Los cambios morfoldgicos del esmalte permanente producidos por la irradiacion con laser

Er:YAG aumentan significativamente su rugosidad.

Los cambios morfolégicos del esmalte permanente producidos por la irradiacion con laser

Er:YAG propician el incremento en la adhesion de S. mutans y S. sanguinis.

Fase Il
Los cambios morfolégicos del esmalte deciduo producidos por la irradiacion con laser

Er:YAG aumentan significativamente su rugosidad.

Los cambios morfolégicos del esmalte deciduo producidos por la irradiacion con laser

Er:YAG propician el incremento en la adhesion de S. mutans y S. sanguinis.
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5. Objetivos:

General:

e Determinar la rugosidad del esmalte dental deciduo y permanente irradiado con laser

Er:YAG y su efecto en la adhesion cuantitativa de S. mutans y S. sanguinis.

Especificos:

Fase l y Il

e Determinar la rugosidad del esmalte antes y después de la irradiacion con laser
Er:-YAG por medio de perfilometria.

e Determinar la adhesion cuantitativa de S. mutans y S. sanguinis a esmalte dental no
irradiado y tratado con laser Er:YAG a través del ensayo de viabilidad celular de XTT.

e Describir la adhesion cualitativa de S. mutans y S. sanguinis a esmalte dental no
irradiado y tratado con laser Er:YAG mediante la Microscopia Confocal de Barrido
Laser (MCBL) utilizando la tincién LIVE/DEAD.

e Describir la adhesién cualitativa de S. mutans y S. sanguinis a esmalte dental no

irradiado y tratado con laser Er:YAG con Microscopia Electronica de Barrido (MEB).
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6. Disefio metodologico:

6.1. Disefo de estudio

Experimental in vitro. Dividido en dos fases (Figura 1).

Rugosidad del Esmalte Dental Deciduo y Permanente Irradiado con Laser Er:YAG y adhesion de S. mutans y S. sanguinis

v \
Fase I. Esmalte dental permanente Fase I1. Esmalte dental deciduo
\V W

42 premolares sanos
84 placas de esmalte de 3 x 3 mm

4

54 incisivos temporales
54 placas de esmalte 3 x 3 mm

\4

Determinacion de Rugosidad Inicial
Perfilébmetro, n=84

Determinacion de Rugosidad Inicial
Perfilémetro, n=54

N v
G2_100/H.0 G3_200/H.0 G4_300/H.0 G5_100 G6_200 G7_300 G2_100 (7.5 Jlcm?) G3_100 (12.7 Jicm?)
61 control n=12 n=12 n=12 n=12 n=12 n=12 n=18 n=18
—conto ErYAG 100 Er:YAG 200 Er:YAG 300 Er:YAG 100 Er:YAG 200 Er:YAG 300 G1_control Er:YAG 100 mJ Er:YAG 100 mJ
n=12 mJ mJ mJ m m mJ n=18 (7.5 Jicm?) (12.7 Jem?)
Control (12.7 Jiem?) (25.5 J/cm?) (38.2 J/cm?) (12.7 Jiem?) (25.53/cm?) (38.2 J/cm?) Control Irrigacion Irrigacion
Irrigacion Irrigacion Irrigacion Sin Sin Sin 5 mL/min 5 mL/min
5 mL/min 5 mL/min 5 mL/min Irrigacion Irrigacion Irrigacion
v v
Determinacion de Rugosidad con Perfilémetro, n=72 (npg=12) Determinacion de Rugosidad con Perfilémetro, n=36 (npg=18)
Vi v

Ensayos Microbioldgicos
S. mutans evaluacion; ensayo de viabilidad celular XTT n=21 (npg=3); MCBL n=7 (npg=1); MEB n=7 (npg=1);
control n=7 (npg=1).
S. sanguinis evaluacion; ensayo de viabilidad celular XTT n=21 (npg=3); MCBL n=7 (npg=1); MEB n=7
(npg=1); control n=7 (npg=1).

Ensayos Microbioldgicos
S. mutans evaluacion; ensayo de viabilidad celular XTT n=18 (npg=6); MCBL n=3 (npg=1); MEB n=3 (npg=1);
control n=3 (npg=1).
S. sanguinis evaluacion; ensayo de viabilidad celular XTT n=18 (npg=6); MCBL n=3 (npg=1); MEB n=3
(npg=1); control n=3 (npg=1).

Figura 1. Diagrama de disefio de estudio por fase
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6.2. Universo y muestra

El universo se conformé de premolares (Fase 1) e incisivos temporales (Fase I1) extraidos en
Clinicas de Licenciatura de la Facultad de Estomatologia de la Benemérita universidad
Auténoma de Puebla (BUAP), asi como, en Consultorios de atencion odontoldgica, donde
brindan servicio especializado de Ortodoncia y Odontopediatria, en la ciudad de Puebla,
Puebla.

El muestreo fue por conveniencia. Se utilizaron 84 bloques de esmalte permanente en la fase |

y 54 bloques de esmalte temporal en la fase Il

6.3. Procedimientos

Seleccion y preparacion de las muestras

Fase |

Los premolares fueron recolectados bajo consentimiento informado del paciente o padre y
asentimiento informado del paciente segun el caso (Ver Anexo 1, 2 y 3). Una vez extraidos se
colocaron en solucién de timol al 0.2 % y se transportaron al laboratorio para su
procesamiento. En el laboratorio los premolares se enjuagaron con agua de la llave, los restos
de tejido blando les fueron retirados con un bisturi, las coronas se cepillaron levemente con un
cepillo suave (Sulcus, Oral-B, México), se enjuagaron con agua deionizada y se almacenaron
a 4° C en solucion de timol al 0.2 % hasta su analisis.

Antes de obtener los blogues de esmalte, los premolares se enjuagaron con agua desionizada y
se evaluaron con dispositivos de deteccion de caries (DIAGNOdent® pen y Spectra™), 12 17:52
posterior a esto, se separd la corona de la raiz utilizando un disco de diamante (BesQual,
Nueva York, Estados Unidos) montado en un motor de baja velocidad (Micromotor STRONG
207S-106, Saeshin Precision Co., Ltd. Daegu, Corea) bajo constante irrigacion de agua

desionizada para evitar el calentamiento y deshidratacion de la muestra; la corona se fijo con
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resina termoplastica (Allied High Tech Products, Rancho Dominguez, CA, Estados Unidos) a
un portaobjetos de vidrio. Los cortes se realizaron de manera sistematizada, utilizando un
disco de diamante (South Bay Technology, Inc., San Clemente, CA, Estados Unidos),
montado sobre una cortadora (South Bay Technology, Inc., Estados Unidos) para obtener 1
bloque de 3x3 mm de la superficie bucal*> "y lingual. Finalmente las muestras se lavaron
exhaustivamente con agua desionizada, se secaron a temperatura ambiente para evaluar su

rugosidad inicial.

Fase Il

Los incisivos temporales fueron recolectados bajo consentimiento informado de alguno de los
padres o tutores del paciente y asentimiento informado del menor de edad (Ver Anexo 2y 3).
Una vez extraidos se colocaron en solucion de timol al 0.2 % y se transportaron al laboratorio
para su procesamiento. En el laboratorio los incisivos se enjuagaron con agua de la llave, los
restos de tejido blando les fueron retirados con un bisturi, las coronas se cepillaron levemente
con un cepillo suave (Sulcus, Oral-B, México), se enjuagaron con agua desionizada y se
almacenaron a 4° C en solucion de timol al 0.2 % hasta su analisis.

Antes de obtener los bloques de esmalte, los incisivos temporales se enjuagaron con agua
desionizada y se evaluaron con dispositivos de deteccion de caries (DIAGNOdent® pen y
Spectra™) 12 17 18 52 posterior a esto, si los dientes tenfan raiz se separaba de la corona
utilizando un disco de diamante (BesQual, Nueva York, Estados Unidos) montado en un
motor de baja velocidad (Micromotor STRONG 207S-106, Saeshin Precision Co., Ltd.
Daegu, Corea) bajo constante irrigacién de agua desionizada para evitar el calentamiento y
deshidratacion de la muestra; la corona se fijo con resina termoplastica (Allied High Tech
Products, Rancho Dominguez, CA, Estados Unidos) a un portaobjetos de vidrio. Los cortes se
realizaron de manera sistematizada, utilizando un disco de diamante (South Bay Technology,

Inc., San Clemente, CA, Estados Unidos), montado sobre una cortadora (South Bay
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Technology, Inc., Estados Unidos) para obtener 1 bloque de 3x3 mm de la superficie labial.!8
Finalmente las muestras se lavaron exhaustivamente con agua desionizada y se secaron a

temperatura ambiente para evaluar su rugosidad inicial.

Irradiacion del esmalte con laser Er:YAG

Fase |

Ochenta y cuatro muestras de esmalte permanente fueron divididas aleatoriamente en 7
grupos (n=12). Ver Tabla 3.

Se usé un sistema laser Er:YAG (Lumenis OPUS DUO™ Er:YAG + COg, Yokneam, Israel)
para irradiar las muestras, a una longitud de onda fija de 2.94 um, un pulso de energia de 100
a 300 (dependiendo del grupo experimental), pulso de repeticién de 10 Hz, un pulso de
duracion de 250 a 400 s, punta de zafiro de 1.0 mm de diametro. La irradiacion se llevé a
cabo de forma manual a lo largo de la muestra completa, de tal manera, que la punta escaneo
la muestra suavemente en una sola direccion y perpendicular a ella. Cada muestra se irradio
por 15 s en modo enfocado a una distancia de 1 mm con irrigacion de agua desionizada 5
mL/min o sin irrigacién dependiendo del grupo. Los niveles de energia fueron calibrados con
un dispositivo incluido en el equipo, la energia liberada se evalud periédicamente con un

medidor de potencia (LaserMate-P, Coherent Co., Santa Clara, CA).

Tabla 3. Pardmetros de irradiacion laser para los grupos experimentales.

Dientes permanentes
G1_control No irradiado.
G2_100/H,0 100 mJ (12.7 J/cm?) 10 Hz, 15 s, 5 ml/min.
G3_200/H,0 200 mJ (25.5 J/cm?) 10 Hz, 15 s, 5 ml/min.
G4_300/H,0 300 mJ (38.2 J/cm?) 10 Hz, 5's, 5 ml/min.
G5_100 100 mJ (12.7 J/em?) 10 Hz, 15s.
G6_200 200 mJ (25.5 J/cm?) 10 Hz, 15s.
G7_300 300 mJ (38.2 J/cm?) 10 Hz, 15s.
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Fase Il

Cincuenta y cuatro muestras de esmalte temporal fueron divididas aleatoriamente en 3 grupos
(n=18). Ver Tabla 4.

La irradiacion de las muestras se llevo a cabo con el uso un sistema laser Er:YAG (Lumenis
OPUS DUO™ Er:YAG + CO2, Yokneam, Israel) en modo no contacto y no enfocado, con
una longitud de onda fija a 2.94 pm, con un pulso de repeticion de 7 Hz, un pulso de duracion
de 400 ps, un pulso de energia de 100 mJ. Las muestras fueron escaneadas manualmente una
vez por 13 s con la punta de zafiro perpendicular a las mismas, a una distancia de 1 mm bajo
irrigacion con agua desionizada 5 mL/min. Los niveles de energia se calibraron con un
dispositivo incluido en el equipo, la energia liberada se monitoreo periédicamente con el

medidor de potencia (LaserMate-P, Coherent Co., Santa Clara, CA).

Tabla 4. Pardmetros de irradiacion laser para los grupos experimentales.

Dientes temporales

G1_control No irradiado.
G2_100(7.5 J/cm?) 100 mJ (7.5 J/em?) 7 Hz, 13 s, 5 ml/min.
G3_100(12.7 Jicm?) 100 mJ (12.7 J/cm?) 7 Hz, 13 s, 5 ml/min.

Andlisis de la rugosidad superficial

Fases 1y Il
La rugosidad superficial de las muestras de esmalte fue medida antes y despues de los
tratamientos con laser Er:YAG usando un perfilometro (Mitutoyo surftest SJ-301, Tokio,
Japon). La superficie de cada muestra fue escaneada en una longitud de 0.5 mm, por una
aguja de diamante, con un modulo de medicion de 0.08 mm (X), a una velocidad de 0.25 mm/s
y con un filtro de Gauss. El area evaluada estuvo limitada al tamafio de las muestras (3x3

mm).
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La medicion se realizd perpendicular a la muestra. Para cada muestra, se hicieron tres
mediciones por el mismo operador. Los parametros de rugosidad evaluados fueron los
siguientes: Ra (distancia media del perfil a la linea media sobre la longitud de evaluacién) y
Rz (medida de los valores absolutos de las alturas de las cinco crestas del perfil mas altas y de
las profundidades de los cinco valles del perfil mas bajos, dentro de la longitud evaluada).

Todas las mediciones se Ilevaron a cabo siguiendo la norma ISO 4287-1997.5% 54

Pruebas de adherencia bacteriana

Fase ly Il
Dos cepas S. mutans (ATCC 25175) y S. sanguinis (ATCC 10556) fueron utilizadas para la
realizacion de los experimentos de adhesion bacteriana sobre las superficies de esmalte. Las
cepas bacterianas fueron adquiridas como cultivos liofilizados (American Type Culture
Collection, Rockville, MD) y crecidas en placas de agar enriquecido HK [agar infusion
cerebro-corazén (BBL, Becton-Dickinson) agar soya tripticaseina (BBL, Becton, Dickinson),
extracto de levadura (BBL, Becton, Dickinson), suplementado con 5 ug/mL de Hemin
(Sigma-Aldrich), 0.3 pg/mL de menadiona (Sigma-Aldrich) y sangre de oveja desfibrinada al
5% (Microlab, Ciudad de México)] a 37 ° C en condiciones anaerobicas (80% N, 10% de

CO2 y 10% Hy) para obtener cultivos puros.

Previo a los ensayos de adhesion bacteriana las muestras fueron lavadas en agua desionizada
por 10 min en un sistema de limpieza ultrasonica (Quantrex Q140, L&R Ultrasonics, NJ,
Estados Unidos) y después esterilizadas en autoclave (121 °C por 15 min) dentro de tubos
eppendorf con 1 mL de agua desionizada.>>® Todos los experimentos se realizaron utilizando
tres 0 seis muestras por grupo experimental. Las muestras de esmalte estéril se colocaron
individualmente en placas de cultivo celular de 96 pozos con fondo plano (Marca Costar Cat.

# 3599, EE. UU.). Las suspensiones bacterianas de S. mutans y S. sanguinis se ajustaron a una
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densidad dptica (DO) = 1 a 600 nm en un espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer D30,
Alemania) para obtener una concentracion de 10° cel/mL de cada cepa. De la suspension
ajustada se afiadieron 100 uL a cada uno de los pozos con las muestras de esmalte y se afiadio
caldo de cultivo enriquecido TSB para obtener un volumen total de 200 pL. Las placas de 96
pozos se incubaron a 37 °C en condiciones anaerobias durante 24 h para permitir la adhesion
bacteriana en las superficies del esmalte. Despues de la incubacion anaerobica, cada muestra
se lavo tres veces con el caldo de cultivo TSB para eliminar las bacterias no adheridas, y se

procedio a preparar las muestras para ser analizadas por cada uno de los métodos utilizados.

Ensayo de viabilidad celular XTT

Fase ly Il
La adhesion bacteriana se midié de forma semicuantitativa utilizando el ensayo de viabilidad
celular XTT (XTT Cell viability Kit, Cell Signaling Techology. Inc., Danvers, Massachusetts,
Estados Unidos). Se afiadieron 50 pL del reactivo XTT a 100 pL del caldo de cultivo
enriquecido a cada pozo (150 pl de volumen total) y se incubaron en la oscuridad durante 4
horas a 37 °C en condiciones anaerobicas. Pasado el tiempo, se tomaron 100 uL del
sobrenadante de cada pozo y se transfirieron a una nueva placa de cultivo celular de 96 pozos.
Posteriormente, se midio la absorbancia a 450 nm (longitud de onda de referencia 620 nm)
con un lector de microplacas FilterMax ™ F5 (Molecular Devices, Estados Unidos). Para
transformar los valores de absorbancia en el numero de cel/mL, se realizé una curva de

calibracién estandar.
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Microscopia confocal de barrido laser

Fase ly Il
Se prepar6 una muestra adicional de cada grupo experimental para ser observada con un
microscopio confocal de barrido laser. Las muestras se tifieron usando el kit LIVE/DEAD®
BacLight™ bacterial viability kits (Molecular Probes, Eugene, OR, Estados Unidos). Este kit
estaba compuesto por dos colorantes fluorescentes: STYO® 9 que es una tincion de ADN
general que hace que todas las bacterias emitan fluorescencia verde, mientras que el yoduro
de propidio se dirige a las bacterias con membranas comprometidas y produce fluorescencia a
longitudes de onda rojas.>® %6 Los colorantes se mezclaron (proporcion 1:1) y se colocaron 3
uL directamente a las superficies, se incubaron en oscuridad y a temperatura ambiente durante
15 minutos. Pasado el tiempo, el tinte residual se enjuagd con agua desionizada estéril. Tres
imagenes de sitios elegidos al azar®® 52 fueron obtenidas inmediatamente con el microscopio
confocal de barrido laser (CLSM FV 1000 Olympus, Tokio, Japon) equipado con lentes

UPLSAPO 100x O NA: 1.4 y UPLFLN 40x O NA: 1.30 (Olympus).

Microscopia electrénica de barrido

Fase ly Il

Para observar de manera cualitativa las bacterias adheridas a la superficie del esmalte, una
muestra por grupo fue preparada para ser observada por medio de Microscopia Electrénica de
Barrido. Después del ensayo de adhesion bacteriana, las muestras seleccionadas se lavaron y
fijaron con glutaraldehido al 2,0% durante 24 h. Pasado el tiempo se lavaron tres veces con
solucion buffer de lavado (pH 7,4), se deshidrataron a través de series graduales de soluciones
con etanol al 20, 40, 60, 80 y 100%. Las muestras fueron secadas al vacio y recubiertas con
oro. La evaluacion de tres areas elegidas al azar se llevé a cabo en JEOL (JSM-6610LV, Inc.,

Estados Unidos) a 20 kV.
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6.4. Criterios de inclusion

Fase |
e Premolares extraidos por razones ortodoncicas.'? '
e Dientes con esmalte sano [DIAGNOdent® pen (DIAGNOdent®, KaVo, Biberach,
Alemania). Valor 0 — 13; Spectra™ (Air Techniques, Melville, Nueva York), valor 0.0

-0.9, codigo verde]'? 1752

Fase Il
e Dientes deciduos extraidos por estar proximos a exfoliar, por prolongada retencién o
por indicacion ortodéncica u ortopédica.'®
e Dientes deciduos con esmalte sano [DIAGNOdent® pen (DIAGNOdent®, KaVo,
Biberach, Alemania). Valor 0 — 13; Spectra™ (Air Techniques, Melville, Nueva

York), valor 0.0 -0.9, codigo verde]*® %2

6.5. Criterios exclusion

Fase |
e Premolares con fluorosis u otras alteraciones del esmalte.
e Premolares con caries, con fracturas y con obturaciones.

e Premolares con defectos de estructura o color en superficies bucales.'? 17

Fase Il
e Dientes deciduos con fluorosis u otras alteraciones del esmalte.

e Dientes deciduos con caries, con fracturas y con obturaciones.*®
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Criterios eliminacion
Fasel y Il
e Muestras que presentaron hoyos, grietas o algin otro defecto de la superficie del
esmalte al analizarlas con el microscopio, antes de irradiar el esmalte con el laser

ErYAG.'2 1718

6.6. Instrumentos

* DIAGOdent pen® (KaVo, Biderach, Alemania)

* Spectra™ (Air Techniques, Melville, Nueva York)

» Micromotor STRONG 207S-106 (Saeshin Precision Co., Ltd. Daegu, Corea)

* Recortadora de baja velocidad (South Bay Technology, Inc., Estados Unidos)

« Disco de diamante (South Bay Technology, Inc., San Clemente, CA, Estados Unidos)
e Laser Er:YAG (Lumenis OPUS DUO™ Er:YAG + CO», Yokneam, Israel)

« Sistema de limpieza ultrasénica (Quantrex Q140, NJ, Estados Unidos)

* Perfildbmetro (Mitutoyo surftest SJ-301, Tokio, Japdn)

« Espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer D30, Alemania)

* Lector de microplacas FilterMax ™ F5 (Molecular Devices, Estados Unidos)

« Microscopio confocal de barrido laser (CLSM FV 1000 Olympus, Tokio, Japén)

* Microscopio electronico de barrido JEOL (JSM-6610LV, Inc., Estados Unidos)
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6.7. Recoleccién de datos

Se implemento un sistema de documentacién que posibilito la coleccion ordenada de los datos

recabados durante la fase de experimentacion. Este sistema incluyo:

Bitacora de trabajo utilizada para llevar el registro diario de las actividades realizadas, los
calculos para la preparacion de las muestras, los medios de cultivo y soluciones requeridas,
métodos empleados en cada fase, instrucciones para la operacion de los equipos, asi como los

acuerdos con los tutores durante el desarrollo del proyecto.

Los resultados obtenidos de cada experimento se vaciaron en bases de datos hechas en
procesador de textos (Word), hojas de calculo (Excel) y software de procesamiento estadistico

(SPSS).

6.8. Analisis de datos

Todos los datos se analizaron utilizando el paquete estadistico SPSS 24 (SPSS IBM., Nueva
York). Se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribucion de datos. Se
realizaron pruebas de t-student; t pareada y/o Wilcoxon; analisis de varianza (ANOVA); pos
hoc Bonferroni 0 Tamhane; prueba de homogeneidad de varianza de Levene; Kruskal-Wallis;

con base en los objetivos planteados en cada fase y con un nivel de significancia de p<0.05.

6.9. Aspecto ético

La presente investigacion contemplé los principios éticos para las investigaciones médicas en
seres humanos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (64% Asamblea
General de octubre de 2013) En el Articulo 7 de este documento se establece que “la
investigacion médica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover y asegurar el
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respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos individuales”. La
donacion de 6rganos dentarios no represento dafio alguno para los sujetos participantes, pues
fue posterior a la exfoliacion de los 6rganos dentarios de acuerdo a su cronologia normal o
después de la extraccién voluntaria de éstos por persistencia en la cavidad bucal. La decision
de extraer un 6rgano dentario fue siempre por prescripcion fundamental del Odontopediatra u

Ortodoncista y en ningdn caso se vio influenciada por terceras personas.

Ademas, con apego al Articulo 9, se protegido a las personas que participaron en la
investigacién, velando por su integridad, salud, intimidad y dignidad, resguardando su

informacion personal en calidad de confidencialidad.

La participacion fue voluntaria en todos los casos y cada individuo potencial recibio la
informacion adecuada a cerca del proyecto de investigacién y de su colaboracion en el mismo,
de acuerdo al Articulo 26. Todas las dudas acerca de los objetivos, métodos, disposicion de las
muestras, beneficios calculados, entre otros, fueron aclaradas por el investigador o por el

odontologo tratante hasta asegurar el completo entendimiento de la informacion.

Asimismo, se cumplieron las leyes y reglamentos vigentes en México, destacando algunas
consideraciones estipuladas en el reglamento de la Ley General de Salud en Materia de

Investigacion en Salud.

Segun el Articulo 17, la presente investigacion se considerd “con riesgo minimo”, debido a
gue involucrd la obtencién de dientes deciduos y permanentes exfoliados o extraidos por
indicacion terapéutica. El paciente menor de edad firmé un escrito de asentimiento informado,

conforme a lo establecido en el Articulo 37 y su representante legal y dos testigos firmaron el
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consentimiento informado que reunid los requisitos enunciados en el Articulo 22. Sin
embargo, debido a que en las instituciones publicas de atencion odontoldgica el numero de
pacientes es elevado y hay poco tiempo para firmar los documentos de consentimiento y
asentimiento informado, en algunos casos se recurri Unicamente al asentimiento vy

consentimiento verbal.

Ademas, en todo momento se cuidd la integridad de los investigadores implementando las

medidas adecuadas de seguridad en el laboratorio.
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7. Resultados

7.1. Articulo aceptado

7.1.1. Titulo del articulo aceptado

Adhesion of Streptococcus mutans and Streptococcus sanguinis on Er:YAG Laser Irradiated Dental Enamel:

Effect of Surface Roughness

7.1.2. Carta de aceptacion

A
Ser Surgery
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From: photamedicine editorial@gmail.com
To: rchl hao.com.mz, rc b m:
o
Subject: Photomedicine and Laser Surgery - Decision an Manuscript 1D PHO-2018-447 1 R1
Body: 18-May-2018

Dear Dr. Contreras-Bulnes:
It is a pleasureta accept your manuscript entitled "Adhesion of Streptococcus mutans and Streptocaccus sanguinis on ERYAG Laser Irradiated Dental Enamel: Effact of Surface Roughnass” in its current farm for publicatian in Phatamedicine and
Laser Surgery.
Please ba sure to cite this article to ensure maximum exposure ofyour work.
All authors will get a follaw-up email with instructions on haw ta complete our anline Capyright Agreement form,
FAILURE BY ALL AUTHORS TO SUBMIT THIS FORM MAY RESULT IN A DELAY OF PUBLICATION,
The carrespanding author i responsible far communicating with coauthars to make sure they have completed the online copyright farm. Authars not permitted to release copyright must still return the form acknowledging the statement of the
reasan far not releasing the copyright, The carresponding author will receive notification when all capyright farms have been submitted.
Cansider Liebert Open Option ta have your paper made free online immediately upan publication for a ane-time fea, Benefits of Liebert Open Option include: accelerated e-pub ahead of print publication; email message highlighting the article;
increased readers, citations and downloads; an identifying icon in the table of contents showing that the paper is permanently available for free to all readers; and immediate depositian inta PubMed Central & Please, cantact
OpenAccess@liehertpub,com, or call (914) 740-2194 far more information,
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Thank you for your fine contribution, On behalf of the Editars of Photomedicine and Laser Surgery, we look forward ta your continued contributions to the Journal,
Sincerely,
Dr. Raymond Lanzafama
Editorial Office, Photomedicine and Laser Surgery
phatomedicine editarial@gmail.com
Reviewer{s)' Comments to Author:
Reviewer: 2
Comments to the Author
The manuscript has been improved by the authars and now can be considered for publication,
Reviewer: 1
Camments to the Author
Na more comments

Date Sent: 18-May-2018
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7.2. Articulo enviado

7.2.1. Titulo del articulo enviado

Effect of Er:YAG Laser Irradiation on Deciduous Enamel Roughness and Bacterial Adhesion

7.2.2. Carta de envio del articulo

Lasers in Surgery & Medicine

Preview (L5M-18-0143)

From: lsm@manuscriptmgt.com

-

fo: reontrerasb@uaemex.mx
cC:

Subject: Lasers in Surgery & Medicine - Manuscript LSM-18-0143

Body: 04-Jul-2018
Manuscript number: LSM-18-0143
Dear Professor Contreras-Bulnes:
Thank you for submitting your manuscript entitled Effect of ErYAG Laser Iradiation on Deciduous Enamel Roughness and Bacterial Adhesion by Bernardo Teutle-Coyotecat! , Bernardo ; Contreras-Bulnes, Rosalia ;
Scougall-Vilchis , Rogelio ; Almaguer-Flores , Argelia ; Rodriguez-Vilchis, Laura Emma; Veldzquez-Enriquez , Ulises; Arenas-Alatorre, Jests. We vill be passing it on to the editors for evaluation shortly. Please note,
however, that if the format or any part of your paper to indude text; abstract and/or references or figures are not styled according to our author instructions we will not be able to process your submission. In such case,
we vill contact you and we vill unsubmit your paper back to you for proper formatting and re-submission.
To track the progress of your manuscript through the editorial process using our new web-based system, simply paint your broveer to:
https://mc.manuscripteentral.com/lsm
and log in using the folloving user 1D and password:
{User ID): rcontrerasb@uaemex.mx
(Password): @@PERSON_PASSWORD_DIRECT_LINKS7753004@@
May we also kindly ask you to alvays include the manuscript ID number LSM-18-0143 in any future correspondence regarding this article.

1f you experience problams associated with the submission web sita, pleasa click on tha "Gat Help Now' link at
http://me.manuscriptcentral.comflsm

Erian J. Wang M, PhD
Lasers in Surgery & Medicine Editor-in-Chief

Date Sent: 04-Jul-2018
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8. Resultados adicionales

Participacion en congresos de investigacion.
Rugosidad Superficial del Esmalte Dental Irradiado con Laser Er:YAG
e VIl Coloquio Nacional Salud-Enfermedad Bucal. Toluca, Estado de México. Febrero 2017.
SEGUNDO LUGAR en modalidad investigacion (Ver Anexo 4).
e XXV Encuentro Nacional y XVI Iberoamericano de Investigacion en Odontologia de la
UAO/UAZ. Zacatecas, Zacatecas. Noviembre 2017. PRIMER LUGAR en la categoria de

DOCTORADO en la modalidad CARTEL (Ver Anexo 5).

Efecto de la Rugosidad Superficial del Esmalte Dental Irradiado con Laser Er:YAG en
la Adhesidn de Streptococcus mutans.
e | Congreso Internacional de Microbiologia Basica y Aplicada y Il Simposio de Modelos
Microbianos. Puebla, Puebla. México. Septiembre 2017 (Ver Anexo 6).
e IX Coloquio Nacional Salud-Enfermedad Bucal. Toluca, Estado de México. Febrero 2018 (Ver

Anexo 7).

Rugosidad del Esmalte Dental Irradiado y Adhesion de Streptococcus mutans.

e Quinto Magno Congreso Internacional en Estomatologia. Puebla, Puebla. Abril 2018 (Ver

Anexo 8).

Aceptado para participar: Rugosidad del Esmalte Primario Irradiado con Laser Er:YAGy
su Efecto en la Adhesion Bacteriana “Exposicion Oral”

e XXVI Encuentro Nacional y XVII Iberoamericano de Investigacion en Odontologia de la

UAO/UAZ. Ledn, Guanajuato. Noviembre 2018 (Ver Anexo 9).
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9. Discusién general

En este estudio se evalud la rugosidad superficial del esmalte dental deciduo y permanente;
antes y después de ser irradiado con laser Er:YAG a diferentes densidades de energia y

condiciones de irrigacion; y su efecto en la adhesion de S. mutans y S. sanguinis.

Los parametros de irradiacion se eligieron basados en una revision exhaustiva de la literatura y
estudios piloto, tanto en dientes permanentes®? 12 63 6 como en temporales.® ® 12 17 18, 49, 63, 65,
% |as muestras de esmalte estudiadas no se aplanaron o trataron mecanicamente antes de la

irradiacion laser con el fin de mantener la morfologia original,®’ tal como sucede en el

procedimiento clinico.

La rugosidad de la superficie del esmalte dental fue evaluada por perfilometria; esta técnica se
ha empleado para medir la rugosidad del esmalte dental erosionado tratado con irradiacion

subablativa de laser Er:YAG.%8

Los niveles de S. mutans y S. sanguinis adheridos a las superficies del esmalte irradiado con
laser Er:YAG se determinaron con el ensayo de viabilidad celular XTT; un método factible,
practico y directo para evaluar la viabilidad bacteriana sin necesidad de separar los
microorganismos de su sustrato. Este método representa una ventaja por evitar el proceso de
sonicacién que compromete la viabilidad celular, el cual es utilizado en los procedimientos
clasicos como el recuento de unidades formadoras de colonias, ademas de requerir varios dias
y en ocasiones multiples procedimientos,® lo cual es una desventaja. El ensayo de viabilidad

celular XTT se basa en la reduccién del colorante XTT a formazan soluble en agua por las
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enzimas de la cadena respiratoria localizada en la membrana citoplasmatica.” De esta manera,

la cantidad de formazan generado es proporcional a la biomasa bacteriana.®®

Ademaés se utiliz6 microscopia confocal de barrido laser (MCBL), método no invasivo y no
destructivo para la observacion de biopeliculas ya que no se requieren procesos de fijacion y
deshidratacion;’* "2 y se ha reportado como una buena técnica para analizar placa dental en el
esmalte.5? Asi como también, la microscopia electrénica de barrido (MEB) la cual permite la
visualizacion de estructuras superficiales con una apariencia tridimensional a diferentes
resoluciones.®® La MEB ha sido empleada para observar la colonizacion microbiana sobre

superficies dentales.”

Esmalte dental permanente

En cuanto a los hallazgos observados en el esmalte dental permanente, las mediciones basales
de rugosidad superficial fueron homogéneas; los valores de rugosidad de las muestras no
tratadas fueron menores a los reportados por Barac et al.,>® quienes utilizaron terceros molares
no erupcionados (no expuestos al ambiente oral), por el contrario en el presente estudio se
emplearon premolares erupcionados. Mientras que los dientes no erupcionados tienen una
apariencia menos homogénea con diferentes estrias de periquimatos y variacion en el nimero
de prismas expuestos,’ por otro lado, los dientes erupcionados manifiestan ausencia de
cristales grandes y pequefios, bordes de prismas y cuticula primaria eliminados por abrasion,
desgaste y erosion.”® Tales caracteristicas y condiciones mencionadas probablemente den

lugar a las diferencias en rugosidad entre dientes erupcionados y no erupcionados.

Todas las superficies irradiadas exhibieron un aumento en su rugosidad, excepto el grupo

G5 100, que fue irradiado con la energia por pulso méas baja y sin agua. Los valores de
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rugosidad incrementaron en relacion al aumento de la energia por pulso. Los cambios
morfologicos fueron proporcionales a la energia por pulso utilizada y se hicieron mas
evidentes con el uso de densidades de energia altas, como se ha reportado previamente. % 1517
El aumento de la rugosidad observado en los grupos irradiados pudiera estar relacionado con
cambios morfoldgicos tales como la formacion de superficies escamosas, crateres pequefios o
grandes, areas de pérdida superficial de tejido, grietas y la formacion de bloques de esmalte.*
10 11,13, 16, 17 | os grupos irradiados con laser y agua presentaron una mayor rugosidad
superficial en comparacion con los grupos irradiados sin agua. Probablemente la irrigacion
durante el tratamiento causo la ablacion de la superficie del esmalte. Se ha observado que la
tasa de ablacion y la eficiencia pueden aumentar aplicando agua en spray.’”® 7’ La irrigacion
con agua produjo un aumento en la rugosidad de la superficie cuando se aplicaron energias por
pulso de 100 y 300 mJ, este hecho pudo ser generado por la reaccion entre la temperatura y el
spray de agua, sin embargo se requieren estudios adicionales para explicar esto. El uso de
enfriamiento con agua durante la irradiacion ha sido discutido, se han logrado resultados
satisfactorios con o sin su empleo,* ¥ aunque su funcion atn no se ha establecido claramente.
Los resultados de rugosidad obtenidos, difieren con los reportados por Tilu et al.,”® quienes
estudiaron muestras dentales tratadas con laser Er:YAG a 100, 200 mJ con y sin agua en
spray; ellos reportaron mayor rugosidad en los grupos irradiados sin agua. Esta diferencia
puede deberse a la técnica utilizada para medir la rugosidad; ya que la caracterizaron por
microscopia de fuerza atobmica (MFA). Debido a la incompatibilidad entre la alta rugosidad
alcanzada en nuestras muestras irradiadas a 200 y 300 mJ y el rango z del escaner del MFA,
no fue posible utilizar dicho instrumento. McConnell et al.,” observaron que el MFA no podia

hacer mediciones en muestras muy rugosas debido a la condicién descrita.
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A pesar de presentar diferencias de rugosidad entre las superficies del esmalte irradiado y no
irradiado, esta condicion no fue suficiente para producir un aumento significativo en la
adhesion bacteriana, como esperabamos y como habia sido hipotetizado por varios autores.'®
15

El analisis MEB mostro superficies de esmalte dental cubiertas por células de S. mutans sin la
forma clésica de cadena, como resultado de la incubacion anaerdbica previamente reportada

por Olsson.&

Esmalte dental deciduo
Para llevar a cabo el estudio del esmalte dental deciduo, se utilizaron incisivos primarios
porque la caries en bebés y nifios pequefios comienza como una mancha blanca en los

incisivos primarios superiores a lo largo del margen gingival de las superficies anteriores.?

Las muestras de esmalte sin tratar presentaron homogeneidad en los valores de rugosidad
como fue observado en los dientes permanentes.8! Las superficies irradiadas del esmalte
deciduo mostraron un aumento en la rugosidad cuando la densidad de energia incremento; esto
pudo estar asociado a la aparicion de cambios morfologicos acentuados como el
desprendimiento de material, crateres extensos y numerosos observados por Zamudio-Ortega
et al.,® como producto de la degeneracion térmica.* Este hallazgo coincide con los resultados

obtenidos en los dientes permanentes.®!

En este estudio, se observd un marcado crecimiento bacteriano sobre el esmalte temporal, la
superficie control presenté cantidades de S. mutans adheridas por encima de 2 x 10® células
por mililitro (cel/mL) y cantidades de S. sanguinis por encima de 3 x 10%cel/mL. Correlaciones

significativas entre el nimero de S. mutans en placa y saliva fueron reportadas por Mundorff
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et al.,® sus resultados sugieren una relacion bacteriana 1:3 para placa y saliva,
respectivamente. El crecimiento de S. mutans por encima de 10° unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL) en saliva es considerado como niveles de riesgo a caries en
nifios,% Aunque no son comparables las cantidades de UFC/mL presentes en saliva con el
namero de UFC/mg en la placa dental, asi como el nimero de cel/mL adheridas al esmalte, los
valores de riesgo a caries sirven como un parametro de referencia para monitorear las cifras de

bacterias adheridas al sustrato estudiado.

Los valores obtenidos en este trabajo de investigacion excedieron el valor de riesgo de caries
mencionado. De acuerdo con estos hallazgos, los niveles de S. mutans adheridos al esmalte
permanente no irradiado también han sido reportados como altos (25 x 10%el/mL), respecto a
los valores de riesgo a caries citados anteriormente. Ambas cepas de Streptococcus mostraron
una mayor adherencia significativa al esmalte deciduo no tratado en comparacién con el
esmalte permanente, bajo las mismas condiciones de crecimiento.! Por lo tanto, parece que la
rugosidad de la superficie del esmalte no es un factor influyente per se sobre la adherencia
bacteriana, ya que los valores de rugosidad en el esmalte temporal son similares a los valores
de rugosidad reportados en el esmalte permanente.?* Probablemente, el mayor contenido de
material organico y la presencia de abundantes micro-porosidades en el esmalte primario®” 8
podrian ser la causa del mayor nimero de S. mutans adheridos a las superficies no tratadas en

comparacion con el esmalte permanente.

Cuando se irradi6 con una densidad de energia baja, como en el grupo G2_100(7.5 J/cm?), no
se observaron diferencias significativas en la adhesion bacteriana con respecto al grupo

control, contrario a la adhesion significativa de S. mutans en la superficie del esmalte temporal
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irradiada con una densidad de energia alta (12.7 J/cm?). Estos hallazgos sugieren que seria
apropiado irradiar el esmalte temporal con fines preventivos a 7.5 J/cm?, porque el crecimiento
bacteriano no aumenta y hay una ventaja adicional al producir cambios quimicos favorables,
como el aumento de la relacién Ca/P después de la irradiacién, con aumento de la &cido
resistencia, revelada por la ausencia de cambios en la relacion Ca/P y sin cambios

morfoldgicos después de la disolucion é&cida.

Aunque las cepas bacterianas no se inocularon juntas durante el proceso de incubacion, se
encontr una mayor adhesién de S. sanguinis en comparacion con S. mutans en superficies no
tratadas y superficies irradiadas con una densidad de energia de 7.5 mJ/cm?; este hallazgo
podria explicarse por la presencia de una mayor fuerza de adhesién de S. sanguinis al esmalte
dental.®® La densidad de energia de 12.7 J/cm? aumentd aproximadamente siete veces la
rugosidad del esmalte dental temporal y favorecid el crecimiento significativo de S. mutans, en
comparacion con los otros grupos; a pesar de que la densidad de energia de 7.5 J/cm?
cuadruplico la rugosidad, no se observaron cambios en el crecimiento bacteriano en relacién

con el grupo control.

El aumento en la adhesion de S. mutans en el grupo G3_100(12.7 J/cm?) dio como resultado
un crecimiento similar al presentado por S. sanguinis, aun cuando se sabe que éste tiene una
fuerza de adhesion mayor que S. mutans.*® La mayor rugosidad de las superficies podria
promover la unién bacteriana debido al aumento en el area de contacto entre el material y las
bacterias?’ y ser la razon por la cual no se observaron diferencias estadisticas entre ambas
cepas. Por esta razon, el parametro de uso de la densidad de energia 12.7 J/cm? no seria

adecuado como un método de proteccion contra la caries dental en dientes temporales.
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En general, cuando se examind la adhesion de ambas especies de Streptococcus a la superficie
del esmalte dental permanente y deciduo no tratado, se encontr6 una mayor adhesién de S.
sanguinis comparado con S. mutans. Investigaciones previas demostraron la relacion
antagonica entre S. sanguinis y S. mutans han sugerido que S. sanguinis podria retrasar la
colonizacion de S. mutans en la cavidad oral & & Por lo tanto la prevalencia en la adhesion de
S. Sanguinis, es deseable ya que podria retrasar la adhesion del microorganismo cariogénico.
Mitrakul y col.,®* reportaron cantidades mas altas de S. sanguinis en muestras de saliva en

nifios libres de caries, resultando en una correlacién inversa con cpod.

Cuando la viabilidad bacteriana se observé con MCBL en ambos sustratos estudiados, una
capa de células viables (verde) fue vista en todas las superficies, mientras algunas muestras
presentaron células muertas (rojas), tales resultados pudieron deberse a las curvas propias de
crecimiento bacteriano.” Los resultados cualitativos con MEB fueron consistentes con los
obtenidos por el ensayo de viabilidad celular XTT, un hallazgo importante fue la observacion
de una mayor cantidad de bacterias adheridas en las superficies no irradiadas del esmalte

temporal, con respecto al esmalte permanente.8!

Respecto a la investigacion sobre el laser y su efecto en la adhesion bacteriana, Hu et al.,*
reportaron que, el calentamiento redujo la fuerza de adhesion tanto de S. mitis como de S.
oralis al esmalte con o sin recubrimiento de saliva; sin embargo, el calentamiento no afecto la
adhesion de S. sanguinis en las mismas condiciones. Ellos concluyeron que el tratamiento
térmico y los tratamientos fototérmicos/laser podrian modular las propiedades fisicoquimicas

del esmalte dental, evitando la adhesion de algunas especies bacterianas. Los resultados
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obtenidos en el presente estudio revelaron que S. sanguinis no mostro significancia estadistica

al comparar las superficies irradiadas con el control.

Aungue se ha considerado que la adhesion bacteriana es promovida por un incremento de la
rugosidad superficial en materiales dentales de restauracion debido al aumento entre el area de
contacto del material y los microorganismos,?’ protegiendo a las bacterias de la fuerza
desalojo,?® nuestros resultados parecen contrastar este fenomeno ya que, a pesar de que la
irradiacion con laser Er:YAG increment6 significativamente la rugosidad superficial del
esmalte permanente y deciduo, en general no existieron diferencias significativas entre el
namero de bacterias adheridas en todos los grupos estudiados, pese a observar una tendencia

al aumento de la adhesion de S. mutans en las superficies irradiadas (p>0.05).

Parece ser que la irradiacion con laser Er:YAG produce cambios en la superficie del esmalte
que modifican la adhesién bacteriana, aunque se requieren investigaciones adicionales para

esclarecerlo.
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10. Conclusiones generales

Dentro de las limitaciones del presente estudio in vitro, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

Para el esmalte permanente:

e EIl aumento de la rugosidad de la superficie se relaciond con el aumento de la energia
por pulso y el uso de agua en espray.
e EI incremento de la rugosidad superficial del esmalte irradiado no favorecio la

adhesion de S. mutans y S. sanguinis.

Para el esmalte deciduo:

e El aumento de la rugosidad superficial del esmalte dental deciduo fue proporcional a la
densidad de energia utilizada.

e El incremento de la rugosidad superficial producida por la irradiacion con laser
Er:YAG, no aumento la adhesion de S. sanguinis.

e La rugosidad lograda en el grupo G3_100(12.7 J/cm?) propicia un incremento

significativo en la adhesion de S. mutan, similar a S. sanguinis.

Hasta hoy la caries es un problema prevalente en nifios, esta enfermedad involucra la
desmineralizacion del esmalte dental a causa de los acidos producidos por las bacterias. La
alta afinidad de S. mutans al esmalte requiere de la busqueda de nuevas estrategias de
prevencion de caries que no dependan de la cooperacion del paciente y de sus cuidadores; en
este sentido, el tratamiento con laser puede ser una opcion porque evita la desmineralizacion
del esmalte dental y el ataque acido. Como se pudo observar, la irradiacion con laser Er:YAG
incremento la rugosidad del esmalte, sin embargo no tuvo efecto sinérgico en la adhesion de
microorganismos, por lo que podria ser utilizado en un futuro como un tratamiento alternativo

en las terapias preventivas.
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12. Anexos

Anexo 1

Facultad de Enfermeria y Obstetricia

Doctorado en Ciencias de la Salud

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE PARA LA DONACION DE
ORGANOS DENTARIOS

Nombre(s) del paciente Apellido paterno Apellido materno
en forma voluntaria y sin alguna presién asiento en donar organo(s) dentario(s).

Estoy de acuerdo en que estas muestras sean utilizadas en algun proyecto de investigacion del Doctorado
en Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma del Estado de México, y sé que con esto estaré
contribuyendo en la busqueda de nuevos métodos para prevenir la caries dental.

Declaro que no he recibido dinero por la donacion que hago y sé que las muestras no serdn vendidas o
distribuidas con fines comerciales. Se me ha hecho saber que todos mis datos personales serdn guardados en
secreto y confidencialidad.

He sido informado(a) acerca del proyecto de investigacion vigente en el que podrian ser incluidos los
dientes que dono, entiendo claramente toda la informacién de este documento y me han sido aclaradas todas las
dudas que tenia sobre mi participacion.

Firma del donante
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Anexo 2

Facultad de Enfermeria y Obstetricia

Doctorado en Ciencias de la Salud

ASENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE MENOR DE EDAD PARA LA
DONACION DE ORGANOS DENTARIOS

Nombre(s) del paciente Apellido paterno Apellido materno
en forma voluntaria y sin alguna presion asiento en donar organo(s) dentario(s).

Estoy de acuerdo en que estas muestras sean utilizadas en algun proyecto de investigacion del Doctorado
en Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma del Estado de México, y sé que con esto estaré
contribuyendo en la busqueda de nuevos métodos para prevenir la caries dental.

Declaro que no he recibido dinero por la donacion que hago y sé que las muestras no seran vendidas o
distribuidas con fines comerciales. Se me ha hecho saber que todos mis datos personales seran guardados en
secreto y confidencialidad.

He sido informado(a) acerca del proyecto de investigacidn vigente en el que podrian ser incluidos los
dientes que dono, entiendo claramente toda la informacién de este documento y me han sido aclaradas todas las

dudas que tenia sobre mi participacion.

Ademas mi padre/madre

Nombre(s) del padre o tutor ~ Apellido paterno Apellido materno

conoce las condiciones de la presente donacion y cuento con su consentimiento informado por escrito.

Fecha de nacimiento del paciente:

Género:  [] masculino  [] femenino
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Anexo 3

Facultad de Enfermeria y Obstetricia

Doctorado en Ciencias de la Salud

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PADRE O TUTOR DEL PACIENTE
MENOR DE EDAD PARA LA DONACION DE ORGANOS DENTARIOS

Nombre(s) del padre o tutor Apellido paterno Apellido materno
como representante legal de ,en
Nombre(s) del paciente Apellido paterno Apellido materno
forma voluntaria y sin alguna presién consiento que él (ella) done organo(s) dentario(s).

Autorizo que las muestras donadas sean utilizadas en algin proyecto de investigacion del programa de
Doctorado en Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma del Estado de México, contribuyendo con esto en
la busqueda de nuevas alternativas para la prevencidn de la caries dental.

Declaro que no he percibido alguna retribucién econdmica debido a la donacién y es de mi conocimiento
gue las muestras no seran vendidas o distribuidas con fines de lucro. Se me ha hecho saber que mi identidad y la
del paciente menor de edad al que represento serdn guardadas en estricta confidencialidad. Ademas, he sido
informado(a) acerca del proyecto de investigacion vigente en el podrian ser incluidas las muestras donadas, he
comprendido toda la informacidn del presente documento y me han sido aclaradas todas las dudas acerca de éste.

Ciudad: Fecha:
Firma del padre o tutor
Testigos:
Relacion con el paciente: Relacion con el paciente:
Nombre: Nombre:
Direccion: Direccion:
Firma: Firma:
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Anexo 4

La Universidad Auténoma del Estado de México a traves de la
Facultad de Odontologia,

el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia y =| Cuerpo Académico Salud - Enfermedad Buca

otorga la presente

Constancia

Bernardo Teutle Coyotecatl, Rosalia Contreras-Bulnes, Rogelio J. Scougall Vilchis
A: y Argelia Almaguer Flores

Por haber obtenido el SEGUNDO LUGAR en modalidad INVESTIGACION titulado:
Rugosidad Superficial del Esmalte Dental Irradiado con Laser Er:-YAG

VIl Coloquio Nacional
SaludeEnfermedad Bucal /’.

M

Toluca, Estado de México a 8 de febrero de 201

b PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO
“2017 Afo del Centenario de la Promulgacion de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexi

Dr. en O. Rogelio J. Scougall Vilchis
Coordinador

C.LEAOC.

. Julio B. Robles Navarro
Director

Facultad de Odontologia %\ 7
) .. & .;J INVESTIGACION ¥ ESTUDIDS ~ )\
ClEAQ SCASEB “omseromimuss %)

oga k2 S
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Anexo 7

La Universidad Auténoma del Estado de México a través de la
Facultad de Odontologia,

el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia y el Cuerpo Academico Salud « Enfermedad Bucal

otorga la presente

Constancia

A Bernardo Teutle Coyotecatl, Rosalia Contreras Bulnes, Rogelio J. Scougall Vilchis,

Argelia Almaguer Flores, Laura E. Rodriguez Vilchis y Jesus A. Arenas Alatorrgos

Por su presentacion del trabajo en modalidad DOCTORADO titulado: &

“Efecto de la Rugosidad Superficial del Esmalte Dental Irradiado con Laser Er:Y
Adhesion de Streptococcus Mutans”

Coloquio =
(S CENTRO DE INVESTIGARIOM ¥ €571
N a C | O n a l AVANZADGS EN DBURIDLCuIA

SaludeEnfermedad Bucal e

Toluca, Estado de México a 8 de febrero de 2018.

PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO

%2018, afio del 190 Aniversario de la Universidad Auténoma del Estagdo dé México”

0. Rogelio J. Scougall Vilchis
Coordinador
C.LE.A.O.
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Anexo 8
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Anexo 9

£2 :Escucla XXVI ENCUENTRO NACIONAL Y XVII IBEROAMERICANO DF
ml =Nacionalde

§Estudios Investigacion

SSuperiores en ()(IO,il()’()gl‘(l

MTRO. BERNARDO TEUTLE COYOTECATL
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO (UAEMEX)
Presente

La Sociedad Nacional de Investigadores en Odontologia (SNIO) y la Escuela Nacional de
Estudios Superiores (ENES) Unidad Le6n de la UNAM después de evaluar el resumen
enviado para participar en el Encuentro Nacional e Iberoamericano ha decidido
Aceptar con cambios su trabajo titulado: “RUGOSIDAD DEL ESMALTE PRIMARIO
IRRADIADO CON LASER Er:YAG Y SU EFECTO EN LA ADHESION BACTERIANA” en
modalidad: Oral, categoria: Doctorado con el area tematica: Basica con clave DBO-47.

El lugar de la presentacion se realizara en las instalaciones de la ENES Unidad Leon. El
lugar, hora y fecha sera notificado posteriormente. Les solicitamos consulte las
indicaciones de la presentacion para su modalidad en la convocatoria del evento.
Asimismo, le recordamos que para ser considerado dentro de las memorias del evento
es requisito indispensable que se haya cubierto el registro y la cuota correspondiente
estipulado en la convocatoria que puede encontrar en

americano de Investigacion en Odontologia

ATENTAMENTE
Dra. Laura Susana Acosta Torres Dr. Jorge Alanis Tavira
Directora de la ENES Unidad Leon, Presidente de la Sociedad Nacional de
UNAM Investigadores en Odontologia (SN10)
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