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1. RESUMEN 

La caries dental es una enfermedad con alta prevalencia a nivel mundial y afecta la 

calidad de vida del que la padece. Debido a esto, la etiología, el diagnóstico, 

tratamiento y control de la caries ha sido ampliamente estudiado mediante tres 

tipos de modelos: in vivo, in situ e in vitro. En los modelos in vivo se debe 

considerar la gran complejidad del medio oral y los problemas éticos que conlleva, 

por lo que se suele preferir modelos in vitro e in situ. 

Una manera de estudiar esta enfermedad es inducir lesiones de caries de manera 

artificial en muestras de esmalte. Pese a que existen múltiples modelos de estudio 

in vitro e in situ para este fin, no se tiene conocimiento sobre la variabilidad que 

tienen las caries generadas con un modelo u otro, siendo un punto importante a 

considerar al momento de seleccionar el modelo de estudio adecuado para llevar 

a cabo una determinada investigación. 

Se realizaron dos estudios para la inducción de caries, uno in vitro, en que se 

expuso bloques de esmalte humano a sacarosa 10%, 4 veces al día por 5 días, 

previa formación de una biopelícula monoespecie de Streptococcus mutans, y un 

estudio in situ, en el que 2 sujetos voluntarios portaron un aparato intraoral 

removible con 10 bloques de esmalte humano, aplicando sacarosa 20%, 8 veces 

al día por 28 días. En ambos estudios se midió la microdureza de Vickers y se 

comparó la variabilidad de las lesiones producidas tanto en el modelo in situ como 

en el in vitro. 

Resultados: La variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en el 

modelo in vitro es menor que la variabilidad de las lesiones de caries artificiales 

inducidas en el modelo in situ. 

Conclusiones: En ambos modelos se logró la inducción de caries, aunque existe 

una menor variabilidad en el modelo in vitro, lo que debe ser considerado al 

momento de planificar un estudio. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Caries dental 

La caries dental es una enfermedad prevenible, no transmisible, crónica, dinámica, 

multifactorial, que involucra a la biopelícula (Pitts et al., 2017; Twetman, 2018), 

que es una comunidad de bacterias estructurada rodeada de una matriz de 

exopolisacáridos y adherida a la superficie dental (Zijnge et al., 2010) mediante su 

interacción con componentes provenientes de la película salival adquirida 

(Schilling & Bowen, 1992), que corresponde a una capa acelular compuesta 

principalmente por proteínas llamadas mucinas (Fischer & Aparicio, 2021), que se 

adhieren mediante adsorción a la superficie dentaria (Fischer & Aparicio, 2021). 

Además están involucrados los carbohidratos de la dieta, principalmente azúcares, 

es influenciada por la saliva en su totalidad y factores genéticos, biológicos, 

conductuales, psicosociales y medioambientales, dando como resultado una 

pérdida neta de minerales de los tejidos dentales duros y su destrucción 

progresiva (Pitts & Zero, 2016).  

2.2 Prevalencia de la enfermedad de caries en el mundo y en Chile 

Respecto a la prevalencia de las enfermedades orales, el Global Burden of 

Disease Study 2019 (World Health Organization, 2022) estimó que éstas 

afectaban cerca de 3.5 billones de personas en el mundo, siendo las lesiones de 

caries en dientes permanentes la condición más común. Globalmente, se estima 

que 2 billones de personas sufren lesiones de caries no tratadas en dientes 

permanentes (World Health Organization, 2022) . 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), en la mayoría de los países de 

renta media y baja, la prevalencia de las enfermedades orales continúa 

aumentando con la creciente urbanización y los cambios en las condiciones de 

vida, siendo su causa principalmente: (Organización Mundial de la Salud (OMS), 

2022).  
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1. La inadecuada exposición al flúor, que es un elemento protector contra la 

caries (Centers for Disease Control and Prevention, 2001; Nanci, 2018); ya sea 

en el suministro de agua o en elementos de higiene oral como la pasta dental.   

2. La disponibilidad y asequibilidad de comida con alto contenido de azúcar y 

carbohidratos fermentables 

3. Un pobre acceso a servicios de cuidado oral en la comunidad 

En cuanto a la prevalencia en Chile, según estudios nacionales disponibles, a los 

2 años de edad la prevalencia de caries es de un 17,5%, de 50,46% a los 4 años y 

de 70,4% a los 6 años. La prevalencia de caries a los 12 años es de 62,5%, 

aumentando con la edad hasta llegar a un 99,4% en adultos de 65 a 74 años 

(Ministerio de Salud (MINSAL), 2021). 

Además de su alta prevalencia a nivel mundial, la caries dental afecta la calidad de 

vida sobre la población que la padece, afectando no sólo la función masticatoria, 

sino también el habla, la sonrisa, el ámbito sicosocial (Mathur & Dhillon, 2018), 

puede causar dolor, pérdida de funcionalidad y baja autoestima, llevando a un 

ausentismo de la escuela o el trabajo (Paiva et al., 2021).  

 

2.3  Composición de la estructura dental y proceso de formación de caries  

Para comprender el inicio y progresión de las lesiones de caries es importante 

tener en cuenta la estructura dentaria. Los dientes están formados por una capa 

superficial dura, inerte y acelular, el esmalte, que es el tejido más mineralizado en 

el cuerpo, formado  en más de un 96% de mineral en forma de cristales de 

hidroxiapatita de calcio (Ca10(PO4)6(OH)2) (Pitts et al., 2017) y trazas de material 

orgánico (Nanci, 2018). El esmalte está soportado por la dentina, la cual conforma 

la mayor parte del diente y es un tejido conectivo duro y vital de mayor resiliencia 

(Nanci, 2018), y está compuesta de un 70% de contenido mineral en peso, 

también hidroxiapatita, un 20% de contenido orgánico, que es principalmente 

colágeno, y un 10% de agua (Abou Neel et al., 2016). En ésta se encuentran los 

túbulos dentinarios, que atraviesan todo su grosor y contienen extensiones de las 
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células llamadas odontoblastos, que forman y mantienen la dentina y cuyos 

cuerpos celulares se encuentran alineados a lo largo del borde interno de la 

dentina, conformando el límite periférico de la pulpa dental con la cual forma el 

complejo dentino – pulpar al estar relacionadas embriológica y funcionalmente, y 

que corresponde a tejido conectivo suave que contiene al paquete vasculo 

nervioso del diente (Nanci, 2018).  

En resumen, el diente propiamente consiste en dos tejidos duros: El esmalte y la 

dentina. Éstos aportan al diente las propiedades de dureza y resiliencia (Nanci, 

2018). 

En un esmalte sano los cristales de la superficie se encuentran en un estado de 

equilibrio dinámico con el medio oral local, compuesto por la saliva, la película 

salival 

adquirida, la biopelícula, la dieta y la estructura misma del diente (Hara & Zero, 

2010). 

En este equilibrio, la pérdida de minerales (desmineralización) y la ganancia de 

minerales (remineralización) de la superficie dental están en balance o a favor de 

la remineralización (Pitts & Zero, 2016).  

 

En el proceso de progresión de las lesiones de caries se produce un desbalance 

del equilibrio desmineralización - remineralización, en el que prima la 

desmineralización, resultando en una pérdida neta sostenida de mineral desde la 

estructura dentaria al medio (Pitts & Zero, 2016). Durante este proceso, las 

bacterias de la biopelícula formada sobre la superficie dentaria, en conjunto con 

carbohidratos de la dieta; principalmente azúcares y en menor medida almidones, 

metabolizan los azúcares y producen ácidos orgánicos, principalmente ácido 

láctico, que disminuyen el pH de la biopelícula y de la saliva que, en condiciones 

fisiológicas es cercano a 7,0 (Buzalaf et al., 2011). La fase mineral del diente 

comienza a disolverse al alcanzar el pH crítico 5,5, variando según las 

concentraciones de iones de flúor, calcio y fosfato presentes en la superficie 
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dentaria. Al disminuir el pH por los ácidos producidos por las bacterias, se crea un 

ambiente subsaturado respecto de la fase mineral del diente y consecuentemente 

la pérdida de minerales de la estructura dental, dando como resultado el inicio de 

una lesión de caries (Pitts & Zero, 2016). 

 

2.4  Estudio de la enfermedad de caries: Tipos de modelos 

Es por la relevancia de esta enfermedad que la etiología, el diagnóstico, 

tratamiento y control de la caries dental ha sido ampliamente estudiado a través de 

los años (Maske et al., 2017). Para su estudio se han utilizado tres tipos de 

modelos de estudio: modelos de estudios in vivo, modelos in situ y modelos in vitro 

(Marsh, 1995). 

2.4.1 Modelos in vivo 

“In vivo” viene del Latín, y significa “en el ser vivo”, es decir, que ocurre o tiene 

lugar dentro de un organismo (Real Academia Española, 2005). Se refiere a 

experimentación realizada dentro o en el tejido vivo de un organismo vivo, sin que 

el tejido o componente biológico haya sido removido del organismo, como es en el 

caso de los modelos in vitro. El sujeto de estudio puede ser una planta, un animal 

o un humano (Dornell, 2022; Seladi-Schulman, 2019). 

 

Los modelos de estudio in vivo han contribuido enormemente al entendimiento de 

la etiología y patogénesis de la caries dental (Bowen, 2016) y al desarrollo de 

pastas dentales y productos para la prevención de la caries (Bowen, 2013). Una 

gran ventaja de este tipo de modelos es que permite el estudio de todos los 

aspectos de la enfermedad de caries, incluyendo el rol de la dieta, los 

microorganismos, la composición dentaria, los procesos de desmineralización y 

remineralización y sus interacciones (Bowen, 2016).  

 

En estos modelos se utilizan distintas especies de animales experimentales tales 

como primates, conejos, hurones, perros (Struillou et al., 2010), hámsteres y 
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ratones, siendo los roedores los más utilizados (Xuelian et al., 2016). Los estudios 

en animales son complementarios a los experimentos in vitro antes de probar 

nuevos tratamientos clínicos en los que se requiere la realización de una biopsia 

para un análisis histológico, la cual generalmente no es aceptada en seres 

humanos (Struillou et al., 2010). 

 

Las desventajas de la utilización de animales en este tipo de modelos son, entre 

otras, que no todas las patologías del ser humano pueden ser reproducidas en 

animales, las conclusiones de los experimentos con animales no pueden ser 

estrictamente aplicable a los humanos, existen dificultades en extrapolar a los 

humanos los resultados de los experimentos con animales (Muthanandam et al., 

2020) y problemas éticos y sociales al utilizar animales de gran tamaño como 

perros y primates (Struillou et al., 2010). 

 

Las limitaciones respecto de la aplicación de los resultados de estos estudios 

directamente a los humanos son debido a las diferencias en la anatomía, 

dentición, estructura de los tejidos periodontales, la fisiopatología en el caso de 

animales pequeños (Struillou et al., 2010), la microbiota, la respuesta de los tejidos 

frente a determinados estímulos (Muthanandam et al., 2020), patrones de 

alimentación, infecciones producidas por virus o bacterias (Bowen, 2013), etc. 

 

En cuanto a los humanos como sujetos de estudio, un ejemplo son los ensayos 

clínicos realizados para evaluar la seguridad y eficacia de un medicamento 

experimental (Dornell, 2022).  

En el ámbito de la odontología, se han hecho múltiples estudios in vivo para 

comprender y abordar el inicio, progresión y detención de la caries (Thylstrup 

et al., 1994), el efecto de distintas sustancias y productos sobre las enfermedades 

orales como fluoruro diamino de plata (Karched et al., 2019), clorhexidina, flúor 

barniz (Chhattani et al., 2021), propóleo (Zulhendri et al., 2021), etc.  
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A pesar de sus grandes hallazgos y utilidades, la complejidad del medio oral y los 

problemas éticos asociados con los estudios in vivo de las enfermedades orales 

en humanos tales como la caries y la enfermedad periodontal, ha llevado 

inevitablemente al desarrollo de otro tipo de modelos, como los modelos de 

laboratorio que simulan el medio oral in vitro (Tang et al., 2003; Yu et al., 2017). 

 

2.4.2 Modelos in situ 

 

Por otra parte, los modelos de caries in situ “en el lugar, en el sitio” (REAL 

ACADEMIA ESPAÑOLA: Diccionario de la lengua española, s. f.), analizan un 

fenómeno en el lugar y condiciones donde éste se desarrolla. En el caso de la 

odontología, involucran el uso de aparatos u otros dispositivos intraorales, que 

crean condiciones definidas en la cavidad oral que simulan el proceso de la caries 

dental (Zero, 1995). Es por lo que los modelos in situ son un punto intermedio 

entre los modelos in vitro e in vivo (Tabla 1).  

 

Tabla 1: Los modelos in situ pueden ser situados entre los modelos in vivo e in 

vitro. (Zero, 1995) 

 

Modelos in vivo Modelos in situ Modelos in vitro 

Natural  Artificial 

Alta relevancia clínica  
Relevancia clínica 

posiblemente disminuida 

Control científico 

limitado 
 Alto nivel de control científico 

Alta variación  Baja variación 

Métodos de detección 

poco sensibles 
 

Métodos de detección 

altamente sensibles 

Gran tamaño muestral  Reducido tamaño muestral 
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Dada la naturaleza multifactorial de la caries, estos modelos incluyen: un sustrato 

dental que puede ser esmalte o dentina; la formación o presencia de biopelícula 

dental con potencial cariogénico; un carbohidrato como estímulo, ya sea 

controlado de forma experimental o provisto por la dieta normal del sujeto; y 

tiempo, determinado por la duración del período experimental (Zero, 1995).  

 

Las mayores ventajas de los modelos in situ son:  Los estudios son realizados en 

la cavidad oral humana, en contraste con los modelos de laboratorio in vitro o los 

modelos in vivo con animales. A diferencia de los modelos con ensayos clínicos, 

los modelos in situ facilitan el control de las variables experimentales y hay 

flexibilidad en el diseño experimental. Estos modelos facilitan la integración de 

varias técnicas analíticas de ciencia básica, aumentando la sensibilidad y validez 

científica de la metodología (Zero, 1995). Éstos han sido utilizados tanto en el 

pasado como en la actualidad, en varios estudios sobre la caries, por ejemplo, 

recientemente para estudiar los efectos de distintos vehículos de liberación de 

flúor (Parkinson et al., 2018; Alexandria et al., 2019), evaluar la des y 

remineralización después de la aplicación de distintas concentraciones de flúor 

(Wierichs et al., 2020), y reproducir la biopelícula oral para estudiar el control 

sobre éste mediante una preparación con arginina (Kuriki et al., 2021).Por lo tanto, 

los modelos in situ optimizan el balance entre la relevancia clínica y el control de 

las variables (Ferracane, 2017). 

 

2.4.3 Modelos in vitro 

 

La complejidad fisiológica asociada a la enorme biodiversidad microbiana de la 

cavidad oral y los problemas relacionados a la experimentación en los estudios 

clínicos ha llevado al desarrollo de modelos de laboratorio (in vitro), en un esfuerzo 

por simular aquellas condiciones clínicas en un contexto más controlado (Maske 

et al., 2017). Los modelos in vitro (“en vidrio”) han sido utilizados para la 

investigación de los factores que afectan el desarrollo de las caries y la evaluación 
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del crecimiento, patogenicidad y metabolismo de la biopelícula, y mecanismos de 

desmineralización y remineralización bajo condiciones altamente controladas, 

dentro de un ambiente que simula los nichos o hábitats orales in vivo (Tang et al., 

2003). Éstos son particularmente adecuados para experimentos cuyo objetivo es 

analizar un sólo proceso de forma aislada, donde una situación más compleja con 

muchas variables puede confundir los datos (Moron et al., 2013). Dentro de estos 

se encuentran los modelos químicos experimentales como el pH cycling, en que el 

tejido dentario es expuesto a periodos de desmineralización mediante la 

exposición a ácidos y de remineralización utilizando soluciones de calcio fosfato, y 

los modelos que utilizan la inmersión en un medio ácido (Steiner-Oliveira et al., 

2007). 

La composición de varios sistemas de desmineralización (geles y soluciones) han 

sido desarrollados con el objetivo de simular las condiciones de la biopelícula 

cariogénico durante el metabolismo del azúcar. Sin embargo, debe tenerse en 

consideración que las concentraciones de calcio y fosfato, y en algunos casos los 

valores de pH elegidos en los modelos in vitro son más bajos que en el contexto 

oral natural, con el objetivo de inducir una desmineralización más rápida que como 

ocurre in vivo. Por lo tanto, diferencias entre estas soluciones o geles, tales como 

el grado inicial de saturación respecto de los minerales del diente, la concentración 

de flúor, tipo de ácido y viscosidad, pueden  resultar en diferencias notables en las 

características físicas y mecánicas del sustrato desmineralizado, tales como la 

distribución mineral, composición química y dureza (Moron et al., 2013). Además 

la gran desventaja de estos modelos es que no simulan el proceso de 

desmineralización real del medio oral, ya que carece de microorganismos y, 

consecuentemente, se concentra en los aspectos físico-químicos de la disolución 

el esmalte (Steiner-Oliveira et al., 2007). 

 

Otro instrumento utilizado para formar lesiones cariosas involucra modelos 

bacterianos, que pueden involucrar bacterias planctónicas; de libre flotación o 

libremente suspendidas (Nazar, 2007), o microorganismos organizados en 
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biopelículas. Los modelos que utilizan biopelículas son probablemente más 

representativos que los sistemas de bacterias en suspensión debido a que en el 

proceso de caries participan bacterias pertenecientes a una biopelícula, la cual 

posee un metabolismo diferente al de los microorganismos que viven libremente 

(Steiner-Oliveira et al., 2007). Asimismo, se pueden utilizar biopelículas uniespecie 

(una sola especie bacteriana), multiespecie  (varias especies de bacterias) o una 

biopelícula microcosmo (Bohn et al., 2017; Ferracane, 2017; Fontana et al., 1996). 

En este último se inocula saliva o biopelícula extraídas directamente de la cavidad 

oral, en un medio artificial para que se forme una, donde coexisten más de 700 

especies de bacterias, y se simula las condiciones del medio oral en el laboratorio 

(Bohn et al., 2017; Cieplik et al., 2019). La biopelícula microcosmo probablemente 

refleje la complejidad, diversidad y heterogeneidad de la biopelícula in vivo, 

aunque la mayoría de estos sistemas requieren equipos especializados y su 

mantenimiento es laborioso (Filoche et al., 2007), además de presentar frecuentes 

problemas de contaminación y un alto costo económico (Steiner-Oliveira et al., 

2007). 

En los modelos que utilizan biopelículas se les agrega una fuente de nutrientes a 

los microorganismos, siendo utilizada ampliamente la sacarosa, ya que es el 

carbohidrato más consumido por la población mundial y el más cariogénico. Este 

carbohidrato es metabolizado por las bacterias de la biopelícula (Steiner-Oliveira 

et al., 2007), que producen ácidos que dan como resultado la desmineralización 

del tejido dental y la formación de caries in vitro (Buzalaf et al., 2011). 

 

La desventaja de la mayor parte de estos modelos es que no reproducen las 

diversas condiciones presentes en la cavidad oral, tales como la presencia de 

saliva, proteínas y enzimas antimicrobianas, ausencia de períodos de 

remineralización, las que pueden afectar el desarrollo de la caries (Steiner-Oliveira 

et al., 2007). Estos modelos son diseñados y están limitados al estudio de temas 

específicos como la fisiología bacteriana, formación de biopelícula dental, caries 
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primaria y secundaria. Por lo tanto, las variables que pueden ser controladas y 

analizadas individualmente con cada modelo son limitadas (Fontana et al., 1996). 

 

 

2.5 Análisis de las lesiones de caries artificiales 

 

En el área de investigación de los tejidos dentales duros, la des y remineralización 

del esmalte dental ha sido un tema ampliamente estudiado. La mayoría de las 

publicaciones en esta área están relacionadas con las condiciones en las cuales 

se producen las lesiones de caries subsuperficiales, el mecanismo de estos 

procesos, y la prevención de caries (Featherstone et al., 1983). 

Variadas técnicas han sido utilizadas o desarrolladas específicamente para medir 

los cambios producidos en los tejidos, por ejemplo, al describir lesiones de caries 

inducidas de forma artificial. Entre éstas se encuentran las pruebas para 

cuantificar los cambios en las propiedades físicas como la dureza, la densidad o 

las propiedades ópticas, o para medir cambios en la composición química del 

diente (Featherstone et al., 1983). 

 

Para medir la dureza de un cuerpo existen diferentes pruebas, las cuales se 

dividen en pruebas de macro y microdureza (Donald et al., 2011). Las pruebas de 

microdureza son las más adecuadas para medir la dureza de la estructura dental, 

ya que permiten evaluar la dureza de materiales finos y regiones pequeñas y 

miden 

las propiedades mecánicas y la integridad estructural de la superficie dentaria 

(Lippert & Lynch, 2014) 

 

La determinación de la densidad mineral mediante evaluación cuantitativa es de 

particular utilidad cuando se estudian lesiones cariosas incipientes (Muñoz, 2019). 

Varios autores han investigado el contenido mineral del esmalte utilizando 
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diferentes métodos en el contexto de la caries, los procesos de desmineralización/ 

remineralización, la edad y enfermedades (Akkus et al., 2017). 

 

El análisis de la microdureza superficial y la densidad mineral puede ser realizado 

mediante diferentes métodos: 

 

Las técnicas más comúnmente utilizadas para estudiar la pérdida o ganancia 

mineral (contenido mineral) son usualmente indirectas y algunas destructivas, por 

ejemplo, los análisis químicos requieren disolución del tejido, mientras que la 

microradiografía transversa, que es considerada el gold standard para la 

cuantificación del contenido mineral de lesiones de caries in vitro (Moron et al., 

2013; Wefel, 1990), la microscopía de luz polarizada, y la microscopía electrónica 

de barrido, requieren el corte y seccionamiento de las muestras (Shahmoradi & 

Swain, 2016). Por otro lado, de forma más reciente, se ha utilizado la 

Microtomografía Computarizada, que es una técnica no invasiva con una precisión 

mayor al 1% y una resolución entre 5 y 30 mm (Wong et al., 2004). 

 

Las mediciones de dureza requieren que se realice una indentación (huella o 

muesca producida por un elemento penetrador con una carga determinada) en la 

superficie del esmalte, dañando su superficie, además de que se suele pulir y 

aplanar la superficie previo al examen (Moron et al., 2013; Wefel, 1990). 

 

2.6 Planteamiento del problema  

Se tiene conocimiento de la alta prevalencia y nocivas consecuencias que tiene la 

caries en la salud oral y general de la población, por lo cual ha sido ampliamente 

estudiada a través de los años, buscando maneras de prevenirla o proporcionar el 

mejor tratamiento.  
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Pese a que existen múltiples tipos de estudios para reproducir la caries de forma 

artificial y así poder analizar y desarrollar nuevas formas de prevención y 

tratamiento de esta enfermedad, no se tiene conocimiento realmente sobre la 

variabilidad que tendrían las caries generadas con un modelo u otro, siendo un 

punto importante a considerar al momento de seleccionar el modelo de estudio 

adecuado para una determinada investigación. 

En este trabajo de investigación se determinará si existen diferencias entre la 

variabilidad, es decir, la dispersión de los valores de la variable (Dagnino, 2014) 

microdureza superficial de las lesiones de caries inducidas tanto en un modelo in 

situ como en un modelo in vitro y compararlas para determinar en cuál de los dos 

modelos se presenta mayor variabilidad y por tanto menor reproductibilidad en los 

resultados. Para esto, se utilizarán los valores de microdureza de lesiones de 

caries generadas mediante un modelo in situ previamente establecido (Colil, 

2019). Se realizarán las mismas mediciones en lesiones de caries generadas 

mediante un modelo in vitro microbiológico descrito por Ccahuana-Vásquez y Cury 

en 2010  (Ccahuana-Vásquez & Cury, 2010) y se comparará descriptivamente la 

variabilidad de los valores obtenidos entre ambos modelos. Esto con el propósito 

de validar modelos de investigación sobre lesiones de caries y no solo superficies 

sanas, de esta manera se pueden investigar efectos terapéuticos y no solo 

preventivos. 
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3. HIPÓTESIS. 

La variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en un modelo in vitro 

es menor que la variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en un 

modelo in situ. 

 

4. OBJETIVO GENERAL. 

Establecer si existen diferencias desde lo descriptivo entre la variabilidad de las 

lesiones de caries inducidas en un modelo in situ y la variabilidad de las lesiones 

de caries inducidas en un modelo in vitro. 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 Determinar la variabilidad en la dureza de Vickers de las lesiones de caries 

artificiales inducidas en un modelo in vitro. 

 Determinar la variabilidad en la dureza de Vickers de las lesiones de caries 

artificiales inducidas en un modelo in situ. 

 Comparar descriptivamente la variabilidad en la dureza de Vickers de las 

lesiones de caries artificiales inducidas en un modelo in vitro y la 

variabilidad en la dureza de Vickers de las lesiones de caries artificiales 

inducidas en un modelo in situ. 
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6. METODOLOGÍA.  

  

Tipo de estudio y estrategia experimental: Se utilizaron los datos de 

microdureza de Vickers obtenidos de la inducción de caries en un modelo in situ y 

se compararon descriptivamente con los datos obtenidos de la inducción de caries 

que se realizó mediante un modelo in vitro. 

 

6.1 Lesiones de caries generadas con modelo in situ 

 

Consistió en 2 sujetos voluntarios que portaron un aparato intraoral removible con 

10 bloques de esmalte humano cada uno, durante 28 días, aplicando sacarosa al 

20% como desafío cariogénico, alcanzando 8 aplicaciones diarias. Esto con el 

objetivo de generar lesiones de caries estandarizadas según un modelo 

previamente establecido (Colil, 2019). Estos 2 voluntarios correspondieron al 

grupo control del estudio, cuyos dispositivos sólo fueron expuestos a sacarosa. El 

grupo experimental no fue considerado para efectos de este documento, puesto 

que no se relaciona con los objetivos planteados. 

 

6.1.1 Aspectos éticos del estudio 

 

La norma establece acorde a la ley 20.584, en el párrafo 7º de la protección de la 

autonomía de las personas que participan en una investigación científica, artículo 21, 

donde se señala que “Toda persona deberá ser informada y tendrá derecho a elegir 

su incorporación en cualquier tipo de investigación científica biomédica, en los 

términos de la ley Nº20.120. Su expresión de voluntad deberá ser previa, expresa, 

libre, informada, personal y constar por escrito. En ningún caso esta decisión podrá 

significar menoscabo en su atención ni menos sanción alguna”. En cumplimiento de lo 

antes descrito, se contó con un consentimiento informado de los pacientes que 

donaron terceros molares incluidos (Anexo N°2) y los pacientes que participaron 

en el estudio utilizando el aparato intraoral removible (Anexo N°4), el cual fue 
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entregado y explicado al paciente en una charla donde también se le instruyó sobre su 

salud oral y el uso del dispositivo. Por otro lado, se hizo hincapié en que si él o la 

paciente quisieran desistir, podría hacerlo en cualquier momento del experimento. A 

su vez, según el artículo 22 de la misma ley se señala que “Mediante un reglamento 

expedido por el Ministerio de Salud, en los términos de la ley Nº20.120, se 

establecerán las normas necesarias para regular los requisitos de los protocolos de 

investigación y los procedimientos administrativos y normas sobre constitución, 

funcionamiento y financiamiento de comités para la evaluación ético-científica; para la 

aprobación de protocolos y para la acreditación de los comités por parte de la 

Autoridad Sanitaria; la declaración y efectos sobre conflictos de interés de 

investigadores, autoridades y miembros de comités y, en general, las demás normas 

necesarias para la adecuada protección de los derechos de las personas respecto de 

la investigación científica biomédica”. Es por ello que el protocolo de estudio fue 

presentado ante el Comité Ético Científico de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile y al Comité Institucional de Bioseguridad (Anexo N°1). Es 

importante destacar que este tipo de estudio tiene la ventaja de no poner en riesgo la 

salud oral de los pacientes, ya que el objeto de estudio no corresponde al esmalte 

dentario de los voluntarios. Además, la naturaleza del estudio a corto plazo ayudó a 

superar problemas éticos asociados a ensayos que involucran seres humanos 

expuestos a una situación determinada dentro de un período (Zero, 1995).  

 

6.1.2 Muestra 

 

La muestra consistió en 20 láminas de esmalte obtenidas del corte en bloque de 

10 terceros molares humanos incluidos (sin contacto directo con el medio oral), 

donados voluntariamente por pacientes sometidos a exodoncias por indicación de 

ortodoncia en el “Instituto Nacional de Ortodoncia”, que firmaron un 

consentimiento informado aprobado por el comité de ética de la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Chile (Anexo N° 2).  
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Estas láminas se dividieron de forma equitativa entre 2 aparatos intraorales 

acrílicos que fueron utilizados por 2 sujetos voluntarios de la Facultad de 

Odontología de la Universidad de Chile, que cumplían ciertos criterios de inclusión 

y exclusión (Anexo N°3). Para este fin, cada voluntario firmó un consentimiento 

informado (Anexo N° 4) y se realizó una evaluación y ficha clínica establecida 

(Anexo N°5). Posterior a la confección de la ficha clínica, se realizó instrucción de 

higiene oral a los voluntarios, y se les instruyó sobre el uso del aparato y el 

protocolo a seguir para el estudio (Anexo N°6). 

 

Para el cálculo del tamaño de muestra se consideró un riesgo alfa de 0,05 y un 

riesgo beta de 0,2. Se asumió una desviación estándar común de 15,3 (Colil, 

2019), con una precisión de la estimación de más menos 6.2 unidades con una 

tasa de pérdidas de seguimiento del 1%. El tamaño muestral requerido fue de un 

total de 20 unidades de observación, en base a estudios previos con resultados 

positivos utilizando un tamaño muestral similar (Colil, 2019) y al programa en línea 

Granmo.  

 

6.1.3 Preparación de las muestras 

 

Bloques de esmalte 

Los molares donados fueron examinados de manera individual, excluyendo los 

que presentaran anomalías, desmineralizaciones o fracturas. Posterior a esto, los 

10 molares seleccionados fueron instrumentados y limpiados con un scaler para 

retirar los restos de tejido periodontal, para luego ser conservados en una solución 

de Timol 0,2% y refrigerados a 5°C hasta el momento de su utilización. 

Cada molar fue montado en acrílico y cortado con una sierra de diamante de baja 

velocidad (SYJ-150, MTI) y luego con un disco de acero diamantado de 0,20 mm 

de grosor marca (Horico, Alemania) montado en instrumental rotatorio de baja 

velocidad hasta obtener bloques de esmalte con dentina subyacente de 3x3x3 

mm. 
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Después se utilizó un disco de carburo de silicio (carburundum) en instrumental 

rotatorio de baja velocidad para desgastar los cortes hasta obtener bloques de 

3x3x3 mm.   

Los bloques obtenidos fueron pulidos con piedras de carburo de silicio de grano 

600-4000, posteriormente limpiados con ultrasonido y sometidos a autoclave a 

vapor por 20 min a 120°C, para asegurar su esterilidad. 

 

Dispositivo intraoral removible y montaje de las muestras 

Se utilizó un dispositivo intraoral removible maxilar que fue realizado de la 

siguiente manera: 

1- Se tomó una impresión de maxilar superior del voluntario utilizando cubeta 

stock y alginato.  

2- La impresión fue vaciada con yeso piedra.  

3- Se envió el modelo del maxilar en yeso al laboratorio dental, con las 

siguientes instrucciones; dispositivo de acrílico termopolimerización 

removible el cual debe contar con 4 ranuras de 4x4x4 mm ubicadas en la 

zona vestibular de molares, 6 ranuras de 4x4x4 mm por palatino: 4 en la 

zona de molares, 1 en zona de premolares y 1 ranura en la zona media 

palatina. 

Una vez obtenido el dispositivo, los bloques de esmalte fueron montados 

individualmente en las ranuras mediante cera adhesiva. En las zonas vestibulares 

de molares, al ser las muestras de 3x3x3 mm y la profundidad de las ranuras de 

4x4x4 mm, quedó 1mm de profundidad del acrílico hasta la muestra de esmalte, 

con el objetivo de dejar espacio para la acumulación de placa o biopelícula en las 

zonas vestibulares de molares. Los bloques fueron numerados del 1 al 10 desde la 

zona más posterior derecha vestibular a la zona más posterior derecha palatina, 

de izquierda a derecha por vestibular y de izquierda a derecha por palatino, siendo 

nominada la muestra media palatina como la número 7 (Figura 1). 
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Figura 1: Esquema del dispositivo intraoral removible. Se observa las muestras de 

esmalte colocadas en sus respectivas ranuras.  

 

La distribución y el tratamiento de las muestras de esmalte se realizó según lo 

explicado en la Tabla 2. 

Tabla 2: Distribución y tratamiento de las muestras. En el experimento hubo un grupo 

control y uno experimental. El grupo control fue expuesto a sacarosa al 20% en la Fase 1 

y la Fase 2 del experimento. El grupo experimental no fue considerado en el presente 

estudio. 

 

 

 

 

Grupo y número de muestras Distribución Tratamiento 

Grupo control: 20 muestras, 2 

dispositivos (10 en cada 

dispositivo) 

2 voluntarios, cada uno 

asignado a un dispositivo 

Se exponen a sacarosa 

al 20% 



20 
 

 

6.1.4 Proceso de desmineralización 

 

Los 2 voluntarios debieron utilizar el dispositivo intraoral removible que portaban 

las muestras de esmalte durante 28 días por 24 horas al día, e instilar una gota de 

sacarosa al 20% (Aires et al., 2006) cada 2 horas a cada una de las muestras 

hasta lograr 8 aplicaciones diarias (Colil, 2019). Esto fue realizado con un gotario 

fuera de boca, esperando 5 minutos antes de reintroducir el aparato a la cavidad 

oral. Además se retiró el dispositivo en momentos de alimentación e higiene oral, 

que debían ser 4 ocasiones máximo de 30 minutos de duración o menos.  

Durante este período, se controló el cumplimiento del protocolo de estudio y se 

resolvieron las dudas o problemas con el dispositivo a los voluntarios mediante 

llamadas telefónicas diarias y la información se registró en formularios redactados 

para este propósito. Se registraron los momentos de instilación con sacarosa 

(Anexo N°7) y al final de cada fase del estudio se realizó un cuestionario para 

evaluar el cumplimiento del protocolo durante el estudio (Anexo N°8). 

 

6.2 Lesiones de caries generadas con modelo in vitro 

 

Se utilizó el modelo de caries descrito por Ccahuana-Vásquez y Cury en 2010 

(Ccahuana-Vásquez & Cury, 2010), que consiste en la simulación de un ambiente 

cariogénico mediante la exposición de bloques de esmalte a sacarosa 10%, 4 

veces al día por 5 días, previa formación de una biopelícula monoespecie de 

Streptococcus mutans (S. mutans) para obtener una zona de desmineralización 

compatible con una lesión de caries.  

 

6.2.1 Muestra 

La muestra consistió en 34 láminas de esmalte obtenidos del corte en bloque de 

17 terceros molares humanos incluidos (sin contacto con el medio oral) 

proporcionados voluntariamente por pacientes sometidos a exodoncias por 

indicación de ortodoncia en el “Instituto Nacional de Ortodoncia”. Los donantes 
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firmaron un consentimiento informado aprobado por el comité de ética de la 

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile (Anexo N°2). 

 

Los molares donados fueron examinados de manera individual, excluyendo los 

que presentaran anomalías, desmineralizaciones o fracturas. Posterior a esto, los 

17 molares seleccionados fueron instrumentados con un jaquette y cureta Gracey 

3/4 (Hu Friedy, Alemania) para retirar los restos de tejido periodontal, para luego 

ser conservados en una solución de Timol 2% y refrigerados a 5°C hasta el 

momento de su utilización. 

La distribución y el tratamiento de los cortes se realizó según lo explicado en la 

Tabla 3. 

 

Tabla 3: Distribución y tratamiento de los cortes. De los 32 bloques de esmalte, 10 

fueron denominados como grupo control, a los que se les indujo la formación de 

biopelícula pero no se continuó con las exposiciones a sacarosa, y los 24 restantes fueron 

el grupo experimental, que fueron expuestos a sacarosa 10% 4 veces al día por 5 días 

 

Para el cálculo del tamaño de muestra se consideró un riesgo alfa de 0,05 y un 

riesgo beta de 0,2. Se asumió una desviación estándar común de 20 (Colil, 2019), 

con una precisión de la estimación de más menos 8 unidades con una tasa de 

pérdidas de seguimiento del 1%. El tamaño muestral requerido fue de un total de 

21 unidades de observación, en base a estudios previos con resultados positivos 

Grupo y número de 

muestras 
Distribución Tratamiento 

Grupo control: 10 muestras Placa de cultivo 1 (P1) 

No se exponen a sacarosa 

posterior a formación inicial 

de biopelícula  

Grupo experimental: 22 

muestras 

Placas de cultivo 2 (P2) y 

placa de cultivo 3 (P3) 

Se exponen a sacarosa al 

10% 4 veces al día por 5 

días 
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utilizando un tamaño muestral similar (Ahumada, 2017) y al programa en línea 

Granmo.  

Se recolectó también una muestra de 50 mL de saliva no estimulada, que fue 

obtenida de tres sujetos voluntarios sin enfermedades sistémicas, no fumadores, 

habiendo realizado una correcta higiene oral y sin consumir alimentos ni líquidos al 

menos 2 horas antes de la recolección. Cada voluntario utilizó un tubo de 

centrífuga de 50 mL Falcon™ para depositar la saliva, y la recolección se realizó el 

día anterior a su utilización.  

 

6.2.2 Preparación de las muestras 

 

Bloques de esmalte 

De cada molar se obtuvieron 2 cortes que contenían esmalte con dentina 

subyacente, y que fueron realizados utilizando instrumental rotatorio de alta 

velocidad con una piedra de diamante, forma de aguja, grano azul de 0,12 mm 

(ISO 806.314.166.524.012) y obtenidos de las caras menos convexas que 

presentara cada molar. Después se utilizó un disco de carburo de silicio 

(carburundum) en instrumental rotatorio de baja velocidad para desgastar los 

cortes hasta obtener bloques de 3x3x3 mm (Figura 2). Los bloques obtenidos 

fueron pulidos con piedras de carburo de silicio de grano 600-4000, 

posteriormente limpiados con ultrasonido y cada uno fue conservado en un tubo 

de microcentrífuga de 2 mL marca Eppendorf ® con Timol 2% hasta el día de su 

utilización.  
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Figura 2: Proceso de corte de muestras de esmalte. Imagen obtenida en el proceso de 

preparación de las muestras de este estudio. A la izquierda se ve el disco de 

carburundum dando forma a la muestra de esmalte hasta alcanzar su medida de 3x3x3 

mm, y a la derecha se ven las muestras de esmalte ya cortadas del tamaño requerido. 

 

Saliva 

La saliva recolectada desde voluntarios sanos fue mezclada en una sola muestra 

para diversificar la composición de ésta, y se dividió en 2 tubos de centrífuga de 

50 mL marca Falcon™ y centrifugada a 4.500 rpm por 20 minutos, a 4°C. Luego 

de esto, la saliva fue filtrada bajo campana de flujo laminar. Esto fue realizado 

mediante filtros tipo Sterile Syringe Filter de 0.22 μm marca EDLAB y una jeringa 

de 20 mL. Este proceso fue realizado dos veces para asegurar la esterilidad de la 

saliva. Para corroborar la ausencia de bacterias se sembraron 200 μL de saliva 

filtrada con un rastrillo en césped en dos placas de Petri (100 µL en cada placa) 

con agar sangre, que luego fueron incubadas, una en microaerofilia y la otra en 

condición de aerobiosis, a 37°C durante 24 horas. Se observaron las placas bajo 

la lupa para confirmar la ausencia de bacterias. 

La saliva se almacenó a 4°C hasta el momento de su utilización. 
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6.2.3 Montaje de las muestras 

 

Se fabricaron armazones o estructuras metálicas con alambre de ortodoncia de 

0,8 mm con ayuda de un alicate para los 32 bloques de esmalte Los armazones se 

utilizaron para mantener las muestras en suspensión en los pocillos de las placas 

de cultivo. 

Se extrajeron los bloques de los tubos de centrífuga de 2mL en los que estaban 

almacenados y se enjuagaron de forma profusa con agua destilada. 

Las muestras fueron secadas con papel absorbente y fijadas en los armazones de 

la siguiente manera: Con un microbrush se colocó 1 capa de adhesivo universal 

One Coat Bond SL de la marca Coltene en la cara dentinaria del bloque y se le 

aplicó aire con una suave presión de la jeringa triple. Se polimerizó el adhesivo por 

20 segundos con una lámpara de fotocurado y se colocó una pequeña porción de 

resina compuesta fluída Filtek de la marca 3M™ sobre el adhesivo. Se posicionó 

el armazón sobre la resina, se cubrió con otra porción de resina y se polimerizó 

por 40 segundos (Figura 3). Se verificó que no hubiera adhesivo ni resina en el 

esmalte de la muestra. 

Una vez montados todos los bloques en sus armazones, se procedió a colocar 

cada bloque con su armazón en un tubo de centrífuga marca Falcon™ de 50 mL 

con agua destilada suficiente para que quedara sumergido.  

Estos se mantuvieron de esta forma hasta el día de su utilización. 
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Figura 3: Montaje de las muestras. Imagen obtenida en el proceso de la adhesión de las 

muestras de esmalte a su armazón. En la imagen de la izquierda se ven la resina, 

adhesivo, armazón y muestra de esmalte. En la imagen de la derecha se ve la muestra de 

esmalte ya montada en su armazón. 

 

 

6.2.4 Procesos para la formación de biopelícula monoespecie de 

Streptococcus mutans 

 

Como primer paso, se esterilizaron en autoclave las muestras de esmalte con sus 

armazones en sus respectivos tubos Falcon™ por 30 minutos, a 125°C. 

 

Inóculo bacteriano 

Se sembró 100 µL de un cultivo líquido de la cepa de colección Streptococcus 

mutans ATCC 25175 proporcionada por la Dra. Patricia Palma F. del laboratorio 

de microbiología e inmunología oral (Lab Mio) de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile, en agar TYCS y se incubó durante 24 horas a 37°C en 

condiciones de microaerofilia. Posterior a esto se realizó un análisis macro y 

micromorfológico para verificar la ausencia de contaminación con hongos o 
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presencia de otras bacterias. Del agar se resembraron 100 µL de S. mutans en 

caldo BHI estéril en torno a un mechero de gas encendido para mantener 

esterilidad de la zona de trabajo, y se incubaron por otras 24 horas en las mismas 

condiciones anteriores. Esta suspensión constituyó  “el inóculo bacteriano”. 

 

Película salival adquirida  

Para la formación de la película salival adquirida, bajo campana de flujo laminar y 

con ayuda de una pipeta, se depositó 3,5 mL de saliva microfiltrada en una placa 

estéril de 12 pocillos y, con una pinza estéril, se retiraron los bloques de esmalte 

con sus armazones de sus tubos respectivos y fueron colocados de a 2 en cada 

uno de los 12 pocillos, como se esquematiza en la Figura 4. Una vez colocadas 

todas las muestras, se tapó la placa y se llevó a una incubadora a 37°C por 30 

minutos, agitando la placa de forma manual cada 3 minutos. Este procedimiento 

se repitió con las 8 muestras restantes. 

 

 

 

Figura 4: Esquema de la disposición de las muestras en la placa con saliva. Las 

muestras montadas en sus armazones se ubicaron en los pocillos con saliva filtrada para 

generar la película salival adquirida. 
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Formación de biopelícula 

 

En un tubo de ensayo estéril y en torno a un mechero de gas encendido, se ajustó 

el inóculo bacteriano a 0,5 McFarland adicionando caldo BHI estéril, mediante un 

espectrofotómetro UV-Vis de haz dividido HALO-10, marca Dynamica ™ a 600 nm 

de longitud de onda, hasta lograr una absorbancia de 0,125. 

 

En torno a un mechero de gas encendido, en un frasco Schott Duran® estéril de 

200 mL, se realizó la siguiente preparación, obteniendo 150 mL de ésta: 

 128,75 mL de caldo BHI con glucosa 0,1mM 

 6,88 mL del inóculo bacteriano ajustado a 0,5 McFarland 

 14,38 mL de sacarosa al 10% 

 

Se vertieron 4 mL de la preparación en los pocillos de 3 placas nuevas de 12 

pocillos.  Se trasladaron con una pinza estéril las 24 muestras desde la placa con 

saliva a 2 de las placas nuevas con la preparación, y se realizó lo mismo con las 8 

restantes posterior a su formación de película salival adquirida al igual que las 24 

muestras anteriores, como se muestra en la Figura 5.  

Ya distribuidas las muestras en sus placas, fueron incubadas en condiciones de 

microaerofilia, a 37°C, por 36 horas. 

 

Figura 5: Esquema de la distribución de las muestras en placas 1, 2 y 3. Las 

muestras con la película salival adquirida formada, fueron dispuestas en las placas de 

cultivo con la preparación de caldo BHI más glucosa 0,1 mM, inóculo bacteriano y 

sacarosa 10% para la formación de Biofilm monoespecie de S. mutans  
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6.2.5 Proceso de desmineralización:  

 

Las muestras del grupo experimental fueron tratadas para generar una 

desmineralización compatible con una lesión de caries no cavitada, in vitro, 

mediante la exposición de las muestras a sacarosa 10% por 5 minutos, 4 veces al 

día por 5 días consecutivos.  

 

Se rotularon las placas para las muestras como P1, P2 y P3, y las placas para el 

suero y la sacarosa. 

Primero se dispensó suero en los pocillos de la placa rotulada para esto y 

sacarosa 10% en los pocillos de su placa correspondiente. 

Luego se dispensó de caldo BHI con glucosa 0,1 mM en cada uno de los 10 

pocillos de P1 y P2, al igual que en los 12 de P3. 

Después se procedió a retirar las placas con las muestras de la incubadora y 

también se dispusieron en la campana. Las placas, hasta este punto, se 

esquematizan en la Figura 6. 
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Figura 6: Esquema de las placas y sus contenidos antes de la primera exposición a 

sacarosa 10%. Las Placas 1, 2 y 3 con las muestras de esmalte, contienen a éstas y la 

preparación de caldo BHI con glucosa 0,1 mM, inóculo bacteriano ajustado a 0,5 

McFarland y sacarosa 10%. Las Placas 1, 2 y 3 nuevas, contienen caldo BHI con glucosa 

0,1 mM. Se observan también las placas con suero y sacarosa, cada una rotulada con su 

contenido. 

 

 

Se retiraron las muestras de las placas antiguas y se distribuyeron en las placas 

nuevas con caldo, 10 en P1, 10 en P2 y 12 en P3. Esto con el objetivo de 

mantener vivas a las bacterias del inóculo. 

 

La primera exposición se realizó a P2, en que se retiró con una pinza estéril la 

primera muestra y se depositó en el primer pocillo de la placa con sacarosa, 

momento en el que comenzó el conteo de los 5 minutos de la exposición.  
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A continuación de la primera, se trasladó el resto de las muestras a los pocillos 

con sacarosa.  

Pasados los 5 minutos, se retiró la primera muestra de la sacarosa, y se sumergió 

3 veces en el primer pocillo de la placa con suero para lavar la sacarosa. Posterior 

a esto se llevó nuevamente a su pocillo correspondiente en la P2. Esto se repitió 

para el resto de las muestras y se realizó el mismo procedimiento para P3. Las 

muestras de P1 no se expusieron a sacarosa. Este proceso puede verse en el 

esquema de la Figura 7. 

 

Figura 7: Esquema del proceso de exposición de las muestras a Sacarosa 10%. Se 

observa el flujo que se realizó a cada muestra a través de las placas con sus diferentes 

contenidos, y el tiempo que se expusieron a sacarosa 10%. 

 

Las 3 placas fueron tapadas y llevadas a incubación en microaerofilia, a 37°C 

hasta la siguiente exposición. 

 

Al inicio de cada jornada del experimento se cambió el caldo de cada placa por 

caldo estéril fresco, bajo campana, retirando el caldo antiguo y depositando el 

nuevo caldo en los pocillos. 
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La síntesis del experimento puede verse en la Figura 8. 

 

 

Figura 8: Síntesis del modelo in vitro. Se observan los días en los que se desarrolló el 

experimento y las actividades realizadas. 

 

 

6.2.6 Verificación de viabilidad y pureza de los cultivos 

 

Al principio de cada jornada, antes del inicio de las exposiciones, lo primero que se 

realizó fue la siembra del caldo de cada placa en agar TYCS, y se tomó una 

alícuota en un portaobjeto para realizar tinción Gram. 

Se tomaron las muestras del fondo de los pocillos y se sembraron en el agar de 

cada placa. Posteriormente se incubaron las placas en microaerofilia, por 24 

horas, a 37°C. Este procedimiento se realizó 2 veces el quinto día para corroborar 

la ausencia de contaminación externa hasta el último momento y la viabilidad del 

cultivo.  
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Pasadas las 24 horas de cada siembra, se realizó el análisis macromorfológico de 

cada segmento de las placas de Petri mediante su observación bajo lupa 

estereoscópica.  

Para la tinción Gram se tomó una alícuota de un pocillo al azar de cada placa y se 

realizó un frotis en un portaobjetos que se sometió a tinción Gram para 

posteriormente ser observado bajo microscopio Axiostar Plus de Carl Zeiss®. 

 

6.2.7 Medición pH de caldos 

 

Con el objetivo de determinar la acidificación del medio por parte de la biopelícula 

de S. mutans, al inicio de cada jornada, antes del cambio de caldo a caldo fresco, 

se procedió a retirar los caldos antiguos de las placas y se realizó la medición de 

pH de cada caldo con el medidor de pH de sobremesa Orion Star™ A211 (Thermo 

Scientific™). 

 

6.2.8 Eliminación de biopelícula y recolección de las muestras 

 

El quinto y último día de experimento, después de la última exposición a sacarosa, 

se retiró las muestras de sus pocillos, fueron removidas de sus armazones y se 

cepillaron utilizando un cepillo suave, se les agregó gluconato de clorhexidina al 

0,12% y finalmente enjuagadas con agua destilada. Posteriormente fueron 

introducidas en tubos de microcentrífuga Eppendorf® con agua destilada estéril, 

rotulados con el número de la muestra y almacenados a la espera de la medición 

de microdureza. 

 

6.3 Medición de microdureza superficial de ambos modelos 

 

Posterior al periodo experimental se realizó la medición de la microdureza 

superficial utilizando el microdurómetro de Vickers Struers Duramin (Estados 

Unidos) del Laboratorio de Propiedades Mecánicas perteneciente al Departamento 
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de Ciencia de los Materiales de la Facultad de Ciencias Físicas y Matemáticas de 

la Universidad de Chile (Figura 9).  

 

Las muestras del modelo in situ fueron previamente hidratadas con timol al 2% por 

48h, y posicionadas en el microdurómetro en una base de acrílico con cera 

adhesiva (Figura 10). 

Las muestras del modelo in vitro se recolectaron de sus tubos de microcentrífuga y 

se posicionaron en el microdurómetro en una base de cera amarilla (Figura 11).  

 

 

 Figura 9: Microdurómetro de Vickers Struers Duramin (Estados Unidos). Imagen 

tomada en el Laboratorio de Propiedades Mecánicas de la Facultad de Ciencias Físicas y 

Matemáticas de la Universidad de Chile. Equipo utilizado para medir la microdureza de las 

muestras de esmalte.  
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Figura 10: Base de acrílico para posicionar muestras en microdurómetro. Imagen 

obtenida de este estudio. Las muestras del modelo in situ fueron ubicadas en esta base 

con cera adhesiva para medir su microdureza. 

 

 

Figura 11: Muestra de esmalte en microdurómetro. Imagen obtenida de este estudio. 

Muestra de esmalte del modelo in vitro en base de cera amarilla para medir su 

microdureza. 

 

A cada uno de los 20 bloques de esmalte del modelo in situ se le realizó 3 

indentaciones con una carga de 1,96 N durante 20 segundos y se les calculó el 

promedio de las 3 mediciones obtenidas. 

A los 32 bloques de esmalte del modelo in vitro se les realizó 3 indentaciones 

(Figura 12) en con una carga de 1,96 N durante 15 segundos e igualmente se 

calculó el promedio de las 3 mediciones. 

 

Los valores de microdureza calculados por el equipo se realizan mediante la 

siguiente fórmula: Microdureza Vickers (VH) = (1,8544 × P) × 103 /d2 HV: 

microdureza de Vickers P: test de carga aplicada (N) d: promedio de las 

diagonales de la indentación (mm) (Moore & Booth, 2015). 
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𝐻𝑉 =
1.8544× 𝑃

𝑑2
 

 

 

 

Figura 12: Indentación en bloque de esmalte. Imagen obtenida en el microindentador.  

El rombo corresponde a la indentación realizada por el microindentador sobre la muestra 
de esmalte y las líneas I y II determinan la medida de una de las diagonales del rombo. 
 

Plan de análisis de datos: En la presente investigación se aplicó un análisis 

estadístico descriptivo. Los datos de ambos modelos fueron codificados e 

ingresados a una base de datos en archivo Excel Office para Windows y el 

programa STATA. Se realizó un análisis descriptivo de los datos de microdureza 

de las 24 muestras del modelo in vitro que fueron sometidas al desafío cariogénico 

y de las 20 muestras del grupo control del modelo in situ. 

Finalmente, se calculó la variabilidad de la microdureza para las muestras de cada 

modelo y se realizó una comparación de carácter descriptiva entre ambos 

modelos.  
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Modelo in vitro 

 

7.1.1 Formación de biopelícula en las muestras de esmalte 

Se verificó la formación de biopelícula monoespecie de S. mutans en las muestras 

mediante inspección visual, observándose una capa blanquecina, densa y aspecto 

rugoso sobre las superficies de las muestras de esmalte sumergidas en los 

pocillos con caldo BHI con glucosa, que fue creciendo y abarcando parte del 

armazón metálico que estuvo sumergido en el caldo (Figura 13).  

Además se evidenció la presencia de biopelícula al haber depósitos de S. mutans 

en el fondo de los pocillos (Figura 14). 

Las muestras de la P1, que eran el grupo control y que no se expuso a sacarosa 

posterior a la formación de biofilm al principio del experimento, mostraron sólo una 

leve formación de biopelícula, pero menos densa que las de P2 y P3 (Figura 14). 

 

 

Figura 13: Muestra de esmalte en su armazón. Imagen obtenida de este estudio. Se 
observa la formación de biopelícula con aspecto blanquecino y rugoso. 
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Figura 14: Muestras de distintas placas con biopelícula. Imagen obtenida de este 

estudio. Se observa P2 con biopelícula densa y muestras de P1 con biopelícula muy 
escasa 

 

7.1.2 Controles de viabilidad y pureza de Streptococcus mutans 

 

En el análisis del agar TYCS con la cepa de S. mutans ATCC 25175 después de 

ser incubada durante 24 horas a 37°C,  se observó un crecimiento positivo de las 

colonias y ausencia de contaminación con hongos u otro tipo de bacterias  (Figura 

15).  

Además, los controles de viabilidad y pureza fueron positivos para todos los 

pocillos con inóculo de S. mutans, observándose colonias en todos los segmentos 

del agar de cada pocillo (Figura 16). 
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Figura 15: Agar TYCS con cepa de S. mutans ATCC 25175. Imagen obtenida de este 
estudio. Se observan colonias redondas, blanquecinas y delimitadas. 

 

      

Figura 16: Agar TYCS con siembras de P1 y P2. Imagen obtenida de este estudio. Se 
observan colonias características de S. mutans. 

 

 



39 
 

 

En la observación al microscopio óptico de los frotis de caldo de cada pocillo, se 
identificaron células cocáceas, de pared Gram positivo agrupadas en pares o 
cadenas compatibles con la micromorfología y agrupación de S. mutans, y no 
hubo presencia de elementos que indicaran contaminación de la muestra (Figura 
17). 

 

 

Figura 17: Frotis de un pocillo de P3 con tinción Gram en microscopio óptico. 

Imagen obtenida de este estudio. Se observan células cocáceas de reacción tintorial 

Gram positivo agrupadas en cadenas.   
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7.1.3 Medición de pH 

El pH promedio de los 5 días del tratamiento con sacarosa de P1 y P2 fue de 4,76 

para ambas, y para P1, en que las muestras fueron expuestas a sacarosa de 

manera inicial sólo para la formación de biofilm (grupo control) fue de 5,2 (Tabla 

4). 

 

Tabla 4. pH de caldos de cultivo de P1, P2 y P3 según día del experimento. 

Día del experimento pH P1 pH P2 pH P3 

1 4,2 4,3 4,3 

2 5,2 5,0 5,0 

3 5,2 4,9 4,9 

4 5,4 4,7 4,7 

5 6,0 4,9 4,9 

Promedio pH 5,2 4,76 4,76 

 

 

7.2 Resultados de prueba de microdureza de Vickers  

 

7.2.1 Modelo in situ 

Se realizó prueba de microdureza a las 20 muestras correspondientes al grupo 

control, que fueron expuestas a sacarosa. Los resultados se muestran en la Tabla 

5.  

Tabla 5. Análisis descriptivo, valor de la microdureza superficial obtenida en durómetro en 
modelo in situ. El grupo control fue expuesto únicamente a sacarosa. 

Grupo de estudio 

modelo in situ 
Media MDS (HV) 

Desviación 
estándar N 

Control 180,59 59,66 20 
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7.2.2 Modelo in vitro 

Se le realizó prueba de microdureza a las 22 muestras expuestas a sacarosa (P2 

y P3). Los resultados se muestran en la Tabla 6.  

Tabla 6. Análisis descriptivo, valor de la microdureza superficial obtenida en durómetro, 
posterior a las exposiciones a sacarosa en modelo in vitro. 

Grupo de estudio 

modelo in vitro 

Media 

MDS 

(HV) 

Desviación 
estándar Mín Max N 

Experimental (P2 y P3) 135,27 20,038 102 169 22 

Control (P1) 192,6 26,545 163,67 250,67 10 

 

7.2.3 Comparación entre modelo in situ e in vitro en cuanto a microdureza 

 

En cuanto a los resultados obtenidos de la medición de la microdureza de las 

muestras de los modelos in vitro e in situ, se calculó la desviación estándar y la 

media con el objetivo de comparar la variabilidad de las lesiones de caries 

inducidas en el modelo in situ y el in vitro. 

La desviación estándar del modelo in situ fue de 59,66, mientras que la del in vitro 

fue de 20,038. en Estos resultados demuestran que hay una diferencia evidente 

entre las desviaciones estándar de ambos modelos, siendo ésta de 39,622, 

existiendo una mayor desviación estándar en la microdureza entre las lesiones de 

caries inducidas en el modelo in situ que en el in vitro, como se ve en la Tabla 7. 

Tabla 7. Comparación entre desviaciones estándar de modelos in situ e in vitro. 

Modelos Desviación Estándar (DE) de 

microdureza de las muestras 

Diferencia entre 

DE 

In Situ 59,66 
39,622 

In Vitro 20,038 
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8. DISCUSIÓN 

 

Se han realizado múltiples estudios para generar caries de forma artificial, 

utilizando modelos in situ como in vitro, pero no hay estudios en que se compare 

la variabilidad de las lesiones de caries inducidas con cada modelo.  

 

En este estudio se llevaron a cabo dos modelos para la inducción de caries, uno in 

situ y otro in vitro, en los que se midió la microdureza superficial de las muestras 

con caries inducidas, y se compararon las variabilidades en los resultados de cada 

modelo. El resultado fue que en el modelo in situ hay una mayor variabilidad de las 

lesiones de caries inducidas que en el modelo in vitro, por lo que el modelo in vitro 

sería más reproducible y obtener resultados menos dispersos. 

 

La evaluación de la microdureza se realizó como método elemental para valorar la 

desmineralización de la superficie dentaria,  proceso que ocurre en una lesión de 

caries de forma natural (Pitts & Zero, 2016), por lo que es un indicador para 

comprobar la generación de una lesión de caries en las muestras (Featherstone 

et al., 1983; Gutiérrez & Reyes, 2001). 

Para verificar la formación de lesiones de caries mediante la evaluación de la 

microdureza de Vickers, se debe conocer los valores de microdureza superficial 

del esmalte sano, que es de 283 – 374 HV (Chun et al., 2014), lo que se condice 

con valores muy similares obtenidos en otros estudios in situ (Azán, 2019; Colil, 

2019; Muñoz, 2019) e in vitro (Jara, 2017; Majithia et al., 2016; Padilla, 2018). 

Considerando estos valores y los del promedio de la microdureza obtenida en las 

muestras del modelo in situ (180,59 HV) e in vitro (135,27), se puede afirmar que 

son compatibles con una lesión de caries. 

 

En el modelo in situ se generaron las lesiones de caries estandarizadas según un 

modelo previamente establecido (Colil, 2019), en que se utilizó el mismo 

dispositivo pero con menos muestras en cada aparato removible, pero se utilizaron 



43 
 

 

6 aparatos para cada grupo, por lo que hubo 6 voluntarios para el grupo que 

exponía las muestras a sacarosa. Además el estudio constó sólo de 14 días y no 

28 como en el presente estudio. Las instrucciones de uso del aparato fueron las 

mismas. Al igual que en este estudio, se midió la microdureza de Vickers de las 

muestras al finalizar el experimento, con una carga de 1,961 N por 10 segundos. 

Los resultados de microdureza tuvieron una desviación estándar de 82, que es 

mayor a la obtenida en el modelo in situ realizado para este estudio, que fue de 

59,66, y por lo tanto mayor a la desviación estándar del modelo in vitro, que fue de 

20,038.  

 

En cuanto al modelo in vitro, éste se basó en un modelo de caries descrito por 

Ccahuana-Vásquez & Cury, 2010, en que se utilizaban muestras de esmalte 

bovino y se las exponía a sacarosa 10% por 1 minuto, 8 veces al día por 5 días, 

previa formación de una biopelícula monoespecie de S. mutans. En una 

adaptación de este modelo (Ahumada, 2017; Jara, 2017; Padilla, 2018) se 

utilizaron muestras de esmalte humano. En los experimentos de Ahumada, Jara y 

Padilla, las muestras se dividieron en 3 zonas, una para control, a la que se midió 

la dureza de Vickers antes del experimento, otra que fue expuesta a sacarosa 

10% y una tercera expuesta a probiótico o alguna sustancia remineralizadora. Las 

muestras se expusieron a sacarosa 4 veces al día, por 5 minutos cada vez. 

Para medir microdureza se utilizó una carga de 1,961 N por 10 segundos. 

Pese a que en estos experimentos no se calculó desviación estándar de las 

muestras expuestas a sacarosa, se pudo calcular en base a los datos expuestos 

en cada estudio. El de Padilla arrojó una desviación estándar de 35,533, el de Jara 

51,433, siendo mucho mayor que la del estudio actual (20,038) pero aun así, 

menor que la del estudio in situ (59,66).  

 

En los estudios in vitro e in situ las condiciones son muy diferentes, destacando 

principalmente el ambiente en el que se desarrollan, la in situ en la boca de un ser 

humano, y el in vitro en el laboratorio. Naturalmente las condiciones en el 
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laboratorio son más controlables que en la boca, aunque ambos experimentos 

involucran al componente humano, lo que puede llevar a más de un error en 

ambos modelos. He ahí la importancia de anotar todos los pasos, equivocaciones 

y errores en una bitácora de laboratorio, en caso del modelo in vitro, y de controlar 

estrictamente el cumplimiento del protocolo por parte de los participantes en el 

modelo in situ. En el modelo in situ se debe considerar, además, que hay mucho 

menos control sobre las muestras, ya que están a merced de los voluntarios, que 

pueden o no seguir las instrucciones y omitir información o francamente mentir al 

respecto del cumplimiento del acuerdo.  

 

En el modelo in vitro se llevaron a cabo varios experimentos a la vez, por lo que 

junto a las placas 1, 2 y 3, había una placa 4 que involucraba el uso de un 

probiótico, por lo que fue más lento que lo que hubiera sido realizar el experimento 

por sí sólo. 

Uno de los inconvenientes del experimento fue que se desprendieron de sus 

armazones 2 muestras de P2, pero no se consideraron como perdidas, ya que se 

siguieron exponiendo a sacarosa, trasladándolas entre placas con una pinza 

desde los márgenes de la muestra para no interferir en la biopelícula formada. 

Esto fue un posible error de montaje y/o manipulación de las muestras, ya que lo 

más probable es que al ser montadas las muestras no se haya colocado suficiente 

resina sobre el armazón, o que al manipular las muestras se haya sujetado desde 

el centro del armazón, donde estaba adherida la muestra en vez de uno de los 

extremos.  

En cuanto a los horarios de exposición, los intervalos cambiaron bastante entre los 

días, variando de exposiciones cada 2 horas a cada 4 horas en distintos 

momentos del día debido a distintas razones como la existencia de un horario de 

cierre del laboratorio determinados días, inicio de exposiciones muy tarde por 

realizar la siembra de los caldos de cada pocillo en agar antes de realizar el 

cambio de caldos, y compromisos o imprevistos de los investigadores al momento 

de realizar las exposiciones.  
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En el modelo in situ se perdió una muestra durante el proceso de análisis de 

éstas, afectando el tamaño de la muestra (aunque no significativamente).  Además 

no se pudo lograr un inicio simultáneo con todos los voluntarios en la fase 

experimental debido a un retraso del laboratorista y enfermedad de uno de los 

voluntarios. 

En cuanto a las complicaciones reportadas de parte de los voluntarios durante el 

periodo experimental, algunos voluntarios reportaron incomodidad al usar el 

dispositivo y dificultades horarias para la aplicación de la sacarosa, sobre todo en 

días feriados, viajes y trabajo.  

 

A parte de los errores antes mencionados, en los modelos in situ para inducir 

caries de manera artificial, en general, existen muchas más variables que en los 

modelos in vitro. La primera es la diferencia entre los voluntarios que utilicen el 

dispositivo, ya sea en cuanto a genética, hábitos, cantidad, calidad y composición 

de la saliva y características de los dientes. Es por esto que los parámetros 

experimentales clave que deben considerarse en el desarrollo de un modelo in 

situ, son las características de los sujetos voluntarios, el diseño físico del modelo, 

el tipo de tejido utilizado como sustrato, el método de evaluación del estado 

mineral, el diseño del estudio y el protocolo clínico (Zero, 1995). El cumplimiento 

del protocolo depende del voluntario, por lo que en este estudio se realizó un 

registro de las aplicaciones de sacarosa y probiótico de cada uno de los 

voluntarios para hacer el seguimiento del proceso y controlar el cumplimiento del 

protocolo. 

 

En cuanto al modelo in vitro, la utilización de un modelo de biopelícula 

monoespecie de S. mutans puede ser considerado una desventaja, debido a que 

la composición de la biopelícula dental involucra cientos de especies bacterianas 

(Padilla, 2018), lo que hace imposible reproducir exactamente esta complejidad en 

un modelo in vitro (Fernández et al., 2016). La elección de S. mutans como única 
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especie constituyente de la biopelícula desarrollada en este trabajo, radica en que 

es la especie bacteriana con mayor número de resultados favorables respecto a la 

formación de biopelícula y desmineralización de esmalte en trabajos con modelos 

bacterianos similares (Ccahuana-Vásquez & Cury, 2010; Díaz-Garrido et al., 2016; 

Steiner-Oliveira et al., 2007) y debido a que posee propiedades únicas para 

metabolizar la sacarosa, el hidrato de carbono más cariogénico proveniente de la 

dieta (Leme et al., 2006).  

 

Con respecto a los controles de viabilidad y pureza de Streptococcus mutans del 

modelo in vitro, considerando que las distintas especies de Streptococcus poseen 

una morfología muy similar entre sí, para confirmar la presencia única de S.  

mutans, se podrían haber utilizado otros métodos más específicos, como la 

siembra en medios selectivos, como MSB (mitis-salivarius-bacitracina), que 

contiene entre otros compuestos sacarosa al 20% y como sustancias inhibidoras 

de otras bacterias telurito potásico, azul tripan, cristal violeta, y 0,2 U/ml de 

bacitracina (Gamboa, 2014; Liébana, 2010), pruebas bioquímicas como 

fermentación de rafinosa, manitol, melobiosa, trehalosa e inulina; hidrólisis de la 

esculina en presencia y ausencia de bilis; ureasa; hidrólisis de la arginina, y 

resistencia a la bacitracina (Gamboa, 2014). 

Además está la secuenciación del ADN (Abranches et al., 2018) y la AP-PCR 

(arbitrarily primed PCR), que es rápida y reproducible, siendo de gran valor para 

distinguir especies de S. mutans, S. sobrinus y otras cepas de Streptococcus spp. 

orales (Truong et al., 2000). 

 

Este estudio se realizó para validar modelos de investigación sobre lesiones de 

caries y no solo superficies sanas, de esta manera se pueden investigar efectos 

terapéuticos y no solo preventivos. En ambos modelos llevados a cabo en este 

estudio se induce caries de manera efectiva, siendo ambos válidos para ser 

utilizados como punto de partida en estudios de efectos terapéuticos de diferentes 

sustancias para remineralizar lesiones de caries. Sin embargo, cabe considerar la 
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mayor reproductibilidad y menor variabilidad entre las lesiones de caries inducidas 

por el modelo in vitro para obtener lesiones más estandarizadas en el experimento 

a realizar. 

 

Se sugiere realizar más estudios comparando variabilidades de las lesiones de 

caries inducidas por diferentes modelos de estudio mediante variados parámetros 

como la microdureza de Vickers utilizada en los estudios realizados, densidad 

mineral, caracterización morfológica superficial, etc.  

Además se podría realizar el mismo estudio con los mismos experimentos, 

evitando cometer los mismos errores para validar los resultados encontrados en 

éste, o buscar maneras de estandarizar aún más las variables, especialmente del 

modelo in situ, para disminuir la variabilidad en sus resultados. 
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9. CONCLUSIÓN 

 

La variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en el modelo in vitro 

es menor que la variabilidad de las lesiones de caries artificiales inducidas en el 

modelo in situ. 

En ambos modelos se logró positivamente la inducción de una caries artificial, que 

puede ser utilizada como base para el estudio de diferentes métodos terapéuticos 

para el tratamiento de las caries, teniendo una menor variabilidad y mayor control 

de las variables en el modelo in vitro, lo que debe ser considerado al momento de 

planificar el estudio. 

 
Con el objetivo de validar y mejorar distintos modelos de estudio para la inducción 

de caries de manera artificial, se hace necesario realizar otros estudios de 

comparación de la variabilidad de los resultados. 
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11. ANEXOS 

 

Anexo N°1: Aprobación comité de ética estudio in situ 
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Anexo N°2: Consentimiento informado para la obtención de terceros molares 
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Anexo N°3: Criterios de inclusión y exclusión para la selección de voluntarios de      

estudio in situ 

 

Criterios de inclusión Criterios de exclusión 

 Cantidad mínima de 22 dientes en 

boca 

 Pacientes ASA I 

 Edad entre 18 – 35 años 

 COPD ˂ 8 

 

 Hiposialia 

 Edéntulos 

 Fumadores 

 Mujeres Embarazadas 

 Portadores de aparatos 
intraorales 

 Enfermedad Periodontal 

 Lesiones cariosas activas o 
cavitadas 

 Uso de antibióticos o 

antisépticos bucales en 

menos de 3 meses 

antes de la 

intervención 
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Anexo N°4: Consentimiento informado para la participación en el estudio in situ 
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Anexo N°5: Ficha clínica estudio in situ 
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Anexo N°6: Protocolo a seguir por los voluntarios para el estudio in situ 

 

 



70 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

 

Anexo N°7: Evaluación y registro del protocolo de los voluntarios estudio in situ 
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Anexo N°8: Cuestionario de cumplimiento final estudio in situ 

 

 


