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I. RESUMEN 
 
 

Introducción: La caries dental es una enfermedad muy prevalente a nivel 

mundial, la cual no solo afecta los tejidos dentarios, sino que también afecta la 

calidad de vida de las personas, es por esto que a lo largo de los años se han 

tratado de confeccionar diferentes estrategias para prevenirla. Actualmente se 

están estudiado diferentes microorganismos vivos, llamados probióticos, los 

cuales, son definidos por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como 

microorganismos vivos que cuando se administran en dosis adecuadas confieren 

un beneficio para la salud del hospedero, y estos han demostrado que pueden 

tener un papel fundamental en la cavidad oral y en la prevención de la enfermedad 

de caries. 

 

Objetivo: Establecer las diferencias en la dureza superficial, densidad mineral y 

morfología superficial de bloques de esmalte de un modelo in situ de caries 

luego de la administración de probiótico Lactobacillus rhamnosus en formato 

tópico/sistémico comparado con bloques de esmalte expuestos exclusivamente 

a sacarosa. 

 

Metodología: Mediante un modelo de caries in situ, 14 voluntarios utilizaron un 

dispositivo intraoral que contenía 5 bloques de esmalte por 14 días durante día y 

noche. Al bloque de esmalte ubicado en palatino se le cubrió la mitad con 

esmalte de uñas para aislarlo del medio oral, este fue el grupo control negativo. 

Los voluntarios fueron asignados aleatoriamente a dos grupos: grupo 

experimental expuesto al probiótico Lactobacillus rhamnosus de manera 

tópico/sistémico y sacarosa (grupo mixto) y grupo control positivo expuesto 

solamente a sacarosa. Ambos grupos cumplieron el desafío cariogénico de 

instilar cada 2 horas 8 veces al día sacarosa sobre los bloques. A su vez, el 

grupo mixto consumió una vez al día 150 mL de agua en la que se suspendió 

una dosis liofilizada de Lactobacillus rhamnosus con el aparato en boca. En las 

muestras de esmalte se evaluó microdureza superficial, densidad mineral y 

morfología superficial. 
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Resultados: La densidad mineral y la microdureza superficial presentaron una 

diferencia estadísticamente significativa entre el grupo control negativo, grupo 

experimental expuesto a probiótico/sacarosa y grupo control positivo (P < 0.05). 

Cabe destacar que tanto el grupo experimental, como el grupo control positivo 

presentaron valores inferiores al grupo control negativo. Por otro lado la 

morfología superficial de las muestras pertenecientes al grupo expuesto 

solamente a sacarosa se observaron más irregulares y porosas que el grupo 

expuesto al probiótico/sacarosa.  

 

Conclusiones: La exposición al probiótico Lactobacillus rhamnosus en formato 

tópico/sistémico demostró un efecto benéfico/protector frente a los fenómenos 

de desmineralización en bloques de esmalte en un modelo de caries in situ, 

comprobado mediante la dureza superficial, densidad mineral y morfología 

superficial de estos. 
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II. MARCO TEÓRICO 

 
2.1 Introducción 
 
Las enfermedades dentales son muy frecuentes en todo el mundo (Matsuyama y 

cols., 2019). Tal cual se reporta en la literatura, éstas son altamente prevalentes, 

afectando aproximadamente 3,9 mil millones de personas en todo el mundo (Listl y 

cols., 2015). Dentro de éstas, se encuentra la caries dental, la cual es definida 

como una enfermedad crónica, multifactorial y no transmisible, que se caracteriza 

por la desmineralización de la superficie dentaria por la acción de los ácidos 

producidos por el metabolismo bacteriano de los carbohidratos simples de la dieta 

(Selwitz y cols., 2007). Esta enfermedad no solo afecta los tejidos dentarios, sino 

que también afecta la calidad de vida de las personas que la padecen, debido 

principalmente al dolor, junto con la imposibilidad de realizar acciones como 

masticar, lo que puede producir una pérdida del apetito, baja de peso, dificultad 

para dormir, problemas psicológicos y emocionales (Freitte y cols., 2013).  

  

A nivel nacional la prevalencia de niños sin historia de caries a los 2 años es de un 

82,5%, luego disminuye a un 50,4 % a los 4 años y alcanza un 29,6 % en 

escolares de 6 años de edad (MINSAL, 2007; MINSAL, 2012). Mientras que en 

adultos mayores el porcentaje sin historia de caries es de un 0%. En la encuesta 

nacional de salud del año 2016 – 2017 se observa un 54,6% de dientes afectados 

con caries cavitadas (MINSAL, 2018), lo cual demuestra la prevalencia de la 

enfermedad y esto sin considerar el porcentaje de caries no cavitadas que se 

pueden cavitar a futuro.   

  

Esta situación ha sido reconocida a nivel mundial, siendo actualmente la salud 

bucal considerada como una de las prioridades en salud, tanto por sus 

características epidemiológicas como por la percepción e impacto de estas (Pitts y 

cols., 2017).  
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A medida que han pasado los años, varios han sido los productos utilizados en la 

prevención de esta enfermedad, actualmente el más utilizado es el flúor, el cual lo 

podemos encontrar en el agua potable, pastas dentales y barnices (Mendoza, 

2007; Phantumvanit y cols., 2017). Sin embargo este, por sí solo, no ha sido muy 

eficaz para prevenir completamente la caries (Cannon y cols., 2019). Es por esto 

que varios investigadores han estudiado diferentes microorganismos vivos, 

llamados probióticos, los cuales, han demostrado que pueden tener un papel 

fundamental en la cavidad oral y en la prevención de la enfermedad de caries 

(Seminario y cols., 2017).  

  

2.2 Caries y biopelícula  

  

La caries dental es un proceso químico-biológico reversible que inicia como 

desmineralización localizada de tejidos duros del diente, bajo el efecto del ácido 

producido por bacterias, las cuales metabolizan el azúcar (Barrington y cols., 

2019). Estas bacterias pertenecen a la biopelícula oral y son omnipresentes en las 

poblaciones de todo el mundo (Fejerskov, 2004).   

  

Esta biopelícula se forma a partir de una delgada membrana biológica 

acondicionadora de proteínas y glicoproteínas que derivan principalmente de la 

saliva, junto con líquido crevicular y componentes bacterianos, llamada película 

adquirida (PA), la cual se encuentra en la superficie dental (Zero,1999). Esta 

membrana proteica desempeña importantes funciones relacionadas con la 

integridad del diente, por ejemplo: regula el arribo a la superficie dental de ácidos 

procedentes de la alimentación o formados durante el metabolismo microbiano, 

previniendo de tal modo la desmineralización, así como también provee un medio 

para el intercambio de iones calcio y fosfatos durante los procesos de 

remineralización. Si bien cumple importantes funciones protectoras, la PA también 

provee sitios para la adhesión de microorganismos bucales, permitiendo la unión 

inicial en los eventos de formación de la biopelícula, estructura cuya presencia es 

condición necesaria para el posterior desarrollo de la enfermedad de caries 

(Melchora, 2007).   
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Finalmente llegan especies colonizadoras secundarias, las cuales se adhieren a 

los primeros colonizadores, y así aumenta la complejidad de la biopelícula, esta 

sufre un proceso de maduración con la formación de una matriz, que se compone 

de exopolímeros bacterianos (polímeros secretados en el medio externo) junto con 

polisacáridos derivados del metabolismo del azúcar y el ADN. Esta matriz ayuda a 

retener la biopelícula en la superficie dental y puede influir en la penetración y 

movimientos de moléculas dentro de la biopelícula (Zero, 1999).  

 

El proceso dinámico de caries consiste en períodos alternos de desmineralización 

y remineralización dental. Si la desmineralización neta ocurre en un tiempo mayor 

que el proceso de remineralización, resultará en el inicio de lesiones de caries. Es 

importante equilibrar las características patológicas y protectoras. Los factores 

patológicos influyen en la iniciación y progresión de la caries dental, mientras que 

los factores protectores promueven la remineralización y detención de lesiones 

(Subramaniam y Telegeti, 2017). 

  

Múltiples son los factores asociados a la presencia de caries, dentro de las cuales 

encontramos: higiene bucal, susceptibilidad individual, exposición a fluoruros y 

hábitos alimenticios (Sosa, 2003). Estos factores pueden influir negativamente en 

el equilibrio fisiológico entre el diente y la biopelícula, disminuyendo así el pH, 

provocando una pérdida neta de minerales, comenzando así con la enfermedad de 

caries (Fejerskov, 2004).  

  

2.3 Esmalte dental 

 

Los dientes son tejidos altamente mineralizados presentes en un gran número de 

vertebrados y cumplen la función básica de trituración de los alimentos (Whitey 

cols., 2001). Estos se componen de diferentes tejidos, entre los cuales se 

encuentran: esmalte, dentina, cemento y pulpa. 

 

El esmalte dentario se forma en el órgano de esmalte del germen dentario y las 

células productoras de este tejido son los ameloblastos (Albertí y cols., 2007). Este 

es el tejido más duro y altamente mineralizado del cuerpo humano. Gracias a su 
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elevada dureza, alta tenacidad y ubicación más externa en el diente, permite la 

protección de la dentina y pulpa, que se encuentran en su interior, de daños 

externos (Rivera y cols., 2012). Está compuesto por aproximadamente 96% de 

mineral (principalmente Hidroxiapatita (HA) carbonatada) y 4% de material 

orgánico (1% de proteína y 3% agua) (Bajaj D. y Arola D., 2009). La porción 

mineral está fundamentalmente conformada por ejes de HA de tamaño 

nanométrico (~25 nm de espesor y ~100 nm de ancho) que se combinan 

sistemáticamente para formar estructuras alargadas (similar a fibras) de unos 4-8 

µm de diámetro llamadas prismas, que se extienden desde la unión 

amelodentinaria hasta la superficie oclusal.  

 

Este tejido presenta diferentes características, dentro de las cuales encontramos: 

densidad mineral promedio de 2,95 g/cm3, módulo de elasticidad en un rango entre 

70 y 120 gigapascal (GPa), dureza varía entre 3 GPa y 6 GPa dependiendo de la 

edad del paciente y la localización en el diente y una tenacidad a la fractura 

reportada entre 0,4 y 1,5 megapascal (MPa) (Rivera y cols., 2012). 

 

La permeabilidad del esmalte es escasa, sin embargo, permite el flujo de iones y 

agua presentes en el medio oral. Posee la propiedad de una captación continua de 

ciertos iones presentes en la saliva, de esta manera algunos elementos presentes 

en la saliva se pueden incorporar al esmalte (Gómez, 1999). 

 

2.4 Desmineralización - Remineralización  

  

La caries dental es un proceso dinámico que es causado por períodos alternos de 

desmineralización-remineralización. La desmineralización se refiere a la pérdida de 

minerales (principalmente iones de calcio y fosfato) de la hidroxiapatita dental 

debido a la exposición a compuestos ácidos, mientras que la remineralización es 

un proceso en el cual los minerales son retornados a la estructura molecular del 

diente (Subramaniam y Telegeti, 2017).  

  

Existe interacción de tres factores principales que interfieren en este proceso: el 

hospedero (higiene bucal, la saliva y los dientes), la biopelícula (bacterias) y el 
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sustrato (dieta cariogénica). Además de estos factores, debe tenerse en cuenta 

uno más, el tiempo (Núñez y García 2010).  

 

La estructura del diente se desmineraliza por ácidos orgánicos producidos por 

bacterias, las cuales metabolizan los carbohidratos fermentables, principalmente 

azúcares. El principal ácido involucrado en este proceso es el ácido láctico. Estos 

se acumulan en la superficie dental, lo que provoca un descenso del pH hasta un 

punto en que las condiciones de equilibrio se ven sobrepasadas, generando una 

insaturación. La pérdida de mineral conduce a una mayor porosidad, ampliación de 

los espacios entre los cristales de esmalte y ablandamiento de la superficie (Zero, 

1999). Una vez que los azúcares se eliminan de la boca gracias a la deglución y la 

dilución salival, los ácidos producidos por la biopelícula pueden ser neutralizados, 

principalmente por la acción amortiguadora de la saliva, lo que provoca que el pH 

de la biopelícula regrese hacia la neutralidad y se vuelve suficientemente saturado 

con calcio, fosfato y iones fluoruro para que la desmineralización se detenga y 

vuelva a depositarse el mineral. Es decir, el sistema de remineralización y 

desmineralización es un proceso de equilibrio dinámico, que en condiciones de 

salud, este se encuentra desplazado hacia la remineralización, mientras que, 

cuando el pH decae a 5.5 (denominado pH crítico) este se desplaza hacia la 

desmineralización y comienza la disolución del esmalte. Este valor varía de forma 

individual entre pacientes, por lo tanto es un valor promedio. Cuando el pH sube 

nuevamente, por sobre 5.5, la remineralización ocurrirá. (Lussi y cols, 2004, 

Sampaio de Melo M.A y cols, 2016)   

  

Para prevenir la aparición de lesiones de caries, el objetivo principal es mantener 

la homeostasis mineral de las superficies dentales. Por ende es importante 

equilibrar lo patológico y los factores de protección que influyen en el inicio y  

progresión de la caries dental, intentando promover en mayor medida los factores 

protectores de la remineralización y así lograr la detención de la lesión.  
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2.5 Probióticos  

 

Actualmente la Organización Mundial de la Salud (OMS) los ha definido como 

"microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, 

confieren un beneficio para la salud del hospedero" (OMS 2002).   

  

Tradicionalmente, los probióticos se han utilizado para la prevención y el 

tratamiento de infecciones o enfermedades gastrointestinales. Sin embargo 

durante los últimos 20 años se han estudiado para combatir enfermedades orales 

mediadas por biopelículas, como la caries dental y gingivitis/periodontitis (Hasslöf y 

Stecksén 2020). Dentro de las principales especies aisladas y desarrolladas se 

encuentran algunas del género Lactobacillus como L. rhamnosus GG, L. 

rhamnosus LB21, L. reuteri, L. paracasei, L. brevis CD2 y de otros géneros como 

Bifidobacterium spp. (Cagetti et al., 2013).  Las cuales promueven un aumento en 

el pH oral, una disminución en el recuento de bacterias patógenas acidogénicas y 

a la vez compiten por nichos ecológicos.   

  

Se presume que los probióticos presentan distintos mecanismos de acción, dentro 

de los cuales se incluyen: interferencia con otros microorganismos; capacidad de 

excluir o inhibir los patógenos y la modulación de las respuestas inmunes del 

hospedero que produce efectos locales y sistémicos. El efecto local es el efecto 

que tienen las bacterias probióticas cuando interactúan con otras bacterias en la 

biopelícula y dificultan el crecimiento de los patógenos, principalmente mediante la 

producción de peróxido de hidrógeno, bacteriocinas y ácidos orgánico (Twetman y 

cols., 2017).  Sin embargo, es importante enfatizar que los mecanismos de acción 

detallados no se conocen completamente y que existen informes contradictorios 

sobre los efectos inducidos por los probióticos en la respuesta del entorno oral.  

  

Los vehículos comunes para la administración de los probióticos son los productos 

lácteos (leche, yogur, crema agria) o tabletas, cápsulas, pastillas y gotas. 

Principalmente por ser de fácil consumo, aunque desafortunadamente, no se ha 



15 

 

establecido ninguna dosis "óptima" para el cuidado oral (Hasslöf y Stecksén 2020).   

  

Dentro de las diferentes especies de probióticos, la primera en ser investigada fue 

L. rhamnosus GG, en donde se estudió el efecto de las bacterias probióticas en el 

riesgo de caries y el desarrollo de caries en niños en edad preescolar mediante el 

consumo de leche suplementada con L. rhamnosus GG (Näse y cols., 2001), en 

donde se demostró efectos beneficiosos sobre los factores de riesgo de caries. 

Debido a esto, aumento el interés en esta especie y a través de los años se han 

hecho diferentes investigaciones.   

  

Además, un estudio realizado en Chile, demostró que la ingesta regular de leche 

suplementada con probiótico L. rhamnosus SP1 reduce la prevalencia de caries, 

incidencia de nuevos niños con lesiones de caries e incidencia de nuevos dientes 

con lesiones de caries tanto cavitadas como no cavitadas al compararlos con un 

grupo control (Rodríguez et al., 2016).  

  

Últimamente se logró determinar que la producción de biosurfactantes por L. 

rhamnosus GG, pueden modificar el nivel de expresión de los genes de virulencia, 

las propiedades superficiales de las células bacterianas y reducir sus capacidades 

adhesivas y también interferir con el desarrollo de biopelículas y la comunicación 

de célula a célula (Tahmourespour y cols., 2019).  Lo cual indica que puede ser 

utilizado para evitar la formación de una biopelícula acidogénica y en 

consecuencia, influir en la prevención de la enfermedad de caries dental.   

  

2.6 Modelos in situ de caries  

  

Para comprender los procesos de la naturaleza necesitamos modelos que 

capturen elementos esenciales de una situación particular que se quiere estudiar. 

Tal modelo debe ser reproducible y confiable. Las ciencias biomédicas se basan 

en diferentes modelos experimentales para poner a prueba las hipótesis: modelos 

in vivo, in vitro e in situ.   

  

Los modelos in situ se han estado utilizando como herramienta desde hace años 
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en el área de la odontología, como también en estudios recientes (Lingstrom y 

cols., 1994; Kashania y cols., 1998; Akemi y cols., 2015; Kalina y cols., 2018). 

Específicamente los modelos de caries in situ implican el uso de aparatos u otros 

dispositivos que crean condiciones definidas en la boca humana, que simulan el 

proceso de caries dental. Los modelos in situ deberían servir como puentes entre 

los recursos naturales, la situación clínica no controlada y la situación de 

laboratorio altamente controlado, confiando en las propias bacterias del paciente 

para colonizar los especímenes (Zero, 1995).  

  

Debido a que la enfermedad de caries es un proceso multifactorial, estos modelos 

deben incluir: un sustrato dental, ya sea esmalte o dentina; la formación o 

presencia de biopelícula con potencial cariogénico; presencia de carbohidratos, ya 

sea controlado experimentalmente o provisto por el sujeto con su dieta normal; y 

tiempo, determinado por la duración del período experimental.   

  

Las principales ventajas de los modelos in situ es que son realizados en la boca 

humana en contraste con los modelos de laboratorio in vitro o experimentación en 

animales. Además, los modelos in situ facilitan el control de las variables 

experimentales y una flexibilidad en el diseño experimental. Mientras que las 

desventajas es que debido a que se realiza en humanos el número de sujetos que 

puede estar involucrado generalmente es más limitado, además que el estudio 

depende del cumplimiento por parte de los sujetos de prueba.  

  

2.7 Planteamiento del problema 

 

La caries es un problema de salud pública mundial dada su alta prevalencia, 

afectando aproximadamente 3,9 mil millones de personas en todo el mundo (Listl y 

cols., 2015), además esta patología no solo afecta físicamente a la población, sino 

que también se ve afectada su calidad de vida.  

 

Antiguamente se realizaba el tratamiento cuando la caries ya se encontraba 

cavitada, lo que significaba realizar una remoción completa del tejido infectado 

(Innes y cols, 2019). Hoy en día, la odontología contemporánea se basa en la 
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odontología mínimamente invasiva, la cual se enfoca en la prevención y 

remineralización de estas lesiones de caries en su etapa inicial. Es por esto que 

surge la necesidad de prevenir con mayor eficacia la ocurrencia de esta 

enfermedad y el uso de probióticos podría ser una opción terapéutica que 

complemente los tratamientos preventivos clásicos.   

  

Dado lo anterior, este trabajo de investigación propone estudiar el efecto del 

probiótico Lactobacillus rhamnosus administrado en formato tópico/sistémico sobre 

la densidad mineral, dureza superficial y morfología superficial de bloques de 

esmalte insertos en un modelo in situ de caries, para determinar de mejor forma su 

efecto benéfico/protector frente a procesos de desmineralización. 
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III. HIPÓTESIS 

 
Existen diferencias en la microdureza superficial, densidad mineral y morfología 

superficial de bloques de esmalte insertos en un modelo in situ de caries luego 

de la administración de probiótico Lactobacillus rhamnosus en formato 

tópico/sistémico comparado con bloques de esmalte expuestos exclusivamente 

a sacarosa. 

 

IV. OBJETIVO GENERAL 

 

Establecer las diferencias en la microdureza superficial, densidad mineral y 

morfología superficial de bloques de esmalte de un modelo in situ de caries 

luego de la administración de probiótico Lactobacillus rhamnosus en formato 

tópico/sistémico comparado con bloques de esmalte expuestos exclusivamente 

a sacarosa 

 
V. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 
1. Determinar la microdureza superficial, densidad mineral y describir la 

morfología superficial de los bloques de esmalte de un modelo in situ de caries 

en un grupo expuesto a probiótico en formato tópico/sistémico.   

2. Determinar la microdureza superficial, densidad mineral y describir la 

morfología superficial de los bloques de esmalte de un modelo in situ de caries 

en un grupo no expuesto a probiótico en formato tópico/sistémico.   

3. Comparar la microdureza superficial, densidad mineral y morfología superficial 

de los bloques de esmalte de un modelo in situ de caries entre el grupo 

expuesto al probiótico en formato tópico/sistémico y el grupo no expuesto a 

probiótico en formato tópico/sistémico. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

6.1 Aspectos éticos   

 

Este proyecto se rige por los principios de la Declaración de Helsinki, se 

encuentra dentro del marco legal que regula a los ensayos clínicos en Chile y 

cuenta con la aprobación del comité de ética de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile (ACTA N°2016/30)(Anexo 1). 

 

Se solicitó la firma de un documento de consentimiento informado (Anexo 2) a 

los voluntarios  de manera que su participación fuera voluntaria e informada.  El 

documento detalla el propósito del estudio, su duración, procedimientos 

requeridos, posibles riesgos y el contacto del equipo investigador. 

 

6.2 Diseño experimental 

 

El modelo in situ de caries consistió en 14 sujetos voluntarios, todos fueron 

clínicamente evaluados a través de un examen intraoral de tejidos blandos y 

duros, esto fue realizado por un examinador y se registró en una ficha clínica 

(Anexo 3). Éstos utilizaron un dispositivo intraoral por 14 días que sirvió de 

plataforma para 5 bloques de esmalte humano que se prepararon y montaron en 

un aparato removible. La construcción de la muestra correspondió a los bloques 

de esmalte insertos en el dispositivo intraoral.  

 

Los voluntarios usaron el aparato con 5 bloques de esmalte, los cuales se 

encontraban protegidos por acrílico con un espacio de 1 mm para la 

acumulación de placa o biopelícula (Cury JA et al.,1997), al bloque de esmalte 

ubicado en palatino del aparato se le cubrió la mitad con esmalte para uñas 

(Colorama) para aislarlo del medio oral; este fue el grupo control negativo. Los 

voluntarios debieron utilizar los aparatos día y noche, solamente retirarlo de 
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boca durante los momentos de higiene oral, alimentación y para aplicar los 

tratamientos indicados que dependieron del grupo de experimentación 

correspondiente. Los voluntarios fueron asignados a 2 grupos de 

experimentación en forma aleatoria con la función aleatorio de Excel office 2012.  

 

Criterios de inclusión: Contar con una buena salud oral, es decir, con más de 22 

piezas dentarias naturales en boca, libres de enfermedad periodontal y gingival, 

índice COPD menor a 8, libres de lesiones de caries sin tratar (C=0) y tasa de 

flujo salival normal.   

 

Criterios de exclusión: Fumadores, individuos que se hayan sometido a 

tratamientos antibióticos o antisépticos bucales en un plazo de seis meses 

previos a la fecha de ingreso al estudio, que presenten alteraciones en el flujo 

salival, consumo de fármacos y/o con intolerancia a los materiales de estudio 

(Acrílico), embarazo, el uso de enjuagues bucales antibacterianos o antibióticos 

durante los últimos 6 meses, así como signos de periodontitis destructiva o 

signos inflamatorios. 

 

6.3 Construcción de la muestra 

  

Para el cálculo del tamaño de muestra, se decidió que el tamaño de muestra 

que se ajusta mejor al modelo se lograba cuando se utilizaba la medición de 

microdureza superficial. Se consideró un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de 

0,2 en un contraste bilateral. Se asume una desviación estándar común de 15,3 

(Salehzadeh E y cols., 2015), con una tasa de pérdidas de seguimiento del 5%, 

y un poder estadístico de 80 %. Se precisan 18 unidades de observación  

correspondientes a bloques de esmalte en cada grupo para detectar una 

diferencia igual o superior a 15 unidades de microdureza Vickers. El número 

final de unidades de observación por grupo fue de 40 puesto que en la mayoría 

de los modelos in situ donde se estudió satisfactoriamente la lesión de caries se 

utilizaron dichos valores (Sa 2013; Arruda 2012; Higham 2005). 
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6.4 Obtención y almacenamiento de los dientes  

 

Se recolectaron 40 terceros molares incluidos que fueron donados 

voluntariamente por pacientes con indicación de extracción mediante un 

consentimiento informado (Anexo 4). Los molares se mantuvieron en solución de 

Timol 0,1% pH 7, por un mes (Cury JA et al., 1997).  Para luego ser sometidos a 

autoclave a vapor por 60 min a 120°C para asegurar su esterilización. 

 

6.5 Preparación de los bloques de esmalte 

 

Los bloques vestibulares y palatinos se obtuvieron mediante el corte de los 

terceros molares incluidos con un disco diamantado. Se utilizó solamente el 

tercio medio de la corona del diente, descartándose las raíces y el tercio oclusal 

(Figura 1). Se obtuvieron 72 bloques vestibulares de 3x3x3 mm y 18 bloques 

palatinos de 6x3x3 mm. 

 

 

Figura 1. Esquema muestras de esmalte. Utilización de tercio medio coronal. 
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6.6 Obtención y diseño del dispositivo intraoral  

 

Se tomaron impresiones con alginato del maxilar de los voluntarios con cubetas 

stock y luego fueron enviadas a un laboratorio dental donde se realizaron los 

dispositivos intraorales con acrílico de termopolimerización. Los dispositivos 

constaban de dos plataformas de acrílico en la zona vestibular de los molares 

superiores y una plataforma de acrílico en la zona de las rugas palatinas las que 

dieron sostén a los bloques de esmalte anteriormente descritos. El dispositivo 

constó de 4 ranuras de 4x4x4 mm en donde dos de ellas se alojaban en la 

plataforma vestibular derecha y las otras dos en la plataforma vestibular 

izquierda, y 1 ranura de 7x4x4 mm al centro de la plataforma palatina (Figura 2). 

Los bloques de esmalte fueron montados individualmente usando cera adhesiva 

de alta fusión. Los bloques de esmalte a su alrededor,  poseían un espacio de 1 

mm con el acrílico para la acumulación de placa o biopelícula (Cury y cols., 

1997) en las zonas vestibulares de molares.  

 

En las muestras ubicadas en la zona palatina, la  mitad derecha de la muestra 

fueron revestidas con esmalte de uña transparente, usando esta superficie como 

un control. 

 

 

 

Figura 2. Dispositivo intraoral con bloques de esmalte. Aparato utilizado por los 

voluntarios. 
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6.7 Fase clínica de los grupos experimentales  

 

La experimentación constó de dos grupos de 7 personas cada uno; un grupo 

expuesto a probiótico tópico/sistémico y sacarosa y un grupo control positivo 

expuesto a sacarosa y no al probiótico. Ambos grupos debieron aplicar a cada 

una de las muestras ubicadas en palatino y vestibular, una gota de sacarosa al 

20% (Aires y cols., 2006), como desafío cariogénico, cada 2 horas hasta lograr 8 

aplicaciones diarias (Cury y cols., 1997). La aplicación se realizó mediante un 

gotario fuera de boca y se debió volver a introducir el dispositivo de forma 

inmediata. 

 

El grupo A expuesto al probiótico de manera tópica/sistémica debió ingerir una 

dosis de 150 mL de agua en la que se suspendió una dosis liofilizada de 

Lactobacillus rhamnosus SP1 (Sacco, Italia) en una concentración de 108 

UFC/mL preparada dos horas antes de su ingesta con el dispositivo intraoral en 

boca. Por otra parte, el grupo B no recibió ningún tratamiento sobre sus 

superficies de esmalte, solo, debía cumplir con el desafío cariogénico (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Desafío cariogénico. Instilación de una gota de sacarosa al 20% cada 2 horas 

8 veces al día sobre los bloques de esmalte. 
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Las instrucciones de uso del dispositivo y la forma de aplicación de los 

tratamientos  fueron entregadas de forma oral y escrita con un diagrama para 

mayor claridad. (Anexo 5). El dispositivo intraoral fue usado día y noche, durante 

14 días continuos, sólo podía ser retirado durante los momentos de higiene oral 

y alimentación, además de la aplicación del tratamiento tópico indicado. El 

dispositivo solo podía permanecer fuera de boca, dentro de un contenedor 

plástico con humedad (gasa o papel húmedo), por un tiempo máximo de 30 

minutos sólo 3 veces al día.  

 

La evaluación del compromiso y cumplimiento por parte de los voluntarios se 

realizó mediante una pauta escrita en la cual, a conciencia, detallaron el 

desempeño individual  en cuanto a la aplicación de la sacarosa y/o probiótico 

(Anexo 6), el uso y comodidad del dispositivo (Anexo  7). 

 

6.8 Recolección de dispositivos  

 

Las muestras fueron retiradas de los dispositivos intraorales y almacenadas en 

tubo centrífuga tipo Eppendorf con Timol al 0.1% por 48 horas para rehidratar 

las muestras. Estos tubos fueron previamente rotulados según el grupo 

experimental (muestras expuestas al probiótico tópico/sistémico y a sacarosa; 

muestras expuestas solamente a sacarosa). A las muestras palatinas de ambos 

grupos experimentales se les retiró el esmalte de uña y se les realizó una 

incisión para identificar la mitad aislada del medio oral. Estas últimas fueron 

analizadas tanto por superficie aislada del medio oral como por superficie 

expuesta según grupo experimental. Finalmente, los bloques de esmalte fueron 

testeados en diferentes pruebas. 

 

6.9 Microdureza superficial de Vickers (MSV)  

 

Una vez terminado el proceso experimental de 14 días, se procedió a medir la 

microdureza superficial de cada bloque de esmalte con el microindentador de 

Vickers Struers Duramin (USA) proporcionado por el Laboratorio de Ciencias de 

los Materiales (Figura 4), en donde a los especímenes de esmalte se les penetró 
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con una carga de 200 g (1,961 N) durante 10 segundos. Las indentaciones se 

realizaron aleatoriamente sobre la superficie de esmalte previa rehidratación de 

las muestras en Timol al 0,1% por 48 horas como mínimo. Se realizaron 5 

mediciones en cada bloque de esmalte obteniendo de esta forma un promedio 

de microdureza por superficie.  Los valores de microdureza fueron calculados 

por el equipo mediante la siguiente fórmula:   

  

Microdureza Vickers (VH) = 1,854 × F × 10 3 /d 2  

 HV: microdureza de vickers  

F: test de carga aplicada (N)  

d: promedio de las diagonales de la indentación   

(Majithia et al., 2016)  

 

 

Figura 4. Microindentador de Vickers Struers Duramin (USA). 

 

6.10 Microtomografía computarizada (Micro- CT) y densidad mineral  

 

Luego del cumplimiento del desafío cariogénico de instilar una gota de sacarosa 

al 20% y el consumo del probiótico Lactobacillus rhamnosus en formato 

tópico/sistémico por 14 días, bloques de esmalte palatinos de ambos grupos 

experimentales fueron escaneados por la tomografía microcomputada de alta 

resolución (Skyscan 1278, Aartselaar, Bélgica). La calibración del nivel de gris 

fue logrado utilizando el esmalte de las muestras control como guía para 
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determinar los valores de densidad mineral de diferentes partes del diente.  

 

Las imágenes obtenidas se guardaron con el formato Tagged Image File Format 

(TIFF) las que luego se exportaron al software NRecon, Versión: 1.7.4.2; 

SkyScan para visualizar los cortes y las reconstrucciones volumétricas de los 

bloques de esmalte. Se utilizó el software CT Analyser versión 1.18.4.0 para la 

cuantificación de densidad mineral (DM) realizando un análisis solo al esmalte 

de las muestras. Los valores de densidad mineral (DM) se promediaron luego de 

hacer las mediciones por cada bloque de esmalte. Las imágenes se visualizaron 

en 3D y con codificación de colores mediante el programa DataViewer versión 

1.5.6.2., obteniendo las densidades minerales y su distribución en el esmalte 

dental sometido a los distintos grupos experimentales. 

 

6.11 Microscopia electrónica de barrido (MEB)  

 

La observación de la microestructura de los bloques de esmalte se realizó 

mediante el microscopio electrónico de barrido (JEOL Modelo JSM IT300LV) 

que se encuentra ubicado en el Laboratorio de Microscopía Electrónica de la 

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile. Las muestras se fijaron con 

glutaldehido al 2,5 % y en buffer cacodilato de sodio 0,1 M por 2 horas, luego 

fueron lavadas 3 veces por 5 minutos y secadas por aproximadamente 30 

minutos. Luego fueron montadas en un portamuestras de aluminio para 

posteriormente ser metalizadas en oro (METALIZADOR DENTON VACUMN). 

Se obtuvieron imágenes a aumentos de 1000X y 2000X en su plano transversal.  

 

6.12 Análisis estadístico  

 

Los datos fueron codificados e ingresados a una base de datos por un solo 

operador en archivo Excel Office 2012 para Windows. Luego se realizó una 

prueba T Test (Student’s T-Test) para el análisis estadístico. Se desarrolló un 

análisis descriptivo de los datos de microdureza y densidad mineral de las 

muestras pertenecientes a cada grupo experimental. Se realizó una 

comparación de datos entre los grupos de muestras probiótico/sacarosa y 
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sacarosa, teniendo como valores referenciales de magnitud los obtenidos de las 

muestras aisladas del medio oral. Las variables cuantitativas presentaron 

valores con Intervalo de confianza de un 95%. Se consideraron diferencias 

estadísticamente significativas si el valor del p-value obtenido en el test es igual 

o menor a 0,05. 
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VII. RESULTADOS 

 

 

7.1 Microdureza Superficial 

 

El gráfico 1 (Figura 5) muestra los promedios de las mediciones de microdureza 

superficial de los bloques de esmalte sometidos al probiótico Lactobacillus 

rhamnosus de manera tópico-sistémico/sacarosa, bloques sometidos 

exclusivamente a sacarosa y bloques control.  

 

 

Figura 5. Gráfico 1. Promedios de microdureza superficial de los bloques de esmalte 

según grupo de muestra. Los valores entre corchetes representan las desviaciones 

estándar (DE ±). Los valores promedios de microdureza superficial son distintos entre los 3 

grupos (Grupo Control; 308,0 ± 20,4 MDV, Grupo mixto; 285,5 ± 18,9 MDV, Grupo 

Sacarosa; 181,4 ± 28,9 MDV). 

 

El mayor valor promedio de microdureza superficial pertenece al grupo control (n: 

50 unidades de observación), seguido del grupo expuesto al probiótico 

Lactobacillus rhamnosus de manera tópico/sistémico y sacarosa (n: 150 unidades 

de observación), mientras que el grupo sometido exclusivamente a sacarosa fue el 

que presentó menor valor (n: 45 unidades de observación). Al comparar los 
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valores promedios entre los dos grupos experimentales  se observó una diferencia 

estadísticamente significativa (P < 0,05) entre el grupo de muestras expuestas al 

probiótico Lactobacillus rhamnosus de manera tópico/sistémico y sacarosa y el 

grupo de muestras expuestas exclusivamente a sacarosa. Para tener una 

referencia de magnitud se obtuvo además el promedio del grupo control cuyo valor 

fue de 308,0  ± 20,4 (Tabla 1). 

 

Grupo experimental Valor 

promedio de 

microdureza 

DE 

± 

Valor P entre 

grupo P/S - S 

Control (C) 308,0 20,4  

Probiótico(tópico/sistémico)/Sacarosa 

(P/S)  

285,5 18,9  

              P < 0.05 

Sacarosa (S) 181,4 28,9 

 

Tabla 1. Promedios de grupos experimentales probiótico (tópico/sistémico) /sacarosa y 

sacarosa, además, valor referencial de magnitud de muestras aisladas del medio oral 

(control negativo), desviaciones estándar y valor de significancia entre grupo probiótico 

(tópico/sistémico)/sacarosa y sacarosa. 
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7.2 Espesor del esmalte (micro-CT) y Densidad Mineral 

 

Análisis cuantitativo del espesor del esmalte 

 

Se escogieron las muestras ubicadas en la zona palatina del aparato intraoral, las 

cuales nos permitieron comparar ambas superficies del bloque de esmalte, 

dependiendo del grupo experimental, tanto la superficie control (no expuesta al 

medio oral) y superficie expuesta al probiótico Lactobacillus rhamnosus 

tópico/sistémico y sacarosa (figura 6), como también la superficie control y 

superficie expuesta solamente a sacarosa (figura 7).  

 

Se expone de manera cuantitativa las diferencias en la densidad mineral entre los 

tejidos, a través de diferencias en la gama de colores, los cuales representan 

mapas de densidad mineral normalizada, que muestran la distribución y los niveles 

de densidad mineral dentro de las áreas de la lesión y el esmalte sano, siendo los 

colores azules y celestes las áreas más mineralizadas del esmalte, el azul oscuro y 

violeta corresponden a regiones desmineralizadas del esmalte y el sector verde-

amarillo corresponde a dentina.  

 

Se puede observar en la imagen de la muestra palatina del grupo experimental 

mixto (figura 6), en la superficie de la muestras, un área de desmineralización en la 

zona tratada (figura 6.a), la cual está representada por un color azul oscuro y 

violeta que fue similar en distribución y cantidad a su contraparte, la zona de 

control (Figura 6.b), por lo que se infiere que no hubo mayores alteraciones 

comparativamente. 

 

Mientras que en la imagen de la muestra palatina del grupo experimental sacarosa 

(figura 7), se puede observar, en la superficie de la muestra, colores azules más 

oscuros en la región tratada con sacarosa (imagen 7.b) lo que es congruente con 

desmineralización, en comparación con la región no tratada (imagen 7.a), la cual 

no presenta alteraciones en su espesor, por lo que se infiere que si hubo mayores 

alteraciones comparativamente.  
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Figura 6.a.b: Imágenes de micro-CT de una muestra palatina después de 14 días de ser 

sometidas a sacarosa y probiótico tópico/sistémico. El recuadro “a” corresponde a la zona 

expuesta al probiótico y sacarosa, mientras que el recuadro “b” corresponde a la zona no 

expuesta al medio oral.  

 

 

 

 

Figura 7.a.b: Imágenes de micro-CT de una muestra palatina después de 14 días de ser 

sometidas a sacarosa. El recuadro a corresponde a la zona control, la cual no fue 

expuesta al medio oral, mientras que el recuadro b corresponde a la zona expuesta a 

sacarosa. 

 

Cuantificación de la densidad mineral 

 

Con respecto a la evaluación de la densidad mineral de las muestras, se ve una 

diferencia en los valores promedios en los tres grupos (tabla 2). La densidad 
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mineral de las muestras control, las cuales no fueron expuestas al medio oral, fue 

mayor en comparación con los otros dos grupos, con un promedio de 2,54 gr/cm3, 

las muestras sometidas al probiótico Lactobacillus rhamnosus tópico/sistémico y 

sacarosa presentó un promedio de 2,49 gr/cm3, mientras que el grupo que 

presento el menor valor de densidad mineral fue el grupo expuesto solamente a 

sacarosa, con un promedio de 1,94 gr/cm3. 

 

Con respecto a dichos promedios se observa una diferencia significativa entre la 

densidad mineral del grupo probiótico (tópico/sistémico)/sacarosa y sacarosa (P < 

0.05) (tabla 2). 

 

 

 

Grupo experimental Promedio 

densidad 

mineral del 

esmalte 

(gr/cm3) 

DE 

± 

Valor P entre 

grupo P/S - S 

Control (C) 2,54 0,22  

Probiótico(tópico/sistémico)/Sacarosa 

(P/S)  

2,49 0,12  

              P < 0.05 

Sacarosa (S) 1,94 0,1 

 

Tabla 2. Análisis descriptivo del promedio y desviación estándar de la densidad mineral de 

las muestras palatinas: superficie control, expuestas a probiótico tópico/sistémico y 

sacarosa y expuestas solamente a sacarosa. Además se muestra la comparación 

intergrupal del promedio de diferencia y significación (P) de la densidad mineral de las 

muestras palatinas de esmalte entre el grupo expuesto a probiótico tópico/sistémico y 

sacarosa y el grupo expuesto solamente a sacarosa.  
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7.3 Microscopia electrónica de barrido (MEB): Morfología superficial 

 

Las muestras expuestas al microscopio electrónico de barrido fueron analizadas 

basándonos en los cambios morfológicos observados en la superficie del esmalte. 

Se tomaron las imágenes más representativas con el fin de poder realizar una 

comparación sobre su morfología superficial. Se puede observar en la figura 8, en 

la primera imagen, una micrografía de una muestra de esmalte perteneciente al 

grupo control (A-B), en donde se observa una superficie lisa con pequeños poros 

poco marcados, en la segunda imagen se observa una micrografía de una muestra 

de esmalte perteneciente al grupo mixto (expuesto al probiótico Lactobacillus 

rhamnosus tópico/sistémico y sacarosa) (C-D), en donde se puede observar una 

superficie de similares características en comparación con la superficie control. 

Mientras que en la tercera imagen, se observa una micrografía del grupo expuesto 

solamente a sacarosa (E-F), en donde se observa una superficie irregular, con 

poros mas marcados, lo que indica una mayor pérdida mineral en comparación 

con el grupo control y el grupo mixto.  

                 

 

 

A B 

C D 
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Figura 8. Foto SEM de superficie de los bloques de esmalte. A-B corresponden a una 

muestra de esmalte control con una magnificación de 1000X (A) y de 2000X (B). C-D 

corresponden a una muestra de esmalte del grupo mixto con una magnificación de 1000X 

(C) y de 2000X (D) . E-F corresponden a una muestra de esmalte del grupo sacarosa con 

una magnificación de 1000X (E) y de 2000X (F).  
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VIII. DISCUSIÓN 
 

En este trabajo de investigación a través de un modelo in situ de caries se 

expuso a un grupo de 14 voluntarios a la ingesta del probiótico Lactobacillus 

rhamnosus en formato tópico/sistémico durante 14 días. Las muestras de 

esmalte obtenidas de los dispositivos intraorales que utilizaron los participantes 

fueron sometidas a una serie de pruebas para poder realizar una comparación 

entre tres grupos: grupo control negativo (no expuesto al medio oral), grupo 

experimental (expuesto a probiótico/sacarosa) y grupo control positivo (expuesto 

solamente a sacarosa) y así determinar el efecto del probiótico administrado en 

formato mixto en la prevención de la caries dental.  

 

Los valores de microdureza obtenidos en este estudio revelaron que el valor 

promedio de las muestras de esmalte expuestas al probiótico de manera 

tópico/sistémico y sacarosa es considerablemente superior (285,5 ± 18,9) al 

promedio de los bloques de esmalte que solo fueron expuestos a sacarosa 

(181,4 ± 28,9), llegando esta diferencia a ser estadísticamente significativa. Por 

otro lado, los valores de microdureza del grupo experimental expuesto al 

probiótico fueron menores (285,5 ± 18,9) al compararlos con el grupo control 

negativo (308,0 ± 20,4), el cual no fue expuesto a sacarosa ni al probiótico. Los 

valores de la microdureza para los bloques de esmalte que fueron aislados del 

medio oral son similares a los obtenidos por Wongkhantee (2006), pero menores 

que los reportados por Mettu S. y cols (2015). 

 

Los resultados cuantitativos de la densidad mineral mostraron que el grupo que 

presentó mayor valor fue el grupo control negativo (2,54 gr/cm3), seguido del 

grupo expuesto al probiótico Lactobacillus rhamnosus de manera 

tópico/sistémico (2,49 gr/cm3), y finalmente el grupo con menor valor fue el 

expuesto solamente a sacarosa (1,94 gr/cm3). Además, se observó que el grupo 

mixto presentaba una superficie similar a la superficie del grupo control, a 

diferencia de lo que ocurrió al comparar el grupo expuesto a sacarosa, el cual 

presentaba una superficie más desmineralizada en comparación con el grupo 

control. Cabe destacar que los valores obtenido de densidad mineral para el 
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grupo control (2,54 gr/cm3) son similares a los del estudio de Shahmoradi M. y 

cols (2017) y además actualmente no hay evidencia científica publicada que 

haya evaluado mediante Micro-CT el efecto de probióticos en modelos in situs 

en la superficie del esmalte dental, por lo cual no se pueden realizar 

comparaciones con nuestros resultados, sin embargo abre la posibilidad de 

estudiar los beneficios de los probióticos de una manera mínimamente invasiva. 

 

Al analizar la morfología superficial en las imágenes obtenidas en el microscopio 

electrónico de barrido, se observó que el grupo expuesto al probiótico 

Lactobacillus rhamnosus presenta similares características que el grupo control, 

en donde ambos presentaron una superficie lisa con pequeños poros poco 

marcados, a diferencia de lo que se observó en el grupo expuesto solamente a 

sacarosa, en donde se describió una mayor pérdida de tejido mineral, lo cual se 

ve representado en una superficie irregular, con poros más marcados. Lo cual 

viene a confirmar los resultados de microdureza observados en este estudio, ya 

que el grupo expuesto solamente a sacarosa al presentar una superficie 

irregular y más porosa, va a influenciar directamente en la pérdida de 

microdureza superficial, en comparación con el grupo expuesto al probiótico el 

cual no tuvo mayores cambios en su superficie y microdureza. 

 

Al evaluar estos resultados, se sugiere que la administración tópica/sistémica del 

probiótico Lactobacillus rhamnosus demuestra un efecto protector frente a la 

desmineralización, ya que presenta valores de microdureza y densidad mineral 

mayores que el grupo expuesto solamente a sacarosa, además, con relación a 

la morfología superficial, se observa en las imágenes obtenidas en el 

microscopio electrónico de barrido, menor cantidad de poros y menos marcados 

al compararlo con el mismo grupo. Sin embargo, su efecto es limitado, puesto 

que no logra evitar completamente la pérdida de minerales del esmalte, lo cual 

está demostrado por presentar valores menores que el grupo control, el cual no 

fue expuesto al medio oral.  

 

Para comparar nuestros resultados, en la literatura existen pocos estudios que 

hayan reportado haber utilizado un modelo in situ de caries para probar el efecto 
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de probióticos (Lodi 2015, Azán 2019, Colil 2019). Lodi et al el 2015, realizó un 

estudio con un modelo in situ de caries el cual 10 voluntarios fueron expuestos a 

leches fermentadas suplementadas con probióticos. La leche A contenía 

Lactobacillus casei y la leche B Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp., y 

Lactobacillus paracasei. La aplicación del probiótico se administraba de manera 

tópica fuera de boca por 5 minutos. En la prueba de microdureza se registraron 

diferencias estadísticamente significativas entre las muestras expuestas a 

sacarosa y las expuestas a la leche B, en donde este último grupo promedió 

valores mucho más altos que el grupo expuesto a sacarosa. Los valores de 

microdureza de este estudio, son similares a los valores obtenidos por nosotros. 

Aunque cabe señalar que tanto el vehículo como las cepas utilizados en dicho 

estudio fueron distintos a los empleados en este trabajo de investigación. 

 

Colil et al el 2019, con un modelo in situ de caries demostró que el efecto de la 

aplicación tópica del probiótico Lactobacillus rhamnosus evitaba la pérdida de 

microdureza y densidad mineral en comparación con muestras expuestas 

solamente a sacarosa, sin embargo, los valores obtenidos por ella fueron 

menores que los obtenidos por Azán et al el 2019, el cual, en vez de utilizar una 

aplicación tópica, utilizó una administración sistémica del mismo probiótico en un 

modelo de caries in situ. Los resultados de ambos autores, tanto valores de 

microdureza como densidad mineral, fueron menores a los obtenidos en este 

trabajo, el cual utilizó una administración tópica/sistémica. Lo cual indica que la 

vía de administración influye en la protección y prevención de lesiones de caries, 

siendo más efectiva la administración tópica/sistémica.  Cabe destacar que tanto 

el vehículo como las cepas utilizados por ambos autores fueron los mismos a los 

empleados en este trabajo de investigación. 

 

Realizar ensayos clínicos controlados aleatorizados requiere estudiar un gran 

número de sujetos durante un largo período de tiempo, para así establecer el 

efecto de una determinada intervención. Es por esto, que los estudios in situ 

surgen como una alternativa a estos estudios, ya que se pueden realizar con un 

pequeño grupo de participantes, en un período de tiempo mucho más corto, 

imponiendo muchas variables controlables (Sung y cols, 2014).  
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En los modelos in situ un grupo de voluntarios debe utilizar un dispositivo 

intraoral con muestras de esmalte, en donde los resultados de la investigación 

pueden ser testeados en ellas (Hollanders, 2018), estos modelos se han estado 

utilizando para investigar sobre la caries dental, tanto en la prevención (Ferreira 

& cols., 2020, Melo & cols., 2018, Kalina & cols., 2018), como en el tratamiento 

de esta (Jablonski & cols., 2019, Wierichsa & cols., 2020, Creeth & cols., 2016). 

 

Los beneficios que trae el uso de un modelo in situ de caries es la reproducción 

y simulación de las condiciones intraorales no controladas, incorporando 

parámetros experimentales altamente controlados. Así como beneficios, también 

existen importantes limitaciones a considerar al utilizar este modelo, como por 

ejemplo el reclutamiento de voluntarios es un periodo de ardua búsqueda, que 

podría influir considerablemente en el tiempo del estudio. Una forma de combatir 

esta situación sería la incorporación de más muestras al dispositivo intraoral. 

Otro aspecto a considerar es el compromiso de parte de los voluntarios, que 

debe ser vigilado estrictamente por los investigadores, ya que el éxito de un 

estudio in situ depende en un gran porcentaje del cumplimiento de los 

participantes en la etapa experimental. La incomodidad al utilizar el dispositivo 

es un factor importante para tener en cuenta en lo que respecta al cumplimiento 

del protocolo, situación que se podría enmendar acortando los tiempos de 

experimentación, o realizando pruebas previas para que los voluntarios se 

acostumbren a su uso. Por lo tanto, para llevar a cabo un estudio in situ, se 

requiere de una minuciosa organización de parte del equipo de trabajo y una 

buena comunicación con el grupo de voluntarios para finalizar la 

experimentación con éxito. 

 

En este trabajo de investigación participaron 14 voluntarios, lo cual coincide con 

96 artículos publicados según una revisión sistemática realizada por Sung y 

cols, 2014. Además, se utilizaron muestras de esmalte humano, las cuales 

provinieron de terceros molares incluidos previamente recortados; esto puede 

ser considerado una desventaja de estos estudios, ya que obtener este tipo de 

dientes es muy complicado, tanto por motivos éticos, como por la extracción de 
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estos, ya que generalmente se realiza odontosección. Es por esto, que la 

utilización de dientes bovinos puede ser una alternativa, estos presentan mayor 

área de superficie y un grosor de esmalte más uniforme, no obstante, posee 

diferencias microestructurales puesto que el esmalte es más poroso. Por ende, 

se pueden utilizar como alternativa, pero siempre va a ser mejor realizar un 

estudio in situ con esmalte humano, ya que es mucho más representativo.  

 

La elección de la cepa probiótica utilizada en este estudio se basa en la 

evidencia científica publicada anteriormente donde Lactobacillus rhamnosus 

exhibió propiedades interesantes contra bacterias cariogénicas, logrando 

disminuir la incidencia de caries en los voluntarios que fueron expuesto a él 

(Rodríguez 2016; Stecksén-Blicks 2009; Näse 2007). A modo general, se han 

descrito diferentes mecanismos de acción de los probióticos en la cavidad oral, 

como modular la respuesta inflamatoria (humoral y celular), producir sustancias 

como el peróxido de hidrógeno y bacteriocinas, y competir con patógenos por 

superficies de adhesión y nutrientes (seminario y cols., 2017). En un estudio 

reciente en donde se utilizó Lactobacillus rhamnosus para inhibir la formación de 

biopelículas, se demostró que los biosurfactantes producidos por estos, pueden 

modificar el nivel de expresión de los genes de virulencia, las propiedades 

superficiales de las células bacterianas y reducir sus capacidades adhesivas y 

también interfieren con el desarrollo de biopelículas y la comunicación de célula 

a célula (Tahmourespour & cols, 2019).  

 

La prueba de microdureza, utilizada en esta investigación, es un método 

confiable para obtener información sobre los cambios en el contenido mineral de 

los tejidos duros dentales. En esta, se mide la profundidad de penetración, el 

cual es un parámetro en el que se estudia la penetración de un material en la 

superficie del esmalte o en los túbulos dentinarios (Mandava y cols, 2017). 

Además, como la microdureza de la superficie del esmalte está relacionada 

directamente con su contenido mineral la hace una prueba ideal para permitir 

comparar el efecto de distintos productos para evitar el proceso de 

desmineralización.  
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Para evaluar los cambios minerales que ocurrieron en las superficies de las 

muestras dentarias se utilizó la Microtomografía Computarizada (Micro-CT), la 

cual es capaz de caracterizar la densidad mineral y los cambios estructurales de 

la lesión sin necesidad de seccionar o preparar la muestra, entregando 

resultados tanto cuantitativos, como cualitativos (Shahmoradi & cols. 2017). A 

diferencia de la técnica gold estándar para evaluar densidad mineral, la 

Microradiografía Transversa, la cual es una técnica destructiva que requiere la 

preparación de las muestras en secciones muy finas y una fuente de rayos X.  

 

Este trabajo de investigación demostró que el probiótico Lactobacillus 

rhamnosus administrado en formato tópico/sistémico protegió al esmalte de la 

desmineralización en un modelo de caries in situ. Sin embargo, esta protección 

es de manera parcial, según lo observado en los resultados de microdureza y 

densidad mineral. Además, demostró que la vía de administración 

tópica/sistémica es más efectiva en comparación a la administración tópica 

realizada por Colil el 2019 y la administración sistémica realizada por Azán el 

2019, en donde ambos autores utilizaron el mismo modelo in situ de caries con 

la misma cepa probiótica que este estudio. No obstante, cabe señalar que aún 

no hay respaldo científico sobre otros estudios que hayan evaluado cual es la 

administración ideal de probióticos, como tampoco los mecanismos de acción de 

estas bacterias probióticas, la dosis, el vehículo, ni mucho menos la cepa 

probiótica óptima, por lo cual aún quedan muchas variables por estudiar para 

determinar el verdadero efecto de estas bacterias en el control de las 

condiciones microbiológicas de la cavidad oral y sobre la enfermedad de caries. 
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IX. CONCLUSIONES 

  
 
Al analizar los resultados, se observa que existen diferencias estadísticamente 

significativas en los promedios de microdureza superficial y densidad mineral de 

los bloques de esmalte entre el grupo expuesto al probiótico Lactobacillus 

rhamnosus en formato tópico/sistémico y sacarosa versus el grupo experimental 

expuesto solamente a sacarosa. 

 

La morfología superficial del grupo experimental expuesto al probiótico 

Lactobacillus rhamnosus en formato tópico/sistémico presenta menos cantidad 

de poros y a la vez son menos marcados, con una superficie más regular en 

comparación al grupo expuesto solamente a sacarosa. 

   

El probiótico Lactobacillus rhamnosus administrado en formato tópico/sistémico 

tiene un efecto benéfico/protector frente a los fenómenos de desmineralización 

de la caries dental.  
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XI. ANEXO 1: Acta de aprobación proyecto de investigación 
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XII. ANEXO 2: Consentimiento informado 
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XIII. ANEXO 3: Ficha Clínica 

 

Evaluación de voluntarios para participación en trabajo de investigación titulado 

“Efecto del uso tópico/sistémico del probiótico Lactobacillus rhamnosus SP1 en la 

densidad mineral, dureza superficial y morfología superficial de esmalte en un 

modelo de caries in situ.” 

 
Anamnesis 
 
1. Antecedentes mórbidos: 
 
2. Antecedentes quirúrgicos (Fecha, diagnóstico, procedimiento, complicaciones): 
 
3. Alergias: 
 
4. Medicamentos (Nombre, dosis, fecha inicio): 
 
5. Hábitos 
 

• Tabaco: 

• Alcohol: 

• Drogas: 

• Controles odontológicos (frecuencia, fecha último control y causa) 
 
6. Alimentación: 
 

• Frecuencia: 

• Ocasión: 

• N° ingestas HC: 

• Calidad: 

• Consistencia: 

• Valor potencial cariogénico: 
 
7. Higiene Oral 
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• Frecuencia cepillado: 

• Ocasión: 

• Tipo de cepillo, pasta, enjuague: 
 
8. Antecedentes Familiares: 
 
Examen Físico 
 
1. Examen Físico General: 
 
2. Examen Intraoral: 
 
Alteraciones Salivales: (1) Si (2) No 
 
Portador de prótesis removible u ortodoncia: (1) Si (2) No 
 
3. Examen Periodontal Básico 
 

   

   

 
 
4. COPD 
 

• C: 

• O: 

• P: 

• D: 
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XIV. ANEXO 4: Donación de terceros molares 
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XV. ANEXO 5: Protocolo de intervención probiótico tópico/sistémico 
 

 
 

PROTOCOLO DE INTERVENCIÓN PROBIÓTICO TÓPICO/SISTÉMICO 
 
 
Estimado Participante, bienvenido al estudio titulado “Efecto del probiótico 

Lactobacillus rhamnosus SP1 en un modelo de caries in situ”. Agradecemos 

profundamente su generosa disposición para ser parte de este proyecto de 

investigación. A continuación, explicaremos paso a paso las maniobras que 

deberá realizar durante el periodo de experimentación.  

 

Al comienzo del periodo, se le entregará de parte del equipo investigador un bolso 

que contiene los siguientes elementos:   

 

• Dispositivo intraoral: esta es una estructura acrílica removible que tiene 

incorporadas por muestras dentarias: 1 muestra en la zona palatina, 2 muestras 

en la zona vestibular derecha y 2 muestras en la zona vestibular izquierda. El 

siguiente esquema representa la posición de las muestras en el dispositivo:  

 

 

  

• 14 sobres de probiótico • 2 frascos pequeños (30 ml) con sacarosa • 1 frasco 

grande (150 ml) para probiótico • Recipiente para guardar el dispositivo 

   

Al comienzo del periodo de experimentación, el cual le será indicado por el equipo 
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de investigadores, Ud. deberá utilizar el dispositivo intraoral durante un periodo 

continuo de 14 días, 24 horas al día. SÓLO podrá remover el dispositivo desde el 

interior de la boca para higienizarse los dientes (cepillado), beber líquidos o comer. 

Esto significa que deberá dormir con el dispositivo por el tiempo que dure el 

estudio.  

 

Al remover el dispositivo almacenarlo en recipiente que se le entregará para ello, 

envuelto en 1 cuadrado de toalla nova de 20x20 cm humedecida en agua.   

Remover el dispositivo máximo 4 veces al día, 30 min cada vez.  

Se recomienda lavarse los dientes al menos dos veces al día, por dos minutos y 

con pasta fluorada. Por otro lado, durante el periodo de experimentación, se debe 

evitar el uso de los siguientes elementos:   

  

• Enjuague bucal  

• Antiácidos  

• Medicamentos (por ejemplo: antibióticos o antisépticos)  

• Consumo de alcohol  

• Prohibido fumar cigarrillos y/o consumir drogas  

 

 En caso de necesitar utilizar alguno de los elementos descritos, debe 

comunicarse inmediatamente con el equipo de investigadores para determinar la 

conducta a seguir.   

 

TODOS LOS ELEMENTOS ENTREGADOS PARA EL ESTUDIO SE DEBEN 

GUARDAR EN EL BOLSO ORIGINAL y al finalizar el estudio se deben entregar 

de la misma forma al equipo investigador.  

 

Modo de Aplicación de las Soluciones:  

 

Paso 0: DURANTE LOS 2 PRIMEROS DÍAS. Al levantarse por la mañana debe 

realizar la primera aplicación de sacarosa que se encuentra contenida en el frasco 

pequeño: una vez retirado el dispositivo de la boca, DEBE APLICAR 1 GOTA DE 

SACAROSA EN CADA UNA DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO. Inmediatamente 
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luego de aplicar la gota de sacarosa, debe volver a colocar el dispositivo dentro de 

la boca. Aplicar sacarosa cada 2 horas, 8 veces al día.   

 

DESDE EL TERCER DÍA EN ADELANTE CONTINUAR CON PASO 1  

Paso 1: Al levantarse por la mañana debe preparar la dosis de probiótico: tome 1 

de los sobres, el cual contiene una porción de probióticos liofilizados y mézclela 

con 150 ml de agua potable en el frasco grande que se le ha entregado. Agite bien 

y conserve. DEBE GUARDAR ESTA PREPARACIÓN EN EL BOLSO PUES 

DEBERÁ INGERIRLA 2 HORAS DESPUÉS DE HABERLA REALIZADO.   

 

Paso 2: Inmediatamente después de preparar el probiótico, debe realizar la 

primera aplicación de sacarosa que se encuentra contenida en el frasco pequeño: 

una vez retirado el dispositivo de la boca, DEBE APLICAR 1 GOTA DE 

SACAROSA EN CADA UNA DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO. Inmediatamente 

luego de aplicar la gota de sacarosa, debe volver a colocar el dispositivo dentro de 

la boca.   

 

Paso 3: 2 horas después de la primera aplicación de sacarosa, SIN RETIRAR el 

dispositivo de la boca, proceder a INGERIR LA PREPARACIÓN REALIZADA AL 

COMIENZO DEL DÍA EN EL FRASCO PARA PROBIÓTICO (frasco grande).   

Paso 4: Luego de la ingestión del probiótico en el paso 3, enjuagar vigorosamente 

la boca con agua y aplicar inmediatamente 1 gota de sacarosa en todas las 

muestras. Luego de aplicar la gota de sacarosa, debe volver a colocar el 

dispositivo dentro de la boca.   

 

Paso 5: Debe continuar aplicando 1 gota de sacarosa en todas las muestras con el 

dispositivo fuera de la boca, durante todo el día y CADA 2 HORAS, hasta 

completar un total de 8 APLICACIONES de sacarosa durante todo el día. Una vez 

aplicada la gota de sacarosa, debe volver a colocarse el dispositivo en el interior 

de la boca.  
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XVI. ANEXO 6: Evaluación de cumplimiento de aplicación de sacarosa y 
probiótico 

 

 
 
 

Estimado participante, para tener un control de la aplicación de la solución, se 

debe registrar cada paso descrito en la siguiente tabla. En la columna fecha, anote 

el día en que inició el periodo experimental, en las columnas que dicen aplicación 

de Sacarosa, marcar cada recuadro (1-8) con una X al aplicar la dosis. Repetir lo 

anterior en la columna que dice Probiótico al aplicar la dosis de este. Recordar que 

se debe aplicar el probiótico en la segunda aplicación de la sacarosa. Se solicita 

rellenar el siguiente recuadro a conciencia y con la mayor honestidad. Procure que 

los horarios sean lo más similares posible dentro del periodo experimental, para 

esto puede poner alarmas. En el caso de olvidar alguna aplicación deberá 

realizarla lo más pronto posible, y esperar 2 horas para una nueva aplicación. 
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XVII. ANEXO 7: Evaluación de cumplimiento final 
 

 
 

Estimado participante, Mediante el siguiente cuestionario evaluaremos el periodo 

experimental al que fue sometido. Se solicita responder a conciencia y con la 

mayor honestidad posible las siguientes preguntas. El cuestionario es anónimo. 

 

1. Cumplió con todas las aplicaciones: Si ___ No___ 

2. Si su respuesta es no ¿cuántas aplicaciones no realizó? : 

3. Las aplicaciones de sacarosa fueron cada 2 horas: Si ___ No___ 

4. Evalúe en la siguiente escala su cumplimiento, marque con una x el número de 

la escala que siente que más lo representa. 

 

Escala Significado  

1 No cumplí con ninguna de las aplicaciones ni horarios  

2 Omití más de 5 aplicaciones durante el periodo experimental  

3 Omití 2 a 5 aplicaciones durante el periodo experimental  

4 Omití 1 aplicación durante el periodo experimental  

5 Cumplí con todas las aplicaciones con diferencias en los 

horarios de aplicación de 30 min a 1 hora 

 

6 Cumplí con todas las aplicaciones con diferencias en los 

horarios de aplicación de 15 min a 20 min 

 

7 Cumplí con todas las aplicaciones en los horarios establecidos  

 

5. Marque con una x las siguientes frases si representaron su experiencia 

 

 Si No 

Retiré el dispositivo para alimentarme y lavarme los dientes   

Dormí con el dispositivo   

Omití algún día del periodo experimental   

Use el dispositivo según las instrucciones día y noche   
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6. En el siguiente espacio anote, con letra clara, observaciones y/o dificultades 

que tuvo durante el periodo experimental. 

 

__________________________________________________________________

__________________________________________________________________

__________________________________________________________________

__________________________________________________________________

__________________________________________________________________

__________________________________________________________________

__________________________________________________________________ 

 

 
 

 
 


