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I. RESUMEN 

 

Introducción: La caries dental sigue siendo un problema de salud altamente 

prevalente en la población mundial generando una disminución en la calidad de 

vida, por lo cual, estrategias preventivas toman gran relevancia para evitar las 

consecuencias derivadas de esta enfermedad. Los probióticos según la definición 

de la Organización Mundial de la Salud (OMS) son microrganismos vivos que 

cuando se administran en dosis adecuadas confieren un beneficio para la salud 

del hospedero. En cavidad oral los probióticos han demostrado controlar la 

disbiosis microbiológica mediante diversos mecanismos, entre ellos se mencionan, 

la coagregación, la inhibición competitiva y la producción de ácidos orgánicos, 

disminuyendo de esta manera el fenómeno de desmineralización. 

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

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

de la exposición de probiótico Lactobacillus rhamnosus en formato sistémico. 

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

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

noche. Los voluntarios fueron asignados aleatoriamente a dos grupos 

experimentales: grupo expuesto al probiótico Lactobacillus rhamnosus/sacarosa y 

el grupo experimental expuesto solamente a sacarosa. Ambos grupos debieron 

cumplir el desafío cariogénico de instilar cada 2 horas 8 veces al día sacarosa 

sobre los bloques de esmalte. A su vez, el grupo probiótico/sacarosa debía 

consumir una vez al día 150 mL de agua en la que se suspendió una dosis 

liofilizada de Lactobacillus rhamnosus. En las muestras de esmalte se evaluó 

microdureza superficial, densidad mineral y morfología superficial.  

 

Resultados: La microdureza y densidad mineral presentaron una diferencia 

estadísticamente significativa entre ambos grupos (P < 0.05). Por otra parte, la 

morfología superficial de las muestras pertenecientes al grupo sacarosa se 



visualizaron más porosas e irregulares que las muestras del grupo 

probiótico/sacarosa. 

Conclusiones:  La exposición al probiótico Lactobacillus rhamnosus en formato 

sistémico disminuyó el fenómeno de desmineralización en bloques de esmalte de 

un modelo in situ verificado mediante la dureza superficial, densidad mineral y 

morfología superficial de estos. 
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II. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Introducción  

En los últimos años la salud oral no ha mejorado y con ello las condiciones orales 

continúan siendo un importante eje para la salud pública mundial. A consecuencia 

de los cambios demográficos ocurridos en las últimas dos décadas, que incluyen 

el crecimiento poblacional, la mayor expectativa de vida y el envejecimiento 

generalizado, es que la carga acumulada de todas las condiciones de salud oral 

aumentaron drásticamente entre 1990 y el 2015 (Kassebaum, Smith, Bernabé et 

al;  2017). Prácticamente la mitad de la población mundial sufre de problemas 

derivados por alguna enfermedad de la cavidad oral. Dentro de ellas, la caries 

dental no tratada en dientes permanentes fue la condición más prevalente 

afectando a 2.5 billones de personas en todo el mundo, lo que equivale al 35% de 

la prevalencia global para todas las edades combinadas 

(Kassebaum, Smith , Bernabé et al;  2017). Por otra parte, en el año 2010, 

Marcenes reportó sobre caries no tratadas en dentición temporal como la décima 

condición más prevalente en un estudio de la carga mundial de enfermedades. En 

Chile, la caries dental comienza desde los primeros años de vida y presenta un 

incremento considerable con el paso de los años. Según estudios nacionales a los 

2 años la prevalencia de caries es de un 17,5%, de 49,6% a los 4 años y de 70,4% 

a los 6 años. A los 12 años es de 62,5%, aumentando hasta llegar a un 99,4% en 

adultos de 65 a 74 años. (MINSAL 2017). Las lesiones de caries no tratadas 

conllevan a estados avanzados de  daño, los que se manifiestan con dolor, 

pérdida de funcionalidad y problemas estéticos, afectando negativamente la 

calidad de vida de las personas (Kamran et al., 2017).  

Considerando que la caries es un problema de salud pública debido a su alta 

prevalencia y a las consecuencias que genera en la cavidad oral surge la 

necesidad de prevenir con mayor eficacia la ocurrencia de esta enfermedad, y el 

uso de probióticos podría ser una opción terapéutica que complementa los 

tratamientos preventivos clásicos como lo son las terapias remineralizantes, el uso 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kassebaum%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28792274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28792274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernab%26%23x000e9%3B%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28792274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kassebaum%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28792274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28792274
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernab%26%23x000e9%3B%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28792274
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de sellantes para fosas y fisuras, entre otros (Kawashita et al., 2011; Longbottom 

et al., 2009). 

2.2 Caries  

La caries dental es una enfermedad disbiótica altamente prevalente en todo el 

mundo, la progresión de esta patología es lenta y su etiología de índole 

multifactorial (Fejerskov and Kidd, 2008). Se considera un proceso dinámico 

donde ocurre una disolución química del esmalte provocada por la actividad 

metabólica de la biopelícula oral que cubre la superficie de los dientes.  (Fejerskov 

and Kidd, 2013). La patogenia de la caries es mediada por bacterias endógenas 

acidogénicas que producen ácidos orgánicos débiles como subproducto del 

metabolismo de carbohidratos fermentables. Este ácido causa valores de pH local 

por debajo del valor crítico de 5,5 lo que resulta en la desmineralización de los 

tejidos dentales (Selwitz et al., 2007).  El signo resultante de los descensos 

repetitivos de pH provocados por las bacterias de la biopelícula oral ubicada sobre 

la superficie de los dientes es la formación de una lesión clínicamente detectable 

(Fejerskov and Kidd, 2011).  

Recientemente análisis metagenómicos de comunidades bacterianas han 

postulado que la caries dental podría ser una enfermedad tejido-dependiente 

influenciada por azúcares fermentables disponibles y el pH de la placa (Simon-

soro et al., 2013). Los sustratos azucarados juegan un rol importante en la 

disbiosis de la microbiota oral, en donde participan múltiples especies cariogénicas 

como S. mutans, S. mitis y Lactobacillus spp, entre otros. Esta microbiota 

cariogénica que por mecanismos de selección ecológica es menos diversa que la 

microbiota oral de individuos sanos está constituida por bacterias acidogénicas y 

acidofílicas que generan un ambiente ácido en presencia de azúcares 

fermentables, los que, además son el sustrato de las glucosiltransferasas que 

sintetizan polímeros extracelulares que facilitan fenómenos de adhesión y co-

agregación bacteriana (Zhan, 2018). Como ejemplo de lo anterior, en condiciones 

de alta y prologada exposición a ácidos, los microorganismos acidúricos presentes 

en la cavidad oral se hacen más dominantes y desarrollan fenotipos aún más 



12 
 

acidogénicos, involucrando no sólo a S.mutans y Lactobacillus spp., sino también 

a especies acidúricas de Streptococcus del tipo no-mutans, Actinomyces, 

Bifidobacterium y levaduras. Así, muchas bacterias acidogénicas y acidúricas 

están involucradas en el proceso de caries, apoyando la noción de que esta 

etiología es altamente compleja (Takahashi and Nyvad, 2008; 2011). 

Los factores de riesgo que comúnmente se asocian a la caries dental son bastante 

diversos entre los que se pueden mencionar factores de tipo físicos, biológicos, 

medio ambientales, de comportamiento y relacionados con los estilos de vida, 

como ejemplo de lo anterior cabe mencionar, un inadecuado flujo y/o composición 

salival, una alta carga bacteriana cariogénica, una exposición insuficiente a 

fluoruros, componentes inmunológicos, factores genéticos, una dieta rica en 

carbohidratos fermentables y una inadecuada higiene oral (Selwitz et al., 2007). 

 

2.3 Biopelícula 

La biopelícula es una comunidad de microorganismos inmersos en una matriz 

compleja de sustancias poliméricas extracelulares. Las bacterias en una 

biopelícula pueden volverse más resistentes a la mayoría de los agentes 

antimicrobianos y a las defensas del hospedero en comparación con sus formas 

planctónicas. El desarrollo de biopelículas es un proceso dinámico y progresivo 

(Longhui et al, 2017). Dentro de la biopelícula oral se dan relaciones simbióticas 

entre microorganismos creando una estructura espacial particular, generando de 

esta forma, gradientes locales de nutrientes y oxígeno volviéndose más resistente 

al modular un entorno físico-químico favorable para ella (Mark et al, 2016).  

 

A los pocos segundos de que la superficie dental está en contacto con el medio 

oral, restos de células epiteliales orales, productos de microorganismos, proteínas 

y glicoproteínas biológicamente activas derivadas principalmente de la saliva y del 

fluido crevicular gingival se depositan en la superficie de los dientes formando lo 

que se conoce como película adquirida (PA) (Marsh, 2010).  Las proteínas 

salivales tales como la histatina, estaterina y la cistatina poseen una alta afinidad 
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por el calcio y fosfato, estas proteínas comúnmente llamadas precursores de la 

película, inician el proceso de formación de la PA a través de interacciones 

electroestáticas con la superficie del esmalte (Lee  and Zimmerman, 2013). Luego, 

la adhesión de colonizadores primarios, que son microorganismos que están en 

suspensión en la cavidad oral, a los receptores de las proteínas de la película 

adquirida genera un acoplamiento irreversible siendo esta unión fundamental para 

la co-agregación bacteriana venidera. Las primeras especies comienzan a 

multiplicarse, su metabolismo genera un cambio en el medio ambiente local 

tornándolo más anaeróbico. (Marsh, 2010). Con el paso de los minutos los 

colonizadores primarios se vuelven más exigentes, en donde, la expresión en su 

superficie celular de adhesinas para la interacción célula-célula con receptores de 

colonizadores secundarios como anaeróbicos estrictos, determina finalmente la 

co-agregación bacteriana generando una biopelícula diversa.  Esta biopelícula es 

espacial y funcionalmente organizada, presentando condiciones altamente 

heterogéneas desde una perspectiva molecular entre dos puntos separados por 

distancias nanométricas, provocando cambios fenotípicos y genotípicos en los 

consorcios bacterianos. De esta forma se desarrolla una cooperación metabólica 

entre especies las cuales pueden alterar sustancialmente su fisiología para 

maximizar los recursos disponibles, además, de transferir genes que codifican 

para la resistencia de antibióticos (Mark et al 2016; Marsh 2010). 

 

2.4 Esmalte 

El esmalte dental es el tejido más duro del cuerpo humano, inicialmente, durante 

la amelogenesis, comienza como un tejido rico en proteínas, las cuales en el 

momento que el diente erupciona sólo una fracción muy pequeña permanece en la 

estructura (Duverger, 2016).  

 

El esmalte dental está compuesto predominantemente por cristales de 

hidroxiapatita los que poseen un alto porcentaje de calcio y fosfato. El 96% del 

esmalte corresponde a una matriz inorgánica, y tan sólo el 4% a agua y matriz 

orgánica, constituida esta última, principalmente por proteínas y lípidos que se 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23844127
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zimmerman%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23844127
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disponen entre los cristales de hidroxiapatita (HA) (Duverger, Beniash, 2016). 

Exactamente, la matriz orgánica del esmalte representa menos del 1% en peso, 

pero juega un rol fundamental en propiedades como la tenacidad y la resistencia a 

ataques químicos. (Teruel, Alcolea, 2015) 

 

La unidad estructural básica del esmalte son los prismas del esmalte constituidos 

por hidroxiapatita de forma hexagonal. Los prismas de esmalte son cristales 

alargados que se disponen en matrices paralelas con sus ejes cristalográficos 

perfectamente alineados, estos, tienen un diámetro aproximadamente de 2-3 

micras y están envueltos por una capa muy delgada de material orgánico de 

naturaleza proteica (Baldassarri, Margolis, et al; 2008). Si bien es cierto que esta 

capa orgánica está en toda la periferia de los prismas, su concentración es mayor 

a medida que se acerca al límite amelodentinario (Olivier Duverger, Elia Beniash, 

2016). 

 

2.5 Proceso de desmineralización y mineralización 

La biomineraización es un proceso complejo, dinámico y que ocurre a lo largo de 

toda la vida, por medio de este fenómeno los organismos vivos controlan la 

precipitación de nano-cristales inorgánicos dentro de matrices orgánicas para 

formar tejidos biológicos híbridos compuestos de una fase inorgánica y orgánica 

como, por ejemplo, el esmalte dental. Los dientes que están expuestos 

constantemente a ataques ácidos han desarrollado una alta resistencia localizada 

a la desmineralización no igualada por ningún otro tejido vivo (Neel and Aljabo; 

2016). 

 

En el proceso de desmineralización ocurre una pérdida de iones minerales a partir 

de los cristales de HA debido a un cambio en el entorno químico del diente, estos 

iones perdidos por la HA no necesariamente generan una pérdida de continuidad 

y/o integridad de la superficie del diente, pero sí podrían llegar a generar un 

aumento en la sensibilidad ante estímulos términos y físicos. La desmineralización 

es un proceso totalmente reversible, por lo tanto, los cristales de HA que están 
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parcialmente desmineralizados pueden remineralizarse si están expuestos a un 

ambiente oral favorable (Maheswari, 2015).  

 

La producción de ácidos orgáncios débiles  como subproducto del metabolismo de 

bacterias acidogénicas, entre las que se puede mencionar, Streptococcus mutans, 

Streptococcus sobrinus y Lactobacillus spp causa un descenso en el nivel de pH 

local generando en la interfase diente-biopelícula una instauración con respecto a 

los cristales de HA favoreciendo de esta forma una difusión continua de calcio, 

fosfato y carbonato, pudiendo generar una lesión de caries visible. La lesión de 

caries que es uno de los signos clínicos de la enfermedad posee una progresión 

que se representa frecuentemente con la pérdida inical de los minerales a niveles 

nanométricos generando una etapa sub-clínica hasta la destrucción completa del 

diente (Selwitz et al., 2007). Sin embargo, el desarrollo real de la lesión de caries 

es un proceso altamente dinámico en donde existen períodos alternos de 

desmineralización/remineralización. Más complejo aún, en ciertos casos estos 

fenómenos ocurren de forma simultánea en la cual, en la superficie del esmalte se 

forma fluorhidroxiapatita mientras que en la subsuperficie ocurre el fenómeno de 

desmineralización de la hidroxiapatita, todo esto, como consecuencia de las 

distintas solubilidades y saturaciones de la fluorhidroxiapatita y la hidroxiapatita a 

pH 5,5 (Fejerskov y kidd, 2008; Selwitz et al., 2007). El proceso remineralización 

ocurre cuando pH del medio oral se encuentra por sobre 5,5 el que es 

denominado pH crítico, en donde la saliva actúa como medio de amortiguación 

sobresaturando el medio oral con calcio, fosfato y floruros respecto al esmalte 

(Dowd, 1999). El fluoruro, por su parte, actúa como un potente catalizador para la 

difusión de calcio y fosfato hacia el interior del diente remineralizando los cristales 

y formando hidroxiapatita fluorada la cual es mucho más resistente al ataque ácido 

que la estructura original (Selwitz et al., 2007). 

 

Este proceso ocurre varias veces al día en todas las personas, en donde 

frecuentemente se alcanza un equilibrio dinámico para mantener de esta forma el 
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status quo entre la ganancia y pérdida de minerales evitando un desbalance que 

origina lesiones de caries (Selwitz et al., 2007). 

 

 

2.6 Probióticos  

Los probióticos se definen como microorganismos vivos, principalmente bacterias, 

que son seguras para el consumo humano, y que cuando se ingieren en cantidades 

adecuadas traen consigo efectos beneficiosos para la salud del individuo más allá de 

los nutricionales. Esta definición ha sido aprobada por la Organización de las 

Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) y la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) (Bonifait et al., 2009).  

 

Las bacterias probióticas han sido utilizadas en el tratamiento y prevención de una 

amplia gama de condiciones, patologías y síndromes en el ser humano 

(Longbottom et al., 2009). Inicialmente los probióticos se estudiaron por sus 

acciones a lo largo del sistema digestivo previniendo la adhesión e invasión de 

bacterias patógenas modificando el entorno intestinal y modulando la respuesta 

inmune inflamatoria local y sistémica. Las principales especies aisladas y 

desarrolladas para aplicaciones gastrointestinales fueron también adoptadas y 

estudiadas para verificar su efecto a nivel de la cavidad oral, específicamente para 

la prevención de la caries dental, promoviendo un aumento en el pH oral, 

disminución en el recuento de bacterias patógenas acidogénicas y compitiendo 

por nichos ecológicos. Entre las especies destacamos a algunas del género 

Lactobacillus como L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LB21, L. reuteri, L. paracasei, 

L. brevis CD2 y de otros géneros como Bifidobacterium spp. (Cagetti et al., 2013).  

 

Las bacterias probióticas para poder tener un efecto benéfico en la salud oral de la 

población y lograr una limitación o prevención de la caries dental se deben poder 

adherir a las superficies dentales e integrarse en las comunidades bacterianas que 

componen la biopelícula. También deben competir y antagonizar con las bacterias 

cariogénicas evitando de esta forma su proliferación, para implementar una cepa 
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efectora, no patógena, en la microbiota del hospedero y mantener o restaurar el 

microbioma natural al interferir o inhibir a otros microorganismos, especialmente 

aquellos patógenos.  

En el 2001, Ahumada et al., demostraron que el 36% de Lactobacilos aislados 

desde la lengua inhibieron el crecimiento de S. mutans. En otro estudio, los 

mismos autores reportan que Lactobacilos aislados de pacientes con caries 

activas producen ciertas sustancias inhibitorias especificas afectando 

especialmente a especies de Streptococcus. Koll-Klais et al., demostraron que el 

69% de los Lactobacilos analizados inhibieron a S. mutans, un 88% inhibieron a 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans y el 82% a Porphyromonas gingivalis. 

Concluyendo que la mayor actividad antimicrobiana se asoció a Lactobacillus 

rhamnosus. 

 

Un estudio más reciente, mediante un ensayo clínico comunitario controlado 

aleatorizado por clusters evidenció que en una población de preescolares luego de 

10 meses de consumo regular de leche con un probiótico a base de Lactobacilos, 

el grupo experimental presentó valores de prevalencia de caries, incidencia de 

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

caries tanto cavitadas como no cavitadas, significativamente menores que el grupo 

control (p<0,05) (Rodríguez et al., 2016).   

 

Varios mecanismos de acción para los probióticos se mencionan en la literatura, 

pero ninguno de ellos se entiende completamente. Se describen varios efectos, 

entre los que se incluyen la adhesión, la coagregación, la inhibición competitiva, la 

producción de ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno y compuestos similares a 

bacteriocinas, la caracterización de su entorno mediante la modulación del pH y/o el 

potencial de oxido-reducción comprometiendo así la capacidad de los agentes 

patógenos para establecerse, además, de estimular la inmunidad innata y modular la 

respuesta inmune celular y humoral (Erickson, Hubbard, 2000; Teughels et al., 

2008).  Sin embargo, las bacterias probióticas no pueden colonizar la cavidad oral 

de forma permanente, por lo que se requiere una ingesta regular y casi diaria. 
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Dicho de otra forma, los beneficios de las cepas probióticas es que interfieren la 

biopelícula oral, modulando la ecología y disminuyendo el crecimiento de bacterias 

patógenas productoras de ácidos orgánicos, manteniendo así el pH de la placa y 

la saliva en un estado de equilibrio (Teughels et al., 2008). 

 

En relación con la administración sistémica de los probióticos en contraparte con 

un uso local/tópico, se pone en evidencia que, al requerir una ingesta 

prácticamente diaria, el consumo en su formato sistémico se vuelve más factible, 

aún más, cuando los vehículos para su administración pueden ser alimentos 

básicos como, leche, queso, yogurt, etc. Por otra parte, la estimulación del sistema 

inmune se ha estudiado mayormente en administración sistémica de probióticos 

(Zoumpopoulou, 2017; Seminario-Amez, 2017; Villavicencio et al., 2018). 

 

2.7 Modelo in situ de caries 

La caries dental se entiende como la destrucción localizada de los tejidos duros 

del diente debido al subproducto ácido de la fermentación bacteriana de los 

carbohidratos de la dieta (Fejerskov y kidd, 2008). Para poder estudiar esta 

patología actualmente existen varios tipos de modelos que se pueden aplicar para 

obtener respuestas a preguntas de investigación, entre ellos se pueden 

mencionar, modelos in situ, in vivo e in vitro (Kuper et al., 2015). En un intento por 

tratar de aproximar la situación clínica de la caries dental surgen los modelos in 

situ cuyo método intermedio entre ensayos clínicos y experimentos de laboratorios 

aportan muchas ventajas debido a su forma de implementación. Los ensayos 

clínicos generalmente ofrecen el nivel más alto de evidencia científica, pero para 

lograr aquello se necesita un gran número de sujetos y un extenso periodo de 

tiempo para determinar a cabalidad el efecto de alguna determinada intervención 

(Young-Hye Sung et al., 2014; Askar et al., 2017). Los modelos in situ de caries 

para poder lograr un importante grado de relevancia clínica deben simular las 

condiciones de la cavidad oral en forma no controlada, para lo cual, se deben 

incorporar parámetros experimentales altamente estandarizados. En estos 

modelos de estudio se requiere un número relativamente pequeño de 
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participantes, sin embargo, un alto grado de cumplimiento de los protocolos 

establecidos previamente para resolver la pregunta clínica específica de manera 

práctica (Young-Hye Sung et al., 2014). 

 

2.8 Planteamiento del problema 

 

Considerando que la caries dental es un problema de salud pública debido a su 

alta prevalencia y a las consecuencias que genera en la cavidad oral surge la 

necesidad de prevenir con mayor eficacia la ocurrencia de esta enfermedad y el 

uso de probióticos podría ser una opción terapéutica que complementa los 

tratamientos preventivos clásicos. Dado lo anterior este trabajo de investigación 

propone estudiar el efecto del probiótico Lactobacillus rhamnosus administrado en 

formato sistémico sobre la densidad mineral, dureza superficial y morfología 

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

determinar de mejor forma su efecto benéfico/protector frente a procesos de 

desmineralización. 
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III.  HIPÓTESIS 

 

Existen diferencias en la dureza superficial, densidad mineral y morfología 

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

la exposición de probiótico Lactobacillus rhamnosus en formato sistémico 

comparado con bloques de esmalte expuestos exclusivamente a sacarosa. 

 

 

IV.  OBJETIVO GENERAL 

 

Establecer las diferencias en la dureza superficial, densidad mineral y morfología 

superficial de bloques de esmalte de un modelo in situ de caries luego de la 

exposición de probiótico Lactobacillus rhamnosus en formato sistémico comparado 

con bloques de esmalte expuestos exclusivamente a sacarosa. 

 

 

V.  OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Determinar la dureza superficial, densidad mineral y la morfológica 

superficial de los bloques de esmalte en un grupo expuesto a probiótico en 

formato sistémico. 

 

2. Determinar la dureza superficial, densidad mineral y la morfológica 

superficial de los bloques de esmalte en un grupo no expuesto a probiótico 

en formato sistémico. 

 

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

entre el grupo expuesto al probiótico en formato sistémico y el grupo no 

expuesto a probiótico en formato sistémico 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Este proyecto se rigió por los principios de la Declaración de Helsinki, y cuenta con 

la aprobación del comité de ética de la Facultad de Odontología de la Universidad 

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

 

 

6.1 Diseño experimental 

El modelo in situ de caries consistió en 14 sujetos voluntarios que utilizaron un 

dispositivo intraoral por 14 días que sirvió de plataforma para 5 bloques de 

esmalte humano que se prepararon y montaron en el aparato removible. La 

construcción de la muestra correspondió a los bloques de esmalte insertos en el 

dispositivo intraoral. Los voluntarios usaron el aparato con 5 bloques de esmalte, 

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

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

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

(Colorama) para aislarlo del medio oral. Los voluntarios debieron utilizar los 

aparatos día y noche, solamente retirarlo de boca durante los momentos de 

higiene oral, alimentación y para aplicar los tratamientos indicados que 

dependieron del grupo de experimentación correspondiente. Los voluntarios 

fueron asignados a 2 grupos de experimentación en forma aleatoria con la función 

aleatorio de Excel office 2012. 

Los voluntarios, que firmaron un consentimiento informado (Anexo 2), fueron 

seleccionados de acuerdo con los siguientes criterios. Criterios de inclusión: 

Sujetos sistémicamente sano, no fumadores, libres de enfermedad gingivo 

periodontal comprobado mediante examen periodontal básico, libres de caries sin 

tratar (C=0), máximo 2 obturaciones (O=2) y sin pérdida de dientes (P=0) Criterios 

de exclusión: Que el individuo se haya sometido a tratamientos antibióticos o 

antisépticos bucales en un plazo de seis meses anteriores a la fecha de inclusión 
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en el estudio, que presente alteraciones en el flujo salival, consumo de fármacos, 

intolerancia a los materiales de estudio (acrílico) y uso de plano de relajación. 

 

 

6.2 Construcción de la muestra 

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

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

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

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

(Salehzadeh E y cols., 2105), con una tasa de pérdidas de seguimiento del 5%, y 

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

grupo para detectar una diferencia igual o superior a 15 unidades de microdureza 

Vickers. El número final de unidades de observación por grupo fue de 42. 

 

6.3 Obtención y almacenamiento de los dientes 

Se recolectaron 40 terceros molares incluidos que fueron donados 

voluntariamente por pacientes con indicación de extracción mediante un 

consentimiento informado (Anexo 3). Los molares se mantuvieron en solución de 

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

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

 

6.4 Preparación de los bloques de esmalte 

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

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

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

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

6x3x3 mm. 
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Figura 1. Esquema muestras de esmalte. Utilización de tercio medio coronal. 

 

6.5 Obtención y diseño del dispositivo intraoral 

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

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

dispositivos intraorales con acrílico de termopolimerización. Los dispositivos 

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

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

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

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

plataforma vestibular derecha y las otras dos en la plataforma vestibular izquierda, 

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

 

 

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

voluntarios. 
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6.6 Fase clínica de los grupos experimentales 

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

expuesto a probiótico y sacarosa y el grupo control expuesto a sacarosa y no al 

probiótico. Ambos grupos debieron aplicar a cada una de las muestras ubicadas 

en palatino y vestibular, una gota de sacarosa al 20% (Aires y cols., 2006), como 

desafío cariogénico, cada 2 horas hasta lograr 8 aplicaciones diarias (Cury y cols., 

1997). La aplicación se realizó mediante un gotario fuera de boca y se debió volver 

a introducir el dispositivo de forma inmediata. 

El grupo A expuesto al probiótico de manera sistémica debió retirar el dispositivo 

intraoral de la boca e ingerir una dosis de 150 mL de agua en la que se suspendió 

una dosis liofilizada de Lactobacillus rhamnosus SP1 (Sacco, Italia) en una 

concentración de 108 UFC/mL preparada dos horas antes de su ingesta. Luego 

debían enjuagarse vigorosamente con agua y volver a colocar inmediatamente el 

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

sus superficies de esmalte, solo, debía cumplir con el desafío cariogénico (Figura 

3). 

 

 

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

8 veces al día sobre los bloques de esmalte. 
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A los voluntarios se les hizo entrega de un informativo con la totalidad de 

instrucciones sobre el uso y manejo del dispositivo intraoral (Anexo 4). Además, 

recibieron en forma impresa los protocolos de aplicación (Anexo 5) de los 

tratamientos según el grupo experimental que les correspondía y las dudas fueron 

resueltas en forma oral. El compromiso y cumplimiento de los voluntarios se midió 

mediante una encuesta principalmente aplicada a la aplicación de sacarosa y el 

consumo del probiótico, además, del uso del dispositivo intraoral (Anexo 6). 

 

6.7 Microdureza superficial de Vickers (MSV) 

Existen diferentes métodos para evaluar la desmineralización del diente, entre 

ellos encontramos métodos directos e indirectos, estos últimos son de carácter 

cuantitativos y pueden medir cambios en los parámetros físicos reales de los 

objetos a estudiar por lo que son altamente sensibles y fáciles de utilizar donde la 

microdureza de Vickers adquiere relevancia (Jabbarifar S, et al., 2011). Dado lo 

anterior, una vez terminado el proceso experimental de 14 días, se procedió a 

medir la dureza superficial de cada bloque de esmalte con el microindentador de 

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

los Materiales de la Facultad de Ingeniería de la Universidad de Chile (Figura 4) en 

donde a los especímenes de esmalte se les penetró con una carga de 200 g 

(1,961 N) durante 10 segundos. Las indentaciones se realizaron aleatoriamente 

sobre la superficie de esmalte previa rehidratación de las muestras en Timol al 

0,1% por 48 horas como mínimo. Se realizaron 5 mediciones en cada bloque de 

esmalte obteniendo de esta forma un promedio de dureza por superficie.  Los 

valores de dureza fueron calculados por el equipo mediante la siguiente fórmula:  

 

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

 
HV: microdureza de vickers 
F: test de carga aplicada (N) 
d: promedio de las diagonales de la indentación  

(Majithia et al., 2016) 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jabbarifar%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22013472
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Figura 4. Microindentador de Vickers Struers Duramin (USA). 

 

6.8 Microtomografía computarizada (Micro- CT) y densidad mineral 

Este método permite obtener imágenes de forma no invasiva ni destructiva del 

objeto a estudiar permitiendo la visualización de cortes transversales los que se 

pueden volver a ensamblar tridimensionalmente mediante el procesamiento de un 

computador consiguiendo construir estructuras volumétricas (Irie et al., 2018; Boca 

et al., 2017). Entendiendo esto, luego del cumplimiento del desafío cariogénico de 

instilar una gota de sacarosa al 20% y el consumo del probiótico Lactobacillus 

rhamnosus en formato sistémico por 14 días los bloques de esmalte fueron 

escaneados por la tomografía microcomputada de alta resolución SKYSCAN1272 

de Bruker® ubicado en la Facultad de Ingeniería Civil Química de la Pontificia 

Universidad Católica. Las imágenes obtenidas se guardaron con el formato 

Tagged Image File Format (TIFF) las que luego se exportaron al software NRecon, 

Versión: 1.7.4.2; SkyScan para visualizar los cortes y las reconstrucciones 

volumétricas de los bloques de esmalte. Se utilizó el software CT Analyser versión 

1.18.08 para la cuantificación de densidad mineral (DM) realizando un análisis solo 

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

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

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

versión 1.5.6.2. 
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6.9 Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

Las imágenes obtenidas por medio del microscopio óptico de barrido (SEM) se 

debe una compleja secuencia de detección, procesamiento y visualización de las 

señales que resultan luego de la interacción del haz de electrones con el objeto a 

estudiar permitiendo un gran campo de visión efectivo a una alta resolución 

espacial sin alterar la muestra estudiada (Potsaid y Bellouard, 2005). Dicho esto, 

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

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

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

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

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

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

minutos. Luego fueron montadas en un portamuestras de aluminio para 

posteriormente ser metalizadas en oro (METALIZADOR DENTON VACUMN). 

Cada muestra fue expuesta a aumentos de 250X,1500X y 2000X en su plano 

transversal. 

 

 

6.10 Análisis estadístico 

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

operador en archivo Excel Office 2012 para Windows. Luego se traspasaron al 

programa T Test (Student’s T-Test) para ser sometidos a análisis estadístico. Se 

desarrolló un análisis descriptivo de los datos de microdureza y densidad mineral 

de las muestras pertenecientes a cada grupo experimental. Se realizó una 

comparación de los datos entre los grupos de muestras control–probiótico, y 

sacarosa–probiótico. Las variables cuantitativas presentaron valores con Intervalo 

de confianza de un 95%. Se consideraron diferencias estadísticamente 

significativas si el valor del p-value obtenido en el test es igual o menor a 0,05. 
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6.11 Recolección de dispositivos 

La totalidad de los voluntarios completó el procedimiento experimental. No hubo 

pérdida de bloques de esmalte. Las muestras fueron retiradas de los dispositivos 

intraorales y almacenadas en tubo centrífuga tipo Eppendorf con Timol al 0.1% por 

48 horas para rehidratar las muestras. Estos tubos fueron previamente rotulados 

según el grupo experimental (muestras expuestas al probiótico y a sacarosa; 

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

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

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

tanto por superficie aislada del medio oral como por superficie expuesta según 

grupo experimental. Finalmente, los bloques de esmalte fueron testeados en 

diferentes pruebas. 

 

6.12 Pruebas de viabilidad y carga de Lactobacillus rhmanosus. 

Para determinar el crecimiento y la concentración de probiótico a la que serían 

expuestos los voluntarios se realizaron pruebas de viabilidad y carga previo al 

inicio del procedimiento experimental sembrando 100 μL de probiótico 

Lactobacillus rhmanosus en placas de agar MRS a distintas diluciones y en 

distintos tiempos (t0: inmediatamente; t1:20 minutos; t2: 1 hora; t3: 2 horas) todo en 

duplicado. Las placas fueron incubadas por 48 horas a 37° en capnofilia. En el 

control de viabilidad se pudo observar crecimiento de colonias en todos los 

cuadrantes de todas las placas MRS sembradas en distintas diluciones y tiempos. 

Como se puede ver en las Figuras 5 y 6 en las placas de agar MRS el crecimiento 

de colonias es compatible con la morfología descrita para Lactobacillus 

rhamnosus. Con respecto a la carga se observó que en el tiempo 3 (2 horas) el 

recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en la dilución 10 -7 es de 7 lo 

que se traduce en una concentración de 108 UFC/mL tal como dice el fabricante 

(Figura 7). En la observación al microscopio óptico del frotis realizado desde 

colonias aisladas de placas de agar MRS se observaron celulas bacilares de 

tamaño intermedio agrupadas en pares o en cadenas (Figura 8). 
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Figura 5. Imagen de placas de agar MRS utilizadas como control de viabilidad y 

carga. Siembra realizada en diluciones 10-3 y 10-4 en tiempo 3 

 

 

Figura 6. Imagen de placas de agar MRS utilizadas como control de viabilidad y 

carga.  Siembra realizada en diluciones 10-5 y 10-6 en tiempo 3 
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Figura 7. Imagen de placa de agar MRS sembrada y cultivada a 10-7. Recuento de 

UFC en tiempo 3 

 

 

 

Figura 8. Imagen de microscopio óptico 100X. Frotis de colonia aislada crecida en agar 

MRS 
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VII.  RESULTADOS 

 

7.1 Caracterización demográfica y clínica. 

La tabla 1 muestra la caracterización demográfica, periodontal y COPD de la 

totalidad de los voluntarios que participaron en este procedimiento experimental 

visualizando género, edad, EPB y COPD. 

 

 

Tabla 1. Caracterización demográfica y periodontal. F (Femenino) y M (Masculino). 

 

7.2 Medición de microdureza superficial de Vickers.  

El gráfico 1 (Figura 9) muestra los promedios de las mediciones de dureza 

superficial de los bloques de esmalte sometidos al probiótico Lactobacillus 

rhamnosus y sacarosa; bloques sometidos solamente a sacarosa y bloques 

aislados del medio oral (control). 

 

 

Voluntario Género Edad EPB COPD 

1.1 M 24 1 1 (O) 

1.2 F 25 1 0 

1.3 M 23 1 0 

1.4 M 24 1 0 

1.5 F 24 0 1 (O) 

1.6 F 25 0 0 

1.7 F 25 0 1 (O) 

2.1 F 25 0 1 (O) 

2.2 M 27 1 0 

2.3 M 22 1 1 (O) 

2.4 F 27 0 0 

2.5 M 25 0 0 

2.6 F 25 0 0 

2.7 M 24 0 1 (O) 
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El mayor valor promedio de dureza superficial pertenece al grupo de las muestras 

aisladas del medio oral (control) seguido del grupo expuesto al probiótico 

Lactobacillus rhamnosus y sacarosa, siendo el de menor valor el grupo sometido a 

sacarosa.  Al comparar los valores promedios entre los diferentes grupos 

experimentales mediante T-Test se observó una diferencia estadísticamente 

significativa (P <0,05) entre el grupo de muestras control (aisladas del medio oral) 

y las muestras expuestas al probiótico Lactobacillus rhamnosus. Por otra parte, el 

valor promedio del grupo expuesto al probiótico/sacarosa comparado con los 

valores pertenecientes al grupo sacarosa también presentaron diferencias 

estadísticamente significativas (P < 0,05) (tabla 2). 

 

Figura 9. Gráfico 1. Promedios de dureza superficial de los bloques de esmalte según 

grupo experimental. Los valores entre corchetes representan las desviaciones estándar 

(DE ±). Los valores promedios de dureza superficial son distintos entre los 3 grupos de 

muestras (Grupo muestras Control; 305,4 ± 15,01 MSV, Grupo muestras S/P; 254,2 ± 

14,04 MSV, Grupo muestras Sacarosa; 172,4 ± 16,0 MSV). 
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Grupo experimental Valor 

promedio 

dureza 

DE Valor P entre 

grupo C - P/S 

Valor P entre 

grupo P/S - S 

Control (C) 305,4 15,01   

Probiótico/Sacarosa (P/S) 254,2 14,04       

Sacarosa (S) 172,4 16,0   

 

Tabla 2.  Análisis comparativo entre los promedios de los distintos grupos experimentales, 

desviaciones estándar y valores de significancia.  

 

7.3 Imágenes obtenidas a partir de micro-CT y densidad mineral. 

Los bloques de esmalte palatinos fueron seleccionados y posteriormente 

escaneados por el micro CT obteniendo imágenes que nos permitieron visualizar 

la superficie control y la superficie expuesta según el grupo experimental 

(probiótico/sacarosa y sólo sacarosa). En un corte axial de los bloques de esmalte 

se utilizó un código de colores para visualizar las densidades minerales y su 

distribución en el esmalte dental sometido a los distintos grupos experimentales. El 

análisis de las muestras palatinas se realizó en forma separada tanto de la 

superficie control (aislada del medio oral) y la superficie expuesta a 

probiótico/sacarosa o solo a sacarosa según sea el caso. En la imagen en escala 

de grises y colorificada obtenida desde el bloque palatino del grupo experimental 

probiótico/sacarosa se pudo observar una discreta área de desmineralización 

correspondiente al área expuesta (Figura 10.b.d) mientras que, al comparar con su 

contraparte, la zona de control no se evidenció mayores alteraciones 

comparativamente (Figura 10.a.c). Por otra parte, en la imagen del bloque palatino 

del grupo experimental sacarosa en la superficie expuesta al medio se pudo 

apreciar una mayor área de desmineralización (Figura 11.b.d) en oposición a su 

área control (Figura 11.a.c.). 

 

 

    P < 0,05 

    P < 0.05 
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Figura 10.a.b y 10. c.d. Imagen micro CT muestra palatina del grupo probiótico-

sacarosa en escala de grises y colorificada. Los recuadros 10a y 10c corresponden a 

la zona control sin exposición al medio oral mientras que los recuadros 10b y 10d 

correspondes a la zona expuesta al probiótico Lactobacillus rhamnosus y sacarosa.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.a.b y 11.c.d Imagen micro CT muestra palatina del grupo sacarosa en 

escala de grises y colorificada. Los recuadros 11a y 11c corresponden a la zona control 

sin exposición al medio oral mientras que los recuadros 11b y 11d corresponden a la zona 

expuesta a sacarosa. 

 

7.4 Resultados de mediciones de densidad mineral 

En los promedios de densidad mineral para los distintos grupos experimentales se 

observa una clara diferencia entre ellos. El promedio de densidad mineral para las 

muestras de esmalte que fueron expuestos a probiótico y sacarosa es de 2,41 

gr/cm3, el grupo experimental expuesto a sacarosa promedio un valor de densidad 

de 2,21 gr/cm3, mientras que el promedio más alto de densidad mineral 
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c d 

c d 
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corresponde a los bloques de esmalte aislados del medio oral (control) con 2,54 

gr/cm3. Con respecto a dichos promedios se observa una diferencia significativa 

entre la densidad mineral del grupo probiótico/sacarosa y sacarosa (P < 0.05). 

Además, también se evidencia una diferencia significativa entre los promedios de 

las muestras aisladas al medio oral (control) y el grupo experimental 

probiótico/sacarosa (P < 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Gráfico 2. Promedios de densidad superficial de los bloques de esmalte según 

grupo experimental. 

 

7.5 Microscopia electrónica de barrido (SEM): Morfología superficial. 

Se visualizaron los bloques de esmalte mediante el microscopio electrónico de 

barrido para observar los cambios morfológicos presentes en la superficie de los 

bloques de esmalte de los diferentes grupos experimentales. Se tomaron las 

imágenes más representativas con el fin de poder realizar una comparación sobre 

su morfología superficial. La figura 13 muestra la imagen de un bloque de esmalte 

control en donde la superficie a distintas magnificaciones se ve regular y sin 

porosidades. A su vez, en la figura 14 expuesta al probiótico Lactobacillus 

rhamnosus y sacarosa se observa una mayor porosidad e irregularidades 

espacialmente en el recuadro b y c. Finalmente, en la figura 15 se muestra la 

imagen de un bloque de esmalte del grupo experimental sacarosa que presenta la 
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morfología superficial más porosa y con mayores irregularidades del grupo tal 

como se visualiza en el recuadro c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Imágenes obtenidas mediante SEM de muestras control. El recuadro a 

muestra un bloque de esmalte con una magnificación de 250x, el recuadro b con 1000x y 

el recuadro c con 2000x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Imágenes obtenidas mediante SEM de muestras probiótico/sacarosa. El 

recuadro a muestra un bloque de esmalte con una magnificación de 250x, el recuadro b 

con 1000x y el recuadro c con 2000x. 
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Figura 15. Imágenes obtenidas mediante SEM de muestras sacarosa. El recuadro a 

muestra un bloque de esmalte con una magnificación de 250x, el recuadro b con 1000x y 

el recuadro c con 2000x. 
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VIII. DISCUSIÓN 

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

un conjunto de 14 voluntarios a la ingesta del probiótico Lactobacillus rhamnosus 

en formato sistémico durante 14 días. Los bloques de esmalte insertos en el 

dispositivo intraoral se sometieron a una serie de pruebas entre las que destacan 

la medición de microdureza, el análisis de densidad mineral y la visualización de la 

morfología superficial para evaluar de esta forma el efecto del probiótico 

administrado en formato sistémico.  

Debido a la complejidad de los ensayos controlados aleatorizados por su gran 

número de participantes y el largo período de seguimiento es que los modelos in 

situ surgen como una gran alternativa superando en relevancia clínica a los 

estudios in vitro. En los modelos in situ, un grupo de voluntarios debe utilizar un 

dispositivo intraoral con especímenes de esmalte, en donde los resultados de la 

investigación pueden ser testeados en ellos (Hollanders, 2018). De esta manera, 

se pueden estudiar las hipótesis de investigación de manera práctica sorteando 

las dificultades derivadas de otros tipos de estudios (Zero, 1995). En la 

implementación de modelos in situ hay múltiples variables experimentales que se 

deben tomar en cuenta, es por esto, que el cumplimiento estricto de los protocolos 

construídos y definidos al inicio del proceso experimental para responder la 

pregunta clínica es de suma importancia (Young-Hye Sung et al., 2014). La 

elección en este estudio tanto del número de bloques de esmalte, la duración del 

estudio y la cantidad de voluntarios radica en que dichos valores fueron utilizados 

en la mayoría de las investigaciones donde se estudió satisfactoriamente la caries 

dental con un modelo in situ (Sa 2013; Arruda 2012; Higham 2005).  

La medición de microdureza es un método confiable para obtener información 

sobre los cambios que ocurren con el contenido mineral del esmalte cuando se 

enfrenta a procesos de desmineralización, en donde, la profundidad de la 

penetración es el parámetro objetivo a estudiar (Mandava 2017). Los resultados 

de microdureza en este estudio revelan que el valor promedio de las muestras de 

esmalte expuestas al probiótico y sacarosa es superior al promedio de los bloques 

de esmalte que solo fueron expuestos a sacarosa llegando esta diferencia a ser 
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estadísticamente significativa lo que indica que el probiótico posee una acción 

favorable en contra de la desmineralización. Por otra parte, al comparar los 

valores entre las muestras que fueron aisladas del medio oral (control) con las 

expuestas al probiótico y sacarosa, también se presenta una diferencia 

estadísticamente significativa, resultado que sugiere que la administración 

sistémica del probiótico Lactobacillus rhamnosus y su efecto protector frente a la 

desmineralización es efectivo pero limitado debido a que no logra evitar totalmente 

la pérdida de minerales del esmalte pero que tiende a disminuirla 

considerablemente obteniendo valores intermedios entre los bloques de esmalte 

aislados del medio oral  (control) y los expuestos exclusivamente a sacarosa. Los 

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

medio oral son similares a los obtenidos por Wongkhantee (2006). 

Para comparar nuestros resultados, en la literatura solo existe 1 estudio que 

reporta haber utilizado un modelo in situ de caries para probar el efecto de los 

probióticos. Lodi et al en 2015 realizaron un estudio con un modelo in situ de 

caries el cual contemplaba que 10 voluntarios utilizaran un dispositivo intraoral con 

4 especímenes de esmalte bovino, como desafío cariogénico sacarosa al 20%, y 

expuestos a leches fermentadas suplementadas con probióticos. La leche A 

contenía Lactobacillus casei y la leche B Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium 

spp., y Lactobacillus paracasei. La aplicación del probiótico se administraba de 

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

registraron diferencias estadísticamente significativas entre las muestras 

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

promedió valores mucho más altos que el grupo expuesto a sacarosa.  La similitud 

de los valores promedios de dureza entre ambos estudios indica que vía de 

administración del probiótico ya sea de forma tópica o de manera sistémica no 

influye mayormente en los resultados de dureza superficial por lo que su modo de 

aplicación no debiera generar diferencias al momento de evaluar o medir su efecto 

protector desplazando la discusión a comprender molecularmente su mecanismo 

de acción. Por otra parte, cabe destacar que tanto el vehículo como las cepas 
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utilizados en dicho estudio fueron distintos a los empleados en este trabajo de 

investigación.  

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

científica publicada anteriormente donde Lactobacillus rhamnosus exhibió 

propiedades interesantes contra bacterias cariogénicas en ensayos clínicos 

randomizados, logrando disminuir las caries en los voluntarios que fueron 

expuesto a él (Rodriguez 2016; Stecksén-Blicks 2009; Näse 2007). Sin embargo, 

aún no está claro la dosis exacta, el tiempo efectivo de tratamiento ni el vehículo 

ideal para llevar a cabo los procedimientos experimentales y maximizar el efecto 

protector (Seminario-Amez 2017). 

Con respecto a las imágenes obtenidas por microtomografía computada (Micro-

CT), estas nos permiten estudiar de forma volumétrica y no destructiva los bloques 

de esmalte sometidos al proceso experimental, entregando resultados tanto 

cuantitativos como cualitativos. En los bloques de esmalte se pudo observar una 

región de desmineralización correspondiente a la mitad externa del esmalte 

expuesto lo que se asemeja a las imágenes obtenidas por Shahmoradi (2017) y 

Alyahya (2019) en sus respectivas investigaciones.  

En este estudio, las imágenes obtenidas de los bloques de esmalte evidenciaron 

una mayor desmineralización de la mitad externa del esmalte en aquellos bloques 

que fueron expuestos solamente a sacarosa en comparación con los que se 

expusieron tanto al probiótico como a sacarosa. Con respecto a los resultados de 

densidad mineral, las muestras que fueron aisladas del medio oral obtuvieron los 

valores más altos de densidad mineral seguidos por los bloques que fueron 

expuestos al probiótico y a sacarosa, para terminar con los que fueron expuestos 

solamente a sacarosa. El valor de densidad mineral para las muestras control 

(bloques de esmalte aislados del medio oral) fue similar a los obtenidos por 

Alyahya (2019), Shahmoradi (2017) y Huang (2007). Tanto el grado de 

desmineralización como los valores de densidad mineral hacen inferir que los 

probióticos tienden a poseer un efecto protector sobre el esmalte dental 

disminuyendo la desmineralización, consiguiendo de esta manera, una mayor 
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conservación de las propiedades estructurales del esmalte. No obstante, de 

aquello, los resultados reflejan que el probiótico administrado de manera sistémica 

no logra inhibir la desmineralización a cabalidad teniendo un efecto parcial e 

intermedio. Actualmente no existe evidencia científica que haya vinculado 

mediante microtomografía computada (Micro-CT) la potencialidad de los 

probióticos sobre superficies de esmalte, por lo mismo, se abre una nueva 

posibilidad de estudiar los beneficios probióticos de una manera mínimamente 

invasiva.  

Por su parte, mediante el análisis del microscopio electrónico de barrido (SEM) la 

morfología superficial de los bloques de esmalte sometidos a la exposición tanto 

del probiótico lactobacillus rhamnosus como de sacarosa muestra una menor 

pérdida de tejido mineral en comparación con el grupo expuesto sacarosa y no al 

probiótico, visualizándose el esmalte en este último grupo poroso e irregular. Estos 

resultados son similares con los presentados por Nadelman (2017) que mediante 

microscopia electrónica de barrido observó que las superficies de los bloques de 

esmalte expuestas a leche fermentada y leche fermentada suplementada con 

probióticos mostraron una menor pérdida de minerales comparados con el grupo 

control en un estudio in vitro. 

Existe una estrecha correlación entre la medición de dureza, medición de 

densidad mineral y morfología superficial de bloques de esmalte. Los resultados 

entregados por el análisis de microdureza de los bloques de esmalte indicaron que 

el grupo expuesto a probiótico/sacarosa promedió valores de dureza mayores que 

el grupo que no fue expuesto al probiótico, correspondiéndose esto, con los 

resultados de la microtomografía computada y las imágenes obtenidas por el SEM 

lo que se traduce en un esmalte con una microarquitectura mayormente debilitada 

en los grupos que no fueron expuestos al probiótico Lactobacillus rhamnosus. 

Este trabajo de investigación demostró que el probiótico Lactobacillus rhamnosus 

administrado en forma sistémica protegió al esmalte de la desmineralización en un 

modelo in situ de caries. Sin embargo, el efecto benéfico del probiótico no logró 

inhibir completamente el proceso de desmineralización, lo que puede ser atribuido 
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entre otras cosas al reducido conocimiento sobre el mecanismo de acción con que 

los probióticos actúan en cavidad oral desconociendo cuál es la vía de 

administración más conveniente para obtener el máximo efecto protector. Además, 

tampoco existe respaldo científico sobre la dosis exacta, el tiempo de tratamiento 

ideal para lesiones de caries, el vehículo indicado ni mucho menos la cepa 

probiótica óptima por lo que determinar estas variables mediante investigaciones 

venideras sería fundamental para precisar la verdadera potencialidad que hay 

detrás de las bacterias probióticas en el control de las condiciones microbiológicas 

de la cavidad oral y su efecto sobre la enfermedad de caries. 
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IX. CONCLUSIONES 

 

Los resultados sugieren que existen diferencias estadísticamente significativas de 

los promedios de densidad mineral y microdureza superficial de los bloques de 

esmalte entre el grupo expuesto al probiótico Lactobacillus rhamnosus en forma 

sistémica y sacarosa versus el grupo experimental solamente expuesto a 

sacarosa. 

 

La morfología superficial del grupo experimental sacarosa es mucho más porosa e 

irregular que la del grupo expuesto tanto al probiótico Lactobacillus rhamnosus en 

formato sistémico y a sacarosa.  

 

El probiótico Lactobacillus rhamnosus administrado en formato sistémico tiene un 

efecto benéfico/protector frente a los fenómenos de desmineralización. 
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                 XI. ANEXO 1: Acta de aprobación de protocolo de investigación 
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XII. ANEXO 2: Consentimiento informado participantes 
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XII. ANEXO 3: Donación terceros molares 
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XIV. ANEXO 4 : Protocolo de intervención probiótico sistémico 

 

 
 
 

PROTOCOLO DE INTERVENCIÓN PROBIÓTICO SISTÉMICO 

 
Estimado Participante, bienvenido al estudio titulado “Efecto del probiótico 
Lactobacillus Rhamnosus SP1 en un modelo de caries in situ”. Agradecemos 
profundamente su generosa disposición para ser parte de este proyecto de investigación. 
A continuación, explicaremos paso a paso las maniobras que deberá realizar durante el 
periodo de experimentación. 
 
Al comienzo del periodo, se le entregará de parte del equipo investigador un bolso que 
contiene los siguientes elementos: 
 

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

incorporadas por muestras dentarias: 1 muestra en la zona palatina, 2 muestras en 
la zona vestibular derecha y 2 muestras en la zona vestibular izquierda. El 
siguiente esquema representa la posición de las muestras en el dispositivo: 

 

 

 14 sobres de probiótico 
 2 frascos pequeños (30 ml) con sacarosa 
 1 frasco grande (150 ml) para probiótico 
 Recipiente para guardar el dispositivo  

 
Al comienzo del periodo de experimentación, el cual le será indicado por el equipo de 
investigadores, Ud. deberá utilizar el dispositivo intraoral durante un periodo continuo de 
14 días, 24 horas al día. SÓLO podrá remover el dispositivo desde el interior de la boca 

para higienizarse los dientes (cepillado), beber líquidos o comer. Esto significa que deberá 
dormir con el dispositivo por el tiempo que dure el estudio. 
 
Al remover el dispositivo almacenarlo en recipiente que se le entregará para ello, envuelto 
en 1 cuadrado de toalla nova de 20x20 cm humedecida en agua.  
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Remover el dispositivo máximo 4 veces al día, 30 min cada vez. 
 
Se recomienda lavarse los dientes al menos dos veces al día, por dos minutos y con 
pasta fluorada. 
Por otro lado, durante el periodo de experimentación, se debe evitar el uso de los 
siguientes elementos:  
 

 Enjuague bucal 
 Antiácidos 
 Medicamentos (por ejemplo: antibióticos o antisépticos) 
 Consumo de alcohol 
 Prohibido fumar cigarrillos y/o consumir drogas 

 
En caso de necesitar utilizar alguno de los elementos descritos, debe comunicarse 
inmediatamente con el equipo de investigadores para determinar la conducta a seguir.  
 
TODOS LOS ELEMENTOS ENTREGADOS PARA EL ESTUDIO SE DEBEN GUARDAR 
EN EL BOLSO ORIGINAL y al finalizar el estudio se deben entregar de la misma forma al 
equipo investigador. 
 

Modo de Aplicación de las Soluciones: 

 
Paso 0: DURANTE LOS 2 PRIMEROS DÍAS. Al levantarse por la mañana debe realizar 
la primera aplicación de sacarosa que se encuentra contenida en el frasco pequeño: 

una vez retirado el dispositivo de la boca, DEBE APLICAR 1 GOTA DE SACAROSA EN 
CADA UNA DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO. Inmediatamente luego de aplicar la gota de 
sacarosa, debe volver a colocar el dispositivo dentro de la boca. Aplicar sacarosa cada 2 
horas, 8 veces al día.  

 
DESDE EL TERCER DÍA EN ADELANTE CONTINUAR CON PASO 1 
Paso 1: Al levantarse por la mañana debe preparar la dosis de probiótico: tome 1 de los 
sobres, el cual contiene una porción de probióticos liofilizados y mézclela con 150 ml de 
agua potable en el frasco grande que se le ha entregado. Agite bien y conserve. DEBE 
GUARDAR ESTA PREPARACIÓN EN EL BOLSO PUES DEBERÁ INGERIRLA 2 HORAS 
DESPUÉS DE HABERLA REALIZADO.  
 
Paso 2: Inmediatamente después de preparar el probiótico, debe realizar la primera 
aplicación de sacarosa que se encuentra contenida en el frasco pequeño: una vez 

retirado el dispositivo de la boca, DEBE APLICAR 1 GOTA DE SACAROSA EN CADA 
UNA DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO. Inmediatamente luego de aplicar la gota de 
sacarosa, debe volver a colocar el dispositivo dentro de la boca.  
 
Paso 3: 2 horas después de la primera aplicación de sacarosa, nuevamente debe 
RETIRAR el dispositivo de la boca y proceder a INGERIR LA PREPARACIÓN 
REALIZADA AL COMIENZO DEL DÍA EN EL FRASCO PARA PROBIÓTICO (frasco 

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

con agua y aplicar inmediatamente 1 gota de sacarosa en todas las muestras. Luego de 
aplicar la gota de sacarosa, debe volver a colocar el dispositivo dentro de la boca.  
 

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

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

total de 8 APLICACIONES de sacarosa durante todo el día. Una vez aplicada la gota de 

sacarosa, debe volver a colocarse el dispositivo en el interior de la boca. 
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XV. ANEXO 5: Evaluación de cumplimiento 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

realizarla lo más pronto posible, y esperar 2 horas para una nueva aplicación. 
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XVI. ANEXO 6: Evaluación de cumplimiento final 

 

Estimado participante, Mediante el siguiente cuestionario evaluaremos el periodo 
experimental al que fue sometido. Se solicita responder a conciencia y con la 
mayor honestidad posible las siguientes preguntas. El cuestionario es anónimo. 

1. Cumplió con todas las aplicaciones: Si ___ No___ 
 

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

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

4. Evalúe en la siguiente escala su cumplimiento, marque con una x el número 
de la escala que siente que más lo representa. 
 

 

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

 

 

 

 

 

 

6. En el siguiente espacio anote, con letra clara, observaciones y/o dificultades 

que tuvo durante el periodo experimental. 
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XVII. ANEXO 7: Ficha clínica 

 

 

 

Evaluación de voluntarios para participación en trabajo de investigación titulado 

“EFECTO DEL PROBIÓTICO LACTOBACILLUS RHAMNOSUS EN FORMATO              

SISTÉMICO SOBRE LA DENSIDAD MINERAL, DUREZA SUPERFICIAL Y MORFOLOGÍA 

SUPERFICIAL DE ESMALTE DENTAL INSERTO EN UN MODELO IN SITU DE CARIES” 

 

 

 

Anamnesis  
 

1. Antecedentes mórbidos:  
 

2. Antecedentes quirúrgicos (Fecha, diagnóstico, procedimiento, complicaciones): 
 

3. Alergias:  
 

4. Medicamentos (Nombre, dosis, fecha inicio)  
 

5. Hábitos:  

 Tabaco:  
 Alcohol:  
 Drogas:  
 Controles odontológicos (frecuencia, fecha último control y causa): 
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6. Alimentación:  
 

 Frecuencia:  
 Ocasión:  
 N° ingestas HC:  
 Calidad:  
 Consistencia:  
 Valor potencial cariogénico:  

 

7. Higiene Oral:  
 

 Frecuencia de cepillado:  

 Ocasión:  

 Tipo de cepillo, pasta, enjuague  
 

8. Antecedentes Familiares:  
 

Examen Físico  
 

1. Examen Físico General:  
 

2. Examen Intraoral:  
 

Alteraciones Salivales: (1) Si   (2) No  
 
Portador de prótesis removible u ortodoncia: (1) Si   (2) No 
 

3. Examen Periodontal Básico:  
 

   

   

 
4. COPD  

 
 C:  

 O:  

 P:  

 


