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I. RESUMEN 

La caries es una enfermedad que en la actualidad continúa siendo un problema de 

salud para chile y el mundo. Pese a los esfuerzos de la comunidad científica por 

conocer más sobre la etiología, curso de la enfermedad, y el desarrollo tanto de 

tratamientos como métodos preventivos, ésta sigue estando dentro de las 

enfermedades más prevalentes del mundo. Entre las investigaciones realizadas en 

el campo de la cariología que buscan nuevos tipos de tratamientos o métodos 

preventivos de la caries dental, se encuentra  evidencia que apunta en dirección a 

los probióticos; microorganismos que han sido ampliamente estudiados debido a 

sus efectos benéficos sobre la salud general y que han demostrado tener un efecto 

también en la cavidad oral, interactuando con el microbioma, contribuyendo al 

equilibrio microbiano. El objetivo de este estudio fue determinar los efectos en la 

progresión de lesiones de caries en esmalte en un modelo in situ, en pacientes 

sometidos a la acción tópica del probiótico L. rhamnosus SP1. Cuatro participantes 

sanos, sin lesiones de caries ni enfermedad periodontal fueron portadores de un 

dispositivo intraoral acrílico, ubicado en la arcada maxilar, con 10 plataformas en las 

que se insertaron bloques de esmalte humano a los que previamente se les midió 

la densidad mineral mediante Micro-Ct. En una primera fase de experimentación en 

la que se buscó generar lesiones de caries artificiales utilizando un modelo in situ, 

los 4 participantes divididos de forma equitativa en grupo experimental y grupo 

control, debieron portar el dispositivo intraoral durante 14 días e instilar 1 gota de 

sacarosa al 20% cada 2 horas, 8 veces al día en cada uno de los bloques de esmalte 

como desafío cariogénico. Una vez concluidos los 14 días las muestras fueron 

recolectadas y medida su densidad mineral mediante Micro-Ct, posteriormente 

fueron nuevamente aleatorizadas y distribuidas en los dispositivos intraorales. En la 

segunda fase de experimentación, los dos participantes del grupo experimental  

utilizaron el dispositivo intraoral durante 14 días manteniendo el desafío cariogénico 

llevado cabo en la primera fase, e instilaron una solución de probiótico a la cual se 

le suspendió una dosis de Lactobacillus rhamnosus Sp1, junto a la segunda 

instilación de sacarosa. El grupo control realizó la misma  intervención que el grupo 

experimental, vale decir, mantuvieron el desafío cariogénico por 14 días pero sin 
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instilar la solución de probiótico. Finalmente se determinó nuevamente la densidad 

mineral de las muestras y se midió la Microdureza del esmalte. Los resultados 

indicaron que, los promedios de microdureza presentaron una diferencia  

estadísticamente significativa (p<0,05) entre ambos grupos de estudio, los valores 

más altos fueron obtenidos por los bloques de esmalte expuestos a sacarosa y 

probiótico (260,92±25 para el grupo sacarosa /probiótico; 180,59±59,66 para el 

grupo control). La densidad mineral inicial promedio de las muestras fue de 

2,90±0,13gr/cm3 para el grupo experimental y 2,81±0,05gr/cm3 el grupo control. En 

los resultados de densidad mineral luego de la primera fase, se observó una 

disminución en la densidad mineral  promedio de las muestras para el grupo 

experimental (2,34±0,10gr/cm3) y para el grupo control (2,38±0,13gr/cm3). En la 

segunda fase se observó una diferencia significativa en la mediana  de las muestras 

expuestas a sacarosa y probiótico (2,17±0,11gr/cm3) por sobre las muestras 

expuestas únicamente a  sacarosa (2,04±14gr/cm3). Los resultados sugieren que 

la aplicación tópica del probiótico Lactobacillus rhamnosus Sp1 en esmalte con una 

lesión de caries, podría tener un efecto atenuante en la tasa de progresión de la 

lesión.  
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II. MARCO TEÓRICO 

  

 2.1 Introducción 

La caries es una de las enfermedades crónicas más prevalente en la población 

alrededor del mundo (Selwitz y cols., 2007), afectando a las personas desde los 

primeros años de vida, pues estudios indican que aproximadamente el 50% de los 

niños y niñas  de la población mundial padecen caries (Drinking, 2009).  

En Chile, la prevalencia de caries comienza a manifestarse a temprana edad, por 

ejemplo, en niños de 2 años ésta es de 16,8% y puede llegar a extenderse a más 

del 99% en las personas mayores de 65 años (Ministerio de Salud, 2011). Si la 

caries no se trata a tiempo, puede afectar aspectos tales como la sonrisa, el habla, 

la oclusión, funcionalidad, hasta el desarrollo psicosocial de los pacientes, alterando 

así la calidad de vida de las personas (Mathur y Dhillon, 2018). Entre las principales 

afecciones de esta patología se destaca la odontalgia y una mayor susceptibilidad 

en la pérdida de dientes (Goettems y cols., 2001; Gerritsen y cols., 2010). Es por 

esto que las enfermedades orales en general son consideradas un importante 

problema de salud pública (Sheiham, 2005).  

La caries dental se desarrolla donde existen depósitos microbianos organizados en 

una microbiota que no son removidas o alteradas con frecuencia por desgaste 

mecánico, produciéndose una desmineralización de los tejidos dentarios por efecto 

de las variaciones de pH (Fejerskov,  2008).  

El esmalte dentario se encuentra en un constante proceso de desmineralización y 

remineralización producto del intercambio de iones con el medio (Fejerskov, 2008). 

El proceso de desmineralización y remineralización es un proceso de equilibrio 

dinámico, con períodos de alternancia entre captación y pérdida de minerales 

estructurales. La desmineralización puede revertirse en sus primeras etapas a 

través de la inclusión de calcio, fosfato y fluoruro, pero a menudo no es un proceso 

autolimitado, y sin el cuidado apropiado, la lesión puede progresar hasta el 

compromiso pulpar del diente (Selwitz y cols., 2007). Por lo mismo, existen diversos 

métodos para prevenir el desarrollo de lesiones de caries y mantener un cuidado 

diario de la integridad dentaria. Entre ellos, el uso diario de pasta dental con flúor se 
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considera dentro de los motivos por los que la caries ha disminuido en todo el mundo 

en las últimas décadas (Pitts y cols., 2017) y ha sido considerado un método 

preventivo para las personas con bajo riesgo (Wong y cols., 2017), sin embargo, 

este método por si sólo no ha sido suficiente para el control de la caries (Cannon y 

cols., 2019).  

Ante la necesidad de nuevas alternativas que surjan como un complemento a los 

métodos actuales, los investigadores han apostado por un grupo de 

microorganismos llamados probióticos que, dentro de sus propiedades han 

demostrado tener efectos dentro de la cavidad oral (Seminario, 2017; Piwat y cols., 

2020).  

2.2 Caries dental con enfoque ecológico 

En la cavidad oral existen microorganismos (microbioma) que conviven de manera 

simbiótica con el hospedero, sin embargo, esta relación es susceptible a romperse 

debido a cambios en el microambiente oral. La composición del microbioma oral es 

característica de esta zona, pues el medioambiente juega un rol clave para 

determinar qué grupo de microorganismos pueden colonizar, crecer y formar parte 

de la microbiota. El crecimiento de estas colonias es un reflejo de los determinantes 

ecológicos presentes en cada sitio, dependiendo de la cantidad de oxígeno, nivel 

de pH y suministro de nutrientes. Una vez que un consorcio microbiológico se 

establece en un sitio, la composición general de esta microbiota puede permanecer 

estable en el tiempo (Marsh, 2018).  

La microbiota existe en la boca como biopelículas formadas por diferentes especies, 

cuya composición y actividad metabólica están determinadas por los factores del 

hospedero y del medio ambiente (Filoche y cols., 2010). Las biopelículas se 

desarrollan a través de una adición sucesiva de bacterias en las que la diversidad y 

riqueza de la microbiota aumenta con el tiempo (Jakubovics y Kolebrander, 2010). 

Las primeras bacterias colonizadoras modifican el medio ambiente, permitiendo que 

las especies más exigentes se adhieran y posteriormente se establezcan. A medida 

que la biopelícula madura, algunas de las bacterias sintetizan polímeros 

extracelulares a partir de sacarosa, y estos contribuyen a la formación de la matriz 
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de la biopelícula (Koo y cols., 2013). Esta matriz tiene funciones importantes para 

la estructura, prevenir la desecación y retener productos extracelulares (Flemming 

y Wingender, 2010). La matriz contiene ADN extracelular, derivado de bacterias 

secretoras y bacterias lisadas, contribuyendo a la estructura física de las 

biopelículas dentales (Jakubovics y cols., 2010). Por lo tanto, las biopelículas 

microbianas están organizadas estructural y funcionalmente, existiendo como 

comunidades microbianas altamente interactivas (Welch y cols., 2016). Estas 

interacciones microbianas pueden ser tanto sinérgicas como antagónicas y crear 

una serie de interdependencias que brindan estabilidad y resistencia al cambio 

(Jakubovics, 2015), también   permiten a los consorcios de organismos catabolizar 

sustratos del hospedero estructuralmente complejos, y del mismo modo, las 

bacterias anaerobias prosperan en un hábitat abiertamente aeróbico coexistiendo 

con especies que consumen oxígeno (Bradshaw y cols., 1998). De esta manera, las 

comunidades microbianas orales exhiben propiedades emergentes, ya que los 

atributos de la comunidad son más que la suma de las especies individuales 

(Konopka, 2009). En resumen, las biopelículas dentales son naturales y juegan un 

papel positivo en el mantenimiento de la salud bucal, y muchas de las bacterias 

residentes brindan importantes beneficios. Existe una red compleja de 

interdependencias entre los miembros de la biopelícula, que contribuyen a mantener 

la estabilidad de la comunidad y la resistencia al cambio (Marsh, 2018).  

 La caries se produce cuando se altera la relación simbiótica entre hospedero y 

microbiota. Estudios realizados con personas de diferentes edades y países, han 

demostrado que existen diferencias en la composición de la microbiota presente en 

las lesiones de caries, con un enriquecimiento de especies de fenotipo acidogénico 

y tolerante a los ácidos (Marsh, 2018). Si bien los primeros estudios basados en 

cultivos habían demostrado que la caries del esmalte se asociaba con aumentos en 

el número y las proporciones de Streptococcus mutans (Loesche, 1986), estudios 

posteriores demostraron que esto no era del todo cierto (Svensater y cols., 2003; 

Simon, 2007; Conrads y cols., 2014). La cariogenicidad de las bacterias implicadas 

con la caries dental se ha relacionado con su capacidad para convertir rápidamente 

los azúcares en ácidos reduciendo el pH y desmineralizando la superficie para poder 
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seguir creciendo y metabolizando los azúcares bajo estas condiciones (Harper y 

Loesche,1984). Muchas de las bacterias residentes beneficiosas requieren un pH 

neutro y no pueden proliferar en condiciones ácidas. Si tales condiciones de pH bajo 

se repiten regularmente, las especies acidógenas / acidúricas eventualmente 

pueden aumentar sus proporciones y reducir aún más el pH del medioambiente, 

superando en cantidad a las especies beneficiosas (Bradshaw y cols., 2002).  

2.3 El esmalte dentario 

El esmalte dental es uno de los componentes del diente junto a la dentina, la pulpa 

y el cemento radicular. Corresponde a la estructura más mineralizada en el cuerpo 

de los vertebrados y es formado a partir de una matriz extracelular única derivada 

de la síntesis y secreción de proteínas por las células ameloblásticas del epitelio 

interno del esmalte. El esmalte dental maduro está adaptado para absorber las 

tensiones mecánicas y abrasivas esenciales a lo largo de la vida útil del organismo 

(Fincham y cols., 1999). Gracias a su ubicación más externa, elevada dureza y alta 

resistencia a la fractura, permite la protección de la dentina y la pulpa ante daños 

externos (Rivera y cols., 2012). Se compone aproximadamente por un 96% de 

mineral, principalmente Hidroxiapatita (HA) carbonatada, mientras que el restante 

4% está conformado por agua (3%) y proteínas (1%) (Bajaj y Arola, 2009).  

La porción mineral está fundamentalmente conformada por ejes de HA de tamaño 

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

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

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

amelodentinaria hasta la superficie oclusal (Ten Cate, 1998). Los prismas se 

encuentran unidos por una capa delgada (<< 1 mm) de material orgánico basado 

en proteína (Rivera y cols., 2012).  

Dentro de las propiedades mecánicas del esmalte, el módulo de elasticidad se 

encuentra en un rango entre 70 y 120 gigapascales (GPa), la dureza varía entre 3 

y 6 GPa, la tenacidad a la fractura reportada para el esmalte dental varía entre 0,4 

y 1,5 megapascales (MPa) y la densidad mineral promedio es de 2,95 g/cm³ (Rivera 

y cols., 2012). 
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 2.4 Proceso de desmineralización y remineralización 

 En la superficie del esmalte existe un delicado equilibrio de desmineralización y 

remineralización. La desmineralización corresponde a la pérdida de minerales, 

principalmente calcio y fosfato estructural de la hidroxiapatita durante la exposición 

a un ambiente ácido (Subramaniam y Telegeti, 2016) mientras que la 

remineralización dental es el proceso de llevar minerales del ambiente circundante 

(es decir, saliva, microbioma) a estructuras dentales parcialmente 

desmineralizadas, puede reemplazar minerales en esmalte y dentina parcialmente 

desmineralizados o crear precipitados minerales amorfos en los espacios entre 

cristales. Este proceso puede ocurrir naturalmente o ser inducido por terapias. La 

caries dental entonces, es un proceso dinámico que involucra periodos de 

alternancia de desmineralización y remineralización (Subramaniam y Telegeti, 

2016).  

Los principales factores que intervienen en este proceso involucran a un hospedero, 

higiene bucal, saliva, dientes, microbiota, sustrato y el tiempo (Núñez y Bacallao, 

2010). 

Una disbiosis entre el hospedero y el microbioma genera un ambiente propicio para 

el desarrollo de bacterias acidogénicas, por consiguiente, se favorece la capacidad 

de disminución en el pH medioambiental (Marsh, 2018). El principal ácido 

involucrado en la desmineralización es el ácido láctico, que provoca el descenso del 

pH hasta un punto en que el equilibrio se desplaza hacia la desmineralización 

generando una subsaturación. Como consecuencia de la pérdida de mineral se 

produce una mayor porosidad en la superficie del esmalte, ampliación de los 

espacios entre los cristales y una disminución en la dureza de la superficie (Zero, 

1999).  

Una vez que los azúcares se eliminan de la boca gracias a la deglución y la dilución 

salival, los ácidos producidos por la microbiota pueden ser neutralizados a causa de 

la acción amortiguadora de la saliva, lo que provoca que el pH de la saliva tienda a 

neutralizarse aumentando la saturación de iones calcio, fosfato y fluoruro, 
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revirtiendo la desmineralización y favoreciendo la remineralización (Lussi y cols., 

2004).  

Para la detención de la progresión de las lesiones de caries el objetivo es desplazar 

el equilibrio dinámico hacia la remineralización de los tejidos, para lo cual es 

importante recuperar la relación simbiótica entre hospedero y microbiota. 

2.5 Probióticos  

Los probióticos son definidos como “microorganismos vivos que cuando se 

administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del 

hospedero” (OMS, 2006).  

Tradicionalmente los probióticos han sido utilizados para la prevención de 

enfermedades del tracto gastrointestinal, mayoritariamente bacterias del género 

Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp., sin embargo, en las últimas décadas ha 

habido un creciente interés por estudiar los efectos en la cavidad oral de estos 

microorganismos, principalmente para combatir enfermedades mediadas por la 

microbiota (Hasslöf y cols., 2013). Es más, la suplementación con probióticos ha 

sido recomendada como una de las estrategias preventivas para la caries, y se 

proponen intervenciones para contribuir a mantener una simbiosis microbiana 

favorable y restaurar la homeostasis microbiana oral (Piwat y cols., 2020). 

Especies de Lactobacillus de los cuales son considerados probióticos, son las cepas 

que incluyen a: L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. gasseri y L. reuteri. Las 

cepas de Bifidobacterium incluyen B. bifidum, B. longum y B. infantis (Ahola y cols., 

2002). 

Aunque sus mecanismos de acción siguen sin estar del todo claros, los probióticos 

pueden afectar directamente varias interacciones microbianas, como adhesión, co-

agregación, inhibición del crecimiento y producción de bacteriocinas, además de 

modular indirectamente la respuesta inmune del hospedero (Piwat y cols., 2020). 

Investigaciones in vitro han sugerido un gran potencial de los probióticos de los 

grupos Lactobacilli y Bifidobacteria, para modular la ecología microbiana de las 
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biopelículas, especialmente aquellas que se desarrollan a nivel oral, intestinal, 

vaginal y de heridas (Lebeer y cols., 2011).  

Para considerar que un probiótico pueda tener efectos en la cavidad oral es 

necesario evaluar su capacidad de adherirse y colonizar superficies. Aunque la 

cavidad oral no es considerada como el hábitat natural de algunos probióticos, sí se 

han encontrado cepas de Lactobacillus en la cavidad oral, tales como; L. gasseri, L. 

salivarius, L. plantarum, L. rhamnosus y L. fermentum, siendo este último el más 

prevalente (Colloca y cols., 2000; Kõll y cols., 2008). Estos hallazgos indican que 

las especies del género Lactobacillus, como miembros de la microbiota oral 

residente, podrían incidir en el equilibrio microecológico de la cavidad oral; ya sea 

reduciendo el número de bacterias cariogénicas, su habilidad para coagregarse con 

las cepas asociadas a la caries y la capacidad de reducir la formación de 

biopelículas (Caglar y cols., 2009; Lang y cols., 2010). 

Si bien los efectos benéficos de los probióticos a nivel sistémico son conocidos, 

pocos estudios han utilizado indicadores propios de las enfermedades orales, como 

el incremento en el desarrollo de nuevas lesiones de caries, profundidad al sondaje 

o pérdida de inserción clínica, esto con el objetivo de promover la eficacia de los 

probióticos al prevenir o tratar la caries o enfermedad periodontal (Gruner y cols., 

2016). También hay estudios que señalan que los probióticos no tienen tales efectos 

positivos e incluso pueden ser potencialmente perjudiciales (Gruner y cols., 2016).  

A pesar de las contradicciones halladas en la literatura, actualmente se sigue 

investigando con estos microorganismos. En el año 2001 una investigación que 

estudió el efecto de las bacterias probióticas en el riesgo y desarrollo de lesiones de 

caries en niños preescolares mediante el consumo de leche suplementada con L. 

rhamnosus GG, demostró efectos beneficiosos sobre los factores de riesgo de 

caries (Nase y cols., 2001) y desde entonces el interés por esta especie ha 

aumentado con los años demostrando tener buenos resultados en caries dental y 

enfermedad periodontal (Sandoval y cols., 2021), destacando entre ellos su uso 

para prevenir y reducir el riesgo de desarrollar nuevas lesiones de caries en niños y 

adultos (Sivamaruthi y cols., 2020) o el efecto benéfico que produce la ingesta 
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regular de leche suplementada con L.  rhamnosus SP1 (cepa isógenica respecto a 

la cepa GG) en la incidencia de nuevas lesiones de caries (Rodríguez y cols., 2016).  

El año 2019 se logró determinar que biosurfactantes producidos por L. rhamnosus 

GG, pueden modificar el nivel de expresión de los genes de virulencia, y reducir 

capacidades adhesivas de bacterias presentes en la cavidad oral, además de 

interferir con la comunicación célula-célula y el desarrollo de biopelículas, sugiriendo 

que este probiótico puede ser utilizado para intervenir el desarrollo de una 

microbiota acidogénica y, por consiguiente, alterar el desarrollo o la progresión de 

las lesiones de caries (Tahmourespur y cols., 2019).   

Recientemente la literatura ofrece evidencia de que ciertas cepas probióticas tienen 

la capacidad no solo de prevenir lesiones de caries, sino también revertir el proceso 

de lesiones de caries. Piwat y cols. (2020) demostraron que tras el consumo de 

leche fortificada con Lactobacillus paracasei SD1, luego de  6 y 12 meses en niños 

y niñas de edad preescolar,  se produjo una reversión importante de lesiones de 

caries en las superficies de dientes de estos, en un régimen de consumo diario y 

tres veces por semana (Piwat y cols., 2020).  

En la actualidad, los vehículos más comunes para la administración de los 

probióticos son los productos lácteos, además de tabletas, cápsulas, pastillas y 

gotas, todas ellas por ser productos de fácil consumo, sin embargo, no se ha 

establecido una dosis óptima para el cuidado oral (Hasslöf y Stecksén-Blicks, 2019). 

2.6 Modelo in situ de caries 

Los modelos de caries in situ implican el uso de aparatos u otros dispositivos 

intraorales que crean condiciones definidas que simulan el proceso de caries dental. 

Son considerados el modelo de estudio intermedio, entre la situación clínica natural 

no controlada (estudios clínicos) y la situación de laboratorio altamente controlada 

(in vitro). Gracias a su diseño experimental más flexible, es posible incluir varios de 

los factores que involucran la naturaleza de la caries, como son el substrato 

dentario, microbiota, desafío cariogénico y tiempo (Zero, 1995).  
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Una característica de este tipo de modelos es que utiliza un número relativamente 

bajo de sujetos, lo que podría convertirse en una desventaja desde el punto de vista 

de la representatividad, además de depender de su adherencia al tratamiento. Sin 

embargo, a diferencia de un ensayo clínico, requiere de mucho menos tiempo de 

experimentación, simulando lo que ocurre en el proceso natural del desarrollo de 

lesiones de caries sin comprometer la salud oral del hospedero (Zero, 1995). 

Desde su invención en los años sesenta, los modelos de estudio in situ han sido 

útiles para estudiar múltiples factores relacionados a la enfermedad de caries, como 

el mecanismo de acción de fluoruros (Koulourdes y cols., 1982), la acción de 

alimentos sobre la caries dental (Giacaman y cols., 2013), o la acción de agentes 

preventivos (Schlafer y cols., 2017).  

Para lograr un alto valor predictivo y relevancia clínica, se debe procurar obtener el 

mayor número de condiciones naturales, sin embargo, el investigador debe 

mantener el control de las variables para detectar resultados científicamente válidos 

en un número limitado de pacientes (Zero, 1995). Se ha establecido que los 

parámetros para lograr un adecuado control de las variables corresponden a: diseño 

físico, características de los participantes, tejido a utilizar, diseño del estudio y 

método de evaluación (Curzon y Hefferren, 2001; Zero, 1995).  

2.7 Planteamiento del problema 

Ante la necesidad de modificar la forma de abordar la enfermedad de caries debido 

a las preocupantes cifras que se tenían a principios del siglo XXI, en Chile a partir 

del año 2011, con la Reforma de Salud y la puesta en marcha de las estrategias 

para el logro de las metas de salud bucal para la década 2011-2020 (Ministerio de 

Salud, 2011), se establecieron objetivos basados en la disminución de la 

prevalencia de la caries con énfasis en la promoción y prevención en salud oral, 

misma línea de acción que plantea el Plan Nacional de Salud Bucal 2018-2030 

(Ministerio de Salud, 2017) estrategia para enfrentar de forma más eficiente y menos 

costosa los tratamiento que cubre el sector público.  

En un contexto en el que la caries continúa siendo un problema de salud pública, la 

investigación se dirige en la búsqueda de alternativas que complementen a los 
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actuales tratamientos basados en Flúor. Una interesante alternativa involucra 

productos que utilicen probióticos como potenciales agentes terapéuticos, debido al 

amplio abanico de posibilidades que ofrecen en cuanto a su administración y uso 

masivo entre la población, principalmente en preescolares, sumado a  que de 

acuerdo a los antecedentes presentes en la literatura, los probióticos  son útiles para 

prevenir y revertir lesiones de caries (Tahmourespur y cols., 2019; Piwat y cols., 

2020).  

Por lo mencionado anteriormente, el siguiente trabajo de investigación propone 

averiguar cuál es el efecto en la progresión de lesiones de caries de esmalte, en 

pacientes que utilicen el probiótico L. rhamnosus SP1 de manera tópica, mediante 

un modelo de lesiones de caries in situ.  
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III. HIPÓTESIS 

Existe una disminución en la tasa de progresión de lesiones de caries en esmalte 

en un modelo in situ, en pacientes que utilizan el probiótico L. rhamnosus SP1 de 

manera tópica.  

 

IV. OBJETIVO GENERAL 

Determinar efectos en la progresión de lesiones de caries en esmalte en un modelo 

in situ en pacientes sometidos a la acción tópica del probiótico L. rhamnosus SP1. 

 

V. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar la progresión de lesiones de caries de esmalte en un modelo in situ, en 

individuos que utilizan el probiótico L. rhamnosus SP1 de manera tópica. 

2. Evaluar la progresión de lesiones de caries de esmalte en un modelo in situ en 

individuos que no utilizan el probiótico L. rhamnosus SP1. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Tipo de estudio y Estrategia Experimental 

Se llevó a cabo un estudio aplicando un modelo experimental in situ, consistente en 

sujetos voluntarios que portaron un aparato removible durante un total de 28 días, 

que sirvió de plataforma para montar 10 bloques de esmalte humano indemne. Los 

primeros 14 días el objetivo fue generar lesiones de caries estandarizadas en los 

bloques de esmalte de acuerdo a un modelo previamente establecido (Colil, 2019), 

a partir de una solución de sacarosa que fue entregada a los pacientes. Los 

siguientes 14 días se dio una solución que contenía el probiótico L. rhamnosus SP1 

y se expuso los bloques de esmalte a ésta solución. Finalmente, se evaluó el efecto 

tópico del probiótico en la tasa de progresión de las lesiones de caries en esmalte.  

6.2 Muestra 

La población portadora de los aparatos correspondió a personas voluntarias de la 

Facultad de Odontología de la Universidad de Chile.  

La muestra total consistió en 40 láminas de esmalte obtenidas a partir de terceros 

molares provenientes de  sujetos sanos, que fueron sometidos a cirugías de 

exodoncia de terceros molares incluidos (que no tuvieron contacto directo con la 

cavidad oral), donados por el Instituto Nacional de Ortodoncia (Santiago, Chile). 

Para el cálculo del tamaño de muestra, se decidió según la experiencia de trabajos 

anteriores  (Azán, 2019; Colil, 2019 Seguel, 2020)  y de acuerdo a la cantidad de 

mediciones necesarias para la determinación  de microdureza superficial. Se 

consideró un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de 0,2 en un contraste bilateral. 

Se asumió una desviación estándar común de 15,3 (Colil, 2019), con una tasa de 

pérdidas de seguimiento del 5%, y un poder estadístico de 80%. Se precisaron un 

total de 40 unidades de observación las cuales fueron dividas equitativamente para 

asignar  20 bloques de esmalte a cada grupo de estudio (grupo control y grupo 

experimental) para detectar una diferencia igual o superior a 15 unidades de 

microdureza Vickers. El número de unidades de observación fue determinado en 
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base a estudios previos con resultados positivos utilizando un tamaño muestral 

similar  (Colil, 2019) y al programa en línea Granmo.   

Las muestras se dividieron en dos grupos en la fase experimental:  

➢ Grupo A experimental: 20 muestras de esmalte que fueron divididas 

equitativamente en 2 sujetos voluntarios portadores del aparato de acrílico, 

las cuales fueron sometidas mediante instilación a una solución de sacarosa 

y luego al efecto tópico de una solución con el probiótico L. rhamnosus SP1. 

➢ Grupo B control: 20 muestras de esmalte que fueron divididas 

equitativamente en 2 sujetos voluntarios portadores del aparato de acrílico, 

las cuales fueron sometidas mediante instilación a una solución de sacarosa.  

Criterios de selección de los voluntarios:  

a) Criterios de inclusión:  

1. Cantidad mínima de 22 dientes 

2. Pacientes ASA 1 

3. Edad: entre 18-35 años  

4. COPD < 8 

b) Criterios de exclusión: 

1. Hiposialia  

2. Edéntulos 

3. Fumadores 

4. Mujeres Embarazadas 

5. Portadores de aparatos intraorales 

6. Enfermedad Periodontal 

7. Lesiones cariosas activas o inactivas 

8. Uso de antibióticos o antisépticos bucales menos de 3 meses antes de la 

intervención  

Cada voluntario fue evaluado y registrado según una ficha clínica establecida 

(Anexo 1). 
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6.3 Consideraciones éticas 

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

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

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

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

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

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

decisión podrá significar menoscabo en su atención ni menos sanción alguna”. En 

cumplimiento de lo antes descrito, se contó con un consentimiento informado 

(Anexo 2) el cual fue entregado y explicado al paciente en una charla donde además 

se le instruyó sobre su salud oral y el uso del dispositivo, además, si él o la paciente 

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

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

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

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

investigación y los procedimientos administrativos y normas sobre constitución, 

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

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

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

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

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

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

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

Universidad de Chile y al Comité Institucional de Bioseguridad (Anexo 3). Es 

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

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

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

a superar problemas éticos asociados a ensayos que involucran seres humanos 

expuestos a una situación determinada dentro de un período (Zero, 1995). 
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6.4 Preparación de los cortes 

Se utilizaron terceros molares incluidos sin contacto con el medio oral donados 

voluntariamente por participantes del Instituto Nacional de Ortodoncia con 

indicación de extracción, para lo cual se entregó un consentimiento informado para 

la obtención de dichos molares (Anexo 4). Estos se mantuvieron en solución de 

Timol al 0,2%, pH 7, por menos de dos meses (Cury y cols., 1997). 

Los terceros molares fueron montados en acrílico, cortados con una sierra de 

diamante de baja velocidad (SYJ-150, MTI) y su forma final fue dada con un disco 

de acero diamantado de 0,20 mm de grosor marca (Horico, Alemania) montado en 

pieza de mano. De los bloques de esmalte obtenidos se cortaron 40 unidades de 

3x3x3 mm, los cuales posteriormente fueron sometidos a autoclave a vapor por 20 

min a 120°C, para asegurar su esterilidad (Muñoz, 2019).  

Una vez obtenidos los bloques de esmalte y previo a la formación de lesión de 

caries, se les determinó la densidad mineral mediante Micro-CT (explicado en el 

ítem 6.8).  

6.5 Preparación de los aparatos  

El diseño consistió en un dispositivo intraoral removible maxilar confeccionado en 

acrílico de termo polimerización, con 4 plataformas ubicadas en la zona vestibular  

de molares superiores, 5 plataformas en la zona  palatina de los molares superiores, 

y una superficie en la región anterior del paladar.  

El modelo para su fabricación fue realizado a partir de una impresión maxilar de 

alginato con cubeta de stock y técnica convencional, cuyo vaciado fue realizado en 

yeso piedra inmediatamente posterior al retiro de boca. 

La confección fue realizada en un laboratorio con instrucciones específicas; el 

dispositivo debería contar con 4 ranuras de 4x4x4 mm ubicadas en la zona 

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

1 en zona de premolares y 1 ranura en la zona media palatina.  
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Los bloques de esmalte fueron montados individualmente de forma aleatoria en 

cada ranura utilizando cera adhesiva de alta fusión. 

Los bloques fueron numerados del 1 al 10 desde la zona más posterior derecha 

vestibular a la zona más posterior derecha palatina, de izquierda a derecha por 

vestibular y de izquierda a derecha por palatino, siendo nominada la muestra media 

palatina como la número 7 (figura 1). 

 

 

 

 

 

Figura 1: Dispositivo intraoral 

 

6.6 Desarrollo estandarizado de lesiones de caries 

Los voluntarios debieron utilizar un dispositivo intraoral portando las muestras de 

esmalte durante 14 días, 24 horas al día, exceptuando momentos de alimentación 

e higiene oral. En ese período a cada una de las muestras se le debió aplicar una 

gota de sacarosa al 20% como desafío cariogénico, cada 2 horas hasta lograr 8 

aplicaciones diarias (Cury y cols., 1997). La aplicación debió realizarse con un 

gotario fuera de boca, tras lo cual el voluntario debió esperar 5 minutos para volver 

a introducir el dispositivo (Colil, 2020). 

6.7 Modelo experimental e Intervención 

El experimento in situ consistió en la medición de la progresión de lesiones de caries 

al usar el probiótico Lactobacillus rhamnosus SP1 de forma tópica.  

Para la selección de los participantes se realizó una anamnesis exhaustiva,  

debiendo cumplir con los criterios de inclusión para poder ser parte del experimento. 
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El total de participantes que se requirió fueron 4; 2 para el grupo de estudio 

experimental y 2 para el grupo control. 

Una vez confeccionados los dispositivos intraorales y probados, se realizó una 

inducción explicando la intervención a realizar, donde se entregó la información 

respectiva (Anexo 5), y un consentimiento informado que debió  ser firmado una vez 

finalizada la inducción (Anexo 2). 

El desarrollo de la intervención constituyó dos fases:  

Fase 1, generación de lesiones de caries: en una primera instancia cada voluntario 

debió usar el aparato con los 10 bloques de esmalte. Los 4 voluntarios debieron 

utilizar los aparatos día y noche, solo retirándolo de la boca durante los momentos 

de higiene oral, alimentación y aplicación de la solución de sacarosa según el 

protocolo descrito. A cada una de las muestras se les aplicó una gota de sacarosa 

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

aplicaciones diarias durante 14 días (Cury y cols., 1997). La aplicación fue realizada 

mediante un gotario fuera de boca, tras lo cual se debía esperar 5 minutos para 

volver a introducir el dispositivo. Durante esta etapa se produjo la pérdida de 1 

muestra correspondiente al grupo que luego usaría el probiótico.  

Posterior a los 14 días, se recopilaron todos los bloques de esmalte para hacer las 

mediciones de contenido mineral. Se utilizó el equipo SKYSCAN1272 de Bruker® 

usando el software SkyScan Data Viewer, CTan y CTvox3D para visualizar los 

cortes y las reconstrucciones en tres dimensiones de los bloques de esmalte para 

ver el contenido mineral. Luego de 5 días, una vez estandarizadas las muestras 

fueron reincorporadas a los dispositivos intraorales y devueltos a los voluntarios 

para continuar con la fase experimental. En esta fase no se realizaron mediciones 

de microdureza debido al deterioro superficial que sufrirían las muestras, por lo que 

se decidió realizar  posterior a la fase 2 (explicado en el ítem 6.9). 

Fase 2, fase experimental: Se produjo la exposición al probiótico. Se mantuvo el 

desafío cariogénico. El grupo experimental debió instilar una gota en cada bloque a 

partir de una solución de probiótico a base de 150 mL de agua a la cual se le 
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suspendió una dosis de Lactobacillus rhamnosus 108 UFC/mL, una vez al día junto 

con la segunda instilación de sacarosa, mientras que el grupo control debió 

mantener el desafío cariogénico, es decir, agregar una gota de sacarosa cada 2 

horas en un total de 8 aplicaciones diarias durante 14 días. Un bloque de esmalte 

perteneciente al grupo experimental  fue perdido durante esta fase del experimento.  

Una vez terminados los 14 días de fase experimental, las muestras fueron 

recolectadas y analizadas  para determinar densidad mineral y microdureza 

superficial.  

6.8 Medición densidad mineral- Micro- CT 

Se utilizó el sistema de Micro-CT Sky Scan versión de software 1.0.5 (Bruker 

Corporation, Estados Unidos) para evaluar los cambios en la densidad mineral 

(g/cm3) de las muestras, posterior a su exposición en el modelo de caries in situ. 

Cada bloque de esmalte fue montado individualmente y en la misma posición 

utilizando un procedimiento estándar, procurando que el haz de rayos X incidiese 

perpendicularmente a la superficie. El escaneo fue realizado por un operador 

experto en técnicas de imagen de Micro-CT de la Plataforma experimental Bio-CT, 

perteneciente a la Facultad de Odontología de la Universidad de Chile 

(FONDEQUIP EQM150010).  

Las secciones de imágenes digitales fueron obtenidas con las siguientes 

condiciones de irradiación: voltaje de 50 kV, una fuente de corriente de 1005 uA y 1 

mm de filtro de aluminio (Esquivel-Upshaw y cols., 2020). Cada muestra se montó 

individualmente, todos en la misma posición, procurando que el haz de rayos x 

incidiera perpendicularmente a la superficie. Durante el proceso de escaneo las 

muestras rotaron 360° en incrementos angulares de 0,25, el cual generaró 1400 

proyecciones (Schwass y cols., 2009). 

Las imágenes obtenidas de los cortes dentales fueron reconstruidas a través del 

software NRecon versión 1.7.4.2 de Sky Scan y evaluadas de manera cualitativa 

por un examinador utilizando los softwares SkyScan Data Viewer y CTvox. La 

evaluación cuantitativa de la densidad mineral fue realizada usando el programa 
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CTan (version 1.13.5.1, SkyScan; Bruker), en el que se separó de manera 

tridimensional la superficie externa del esmalte del aire en la superficie exterior y 

otros tejidos a través de la función de región y aplicación de una lista de tareas.  

6.9 Medición de microdureza superficial 

Posterior al periodo experimental se realizó la medición de micro dureza superficial 

a 39 muestras de esmalte, con el microindentador de Vickers Struers Duramin 

(USA) proporcionado por el Laboratorio de Ciencias de  los Materiales de la Facultad 

de Ciencias Físicas y Matemáticas (Figura 2). A los bloques  de esmalte se les 

penetró con una carga de 200 g (1,961 N) durante 20 segundos realizando 3 

indentaciones por ejemplar, obteniendo un tamaño muestral N: 19 para el grupo 

experimental y N: 20 para el grupo control. Las indentaciones se distribuyeron de 

manera aleatoria (Figura 3). A cada uno de los grupos  se le calculó el promedio de 

las 3 mediciones obtenidas por cada muestra.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Microindentador de Vickers Struers Duramin (USA). 
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Los valores de microdureza fueron calculados por el equipo mediante la siguiente 

fórmula: 

Microdureza Vickers (VH) = (1,854 × F) × 103 /d2  

HV: microdureza de Vickers F: test de carga aplicada (N)  

d: promedio de las diagonales de la indentación (mm) (Majithia y cols., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Medición realizada en muestra de esmalte observada a través del 

microindentador de vickers. Se observa marca característica para realizar la 

medición, en una zona aleatoria de la superficie de esmalte.  

6.10 Plan de análisis de datos  

Los datos fueron codificados e ingresados a una base de datos en archivo Excel 

Office para Windows. Luego se realizó una prueba de distribución de los datos para 

evaluar la normalidad. Para el análisis estadístico se utilizaron los estadísticos 

correspondientes de acuerdo a la distribución y características de los datos. Se 

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

las 39 muestras totales, agrupadas en los dos grupos experimental y control. Se 

realizó una comparación de datos entre los grupos de muestras probiótico/sacarosa 

y sólo sacarosa, teniendo como valores referenciales de magnitud los obtenidos a 

partir de las muestras luego de ser expuestas a un protocolo previo realizado por el 
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equipo de investigación.  A continuación, se presenta un esquema que resume los 

pasos del experimento (Figura 4): 

 

 

 

Figura 4: Esquema  resumen de modelo experimental 

 

VII. RESULTADOS 

De los 4 voluntarios reclutados para el estudio, la totalidad completó el 

procedimiento.  Hubo pérdida de 1 muestra (bloque de esmalte). Las muestras 

fueron recuperadas luego de cada fase de experimentación, fueron testeadas  y 

aleatorizadas para posteriormente ser ubicadas en cada dispositivo hasta la fase 

final, donde fueron recolectadas y separadas según el grupo experimental; grupo 

control con muestras expuestas a sacarosa, y muestras experimentales  expuestas 
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a sacarosa y probiótico L. rhamnosus SP1. Las muestras fueron removidas de su 

respectivo dispositivo luego de la fase final y testeadas mediante Micro-CT y 

Microdureza de Vickers. Los voluntarios fueron supervisados durante los días de 

uso del aparato y se realizó una evaluación del cumplimiento del protocolo luego de 

cada fase del experimento (Anexos 6 y 7).  

7.1 Densidad mineral  

Previo a la fase de formación de lesiones, los bloques de esmalte fueron 

escaneados por microtomografía computarizada (Micro-CT)  para cuantificar la 

densidad mineral, posteriormente fueron instalados en los dispositivos intraorales y 

entregados a los voluntarios para la fase de formación de lesiones de caries. Las 

muestras fueron nuevamente  recolectadas y escaneadas por el Micro-CT para 

cuantificar la densidad mineral, posterior a la exposición de los bloques de esmalte 

a sacarosa, para ser aleatorizadas e instaladas nuevamente en los dispositivos 

intraorales para ser usados por los voluntarios. Finalmente, se recolectaron las 

muestras y se dividieron según el grupo de estudio (probiótico/sacarosa y sólo 

sacarosa) para ser escaneadas por Micro-CT obteniendo imágenes que nos 

permitieron visualizar la superficie de las muestras (Figura 5), según el grupo de 

estudio (control o experimental). Para un análisis cuantitativo, 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 de estudio (control o experimental).  

A continuación se exponen los resultados del estudio de densidad mineral de las 

muestras, antes de la formación de lesión de caries, después de la formación de 

lesión de caries y finalmente, después de la exposición tópica al probiótico 

manteniendo el desafío cariogénico (Tablas Nº1, Nº2 y Nº3, respectivamente). 

También se expone una comparación gráfica de los resultados  entre los dos grupos 

de estudio (control y experimental), para cada una de las etapas del experimento 

descritas anteriormente (Figura 6).  
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Tabla Nº1.  Análisis descriptivo, valores de densidad mineral BMD1 por Micro-CT 

antes de la primera fase de estudio (antes de la formación de lesión de caries 

artificial). 

Análisis de comparación de 2 grupos de estudio, se realizó con T-Student, considerando la 

distribución normal de los datos. Las diferencias no son significativas. 

 

Tabla Nº2.  Análisis descriptivo, valores de densidad mineral (BMD2) por Micro-CT 

luego de la primera fase de estudio (formación de lesión de caries artificial).  

Análisis de comparación de 2 grupos de estudio se realizó con T-Student, considerando la 

distribución normal de los datos. Las diferencias no son significativas.  

 

Tabla Nº3.  Análisis descriptivo, valores de densidad mineral (BMD3) por Micro-CT 

luego de la segunda fase de estudio (aplicación de probiótico más sacarosa o solo 

sacarosa)  

Análisis de comparación de 2 grupos de estudio se realizó con Wilcoxon rank-sum test, considerando 

la distribución anormal de los datos. Se muestran las diferencias significativas luego de realizar el 

análisis de comparación de los dos grupos *p<0,05. 

 

Grupo de estudio Media inicial BMD1 (g/cm3) 

 

Desviación estándar n 

Probiótico 2,90 0,13 20 

Control 2,81 0,05 20 

Grupo de estudio Media inicial BMD2 (g/cm3) 

 

Desviación estándar n 

Probiótico 2,34 0,10 19 

Control 2,38 0,13 20 

Grupo de estudio 

 

Mediana BMD3 (g/cm3) 

 

Desviación estándar n 

Probiótico 2,17* 0,11 19 

Control 2,04* 0,14 20 
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Figura 5: Imágenes obtenidas mediante Micro-CT en el Software Ctan.A (voltaje de 

50 kv y fuente de corriente de 1005 uA). a) BMD1 del bloque de esmalte sano. b) 

BMD2 después de la formación de lesión de caries artificial (grupo probiótico). c)  

BMD3 después de la exposición a probiótico + sacarosa. d) BMD2 después de la 

formación de lesión de caries artificial (grupo control). e) BMD3 del bloque de 

esmalte control expuesto solo a sacarosa (grupo control). Las imágenes muestran 

la cantidad y distribución de mineral presente en la superficie analizada, 

representada por tonalidades azules. A medida que la superficie presenta una 

menor densidad mineral, el tono azulado se hace más oscuro.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Valores de densidad mineral BMD1, BMD2 y BMD3 de las muestras en 

cada fase de experimentación, para los bloques de esmalte según grupo de estudio. 
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7.2 Microdureza Superficial de Vickers  

La dureza superficial de los bloques de esmalte se determinó utilizando un 

indentador de diamante Vickers en un probador de microdureza estándar. Como se 

mencionó anteriormente, se decidió realizar esta medición luego de finalizar la 

segunda fase, para evitar daños y alteraciones en la superficie de esmalte de las 

muestras antes de la exposición al probiótico. Los resultados de microdureza se 

presentan en la Tabla Nº4.  Se observan los promedios y las desviaciones estándar 

de los valores para el grupo de muestras control y el grupo tratado con probiótico L. 

rhamnosus SP1. Los valores promedios difieren entre los 2 grupos de muestras.  

Al analizar y comparar los promedios para cada grupo de muestras, se observa una 

diferencia significativa en la media de microdureza superficial entre el grupo de 

muestra control y el grupo de muestras expuesto a sacarosa / probiótico L. 

rhamnosus SP1 (P <0,05).  

Tabla Nº4. Análisis descriptivo, valores de la microdureza superficial obtenida (MDS) 

en durómetro, posterior a la segunda fase del estudio (probiótico y sacarosa / 

sacarosa). 

Grupo de estudio Media MDS (HV) Desviación estándar n 

Control 180,59* 59,66 20 

Probiótico 260,96* 25,34 19 

Análisis de comparación de 2 grupos de estudio, se realizó con Wilcoxon rank-sum test, 

considerando la distribución anormal de los datos. Se muestras las diferencias significativas luego 

de realizar el análisis de comparación de los dos grupos *p<0,05. 

 

VIII. DISCUSIÓN 

En este trabajo de investigación se expuso a un grupo de voluntarios y voluntarias 

al uso del probiótico Lactobacillus rhamnosus SP1 durante 14 días utilizando un 

formato de aplicación tópica en un modelo in situ. Las muestras de esmalte 

dispuestas en un dispositivo intraoral fueron analizadas en 3 instancias para evaluar 

su densidad mineral; previo a la formación de lesiones de caries, posterior a la 

formación de  lesiones de caries y posterior a la administración del probiótico bajo 
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un desafío cariogénico. En esta última se evaluó también la microdureza superficial, 

con la finalidad de  evaluar con estas variables los efectos del uso tópico del 

mencionado probiótico. Durante la primera fase experimental se extravió una 

muestra correspondiente al 2,5% del tamaño muestral total, lo que es inferior al 5% 

establecido como margen, por lo que los resultados no se ven alterados por este 

acontecimiento.   

Para medir la variación cuantitativa y cualitativa de la cantidad  de mineral presente 

en las muestras se utilizó la técnica de Micro-CT.  Dentro de las  ventajas del uso 

de esta técnica  es  que  permite determinar la densidad mineral y los cambios 

estructurales de la lesión sin necesidad de seccionamiento o preparación de la 

muestra (Shahmoradi y cols., 2017). De acuerdo a los resultados del estudio, 

obtenidos en cada fase donde se utilizó la técnica de Micro-CT, se evidenció que 

ambos grupos tanto experimental como control, comenzaron con una densidad 

mineral media similar; 2,90 y 2,81 g/cm3, respectivamente, valores anteriormente 

reportados por otros autores como Dowker (2003) o Cochrane (2012), los cuales 

obtuvieron  valores en el rango de  2,57- 3,15 gr/cm3  para tejido sano. Tal resultado 

era esperable ya que las muestras obtenidas provenían de terceros molares 

incluidos que no estuvieron en contacto con la cavidad oral de los donantes.  

Luego de la primera fase, una vez inducida la lesión producto del desafío 

cariogénico, es interesante observar cómo la densidad mineral media del  grupo 

control y grupo experimental (2,38 g/cm3 y 2,34 g/cm3, respectivamente) descendió 

a un nivel similar, coincidiendo con los valores obtenidos por Dowker (2003) y Azán 

(2019) los cuales son  2.1-2.7 g/cm3, evidenciando no sólo que efectivamente se 

produjo una lesión en las muestras de esmalte, sino que ambos grupos presentaron 

lesiones de características prácticamente iguales, lo que permitió comenzar la 

segunda fase experimental con muestras que fueron perfectamente aleatorizables, 

y que contaron con una lesión de caries estándar que proporcionó la posibilidad de 

comparar a futuro los efectos de la aplicación tópica del probiótico, en la densidad 

mineral de un tejido ya dañado. Un aspecto importante a destacar, es que no existen 

hasta la fecha estudios que hayan realizado observaciones a partir de lesiones de 
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caries estándar utilizando un modelo de estudio in situ, siendo éste un estudio único 

al momento de escribir la presente tesis, abriendo la posibilidad de utilizar esta  

metodología en futuras investigaciones que requieran partir de tejido 

desmineralizado y no de tejido sano.  

Los resultados de la exposición de las muestras al efecto tópico del probiótico L. 

rhamnosus SP1 indicaron una menor desmineralización (0,17 g/cm3)  que el grupo 

control (0,34 g/cm3), apreciable cuantitativamente como cualitativamente, ya que, 

de acuerdo al resultado de las imágenes de la figura 5, el color azul más obscuro, 

indicativo de desmineralización, está más presente en la imagen de BMD3 

correspondiente a las muestras del control. Considerando que ambos grupos  

continuaron con el mismo desafío cariogénico, los resultados sugieren que el uso 

de L. rhamnosus SP1 de manera tópica, si bien no detiene el proceso de formación 

de lesión de caries, tiene un efecto atenuante, disminuyendo la cantidad de mineral 

perdido en el mismo período de tiempo que el grupo control, corroborando los 

hallazgos de estudios anteriores (Piwat, 2020).  

La medición de microdureza superficial del esmalte constituye también, un método 

objetivo e importante para evaluar la desmineralización de la estructura dentaria y 

por lo tanto, como indicador de presencia de lesión de caries (Featherstone  y cols., 

1987; Gutiérrez y Reyes, 2001). Los resultados de microdureza de la superficie del 

esmalte demuestran que el tratamiento tópico con L. rhamnosus SP1 proporciona 

una mayor resistencia al tejido dentario ante el proceso de desmineralización propio 

de la caries, ya que, al evaluar ambos grupos expuestos al desafío cariogénico, el 

grupo expuesto solo a sacarosa presentó una microdureza superficial inferior, y por 

lo tanto más desmineralizado que el  grupo expuesto a sacarosa/probiótico. 

Los valores de microdureza superficial en esmalte sano, expuestos en la literatura, 

son de 320 a 400 unidades de Vickers (Craig, 1958; Ryge y cols., 1961).  Los valores 

de microdureza de las muestras expuestas solo a sacarosa (179 ± 59,65) son 

similares a  los valores descritos en estudios previos que utilizaron el mismo método 

de formación de lesiones de caries in situ (Azán, 2019, Colil, 2019),  pero distintos 

a estudios que utilizaron un método de formación de lesión de caries in vitro, como 
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los valores publicados por Zamorano y cols. (2015) y Subashree y cols. (2019). A 

pesar de las diferencias, independiente del método utilizado para la formación de 

lesiones de caries, la literatura sugiere que con valores inferiores a 300 unidades de 

Vickers, la desmineralización del esmalte ya es considerada como lesión de caries. 

Al momento de escribir este trabajo, no fue posible encontrar estudios que, 

utilizando un modelo de caries in situ,  haya evaluado la microdureza de Vickers 

posterior a la formación de una lesión de caries y posterior al uso de alguna cepa 

de probiótico. No obstante, en el estudio publicado por Elgamily y Safwat (2019), en 

el que probaron pastas dentales remineralizantes con diferentes componentes, 

entre ellos el probiótico L. rhamnosus, la microdureza de Vikcers en el grupo que 

utilizó el probiótico resultó mayor que  las muestras que no fueron expuestas al 

probiótico luego de 7 días de tratamiento, pasando de tener una microdureza previa 

de 63,9 ±19,7 luego de una desmineralización in vitro, a una microdureza de 

117,4±12,9. Si bien los valores difieren de los de nuestro trabajo luego de la 

desmineralización (180,59 ± 59,66) y exposición al probiótico (260,96  ± 25,34 ), es 

interesante observar cómo la presencia del probiótico L. rhamnosus se encuentra 

directamente relacionada con una mejoría comparativa en cuanto a microdureza de 

Vickers se refiere.  

Para estudios de este tipo, un modelo  in situ constituye una ventaja comparado con 

ensayos clínicos aleatorizados debido a la gran cantidad de voluntarios que estudios 

de este tipo requieren, además del largo período de tiempo que es necesario para 

obtener los resultados. A su vez, las condiciones más flexibles de un modelo in situ 

permiten incluir varios de los factores que involucran la naturaleza de la caries en 

comparación a las estrictas condiciones de un modelo in vitro (Zero, 1995).  A pesar 

de las bondades del modelo, en su implementación hay múltiples variables 

experimentales a considerar, es por esto, que el cumplimiento de los protocolos 

definidos al inicio del proceso experimental son necesarios para llevar a cabo el 

estudio de manera óptima (Sung y cols., 2014). Tal característica dependiente  de 

la rigurosidad del propio voluntario podría ser considerada una debilidad del modelo 

in situ, ya que requiere de constante vigilancia por parte de los investigadores e 
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involucra aspectos como la incomodidad del uso del aparato y la posibilidad de 

abandono del estudio por motivos ajenos a quien realiza la investigación, lo que 

podría comprometer los plazos estipulados. Para efectos de este estudio, la elección 

tanto del número de bloques de esmalte, duración y número 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 (Higham, 2005; 

Arruda, 2012). Sin embargo, un aspecto a mejorar dentro de la actual investigación 

refiere a la posibilidad de pérdida de las propias muestras dentro del dispositivo 

intraoral, ya sea por extravío o por daños ocurridos durante los períodos de análisis 

afectando el tamaño de la muestra. Por lo tanto, para llevar a cabo de buena manera 

un estudio con un modelo in situ, es necesario mantener siempre una buena 

comunicación con cada uno de los involucrados.  

La efectividad de los probióticos en la prevención y tratamiento de enfermedades 

de la cavidad oral ha sido respaldada en la literatura por diferentes estudios en los 

últimos años (Nase y cols., 2001; Hasslöf, 2013; Rodríguez y cols., 2016; Piwat y 

cols., 2020; Sivamaruthi y cols., 2020; Sandoval y cols., 2021). Para el caso de la 

caries, existen ensayos clínicos que han demostrado los efectos de los probióticos 

en diferentes situaciones, utilizando por ejemplo, Lactobacilus rhamnosus GG en 

niños de 1 a 6 años, observando una disminución en el riesgo de caries. El probiótico 

Lactobacillus rhamnosus SP1 también ha sido probado en estudios anteriores, entre 

los que destaca el estudio realizado por Rodriguez y cols. (2016), los cuales 

realizaron una intervención en niños de 2-3 años socialmente vulnerables, en el que 

se observó una disminución en el desarrollo de caries cavitadas en el grupo tratado 

con probiótico. 

 Si bien la evidencia demuestra una tendencia a confirmar la efectividad de los 

probióticos para prevenir o tratar enfermedades de la cavidad oral, según el trabajo 

realizado por Gruner y cols. (2016), hasta ese año no había evidencia suficiente 

para recomendar el uso de  probióticos para el tratamiento de la caries, no así para 

el manejo de periodontitis y gingivitis. La necesidad de encontrar más evidencia que 

respalde el uso de los probióticos para mejorar la salud oral, ha llevado a los 



 

 

32 

investigadores a  profundizar en la observación acerca del uso de probióticos, 

diversificando también los modelos de estudio realizados para así continuar 

obteniendo evidencia suficiente. En consecuencia con lo anterior, es posible afirmar 

que en la literatura existen pocos estudios que hayan reportado haber utilizado un 

modelo in situ de caries para probar el efecto de probióticos (Lodi, 2015; Azán, 2019; 

Colil, 2019). Lodi (2015), realizó un estudio con un modelo in situ de caries en el 

que 10 voluntarios fueron expuestos a leches suplementadas con probióticos, 

utilizando L. casei,  L. acidophilus, Bifidobacterium SPP., y L. paracasei dentro de 

los grupos de observación. La aplicación del probiótico, al igual que el presente  

estudio, fue de administración tópica fuera de boca por 5 minutos. La prueba de 

microdureza superficial también demostró diferencias estadísticamente 

significativas entre las muestras expuestas a sacarosa y las expuestas a L. 

acidophilus, Bifidobacterium SPP., y L. paracasei (presentes en la misma leche 

suplementada), en donde este último grupo promedió valores más altos que el grupo 

expuesto a sacarosa. Los valores de microdureza de la investigación de Lodi, 

también son similares a los valores obtenidos por la actual investigación. Cabe 

señalar que tanto el vehículo como las cepas utilizados en dicho estudio fueron 

distintos a los empleados en este trabajo de investigación.   

Los estudios previos realizados por Colil (2019), Azán (2019), y Seguel (2020),  

utilizando el probiótico Lactobacillus rhamnosus SP1 en un modelo in situ de caries 

obtuvieron en todos los casos, resultados similares a los nuestros para el análisis 

de microdureza y densidad mineral, pero la gran diferencia entre aquellos estudios 

y éste es que las pruebas fueron realizadas a partir de tejido sano, mientras que 

nosotros administramos el probiótico en tejido previamente dañado utilizando un 

modelo de generación de lesión de caries estándar, lo que permite responder de 

manera específica a la pregunta de investigación planteada en este trabajo. 

A pesar de los buenos resultados obtenidos en anteriores estudios, la selección de 

las mejores cepas probióticas para el tratamiento o uso preventivo de la caries sigue 

siendo un problema vigente. La elección de la cepa que se utilizó en este estudio 

se basa en la evidencia científica previamente descrita, la cual obtuvo resultados 
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prometedores  (Rodríguez y cols., 2016; Azán, 2019; Colil, 2019;  Seguel, 2020) , 

pero se desconoce si efectivamente corresponde a la cepa más eficiente para el 

manejo de lesiones de caries. En el año 2012, Bosh y cols. realizaron un estudio in 

vitro donde se analizaron ciertos atributos de cepas de probióticos, como reducida 

producción de ácido, riesgo de cariogenicidad, potencial de resistencia a los 

antibióticos y  parámetros generales de toxicidad, pero no se ha establecido un 

consenso que permita establecer con claridad qué cepa tiene el mayor potencial 

para establecer un equilibrio favorable para la salud oral, ni tampoco se conoce cuál 

es el vehículo ideal para su administración.  

La dificultad para identificar una cepa probiótica óptima para su uso con fines 

terapéuticos y/o preventivos en relación a la caries, radica en que aún se desconoce 

el mecanismo, o los mecanismos de acción precisos mediante los cuales se 

producen sus efectos en la cavidad oral, aunque existen aproximaciones, pues se 

ha descrito en la literatura que los probióticos tienen la capacidad de modular la 

respuesta inflamatoria (humoral y celular), producir sustancias como el peróxido de 

hidrógeno y bacteriocinas, y competir con patógenos por superficies de adhesión y 

nutrientes (Seminario y cols., 2017), sin embargo, el estudio no describe una cepa 

en particular. Para ser más precisos, existe un estudio donde se utilizó Lactobacillus 

rhamnosus ATCC7469 para inhibir la formación de biopelículas, y se demostró que 

se producían biosurfactantes con la capacidad de modificar el nivel de expresión de 

los genes de virulencia y reducir sus capacidades adhesivas, además de interferir 

con el desarrollo de biopelículas y la comunicación de célula a célula 

(Tahmourespour y cols., 2019). Sin embargo, aún se requiere mayor evidencia que 

demuestre el mecanismo de acción de los probióticos en relación a la cavidad oral, 

por lo que más estudios de este tipo son necesarios para conocer de mejor manera 

aspectos como la vía de administración óptima o la dosis adecuada.  

La evidencia indica que existen fundamentos importantes para considerar a los 

probióticos como una alternativa para prevenir y tratar la caries. Al igual que en este 

estudio, hasta la fecha  se han utilizado indicadores objetivos como la microdureza 

superficial o densidad mineral para evaluar  el esmalte dentario expuesto a 
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condiciones cariogénicas, con el uso de probiótico bajo múltiples vías de 

administración, y ya sea por vía tópica o sistémica  se ha visto un efecto concordante 

con los resultados de investigaciones anteriores. También se han estudiado 

diferentes metodologías y modelos de estudio, siendo el modelo in situ el que más 

se acerca a las condiciones de la cavidad oral, y se ha probado con diferentes cepas 

probióticas que han demostrado tener un efecto en enfermedades orales.  

El presente estudio ha contribuido a ser una prueba única, hasta el momento de 

escribir esta tesis, que el probiótico Lactobacillus rhamnosus SP1, administrado de 

manera tópica, tiene un efecto positivo cuando ya existe una lesión de caries, 

logrando un ralentizamiento del progreso de estas mismas y prolongando el tiempo 

requerido para formar una cavidad en el esmalte. 
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IX. CONCLUSIÓN 

El probiótico Lactobacillus rhamnosus SP1 administrado en forma tópica, tiene un 

efecto benéfico/atenuante, en la tasa de progresión de desmineralización del 

esmalte dental, en el proceso de formación de lesión de caries.  
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XI ANEXOS 

 

Anexo 1: Ficha clínica 

Evaluación de voluntarios para participación en trabajo de investigación titulado “Efecto terapéutico 

en la progresión de caries en un modelo in_situ expuesto a probiótico vía sistémica, tópica y 

mixta”. 

 

 

Anamnesis 

Nombre:   Rut: 

Edad:  Sexo:  (M)     (F) 

Teléfono:   Fecha de nacimiento:   
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1. Antecedentes mórbidos:  

 

 

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

 

 

3. Alergias:  

 

4. Medicamentos (Nombre, dosis, fecha inicio): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Examen Intraoral 

1- Apreciación periodontal  

● Gingivitis: (   ) 

● Periodontitis: (   ) 

2- Dentición  

C : 

O : 

P: 

p 
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Anexo 2: Consentimiento informado voluntarios  

 

Universidad de Chile 

Facultad de odontología 

Carta de Consentimiento Informado 

 

A través de este presente declaro y manifiesto libre y espontáneamente, y en consecuencia acepto que: 

1. He leído y comprendido toda la información anteriormente entregada y mis preguntas han sido 

respondidas. 

2. He sido informado y comprendo la necesidad y fines de ser atendido. 

3. Tengo el conocimiento del procedimiento a realizar. 

4. El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud. 

5. Conozco los beneficios de la investigación. 

6. Demás de esta información que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al requerimiento 

de la evolución de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesario y al criterio del 

investigador.  

7. Autorizo a usar mi caso para investigación y para ser usado como material audio visual, protegiendo 

mi identidad. 

8. También comprendo que en cualquier momento y sin necesidad de dar explicación alguna puedo 

revocar el consentimiento.  

9. En caso de cualquier duda puedo acudir a Sergio Livingstone 943–Independencia; Santiago de lunes 

a viernes en el horario comprendido entre las 8:00 y 17:00. En el período en la investigación y hasta 6 

meses después de concluida esta.   

10. Si Ud. Desea consultar sobre los derechos como sujeto de investigación o piensa que estos han sido 

vulnerados puede dirigir al representante del Comité de Ética de la Facultad de Odontología de la 

Universidad de Chile: Prof. Dr. Eduardo Fernández, al teléfono 29781742, en el horario de oficina o 

al mail cec.fouch@odontologia.uchile.cl. 

 

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento diagnóstico´ 

pertinente, PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO INTERES. 

 

Identificación paciente  

Nombre: _________________________ 

Rut: ____________________ 

Fono: ___________________ 

Firma: _________________ 

Fecha: _________________ 

 

Sección para llenar por el investigador principal  

He explicado al Sr.(a)_____________________________ la naturaleza de la investigación, le he explicado 

acerca de los riesgos y beneficios que implica su participación. He contestado a las preguntas y he preguntado 
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si tiene alguna duda. Acepto que conozco la normativa vigente para realizar la investigación con seres 

humanos y me apego a ella.  

Nombre del investigador principal 

Nombre: _________________________ 

Rut: ____________________ 

Fono: ___________________ 

Firma: _________________ 

Fecha: _________________ 

Nombre del Director del establecimiento de investigación o de su representante 

Nombre: _________________________ 

Rut: ____________________ 

Fono___________________ 

Firma: _________________ 

Fecha: _________________ 
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Anexo 3: Aprobación comité de ética.  
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Anexo 4: Consentimiento informado para la obtención de terceros molares.  
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Anexo 5: Protocolo por seguir de voluntarios. 
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Anexo 6: Evaluación de cumplimiento de voluntarios  
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Anexo 7: Evaluación de cumplimiento final 

 


