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1. RESUMEN 

Introducción: La caries dental es una enfermedad crónica multifactorial mediada 

por bacterias que afecta a una gran parte de la población mundial. Los tratamientos 

convencionales suelen abordar solo los signos clínicos, mientras que en la 

odontología mínimamente invasiva se apuesta por un tratamiento preventivo de las 

lesiones. Dentro de estos tratamientos se han estudiado el uso tanto de probióticos 

como de prebióticos, de forma separada, para restaurar el equilibrio del microbioma 

oral. Cuando los probióticos actúan de forma conjunta con prebióticos se denomina 

simbióticos, los cuales han demostrado tener un mayor efecto sobre el individuo que 

las mismas sustancias por separado.  

Objetivo: Evaluar si existen diferencias en la microdureza superficial de bloques de 

esmalte humano en un modelo in vitro de caries, comparando grupos expuestos a 

desmineralización con grupos tratados con simbióticos de Lacticaseibacillus 

rhamnosus GG y vitaminas C y D. 

Metodología: Se diseñó un modelo in vitro de caries utilizando bloques de esmalte 

humano donde se generó una biopelícula  monoespecie de Streptococcus mutans, 

expuesta a sacarosa durante cinco días. Se establecieron cinco grupos para la 

comparación: control negativo (no expuesto), un control positivo (expuesto a 

sacarosa), un control probiótico (con L. rhamnosus GG), un grupo simbiótico con L. 

rhamnosus GG y vitamina D, y otro con L. rhamnosus GG y vitamina C. Tras el 

periodo de exposición, se evaluó el contenido mineral mediante la prueba de 

microdureza superficial de Vickers. 

Resultados: La microdureza superficial de los bloques tratados con ambos 

simbióticos fue superior a la del grupo expuesto a sacarosa. Específicamente, el 

simbiótico de L. rhamnosus GG con vitamina C mostró diferencias estadísticamente 

significativas en comparación con el grupo expuesto a sacarosa y al grupo control 

probiótico. En contraste, el simbiótico con vitamina D no presentó diferencias 

significativas respecto al grupo control probiótico. 



 

Conclusión: Los simbióticos basados en L. rhamnosus GG y vitaminas C y D 

demostraron efectos inhibitorios en la desmineralización del esmalte dental, siendo 

el simbiótico con vitamina C el más efectivo. Sin embargo, el simbiótico con vitamina 

D no mostró ventajas claras sobre el uso del probiótico solo. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Introducción 

Las principales patologías orales, la enfermedad periodontal y la enfermedad 

de caries, han sido descritas como enfermedades crónicas no transmisibles con alta 

prevalencia y severidad que aumenta con la edad (James y cols., 2018). Las 

patologías orales son consideradas un problema de salud pública mundial debido a 

su alta prevalencia, su impacto negativo en la calidad de vida de los individuos y la 

sociedad y por su alto costo de tratamiento (Ministerio de Salud, 2019). 

Las lesiones de caries no tratadas en dientes permanentes representan la 

condición oral más prevalente a nivel mundial y se calcula que el 2017 afectó a 2.3 

billones de personas; en dientes primarios afectan al 46,9% de los niños y niñas de 

1 a 4 años y al 39,3% de los niños y niñas de 5 a 9 años (Wen y cols., 2022) y 

representa la primera causa de dolor y pérdida dentaria (Selwitz y cols., 2007). 

En Chile, según la Encuesta Nacional de Salud (ENS) del año 2017, dentro 

de las patologías orales la enfermedad de caries en dentición permanente 

representa la mayor prevalencia, seguida de la enfermedad periodontal y 

enfermedad de caries en dentición primaria (Ministerio de Salud, 2019). 

2.2 Caries 

En la cavidad oral coexisten una gran variedad de microorganismos, estando 

presentes más de 700 taxones diferentes (Simón-Soro y Mira, 2015; Kilian y cols., 

2016; Twetman, 2018), esto lo convierte en uno de los microbiomas más diversos 

del cuerpo humano albergando especies víricas, fúngicas, protozoarias, arqueas y 

bacterianas (Wade, 2013). Estas distintas especies se pueden encontrar 

organizadas en biopelículas en las diferentes superficies de la cavidad oral y su 

composición depende de las condiciones de cada microambiente (Kilian y cols., 

2016). Por ejemplo, bacterias encontradas en fosas y fisuras tienden a ser 

anaerobios facultativos Gram positivo que metabolizan azúcares simples; por otro 

lado, las bacterias que se pueden encontrar en el margen gingival son 
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principalmente anaerobios estrictos con metabolismo proteolítico (Marsh y cols., 

2015). 

La presencia de múltiples y diversas especies microbianas no 

necesariamente produce enfermedad en el hospedero. Las bacterias consideradas 

patógenas también forman parte del microbioma normal en individuos sanos y 

coexisten en un estado de equilibrio conocido como eubiosis (Kumar y Mason, 2015; 

Philip y cols., 2018; Marsh, 2018). Ante ciertas situaciones que generan estrés 

ecológico, ese equilibrio se rompe generando una disbiosis entre el hospedero y la 

microbiota. Generalmente, en la cavidad oral la pérdida del equilibrio se debe a la 

baja del pH, debido principalmente al resultado de la fermentación de carbohidratos 

simples (azúcares) consumidos en la dieta por parte de microorganismos 

acidogénicos; aunque también puede producirse por disminución del flujo salival, ya 

que esta presenta una capacidad buffer que neutraliza los ácidos resultantes de la 

fermentación bacteriana; y/o por la falta de remoción mecánica de la biopelícula 

durante el cepillado dentario. La baja del pH fomenta la desmineralización de la 

estructura dentaria (Kumar y Mason, 2015; Kilian y cols., 2016; Pitts y cols., 2021) 

y el crecimiento de bacterias acidúricas, en desmedro de las bacterias comensales, 

potenciando así la mantención del desequilibrio (Marsh y cols., 2015). 

La caries dental consiste en la destrucción localizada de tejido duro 

susceptible por productos ácidos generados por la fermentación de carbohidratos 

simples de la alimentación. Se puede presentar en la corona del diente y en la raíz, 

pudiendo afectar al esmalte, al cemento y a la dentina. Los signos clínicos de la 

desmineralización de los tejidos, las lesiones de caries, son visibles en etapas más 

avanzadas de la caries dental, pero las primeras etapas de este proceso no son 

detectables ni clínica ni radiográficamente. Este proceso biológico es iniciado por la 

biopelícula que recubre la superficie dental (Selwitz y cols., 2007). En esta 

biopelícula se produce un cambio ecológico patológico por bacterias 

acidogénicas/acidúricas, creando microambientes ácidos y resultando en la 

desmineralización de tejidos duros (Marsh, 2018). Mientras este desbalance se 

mantenga se favorecerán las condiciones que potencien el desarrollo de la caries 
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dental, por lo que los individuos presentarán un microbioma menos diverso que 

individuos sanos, con predominancia de microorganismos cariogénicos (Kanasi y 

cols., 2010). 

Antiguamente la enfermedad de caries era considerada una enfermedad 

infectocontagiosa, sin embargo, con esta nueva perspectiva ecológica, hoy es 

considerada por la Federación Dental Internacional (FDI) como una enfermedad 

crónica no transmisible mediada por biopelículas bacterianas (Twetman, 2018; Pitts 

y cols., 2021). Se encuentra asociada a factores socioeconómicos y al resultado de 

la interacción entre factores genéticos, fisiológicos, ambientales/conductuales y las 

bacterias acidogénicas/acidúricas del microbioma oral (Philip y cols., 2018). 

El tratamiento tradicional para abordar la caries dental se basaba en la 

eliminación de los microorganismos para así prevenir la recurrencia de la infección 

(Yu y cols., 2021). Para esto se realizaba la eliminación total de la lesión de caries 

para realizar tratamientos restauradores y/o rehabilitadores; sin embargo, esto no 

representa una solución a largo plazo, puesto que al no tratar los factores etiológicos 

de la enfermedad de caries se presenta una mayor reincidencia de las lesiones de 

caries, necesitando retratar aquellos dientes ya restaurados y eliminando mayor 

cantidad de tejido dentario (Frencken, 2017; Schwendicke, 2019). Con el nuevo 

paradigma sobre la enfermedad de caries se ha planteado un enfoque mínimamente 

invasivo que apunta principalmente a la prevención de la enfermedad. Dentro de 

sus principales terapias se encuentra el adecuado control mecánico de la 

biopelícula, el uso de fluoruros, la modificación de conductas alimentarias y la 

modulación de la microbiota oral mediante el uso de agentes antisépticos orales y 

el uso de prebióticos y probióticos (Glenn y Glenn, 1994; Twetman, 2018).  

La modulación del microbioma busca mantener un equilibrio entre el 

hospedero y los microorganismos de la cavidad oral. Los tratamientos con agentes 

antisépticos presentan un mecanismo de acción no selectivo, por lo tanto, afectan 

tanto a microorganismos potencialmente patógenos como a aquellos que presentan 

una relación comensal. Esto genera un desbalance en el microbioma permitiendo la 

colonización de microorganismos oportunistas (Glenn y Glenn, 1994). Debido a la 
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ineficiencia de los agentes antisépticos para modular la microbiota es que surge el 

uso de probióticos y prebióticos, ya que al adicionar cepas bacterianas específicas 

estas son capaces de modular el ambiente de forma selectiva, promoviendo un 

estado de eubiosis (Sanders, 2008; Twetman y Jørgensen, 2021). 

2.3 Probióticos 

Los probióticos fueron definidos en 2002 por la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) y por la Organización de las Naciones Unidas para la alimentación y 

la agricultura (FAO) como “microorganismos vivos que, cuando son administrados 

en cantidades adecuadas, confieren efectos beneficiosos al hospedero”  (Food y 

cols., 2006). Por su parte en 2014 la Asociación Científica Internacional de 

Probióticos y Prebióticos (ISAPP) los definió como “miembro(s) de una especie 

segura, en donde hay evidencia suficiente de un efecto benéfico general en 

humanos; o microorganismos con una propiedad (estructural, una actividad o 

subproducto) para el cual existe suficiente evidencia de un efecto beneficioso 

general en humanos” (Hill y cols., 2014). La palabra probiótico viene del griego “Pro” 

y “Biotos” que significan, literalmente, “a favor de la vida”. El término probiótico fue 

acuñado en 1954 por Ferdinand Vergin en su artículo “Anti-und Probiotika” donde 

describe el efecto nocivo del uso de antibióticos y otros agentes antimicrobianos en 

la microbiota intestinal y los compara con los efectos beneficiosos de ciertas 

bacterias, las cuales denomina “probiotika” (Markowiak y Śliżewska, 2017). 

Se han descrito múltiples beneficios de los probióticos en el área de la salud, 

siendo principalmente estudiados sus usos en el tratamiento de enfermedades 

disbióticas como enfermedades gastrointestinales, respiratorias, urogenitales, 

alergias, intolerancia a la lactosa e incluso cáncer y sus efectos colaterales  

(Sanders, 2008; Sánchez y cols., 2015). Estos beneficios se producen 

principalmente a través de la modulación de la microbiota del hospedero de forma 

positiva reduciendo la presencia de bacterias patógenas y de sus compuestos 

tóxicos (Yadav y cols., 2022). Para ello cuentan con diversos mecanismos de 

acción, principalmente descritos en las enfermedades intestinales, entre los cuales 

se destacan cuatro: El antagonismo a través de la producción de sustancias 
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antimicrobianas; la competición con microorganismos patógenos por la adhesión al 

epitelio y nutrientes; la inmunomodulación del hospedero; y la inhibición de la 

producción de toxinas bacterianas (Devine y Marsh, 2009; Markowiak y Śliżewska, 

2017; Yadav y cols., 2022).  

En salud oral se ha investigado el uso de probióticos principalmente para el 

tratamiento y prevención de la enfermedad periodontal y caries, esto debido a que 

ambas son enfermedades originadas por un cambio en el equilibrio del microbioma 

(Haukioja, 2010; Saha y cols., 2012; Twetman y cols., 2017). El uso de probióticos 

en ambas enfermedades ha demostrado ser capaz de restaurar el equilibrio de 

microorganismos y reducir el recuento de S. mutans tanto en las biopelículas como 

en saliva (Inchingolo y cols., 2022). 

Para el tratamiento y prevención de caries se ha estudiado el uso de diversos 

probióticos, principalmente Lacticaseibacillus rhamnosus, Limosilactobacillus 

reuteri, Bifidobacterium animalis subsp. lactis y Bifidobacterium animalis, siendo el 

primero de estos el que cuenta con mayor evidencia disponible. 

2.3.1 Lacticaseibacillus rhamnosus GG  

L. rhamnosus es un microorganismo del género Lacticaseibacillus que se 

caracteriza por ser Gram positivo, microaerófilo y productor de ácido láctico como 

producto de la fermentación de azúcares (Zheng y cols., 2020; Zúñiga y cols., 2021). 

Se han estudiado ampliamente sus usos como probiótico en la mucosa intestinal 

debido a sus mecanismos de acción, tales como la producción de compuestos 

antimicrobianos, la regulación de la homeostasis estabilizando la función de la 

barrera intestinal, la modulación de la respuesta inmune sistémica y la exclusión 

competitiva por sitios de adhesión y nutrientes (Shi y cols., 2020). En 2023, Fan 

demostró, en un estudio realizado en el Laboratorio de Bioquímica Oral de La  

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile, la capacidad de L. rhamnosus 

GG (LGG) de secretar bacteriocinas capaces de actuar de manera sinérgica para 

ejercer un efecto inhibitorio en el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 

25175. (Fan W., 2023) 
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 Respecto a sus usos en la cavidad oral para la prevención de la caries dental 

se han realizado múltiples estudios tanto en población infantil como en adultos 

incorporando el probiótico en alimentos. La gran mayoría utilizó como indicador el 

recuento de S. mutans (Haukioja, 2010; Cagetti y cols., 2013; Laleman y cols., 2014; 

Coqueiro y cols., 2018), y el resto de los estudios utilizaron como indicador el 

desarrollo de lesiones de caries (Hasslöf y Stecksén-Blicks, 2020).  

En 2001 Näse administró leche suplementada con LGG en niños de 1 a 6 

años obteniendo una disminución significativa del riesgo cariogénico (Näse y cols., 

2001). En 2009, Stecksen administró L. rhamnosus LB21 en leche suplementada 

con flúor, mostrando una disminución de la prevalencia e incidencia de caries; 

lamentablemente, en este estudio no es posible establecer el efecto de L. 

rhamnosus debido a la presencia del flúor en la leche (Stecksén-Blicks y cols., 

2009). Por otro lado, en 2016, Rodríguez y cols. realizaron un ensayo clínico en 

niños de 2 y 3 años donde se administró leche suplementada con L. rhamnosus 

SP1, obteniendo una menor incidencia en las lesiones de caries, corroborando así 

los resultados obtenidos por Näse (Rodríguez y cols., 2016). 

Por otro lado, Wattanarat en 2015 utilizó los niveles de péptido de neutrófilos 

humanos (HNP1-3) en saliva como indicador, la cual es una molécula catiónica 

presente en saliva que tiene propiedades antimicrobianas y se ha visto asociada a 

sujetos libres de caries. Al administrar leche suplementada con Lacticaseibacillus 

paracasei SD1 a niños observó que el grupo suplementado con probióticos 

presentaba disminución del recuento de S. mutans y una reducción en la incidencia 

de caries (Wattanarat y cols., 2015).  

2.4 Prebióticos 

En 2010, los prebióticos fueron definidos por Gibson como aquellos 

“ingredientes fermentados selectivamente que dan como resultado cambios 

específicos en la composición y/o actividad de la microbiota gastrointestinal, lo que 

confiere beneficios a la salud del hospedero”. Estos sustratos seleccionados por los 

microorganismos son generalmente carbohidratos de cadena corta que escapan de 



 
7 

la digestión quedando disponibles para ser utilizados (Gibson y cols., 2010). En 

2016, La ISAPP actualizó la definición de prebióticos a “sustrato utilizado 

selectivamente por los microorganismos del hospedero otorgando un beneficio a su 

salud”. Esta nueva definición expande el concepto de prebióticos para incluir 

sustancias que no sean carbohidratos y para abarcar otras partes del cuerpo que 

no pertenezcan al tracto gastrointestinal (Gibson y cols., 2017). Los prebióticos se 

diferencian de otras sustancias puesto que optimizan el metabolismo de ciertos 

microorganismos y favorecen el crecimiento de bacterias beneficiosas para 

mantener un estado de salud. 

La mayoría de los prebióticos utilizados en humanos han demostrado 

estimular Lacticaseibacillus spp. y Bifidobacterium spp. específicamente, pero no a 

microorganismos patógenos como Escherichia coli o Clostridium spp. (Roberfroid y 

cols., 2010). 

Además de los beneficios que traen al favorecer el crecimiento de la 

microbiota, se postula que también estimulan el sistema inmune, razón por la cual 

se plantea su uso para el tratamiento de infecciones microbianas (Yadav y cols., 

2022) y también para la prevención de la destrucción causada por enfermedades 

autoinmunes (Sohail y cols., 2016; Li y cols., 2020). 

Sus usos se han descrito en múltiples áreas de la medicina para el 

tratamiento de enfermedades gastrointestinales, depresión, mejoramiento de 

sistema inmune, enfermedades dermatológicas, enfermedades cardíacas, entre 

otras (Slavin, 2013). Respecto a sus usos en salud oral, el prebiótico mayormente 

descrito es la arginina, cuyo mecanismo de acción se basa en la modulación del pH 

de la boca y supresión de la pérdida mineral de los tejidos duros del diente  (Bijle y 

cols., 2021; Pørksen y cols., 2023); pero también se han descrito el uso de D-

Tagatosa (Mayumi y cols., 2021), Xilitol (Söderling y Pienihäkkinen, 2020) y nitratos 

(Feng y cols., 2023). 
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2.4.1 Vitamina D 

La vitamina D es un esteroide liposoluble cuya principal función descrita es 

la regulación del balance calcio-fósforo, sin embargo, también se le atribuyen 

funciones en la respuesta inmune, en la diferenciación celular, en la regulación del 

metabolismo de carbohidratos, entre otras (Botelho y cols., 2020). Respecto a su 

función en la respuesta inmune la vitamina D aumenta la producción de péptidos 

antimicrobianos, específicamente beta defensinas y catelicidinas, por parte de los 

macrófagos (Yamamoto y Jørgensen, 2019). Esto toma relevancia específicamente 

en el tracto gastrointestinal donde se ha visto que ha mejorado la microbiota (Shang 

y Sun, 2017); allí además participaría en la regulación de la inflamación y 

mantención de la barrera intestinal (Waterhouse y cols., 2019).  

Por su participación con la microbiota intestinal se ha planteado el uso de 

vitamina D y probióticos en conjunto para el tratamiento de enfermedades 

gastrointestinales donde se ha observado una relación entre ambos. Incluso se ha 

postulado que los probióticos podrían tener un efecto sinérgico al aumentar la 

expresión de su receptor de membrana, el receptor VDR (Shang y Sun, 2017). 

Respecto a su actividad en la prevención de caries existe poca evidencia en 

la literatura. Principalmente se le atribuye influencia en la respuesta inmune 

favoreciendo la liberación de péptidos antibacteriales por medio de la activación de 

receptores de membrana en polimorfonuclear neutrófilos (Wang y cols., 2013; 

Botelho y cols., 2020). 

Se han realizado estudios evaluando los niveles séricos de vitamina D y el 

riesgo de caries en distintas poblaciones donde se han obtenido resultados 

variables. Ciertos autores le atribuyen las diferencias en los resultados a factores 

que influyen en la absorción de la vitamina D, tales como exposición al sol, ubicación 

geográfica y estación del año en el cual fueron tomadas las muestras (Hujoel, 2013; 

Hussein y cols., 2021; Rigo y cols., 2023). 

No se ha descrito una interacción entre L. rhamnosus y vitamina D en 

enfermedades de la cavidad oral, y existe escasa evidencia de una relación 
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sinérgica en enfermedades gastrointestinales y osteoporosis (Cheng y cols., 2022; 

Chen y cols., 2023). 

2.4.2 Vitamina C 

La vitamina C o ácido ascórbico, es un carbohidrato simple soluble que actúa 

como agente antioxidante eliminando radicales libres y como cofactor enzimático de 

más de 15 enzimas, haciéndola vital para la mantención de la salud general del 

cuerpo humano (Padayatty y cols., 2003; Padayatty y Levine, 2016). La vitamina C 

promueve la absorción de iones de hierro, participa en la síntesis de colágeno, de 

hormonas y de carnitina, además de jugar un rol en la función y regulación de la 

respuesta inmune (Doseděl y cols., 2021). Hay evidencias de que el consumo de 

vitamina C genera efectos modulatorios positivos para la microbiota intestinal al 

favorecer la diversidad de los microorganismos (Li y cols., 2023), de esta forma 

mejora la morfología intestinal y reduce la inflamación intestinal (Li y cols., 2021).  

En boca, la vitamina C se acumula en tejido glandular salival, pero las 

concentraciones que alcanzan son menores que las concentraciones en sangre. Su 

función en la saliva es aún desconocida (Padayatty y Levine, 2016). 

En salud oral está ampliamente descrita su influencia en la enfermedad 

periodontal (Tada y Miura, 2019) y el cáncer oral (Wang y cols., 2022). Existe escasa 

evidencia sobre su participación en la prevención de la enfermedad de caries y los 

resultados obtenidos no han sido concluyentes (Hu y cols., 2022). 

Por otro lado, existe evidencia de que LGG sería capaz de catabolizar el 

ácido ascórbico en condiciones de anaerobiosis, pero se requieren más estudios 

para establecer esta relación (Linares y cols., 2011).  

2.5 Simbióticos 

Los simbióticos son la mezcla de prebióticos y probióticos, en donde las 

bacterias probióticas utilizan los prebióticos como sustrato para su crecimiento. 

Existen dos tipos: los complementarios y los sinérgicos. Los simbióticos 

complementarios son aquellos en los cuales los probióticos y los prebióticos juntos 
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generan beneficios de salud, pero no requieren funcionar en conjunto; en cambio, 

los simbióticos sinérgicos contienen sustratos que son utilizados por el 

microorganismo probiótico para favorecer su crecimiento (Swanson y cols., 2020). 

Se han combinado los prebióticos y probióticos buscando que tengan 

acciones complementarias que prolonguen sus efectos beneficiosos, favoreciendo 

el crecimiento y supervivencia de la microbiota oral asociada a salud (Bijle y cols., 

2021). Los simbióticos tienen mejores resultados que los probióticos y prebióticos 

por si solos (Li y cols., 2020). 

Respecto al uso de simbióticos para el tratamiento de afecciones de la 

cavidad oral, la evidencia es variada pero limitada, principalmente describiendo sus 

usos en terapias de secuelas de cáncer y en enfermedades periodontales. Existe 

escasa evidencia del uso de simbióticos para el tratamiento de la enfermedad de 

caries, en donde los estudios descritos están enfocados principalmente en el uso 

de arginina como prebiótico (Pørksen y cols., 2023). 

2.6 Modelo de caries in vitro. 

El uso de modelos de caries in vitro nos permite estudiar de forma separada 

las distintas variables que influyen en el proceso de formación de lesiones de caries, 

controlando cada aspecto por separado (Zero, 1995). 

El modelo de caries in vitro planteado y validado por Ccahuana-Vásquez y 

Cury en 2010, tiene la particularidad que utiliza sustrato dentario como esmalte para 

la evaluación de desmineralización; además, las exposiciones con sacarosa se 

realizan en periodos de “festín y hambre” simulando la exposición real a 

carbohidratos y las disminuciones de pH que se producen en la cavidad oral 

asociadas a las ingestas de alimentos. Esto lo diferencia de otros modelos en los 

cuales S. mutans se encuentra expuesto constantemente a sacarosa, y por lo tanto 

está en constante estrés ácido (Ccahuana-Vásquez y Cury, 2010). 
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2.7 Evaluación de microdureza superficial  

La dureza representa la resistencia de un cuerpo a rayones y/o a la 

deformación local. Para evaluarla existen las pruebas de dureza, que buscan medir 

la resistencia a la penetración de la superficie mediante la indentación de un objeto 

duro (Askeland y Wright, 2016), donde a mayor extensión o profundidad de la marca 

menor es la dureza de la superficie del objeto (Callister y Rethwisch, 2018). 

Existen varias pruebas para evaluar la dureza superficial, dependiendo de la 

carga necesaria a aplicar y del material con el que se realiza la indentación. Para la 

evaluación de la dureza superficial de superficies microscópicas se recomienda la 

prueba de microdureza superficial de Vickers (HV) que se realiza utilizando un 

microdurómetro. Para realizarla se ajustan los parámetros de tiempo y fuerza (F) 

con las cuales se realizará la prueba, luego se coloca la muestra en la plataforma, 

se ajusta con el lente del microdurómetro hasta que la superficie se observe 

nítidamente y se realizan las indentaciones con un diamante piramidal. Una vez 

realizada la indentación se miden las longitudes de las diagonales del rombo 

resultante (d) en mm y se aplica la ecuación de microdureza de Vickers: 

𝐻𝑉 =	
1.8544	𝑥	𝐹

𝑑!  

 

La microdureza superficial permite medir objetivamente los cambios 

estructurales de la superficie mineral del esmalte que se producen en los modelos 

de caries in vitro al aplicarles una carga. Esta prueba es sensible y reproducible 

para estudiar etapas tempranas en la desmineralización del esmalte (Zero y cols., 

1992; Zero, 1995). Además, ha sido utilizado como prueba en diversos estudios 

donde se ha sometido esmalte a modelos de desmineralización-remineralización 

(Padilla, 2018; Naveillán, 2020; Tobar, 2022) y para evaluar tejido dentario sometido 

a agentes desmineralizadores (Collys y cols., 1992). 

 

HV: Dureza de Vickers 

F: Fuerza aplicada 

d2: producto de las 

diagonales 
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2.8 Planteamiento del problema 

Entendiendo la enfermedad de caries como un problema de salud pública 

que afecta a gran parte de la población y sus consecuencias biológicas al no ser 

tratada y/o controlada, representando un alto costo para las personas, es que se 

hace necesario buscar alternativas de tratamiento y prevención de las lesiones de 

caries.  

Algunos de los nuevos tratamientos propuestos por la odontología 

mínimamente invasiva se enfocan principalmente en devolver el equilibrio al 

ecosistema oral, perdido durante periodos de alta acidez y mal control 

microbiológico. Estos tratamientos han utilizado probióticos, demostrando su 

capacidad para recuperar el equilibrio mediante colonización y competición por 

recursos, liberación de sustancias antimicrobianas, modulación de la respuesta 

inmune, entre otros mecanismos de acción; y también prebióticos, generando un 

ambiente más básico o siendo utilizados como nutrientes para ciertos 

microorganismos beneficiosos para la salud. Sin embargo, hay pocos estudios que 

aborden el uso de probióticos y prebióticos en conjunto, como simbióticos, para la 

prevención de las lesiones de caries en estadio temprano. 

Es por ello que nos hemos planteado la siguiente pregunta de investigación: 

¿Puede el uso de simbióticos de L. rhamnosus con vitamina C y L. rhamnosus con 

vitamina D en un modelo de caries in vitro generar mayores valores de microdureza 

superficial comparado con los grupos control? 
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3. HIPÓTESIS 

El uso de simbióticos de L. rhamnosus con vitamina C y L. rhamnosus con 

vitamina D en un modelo de caries in vitro genera mayores valores de microdureza 

superficial comparado con los grupos control. 

4. OBJETIVO GENERAL 

Establecer las diferencias en microdureza superficial en bloques de esmalte 

en un modelo in vitro de caries al administrar simbióticos de L. rhamnosus con 

vitamina C y L. rhamnosus con vitamina D comparado con los grupos control. 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Determinar la microdureza superficial de bloques de esmalte que se les 

administran simbióticos de L. rhamnosus  y vitamina C y de L. rhamnosus  y 

vitamina D en un modelo in vitro de caries. 

• Determinar la microdureza superficial de bloques de esmalte de los grupos 

control. 

• Comparar la microdureza superficial de los bloques de esmalte de los grupos 

experimentales y los grupos control. 
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6. METODOLOGÍA 

 Este es un estudio experimental in vitro donde se utilizó una versión adaptada 

del modelo de biopelícula descrito por Ccahuana-Vásquez y Cury (2010) en el cual 

se simula un ambiente cariogénico mediante la exposición de bloques de esmalte 

humano a sacarosa 10% de forma controlada previa formación de biopelícula 

monoespecie de S. mutans. Estos bloques fueron expuestos a inmersiones de 

sacarosa 10% 4 veces al día por 5 días seguidos simulando las ingestas diarias de 

alimento. Se determinaron 3 grupos control y 2 grupos experimentales. El grupo 

control negativo no fue expuesto en ningún momento ni a sacarosa, ni a probióticos 

ni a simbióticos. El grupo control positivo solo fue expuesto a sacarosa 10%. El 

grupo control probiótico que expuesto al probiótico LGG Vivera®, (Merck) de 

manera tópica, mediante goteo, luego de la primera exposición diaria a sacarosa. 

Los grupos experimentales 1 y 2 fueron expuestos al simbiótico Munogotas® (Axon), 

cuya composición corresponde a LGG con vitamina D (LGGvitD) y Daily Biotic 

Flora® (VitaminLife) cuya composición es de LGG con vitamina C (LGGvitC), 

respectivamente. Los bloques de esmalte fueron evaluados a través de la prueba 

de dureza de Vickers posterior al proceso desmineralizante. 

6.1 Obtención de la muestra 

Para el cálculo del tamaño muestral se tomó en cuenta la variable primaria 

del estudio, la microdureza superficial. Para ello se consideraron los siguientes 

aspectos: Riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de 0,2 en un contraste unilateral, una 

desviación estándar de 21,4, estimando una tasa de pérdida de seguimiento de 5%, 

por lo cual se necesitan 10 muestras para cada grupo resultando en un total 

muestral de 50 muestras.  

Las muestras fueron obtenidas de terceros molares incluidos extraídos por 

indicación de ortodoncia los cuales fueron donados de forma voluntaria por 

pacientes del “Instituto Nacional de Ortodoncia”. Los donantes firmaron un 

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

Odontología de la Universidad de Chile (Anexo nº1). Los terceros molares fueron 
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evaluados de forma individual para descartar todos aquellos que presentaran 

defectos del esmalte, fracturas o zonas desmineralizadas. Los dientes 

seleccionados fueron sumergidos en una solución de Timol 2% y refrigerados a 5ºC 

hasta el momento de su uso.  

Se realizó la eliminación de tejido periodontal con instrumental manual de 

periodoncia, Jackets y curetas Gracey. Posteriormente fueron almacenados en 

Timol 2% y refrigerados a 5ºC.  

6.2 Preparación de los bloques de esmalte 

 Se realizaron cortes en las caras distal y mesial de los terceros molares con 

instrumental rotatorio de alta velocidad con forma de aguja de grano azul (ISO 

806.314.166.524.012) siempre con abundante irrigación (Figura 1a). Una vez 

obtenidas las caras menos convexas se realizaron desgastes utilizando 

instrumental de baja velocidad y disco de carburo de silicio (carburundum) e 

irrigación constante, hasta obtener bloques de esmalte de 3x3x3 mm (Figura 1b). 

Estos bloques fueron almacenados en tubos centrífuga de 2 mL, rotulados y 

conservados refrigerados a 5ºC hasta su utilización. Previo al montaje se realizó 

una inspección visual de todas las muestras para descartar aquellas que 

presentaran daños estructurales o defectos del esmalte.  
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Figura 1: Corte de bloques de esmalte. a) Corte y rectificación de muestras con 

baja velocidad y abundante irrigación. b) Medida estándar de bloques de 

esmalte.Imágenes obtenidas en coautoría con Valerio, 2023. 

6.3 Montaje de las muestras 

 Se confeccionó un armazón de alambre de ortodoncia de 0,8 mm de diámetro 

para cada bloque de esmalte para así poder mantener suspendidos los bloques en 

sus pocillos de polietileno de cultivo respectivos. Los bloques fueron adheridos al 

armazón por la cara dentinaria utilizando adhesivo universal (One Coat Bond SL™, 

Coltene) y resina compuesta fluida (Filtek™ Supreme Flowable, 3M™), esto fue 

realizado en el laboratorio preclínico de la FOUCh. No se realizó grabado ácido de 

la superficie con la finalidad de no perjudicar la estructura del esmalte (Figura 2a y 

2b). 

 Una vez montados los bloques de esmalte en sus armazones, estos fueron 

depositados en tubos centrífuga rotulados de 50 mL con 20 mL de agua destilada 

estéril. De esta forma fueron esterilizados en autoclave a 120ºC por 20 min y 

almacenados hasta su utilización.  

a) b) 
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Figura 2: Montaje de muestras. a) Materiales usados para el montaje de las 

muestras. b) Bloque de esmalte montado en armazón metálico. Imágenes obtenidas 

en coautoría con Valerio, 2023. 

6.4 Preparación de medios y reactivos 

 Para las siguientes etapas del estudio fue necesaria la preparación de 

distintos medios de cultivo. Se prepararon agar TYCS (Triptona, Levadura, Cisteína 

y Sacarosa) y MRS; caldo Infusión Cerebro Corazón (BHI por sus siglas en inglés 

Brain Heart Infusion), caldo BHI con glucosa 0.1 mM (BHI+G) y sacarosa 10%. 

Fueron esterilizados en autoclave para luego ser dispensados en placas petri, en el 

caso de los agares TYCS y MRS, al interior de una campana de flujo laminar, con 

la finalidad de disminuir el riesgo de contaminación. También se dispensaron 

volúmenes de agua destilada y suero fisiológico estéril.  

6.5 Estudios de viabilidad y co-cultivo 

 Para el inicio de la fase experimental primero se realizaron estudios de 

viabilidad para comprobar la capacidad de LGGvitD (4,95 x109 UFC) y de LGGvitC 

(5x109 UFC) de proliferar en placa observándose crecimiento en forma de colonias. 

Al encontrarse el simbiótico Daily Biotic Flora® liofilizado se debió realizar 

previamente la preparación del mismo según las indicaciones del fabricante, 

a) b) 
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disolviendo 1 sobre en 200 mL de agua. De esta preparación se extrajeron 100 µL 

para ser sembrados en césped en agar MRS, medio selectivo para el crecimiento 

de Lacticaseibacillus rhamnosus. Además, se sembraron 100 µL en 3 mL de caldo 

BHI. En el caso del simbiótico Munogotas®, debido a su presentación comercial 

líquida, se sembraron en césped 9 gotas, según la indicación de consumo del 

fabricante, en agar MRS.   

Las muestras fueron incubadas en condiciones de microaerofilia a 37ºC por 

24 horas. Transcurridas el tiempo y evidenciado el crecimiento de colonias se 

procedió a realizar el estudio de co-cultivo. 

No se realizó el estudio de viabilidad del probiótico Vivera®, ya que la 

capacidad de este probiótico de formar colonias en los medios seleccionados fue 

probada en el estudio realizado por Valerio en 2023 en el Laboratorio de 

Microbiología e Inmunología Oral (LabMIO) de La Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile. 

Para el estudio de co-cultivo se utilizó la cepa de S. mutans ATCC 25175 del 

LabMIO (cepario de la Dra. Patricia Palma F.) de la FOUCh. Desde un cultivo de S. 

mutans criopreservado en glicerol 100% a -80ºC se extrajeron 100 µL que se 

sembraron en agar TYCS, ya que este es un medio selectivo para S. mutans, y se 

incubó durante 24 horas en condiciones de microaerofilia a 37ºC. Transcurrido dicho 

tiempo se realizó una inspección macroscópica y microscópica para confirmar la 

presencia de colonias y la pureza de este crecimiento. Se traspasaron colonias a 

3mL de caldo BHI que se incubó nuevamente en ambiente microaerófilo durante 24 

horas. Paralelamente, se realizó el cultivo en caldo de LGGvitD y LGGvitC. Para ello 

se traspasaron colonias obtenidas en el estudio de viabilidad a 3 mL de caldo BHI, 

cada una en su tubo correspondiente. Posteriormente se incubaron en ambiente 

microaerófilo por 24 horas. 

 Transcurridas las 24 horas y evidenciado el crecimiento bacteriano en el 

caldo tanto de S. mutans y como de LGG en sus tubos respectivos, los cultivos 

fueron igualados en turbidez mediante espectrofotometría utilizando el 
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espectrofotómetro UV-VIS de haz dividido Halo RB-10 (Dynamica, Australia) a una 

longitud de onda de 600 nm. Las muestras se fueron ajustando agregando caldo 

BHI estéril el cual fue usado como blanco, hasta obtener un valor de absorbancia 

de 0,125. 

 Una vez igualados en turbidez todos los inóculos, se sembraron 100 µL del 

caldo de S. mutans y 100 µL del caldo de LGGvitD en 3 mL de caldo BHI estéril 

(tubo 1); y 100 µL de caldo de S. mutans y 100 µL de caldo de LGGvitC en 3 mL de 

caldo BHI estéril (tubo 2) y se incubaron en condiciones de microaerofilia por 24 

horas. Transcurrido el tiempo se realizó la homogenización de los cultivos mediante 

uso de vórtex y se realizó la siembra en césped en agar TYCS y agar MRS para 

evidenciar la presencia de LGG y S. mutans en sus respectivos medios selectivos. 

Las placas fueron incubadas durante 24 horas en condiciones de microaerofilia para 

posteriormente corroborar la presencia de las especies bacterianas a través de un 

análisis macroscópico, utilizando una lupa estereoscópica, y microscópico utilizando 

un microscópio óptico.  

6.6 Obtención y procesamiento de muestra de saliva 

Para el proceso de formación de biopelícula salival en las muestras de 

bloques de esmalte fue necesaria la exposición por inmersión a saliva para permitir 

la formación de película salival adquirida. La muestra se generó a partir de un banco 

de saliva el cual fue donado por 3 individuos libres de caries, no fumadores, sin 

enfermedades sistémicas, sin consumo de antibióticos en los últimos tres meses y 

que no habían consumido líquidos/alimentos al menos dos horas previo a la 

recolección. La saliva de todos los individuos se mezcló y se trató como una sola 

muestra para descartar diferencias en su composición que pudieran alterar el 

resultado del experimento. 

Se obtuvieron aproximadamente 80 mL de saliva como muestra inicial. Esta 

se distribuyó en tubos centrífuga de 50 mL y fueron centrifugados a 4500 rpm por 

20 min a 4ºC en la centrífuga Megafuge™ 8R (Heraeus™, Thermo Scientific, 

Alemania). Se extrajo el sobrenadante con jeringa de 20 mL y se realizó el filtrado 
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con filtros tipo Syringe Filter de 0.22 µL EDLAB ® CA sobre frascos de borosilicato 

DURAN ® SCHOTT estériles. El proceso se realizó con presión manual realizando 

fuerza controlada sobre el émbolo de la jeringa (Figura 3). Una vez filtrado se 

sembraron 100 µL en dos placas de agar sangre las cuales fueron incubadas a 37ºC 

por 24 horas, una en condiciones de microaerofilia y la otra en condiciones de 

aerofilia.  

Este proceso se repitió hasta que no se evidenció el crecimiento de 

microorganismos en las placas de agar sangre. Una vez obtenida la saliva sin 

presencia de microorganismos fue almacenada a 4ºC hasta su utilización. 

 

Figura 3: Proceso de filtrado de saliva con presión manual en campana de 
flujo laminar. 

6.7 Formación de biopelícula de S. mutans 

Para la formación de la biopelícula monoespecie de S. mutans se utilizó la 

cepa ATCC 25175 proporcionada por el LabMIO. 

Se inocularon 100 µL de S. mutans ATCC 25175 criopreservado en placas de agar 

TYCS para luego incubarlas por 24 horas a 37ºC en condiciones de microaerofilia. 

Transcurrido el tiempo y obtenidas colonias de S. mutans se realizó un análisis 

micro y macromorfológico para confirmar la pureza del cultivo. Posteriormente se 

realizó la siembra de las colonias del agar en caldo BHI estéril para incubarlas a 
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37ºC en condiciones de microaerofilia por 48 horas. Esta preparación se denominó 

inóculo bacteriano. Posterior a las 48 horas se ajustó el inóculo bacteriano mediante 

espectrofotometría, logrando una absorbancia de 0,125 en una longitud de onda de 

600 nm utilizando caldo BHI estéril como blanco. 

Para la formación de la película salival adquirida se utilizaron placas de 

polietileno de cultivo celular de 12 pocillos. En ellos se ubicaron los bloques de 

esmalte en sus respectivos armazones y se dispensaron 3 mL de saliva filtrada por 

cada pocillo. Estos se incubaron a 37ºC por 30 minutos intercalando agitación 

manual cada 3 minutos.  

En paralelo, en un frasco estéril se realizó la preparación del caldo inicial el 

cual contenía: 

• 125,75 mL de caldo BHI con glucosa 0,1 mM. 

• 14,38 mL de sacarosa 10%. 

• 6,88 mL de suspensión de S. mutans ajustada. 

El caldo fue dispensado en las 5 placas de cultivo, utilizando solo 10 pocillos 

por placa. Se distribuyeron de la siguiente manera dependiendo del tratamiento 

desmineralizador que recibirían (Figura 4): 

• P1: Grupo control negativo, no expuesto a sacarosa 10% 

• P2: Grupo control positivo, expuesto a tratamiento desmineralizador 

• P3: Grupo control probiótico, expuesto al probiótico Vivera® (LGG) 

• P4: Grupo experimental 1 expuesto a simbiótico Munogotas® 

(LGGvitD) 

• P5: Grupo experimental 2, expuesto a simbiótico Daily Biotic Flora® 

(LGGvitC) 
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Figura 4: Distribución de los grupos control y experimentales en sus 
respectivas placas de cultivo. 

Se dispensaron 3 mL del caldo por pocillo y posteriormente se ubicaron los 

armazones con los bloques de esmalte con película salival adquirida formada 

previamente. Las placas fueron incubadas en condiciones de microaerofilia por 36 

horas a 37ºC. 

6.8 Proceso de desmineralización 

Para el proceso de desmineralización, las muestras del grupo control positivo 

(P2), control probiótico (P3) y los grupos experimentales (P4 y P5) fueron expuestas 

a un tratamiento por inmersión en sacarosa 10% durante 5 minutos 4 veces al día 

por 5 días con el fin de generar una zona de desmineralización compatible con una 

lesión de caries no cavitada. Los grupos experimentales además se expusieron 

mediante instilación a probióticos/simbióticos comerciales una vez al día. El grupo 

control negativo (P1) solo se sometió al cambio de caldo BHI + Glucosa 0,1 mM al 

inicio de la jornada. Todos los procedimientos se realizaron en campana de flujo 

laminar. 
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Durante la primera jornada se dispensaron 4 mL de caldo BHI + Glucosa 0,1 

mM estéril en 5 nuevas placas de cultivo celular las cuales se rotularon según su 

grupo correspondiente. Se traspasaron las muestras de bloques de esmalte a sus 

nuevos pocillos con medio de cultivo fresco con el fin de mantener cepas 

bacterianas fisiológicamente activas.  

En otras placas de cultivo celular estériles se dispensaron 4 mL de sacarosa 

10% estéril (PSac) y 4 mL de NaCl 0,9% estéril (PSu). De forma paralela, se 

reconstituyó un sobre del probiótico Vivera® (LGG) liofilizado en un frasco estéril 

diluyendo el sobre liofilizado en 200 mL de suero fisiológico estéril. De la misma 

manera se preparó el simbiótico Daily Biotic Flora® (LGGvitC). 

Las exposiciones se realizaron en orden de P2 a P5. Las muestras fueron 

traspasadas con pinzas estériles a las placas PSac por 5 minutos. Transcurrido el 

tiempo, cada muestra fue lavada mediante 3 inmersiones en su pocillo 

correspondiente en la placa PSu. En el caso del grupo P2, las muestras fueron 

devueltas a la placa (Figura 5). Para las muestras de P3, P4 y P5, cada muestra fue 

expuesta a su correspondiente probiótico/simbiótico mediante la instilación de 10 

gotas en la superficie del bloque de esmalte (Figura 6). Finalmente, cada muestra 

fue devuelta a su placa correspondiente. Este procedimiento descrito para P3, P4 y 

P5 se realizó exclusivamente en la primera exposición de cada día, las siguientes 

exposiciones se realizaron de la misma forma descrita para P2 en todos los grupos.  

Las placas de cultivo se llevaron a la incubadora a 37ºC en condiciones de 

microaerofilia luego de cada exposición.  

Las placas PSac y PSu fueron retiradas, limpiadas y expuestas a luz UV por 

30 minutos para su reutilización en la siguiente exposición. Al final del día ambas 

placas fueron desechadas para utilizar nuevas placas de cultivo estériles el día 

siguiente.  

Este procedimiento de exposición a sacarosa 10% y lavado se realizó 4 veces 

al día por 5 días en horarios preestablecidos que buscaban simular los horarios de 

ingestas en el ser humano a lo largo del día (Figura 7). 
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Figura 5: Esquema de exposiciones a sacarosa 10% de P2 (grupo control 
positivo).  

 

Figura 6: Esquema de las exposiciones a sacarosa 10% de los grupos control 
probiótico P3 y grupos experimentales P4 y P5. La instilación de cada grupo se 

realiza en relación al probiótico/simbiótico correspondiente. En el caso de P3 se 
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realiza mediante el goteo del probiótico Vivera®; en P4 se realiza el goteo del 

simbiótico Munogotas®; y en P5 se realiza el goteo del simbiótico Daily Biotic 

Flora®. 

 

Figura 7: Esquema resumen del proceso de desmineralización.  

6.9 Análisis de viabilidad y pureza de los cultivos 

Para comprobar la viabilidad de las cepas bacterianas en cada pocillo se 

realizaron controles microbiológicos cada mañana previo al cambio de caldo BHI. 

Para ello se dividieron 2 placas de agar TYCS por placa de cultivo en 6 partes 

iguales, dando un total de 12 zonas las cuales fueron rotuladas para corresponder 

cada una a un pocillo de la placa de cultivo. Este procedimiento se repitió también 

en 2 placas de agar MRS por cada placa de cultivo de los grupos P3, P4 y P5. En 

cada zona de las placas de agar se sembró caldo antiguo para luego ser incubadas 

por 24 horas a 37ªC en microaerofilia. Este procedimiento se realizó a partir del 

segundo día, y también se repitió al finalizar el quinto día. 

Para el análisis de pureza de los cultivos se realizaron análisis 

macromorfológicos y micromorfológicos. El primero se realizó utilizando la lupa 
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estereoscópica y se analizaron directamente las colonias sembradas en las placas 

de agar MRS y TYCS. El análisis micromorfológico fue realizado a través de 

tinciones Gram de frotis obtenidos directamente del caldo antiguo de un pocillo 

aleatorio para cada placa de cultivo celular. Posteriormente fueron observadas en 

microscopio óptico Axiostar Plus (ZEISS®, Alemania). También se realizaron 

tinciones Gram de frotis obtenido de una colonia crecida en los agares TYCS 

sembrados anteriormente.  

6.10 Acidogenicidad de la biopelícula 

Cada mañana se realizó la medición del pH del caldo BHI+G desechado de 

las placas P1 a P5. Esta medición se realizó utilizando el medidor de pH de 

sobremesa Orion Star™ A211 (Thermo Scientific™). El caldo fue extraído de las 

placas para ser depositado en un vaso precipitado distinto para cada una de las 

placas.  

6.11 Remoción de la biopelícula y almacenamiento de las muestras 

Al finalizar el proceso de desmineralización al quinto día, se realizó la 

remoción mecánica de la biopelícula utilizando un cepillo de dientes suave, 

clorhexidina y agua destilada estéril. Una vez limpias las muestras fueron retiradas 

de su armazón metálico y se almacenaron en tubos centrífuga de 2 mL con agua 

destilada estéril, rotuladas y almacenadas a 4ºC hasta el momento de las 

mediciones de microdureza superficial (Figura 8). 
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Figura 8: Proceso de remoción de la biopelícula y limpieza de las muestras. a) 

Muestra de esmalte previa remoción mecánica de la biopelícula. b) Muestra de 

esmalte posterior a remoción mecánica de la biopelícula. Imágenes obtenidas en 

coautoría con Valerio, 2023. 

6.12 Medición de microdureza superficial de Vickers 

Este procedimiento se llevó a cabo utilizando el durómetro Duramin (Struers, 

EE. UU.) (Figura 9) ubicado en el Laboratorio de Metalografía y Microdureza del 

Departamento de Ingeniería Química, Biotecnología y Materiales de la Facultad de 

Ciencias Físicas y Matemáticas de la Universidad de Chile. 

 

Figura 9: Microindentador Duramin de Struers (EEUU).  

a) b) 
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Para el procedimiento, se colocaron las muestras en un trozo de cera por el 

lado dentinario para estabilizarlas mientras se realiza la medición. En el 

microdurómetro se realizan 3 indentaciones por bloque de esmalte empleando una 

carga de 1.96 N durante 15 segundos. Las indentaciones con forma de rombo son 

analizadas por el microdurómetro donde se determinaron las dimensiones de 

ambas diagonales, para luego obtener el valor de HV por cada indentación (Figura 

10a y 10b). Los valores fueron registrados en una hoja de cálculo de Microsoft® 

Excel® para luego realizar el cálculo del promedio de los tres valores obtenidos.  

Figura 10: Medición de microdureza en microdurómetro Duramin. a) Superficie 

del esmalte en microscopio previo a indentación. b) Superficie del esmalte en 

microscopio posterior a indentación. 

6.13 Análisis estadístico de valores de dureza superficial 

Utilizando los valores obtenidos y registrados en la hoja de cálculo Microsoft® 

Excel® se realizó el cálculo del promedio y la desviación estándar de los valores 

promedio obtenidos para cada grupo de exposición. Para el análisis estadístico, los 

datos fueron procesados utilizando el programa STATA, donde se utilizó la prueba 

de Shapiro-Wilk para evaluar si los datos presentan una distribución normal. Al 

observar que los datos presentaban una distribución normal se aplicó una prueba 

a) b) a

) 
b) 
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paramétrica para evaluar si los grupos presentan diferencias estadísticamente 

significativas, para ello se utilizó el test ANOVA. Al observar diferencias 

estadísticamente significativas se aplicó la prueba de comparaciones múltiples de 

Bonferroni para comparar las diferencias estadísticamente significativas entre los 

grupos. Para todos los análisis se consideró un 95% de confiabilidad y un p<0,05 

para considerar las diferencias estadísticamente significativas. 
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7. RESULTADOS 

7.1 Estudios de viabilidad y co-cultivo 

Como resultado de las pruebas de viabilidad de los simbióticos LGGvitD y 

LGGvitC, se observó crecimiento bacteriano en ambos cultivos. En el caso de 

LGGvitD se observó una incontable cantidad de colonias cuyo análisis morfológico 

macro y microscópico fue compatible con la especie del género Lacticaseibacillus 

(Figura 11c). En el caso de LGGvitC se observó un menor número de colonias 

transcurridas las 24 horas de incubación (Figura 11a). Al realizar el análisis 

micromorfológico de este simbiótico se observó presencia de células de morfología 

bacilar de pared Gram positivo agrupadas en cadenas largas compatible con la 

descripción micromorfológica de Lacticaseibacillus rhamnosus (Figura 11b). Esta 

morfología es similar a la observada en LGGvitD, con excepción de la extensión de 

la cadena de células más corta en longitud (Figura 11d). 
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Figura 11: Viabilidad de LGGvitC y LGGvitD. a) Placa de cultivo de control de 

viabilidad LGGvitC en agar MRS b) Análisis micromorfológico de LGGvitC. c) Placa 

de cultivo de control de viabilidad LGGvitD en agar MRS. d) Análisis 

micromorfológico de LGGvitD. 

 En los estudios de co-cultivo, se observó crecimiento de la especie S. mutans 

cepa ATCC 25175 y LGGvitC; y S. mutans ATCC 25175 y LGGvitD luego de su 

incubación simultánea en BHI y posterior siembre en los medios selectivos TYCS y 

MRS (Figura 12a y 12b). Ver el análisis morfológico macro y microscópico (Figura 

13a y 13b).  

b) a) 

c) d) 



 
32 

 

Figura 12: Placas de co-cultivo. a) Co-cultivo LGGvit C y S. mutans (mitad 

superior de la placa) y LGGvitD y S. mutans (mitad inferior de la placa) en agar 

TYCS. b) Co-cultivo LGGvitC y S. mutans (mitad superior de la placa) y LGGvitD y 

S. mutans (mitad inferior de la placa) en agar MRS. 

 

Figura 13: Colonias de estudios de co-cultivo en lupa estereoscópica. a) 

Colonias de S. mutans en agar TYCS. b) Colonias de LGG en agar MRS. 

7.2 Formación de biopelícula en el esmalte y crecimiento bacteriano 

La formación de biopelícula pudo observarse luego de transcurridas las 36 

horas de inoculación de S. mutans en las placas de cultivo, se presentó como placa 

blanquecina de aspecto rugoso en la superficie del diente y se extendió al alambre 

a) b) 

a) b) 
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inmerso en el caldo BHI que lo sostenía en la placa de cultivo (Figura 14a). A lo 

largo del proceso se pudo observar el crecimiento de esta placa blanquecina. 

Durante el proceso de exposición se pudo evidenciar un aumento de la 

turbidez de los caldos, con depósitos en el fondo que coinciden con el 

comportamiento de los crecimientos bacterianos de S. mutans en caldo; y con 

suspensión de colonias, coincidentes con el comportamiento de LGG en caldo. Esto 

indica un crecimiento bacteriano en el medio que forma parte de la biopelícula de 

esmalte (Figura 14b).  

 

Figura 14: Crecimiento bacteriano. a) Biopelícula en diente montado y alambre.  

b) Colonias en fondo de placas de cultivo. 

7.3 Análisis de viabilidad y pureza de los cultivos 

 Respecto al análisis de viabilidad y pureza de los cultivos de S. mutans luego 

de su inoculación e incubación durante 36 horas, se observó un leve crecimiento 

bacteriano (Figura 15a). Sin embargo, al comenzar las exposiciones a sacarosa 

10% se pudo evidenciar mayor crecimiento en los agares de control (Figura 15b). 

En ellos solo se observó crecimiento de S. mutans, lo cual fue corroborado a través 

del análisis morfológico macro y microscópico.  

b) a) 
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Figura 15: Placas de control de viabilidad de S. mutans. a) Control a las 36 horas 

post inoculación. b) Control a los 5 días en grupo control positivo. 

 A partir del segundo día de exposición se analizó también la viabilidad de los 

caldos para ambas especies bacterianas con cultivos en medios selectivos 

respectivos para cada especie, MRS y TYCS. En ellos se observó un amplio 

crecimiento bacteriano con presencia de colonias morfológicamente compatibles 

con LGG y S. mutans en sus medios correspondientes. El proceso se realizó todos 

los días a partir del segundo día y no se observó contaminación con otras especies 

bacterianas o fúngicas (Figura 16a, 16b, 16c y 16d).  

b) a) 
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Figura 16: Placas de control de pureza de cultivos de LGGvitC y LGGvitD. a) 

Placa de cultivo LGGvitD en agar MRS. b) Placa de cultivo LGGvitD en agar TYCS. 

c) Placa de cultivo LGGvitC en agar MRS. d) Placa de cultivo LGGvitC en agar 

TYCS. 

 En el análisis microscópico de los frotis de los caldos de P1 y P2 se 

evidenciaron cocáceas Gram positivo agrupadas en cadenas o pares, compatibles 

con S. mutans; mientras que en los frotis de los caldos de P3, P4 y P5 se 

evidenciaron largas cadenas de bacilos Gram positivo, compatibles con LGG, y 

cocáceas Gram positivo descritas anteriormente.  

 

d) c) 

a) b) 
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7.4 Mediciones de pH 

 El pH obtenido de los distintos grupos fue anotado por día y además se 

obtuvo un promedio de las mediciones por muestra. Para P1 (control negativo) el 

promedio fue de 5,2. Para P2 (control positivo) y para P3 (control probiótico) el 

promedio fue de 4,76. Para P4 (LGGvitD) fue de 4,86. Para P5 (LGGvitC) fue de 

4,88. Los valores en detalle se muestran en la Tabla 1. 

Tabla 1: Valores de pH promedio diarios por grupo. 

 pH día 1 pH día 2 pH día 3 pH día 4 pH día 5 Promedio pH ± 
DS 

P1 4,2 5,2 5,2 5,4 6,0 5,2 ± 0,64 

P2 4,3 5,0 4,9 4,7 4,9 4,76 ± 0,28 

P3 4,2 5,0 4,9 4,8 4,9 4,76 ± 0,32 

P4 4,2 5,05 5,0 5,07 5,1 4,86 ± 0,37 

P5 4,2 5,02 5,0 5,08 5,1 4,88 ± 0,38 
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7.5 Resultados de microdureza superficial de Vickers 

Para el ensayo de microdureza superficial de Vickers se obtuvieron 3 valores 

por muestra y se calculó el promedio para cada una. Posteriormente, se calculó el 

promedio por grupo obteniendo un valor de 192,6 HV para el grupo control negativo; 

128,4 HV para el grupo control positivo; 151,11 HV para el grupo control probiótico; 

170,13 HV para el grupo experimental LGGvitD; y 188,95 HV para el grupo 

experimental LGGvitC. 

Al utilizar la prueba de Shapiro-Wilk en el software STATA se determinó que 

la muestra presentó una distribución normal. Posteriormente se realizó el análisis 

de varianza ANOVA y se demostró que entre los grupos si se presentaba una 

diferencia estadísticamente significativa. Finalmente se realizó la prueba de 

comparaciones múltiples de Bonferroni y se obtuvo que al comparar el grupo 

experimental LGGvitD se observó que presentaba diferencias estadísticamente 

significativas (p<0,01) con el grupo control positivo, mas no presentaba diferencias 

estadísticamente significativas con el grupo control probiótico. Respecto al grupo 

experimental LGGvitC se obtuvo que existían diferencias estadísticamente 

significativas con el grupo control positivo y el grupo control probiótico. Los grupos 

experimentales no presentaron diferencias estadísticamente significativas entre si 

(Figura 17). 
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* : Diferencias estadísticamente significativas 

Figura 17: Gráfico de valores de microdureza superficial de Vickers para todos 
los grupos. Se observan los grupos con diferencias estadísticamente significativas. 

8. DISCUSIÓN 

 Este estudio buscó probar la capacidad preventiva de dos simbióticos 

basados en el probiótico Lacticaseibacillus rhamnosus GG sobre la formación de 

lesiones de caries. Para ello se utilizó un modelo de caries in vitro monoespecie de 

S. mutans sobre bloques de esmalte humano en los cuales se generó un ambiente 

desmineralizador a través de la exposición a sacarosa de forma regular.  

 Se decidió utilizar simbióticos comerciales que tuvieran como elemento 

probiótico a L. rhamnosus GG para poder comparar los resultados con el estudio 

realizado por Valerio en 2023 (Valerio, 2023) donde se validó la capacidad 

preventiva de este probiótico en el modelo de desmineralización de Ccahuana-

Vasquez, y así evaluar la capacidad preventiva en la formación de lesiones de caries 

al administrarse en conjunto con un prebiótico en base a vitaminas. 
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Estos simbióticos presentan la misma cantidad de UFC que el probiótico 

comercial Vivera®. Respecto a los prebióticos presentes en Munogotas® (LGGvitD) 

solo presenta en sus ingredientes L. rhamnosus GG y Vitamina D, sin embargo, se 

encuentra en un medio distinto, ya que su presentación comercial es en gotas y no 

liofilizado. Por su parte, Daily Biotic Flora® (LGGvitC) presenta en sus ingredientes 

maltodextrina, estabilizante que también presenta Vivera®, ácido ascórbico y 

dióxido de silicio como agente antiaglomerante.  

 En las pruebas de viabilidad, ambos simbióticos demostraron su capacidad 

de formar colonias en condiciones de microaerofilia, sin embargo, se observó una 

gran diferencia en la cantidad de colonias formadas por LGGvitC, ya que presentó 

una menor cantidad de colonias y de mayor tamaño, pero al análisis 

micromorfológico se observaron cadenas de L. rhamnosus GG de mayor largo 

respecto a LGG y a LGGvitD. Esto podría explicarse por la capacidad de LGG de 

catabolizar a L-ascorbato y utilizarlo como fuente de energía, favoreciendo la 

formación de cadenas por sobre la formación de colonias (Linares y cols., 2011).  

Respecto a las pruebas de co-cultivo ambos simbióticos demostraron ser capaces 

de coexistir con S. mutans.  

 Para evaluar la desmineralización de los tejidos dentarios, en este estudio se 

utilizó la microdureza superficial de Vickers ya que está demostrada su correlación 

con la cantidad mineral de los tejidos dentarios (Davidson y cols., 2009). Se pudo 

comprobar de forma visual que las muestras de los grupos control positivo, control 

probiótico y grupos experimentales formaron lesiones de caries mostrando una clara 

zona de desmineralización compatibles con el código 2 descrito en el International 

Caries Detection and Assessment System (ICDAS) al presentar una superficie 

blanquecina, opaca y porosa. (Gugnani y cols., 2011) 

 Según los resultados obtenidos en la microdureza superficial de Vickers se 

pudo determinar que existen diferencias estadísticamente significativas entre los 

grupos experimentales simbióticos y el grupo control positivo, lo cual indicaría que 

tanto LGGvitD como LGGvitC tienen una acción preventiva en la formación de 

lesiones de caries. Además, se observa que en comparación con el grupo control 
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probiótico el simbiótico LGGvitC también presenta diferencias estadísticamente 

significativas, lo cual indicaría que, en presencia de vitamina C el probiótico LGG 

potencia su efecto protector ante la formación de lesiones de caries producidas por 

S. mutans.  

 A la fecha no existen estudios que hablen de la relación entre vitamina C, 

LGG y la formación de caries. Sin embargo, en 1994 Väännäen y cols evaluaron los 

niveles plasmáticos de vitamina C respecto al riesgo de caries, donde observaron 

una disminución del riesgo en pacientes que tenían altos niveles séricos de ácido 

ascórbico y plantearon que esto se debía a la capacidad bacteriostática y bactericida 

de la vitamina en estudios in vitro (Väänänen y cols., 1994). En 2019, Syed y cols. 

analizaron la relación entre el riesgo de caries y los niveles salivales de vitamina C, 

y concluyeron que existían diferencias estadísticamente significativas (Syed y cols., 

2019). Ambos estudios evaluaron los efectos de los niveles séricos o salivales de la 

vitamina C sobre el riesgo de caries, pero no sobre su efecto tópico. Respecto a su 

acción a nivel local, en el 2020 Eydou y cols. evaluaron el efecto que tenía la 

vitamina C sobre el crecimiento y el potencial de formar biopelícula de S. mutans. 

En su estudio se pudo demostrar la capacidad inhibitoria que tiene la vitamina C 

sobre S. mutans, donde ejercía su acción inmediatamente posterior a la aplicación 

del prebiótico (Eydou y cols., 2020). Esta evidencia, en conjunto con la capacidad 

de LGG de metabolizar al ácido ascórbico, podría explicar los resultados obtenidos 

en este estudio. Sin embargo, según el estudio realizado por Wu y cols. en 2016, S. 

mutans también sería capaz de metabolizar la vitamina C y utilizarlo como fuente 

de energía; sus resultados mostraron que efectivamente S. mutans era capaz de 

utilizarla, pero que esto dependía de la concentración de la vitamina, demostrando 

que a altas concentraciones la vitamina presentaba un efecto bacteriostático (Wu y 

cols., 2016). 

 Esta evidencia, en conjunto con los resultados obtenidos en este estudio 

podrían sugerir la capacidad de LGG y vitamina C de actuar como un simbiótico 

sinérgico y complementario, actuando ambos de forma particular para lograr una 

disminución en la acción de S. mutans, y utilizando la vitamina C como sustrato para 
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favorecer el crecimiento de LGG. Se deben realizar más estudios para determinar 

el mecanismo de acción predominante en este proceso. 

 Respecto a la vitamina D, existe múltiple y variada literatura sobre su relación 

con el riesgo de caries, pero a la fecha no existe literatura que relacione a la vitamina 

D con LGG y la formación de lesiones de caries. La gran mayoría de los estudios 

que evalúan la relación entre vitamina D y caries dental se basan en los niveles 

séricos de la vitamina respecto al riesgo de caries en distintas poblaciones y edades. 

En 2024 Ji y cols. realizaron una revisión sistemática, donde se concluye que los 

niveles séricos de vitamina D en niños con caries temprana de la infancia son 

subóptimos en comparación con niños libres de caries, y que en niños con caries 

temprana de la infancia severa estos niveles son aún más bajos (Ji y cols., 2024). 

También en 2024, Asante y cols. evaluaron una población adulta donde se observa 

que los niveles de vitamina D tienen una relación inversa y dosis dependiente 

respecto a la cantidad de lesiones de caries (Asante y cols., 2024). Se ha descrito 

anteriormente que el mecanismo de acción de vitamina D probablemente sea a 

través de la modulación de la respuesta inmune, y en 2024, Fefelova y cols. 

demostraron que la deficiencia de vitamina D genera una disminución de la 

respuesta inmune en mucosa oral lo cual aumentaría el riesgo de caries (Fefelova 

y cols., 2024). 

En cuanto a la evaluación de vitamina D a nivel salival y el riesgo de caries, 

en 2024 Nireeksha y cols. evaluaron los niveles salivales de vitamina D, interleucina 

6 y 17A y del péptido antimicrobiano LL-37 respecto a lesiones de caries con diversa 

severidad, y concluyeron que solo existía diferencia estadísticamente significativa 

respecto a los niveles de vitamina D de forma inversamente proporcional (Nireeksha 

y cols., 2024). Sin embargo, en 2021 Hussein y cols. evaluaron los niveles séricos 

y salivales de vitamina D y su relación con el riesgo de caries donde obtuvieron que 

no existe una asociación estadísticamente significativa (Hussein y cols., 2021).  

A la fecha no existen estudios que midan el efecto preventivo de la vitamina 

D de forma tópica en la formación de lesiones de caries. Respecto a su relación con 

LGG la literatura refiere que ambos tienen una acción sinérgica cuando se trata de 



 
42 

la absorción de la vitamina a nivel intestinal y la mejora de la respuesta inmune, 

pero no hay evidencia de que ambos se potencien de formal local.  

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, el simbiótico 

LGGvitD presenta una diferencia estadísticamente significativa respecto al grupo 

control positivo, estableciendo que tiene una acción preventiva frente al proceso de 

desmineralización, pero no presenta diferencias estadísticamente significativas con 

el grupo control probiótico, por lo que no es posible determinar que los resultados 

obtenidos se deban a una acción sinérgica entre el probiótico y el prebiótico. De 

acuerdo a la evidencia reportada, es necesario un estudio que evalúe la acción del 

simbiótico considerando el efecto a nivel de la respuesta inmune para descartar o 

corroborar si tiene o no un efecto sobre la prevención de las lesiones de caries. 

Respecto a los valores de pH obtenidos, se observó el descenso inicial del 

pH en todas las placas, esto debido a que la sacarosa es utilizada en el proceso de 

formación de biopelícula y metabolización de S. mutans. En los días posteriores 

estos valores se fueron acercando al neutro en todas las placas, pero 

específicamente con una baja de la acidez más notoria en la placa de control 

negativo. Los valores de pH de la placa de control positivo y placa control probiótico 

presentaban valores similares entre sí, esto puede explicarse debido a la naturaleza 

acidófila y acidogénica de LGG (Schwendicke y cols., 2014), sin embargo, la 

evidencia no es concluyente al respecto de la capacidad de LGG de metabolizar 

sacarosa, por lo que sus propiedades acidogénicas se deben principalmente a su 

naturaleza como microorganismo fermentador y su capacidad de generar ácido 

láctico (Segers y Lebeer, 2014; Capurso, 2019).  Las placas experimentales de 

LGGvitC y LGGvitD presentan valores similares que presentan un leve aumento al 

final de la exposición. Si bien ambos utilizan el mismo probiótico, por lo que 

presentan las mismas propiedades acidogénicas, se esperaba observar una mayor 

acidez en LGGvitC puesto que la vitamina C por si sola presenta valores de pH entre 

2 y 3, lo cual no ocurrió. Esto podría deberse a la posible metabolización del ácido 

ascórbico por parte de LGG. 
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 A pesar de todo lo anterior, existen aspectos a mejorar en este estudio. Si 

bien los simbióticos probados fueron elegidos por ser productos comerciales, es 

recomendable realizar una línea de investigación futura donde se analicen todos los 

componentes por separado para así evitar variables confundentes, como 

excipientes o presentaciones diferentes entre los productos, y estandarizar así las 

concentraciones de las vitaminas. 

Además, es importante reevaluar la forma de aplicación durante las 

exposiciones, puesto que si bien la instilación de los simbióticos y probióticos 

demostró ser capaz de permitir una exposición viable de las muestras a LGG esta 

forma dista mucho de la realidad de consumo. Las indicaciones de los fabricantes 

refieren que se debe diluir el producto liofilizado para luego ingerirlo, permitiendo un 

paso más transitorio del líquido sobre las superficies dentarias y no de forma 

localizada como se realizó en esta investigación. Para futuros estudios in vitro se 

deben evaluar otras vías de exposición tales como la inmersión de los bloques de 

esmalte en el probiótico/simbiótico. 

Al ser este un estudio in vitro con un modelo de caries monoespecie se limita 

la diversidad de la biopelícula formada. En la cavidad oral encontramos biopelículas 

con una gran diversidad y complejidad, por lo tanto, es importante evaluar en un 

futuro la posibilidad de ampliar esta biopelícula. 

Los alentadores resultados obtenidos en esta investigación abren las puertas 

a nuevas líneas de investigación con el objetivo de plantear un posible nuevo 

tratamiento preventivo de las lesiones de caries basado en la mantención y 

recuperación del equilibrio microbiológico del ecosistema oral a través de un 

producto comercial ya validado por la industria farmacéutica. 
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9. CONCLUSIONES 

 Los bloques de esmalte humano tratados con los simbióticos LGGvitC y 

LGGvitD presentan mayores valores de microdureza que aquellos que expuestos al 

proceso de desmineralización propuesto en el modelo in vitro de Ccahuana-

Vasquez, por lo que presentan una acción preventiva sobre las lesiones incipientes 

de caries.  

 El simbiótico LGGvitC presenta valores de microdureza mayores que los 

logrados con el grupo control probiótico tratados solamente con LGG, por lo que se 

puede determinar que LGG y vitamina C actúan de forma conjunta sobre la 

biopelícula de S. mutans. 

 Si bien LGGvitD presenta una microdureza superficial mayor que el grupo 

control positivo, no se puede concluir que su respuesta se deba a una acción local 

ya que no presenta diferencias significativas con el grupo control probiótico. Es 

necesario un estudio de sus efectos a nivel sistémico para corroborar o descartar 

esta relación. 

 Los resultados obtenidos en esta investigación abren nuevas líneas de 

investigación sobre el posible efecto preventivo que puedan tener estos simbióticos 

sobre la enfermedad de caries.   
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11. ANEXOS Y APÉNDICES 

Anexo 1: Consentimiento informado para donantes de terceros molares 
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