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RESUMO

Probibticos tem sido extensivamente estudados pelos seus efeitos
benéficos & saude do hospedeiro. O principal campo de pesquisa de
probiotico é o trato gastrointestinal. Entretanto, nos ultimos anos tem havido
um crescente interesse da pesquisa odontologica pelos beneficios dos
probiéticos na cavidade oral. As infec¢Bes orais, em particular a cérie, tem
alta prevaléncia na populagdo brasileira e seu tratamento envolve alto custo.
Acdes preventivas dirigidas a esta enfermidade teriam um alto potencial de
beneficiar um grande numero de individuos. Atualmente, os esforcos da
Odontologia visam restaurar o equilibrio entre os microrganismos patégenos
e a microflora benéfica. Novos métodos como a bacterioterapia para reduzir
elementos patdégenos da microbiota oral vem sendo investigados. Os
probidticos sdo um destes novos agentes promissores na profilaxia da
doenca carie. Acredita-se que dentre Vvarios critérios de selecdo para a
escolha de uma determinada cepa, a adesdo pode ser considerada a que
mais favorece a expressédo da atividade probiotica, assim como o veiculo de
administracdo. Probidticos sdo seguros para 0 uso de pessoas saudaveis,
mas devem ser administrados com cautela em pessoas debilitadas para
evitar o risco de bacteremias. Os ensaios clinicos sobre o papel dos
probiéticos na prevencdo da doenca céarie ainda sdo bastante limitados e
novos estudos devem ser realizados a fim esclarecer melhor seu

mecanismos de acao e efeitos benéficos na cavidade oral.

Descritores: Probidticos. Céarie. Estreptococos do grupo mutans. Salde

Oral. Prevencéo.




ABSTRACT

Probiotics have been widely studied due to the benefic effects to host
health. The main research field of probiotics is gastrointestinal tract.
However, there is an increased interest in odontology research due to the
benefits of probiotics in oral cavity. Oral infections, mainly caries, show high
prevalence in Brazilians and its treatment has high costs. Preventive actions
to this disorder should have high potential to benefit a high number of
individuals. The efforts of odontology nowadays aim to recover the balance
between pathogenic microorganisms and benefic micro flora. New methods,
like bacteriotherapy to reduce pathogenic elements of oral micro biota, have
being investigated. Probiotics are one of the new promising agents on caries
disease. It is believed that among the various criteria to the selection of a
certain strain, adhesion is considered the most favor to the expression of
probiotic activity as well as administration. Probiotics are safe to the use of
healthy people however, they should be cautious administered in ill
individuals to avoid bacteremia risk. Clinical trials searching for the role of
probiotics in the prevention of caries are limited and new studies should be
performed to better identify the mechanisms of action as well as the benefic

effects in oral cavity.

Key-words: probiotics, caries, Streptococcus of mutans group, oral health,

prevention.
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1.1 APRESENTACAO

A carie é uma das doencas microbianas mais comuns dos paises
industrializados, e o maior impacto benéfico na prevaléncia de caries foram
as mediadas de aplicacdo topica de fluor, principalmente nos dentifricios.
Bons habitos de higiene bucal reduziram o acumulo de biofilme na
populacdo, porém mais atualmente, esquemas direcionados a modificacédo
da ecologia do biofilme tém sido demonstrados. A abordagem ecoldgica da
prevencao da cérie aponta na dire¢cdo do Estreptococos do grupo mutans e
apresenta uma interacao entre a microbiota do biofilme e do meio ambiente
oral, sendo este ultimo caracterizado pela ingestéo frequente de carboidratos
fermentéveis, higiene oral deficiente, e quantidade de fluxo salivar, podendo

estas caracteristicas alterar a composicdo do biofilme.*

Por mais de meio século a carie dentaria foi definida como uma
doenca infecciosa e transmissivel quando na verdade € uma enfermidade
complexa que se inicia por uma acao microbiana. As espécies patdégenas,
principalmente associadas ao desenvolvimento da céarie, sdo parte das
bactérias endogenas, e ndo exdgenas, que frente a uma alteragdo do meio
ambiente, neste caso favoravel ao seu crescimento, aumentam seu numero
significativamente. De acordo com esta teoria, a carie é fruto de alteragdes
ecolégicas consequentes de um meio ambiente perturbado, onde

microrganismos  potencialmente patégenos podem alcancar uma

determinada quantidade que predispdem o seu desenvolvimento.??
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Atualmente as pesquisas sobre controle de carie enfocam o controle de

micorganismos através da bacterioterapia com o uso de probidticos.*>®

O termo probidtico designa-se a microrganismos Vvivos que
administrados em gquantidades adequadas promovem beneficios a saude do
hospedeiro.” Ou seja, um agente probiético pode ser definido como uma
formulacdo dietoterdpica que contém um numero adequado de
microrganismos Vvivos, 0S quais possuem a capacidade de modificar a flora

bacteriana exercendo um efeito positivo e benéfico para a satude.?®

Aparelhos ortodonticos sdo considerados fatores de risco para a
saude oral devido ao grande acumulo de microorganismos que eles
promovem, podendo causar a desmineralizacdo do esmalte, clinicamente
visivel como lesdes de manchas brancas. Além disso, o complexo desenho
das bandas e brackets ortodénticos pode criar um meio ambiente ecolégico
facilitador do estabelecimento e desenvolvimento de cepas cariogénicas de
Estreptococos do grupo mutans.’® Além da exposicdo aos fluoretos,
evidéncias muito limitadas foram encontradas e concluiu-se que mais
pesquisas de alta qualidade clinica seriam necessarias para sugerir a melhor

estratégia de prevencao de cérie durante o tratamento ortoddntico.™

No CAPITULO Il desta dissertacdo sera apresentado o Artigo de
Reviséo, onde se realizou uma revisdo da bibliografia a fim de descrever o
conhecimento atual sobre a prevencdo de caries através do emprego de
probioticos e o resultado de estudos recentes demonstra que certas
espécies bacterianas usadas como probidticos podem exercer efeitos

benéficos na cavidade oral.
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As bases de dados utilizadas foram o Medical Literature Analysis and
Retrieval System Online (MEDLINE), assim como alguns artigos do acervo

pessoal dos autores, sendo incluidos trabalhos originais e de revisao.

Para definicdo das informacdes a serem retiradas das publicacdes,
iniciou-se pela analise dos resumos seguindo-se a leitura textual. Integram

producdes em portugués, inglés e espanhol datadas de 2000 a 2011.

Os termos para a busca foram: Probiéticos (Probiotics), Carie
(Caries), Estreptococos do grupo mutans e Saude Oral (Oral Health), a

palavra “probiético” foi utilizada combinada com os demais termos.

Os resultados deste estudo encontram-se no artigo de revisdo “O

Papel dos probidticos na prevencéao da doenga carie”.

No CAPITULO Il desta dissertacdo sera apresentado o Artigo
Original. Estudos clinicos com diferentes cepas de probiéticos como
Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus reuteri, bifidobacterium ou um
‘pool” de lactobacilos tem consistentemente exibido uma reducdo da
prevaléncia de carie associada a reducdo de Estreptococos do grupo

mutans. Segundo Cildir,**

0 consumo a curto prazo de iogurte contendo
bifidobacteria poderia afetar os niveis de Estreptococos do grupo mutans e

lactobacillus em pacientes com tratamento ortodontico.

Todos os eforcos utilizados para minimizar os efeitos colaterais do
tratamento ortodontico sdo validos, principalmente quando os beneficios
podem ser extrapolados para a populacdo em geral. Assim sendo, o estudo

dos probioticos e sua influéncia na reducdo de Estreptococos do grupo
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mutans e possivel reducdo de carie é de suma importancia para a

comunidade odontoldgica e caracteriza o foco principal deste trabalho.

Realizou-se um estudo do tipo cruzado, duplo-cego, randomizado
placebo controlado e consistiu em quatro periodos: os periodos 1 e 3 foram
periodos run-in e wash-out, e os periodos 2 e 4 periodos de ingestao dos
iogurtes. Os iogurtes teste e controle foram distribuidos aleatoriamente,
tendo caracteristicas semelhantes, e os potes foram marcados somente com
A e B, codificacéo realizada por um individuo ndo relacionado com as etapas
do estudo. Imediatamente antes e apds os periodos 2 e 4, foi realizada
amostragem da saliva estimulada integral dos voluntarios. As amostras de
saliva foram transportadas imediatamente em gelo ao Laboratério de
Microbiologia (FO-UFPel). Entdo, a saliva foi homogeneizada em vortex, e
diluida serialmente para contagem de microrganismos totais, estreptococos
do grupo mutans, lactobacilos, candida, e microrganismos aciduricos totais.
As unidades formadoras de colbnia foram contadas e os resultados
expressos em UFC/mL de saliva e em porcentagem de estreptococos do
grupo mutans, de lactobacilos, candida e microrganismos aciduricos totais

em relacdo aos microrganismos totais cultivaveis.

A partir dos resultados deste estudo, originou-se o Artigo Original
“EFEITO DE IOGURTE CONTENDO PROBIOTICOS BIFIDOBACTERIUM
ANIMALIS SUBSP. LACTIS DN- 1173010 NA COMPOSICAO DOS
BIOFILMES E SALIVA DE ADOLESCENTES SOB TRATAMENTO
ORTODONTICO: UM ENSAIO CLINICO CRUZADO, DUPLO-CEGO,

RANDOMIZADO E PLACEBO CONTROLADO.”
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Em sintese, conclui-se que o uso de iogurte contendo Bifidobacterium
animalis subsp. lactis por periodo de 2 semanas ndo afeta os niveis
salivares ou presentes nos biofilmes de usuarios de aparelho ortodéntico

fixo.
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1.2 JUSTIFICATIVA

O risco de desenvolver lesdes de carie ao redor de brackets
localizados na face vestibular dos dentes durante o tratamento ortoddntico é
alto, assim como pela presenca de banda, fios e outros auxiliares do
tratamento que dificultam a utilizacdo de métodos de higiene convencionais,
tornando prolongado o acumulo de biofilme na base de brackets e outros
dispositivos ortodénticos. Na presenca de carboidratos fermentaveis, a
desmineralizacdo do esmalte ao redor dos brackets € um processo
extremamente rapido e a prevaléncia de novas lesdes de esmalte em

pacientes em tratamento ortodéntico é bastante alta.

O uso de medidas preventivas nesta populacdo especifica tem sido
largamente investigado. Ha uma diversidade de métodos sendo aplicados e
pesquisados, como o uso de fluoretos e clorexidina em forma de bochechos,
géis, vernizes; adesivo de esmalte com fllor; escovas dentais elétricas entre
outros. Apesar da larga exposicdo aos fluoretos, poucas evidéncias foram
encontradas na literatura e concluiu-se que mais pesquisas clinicas de boa
qualidade seriam necessarias para definir a melhor estratégia de prevencéo

de carie durante o tratamento ortoddntico.

Em vista do que foi citado anteriormente, as pesquisas que visam
reduzir o aparecimento de céarie e manchas brancas nos ultimos anos
enfocam o controle de microrganismos patdgenos atraves da bacterioterapia

com 0 uso de probidticos, pois de modo geral os probidticos promovem a
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saude alterando o equilibrio ecologico pela exclusdo competitiva de

bactérias patogénicas (“inibicao competitiva”).

O efeito dos probidticos sobre a microflora oral de pacientes
ortodonticos precisa ser melhor determinado. Portanto, firma-se a
importancia clinica do tema e a contribuicdo cientifica que esta pesquisa
pode gerar para diferentes areas da Odontologia, como a Cariologia, a

Odontopediatria e a Ortodontia em primeira instancia.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

e Avaliar in vivo se 0 consumo de iogurte contendo o probidtico
Bifidobacterium animalis subsp lactis (ACTIVIA, Danone) por
um periodo de 2 semanas afeta a contagem de Estreptococos
do grupo mutans na saliva e no biofilme de pacientes em

tratamento ortodontico.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar in vivo se o consumo de iogurte contendo probidtico
Bifidobacterium animalis subsp lactis (ACTIVIA, Danone) afeta
a contagem de microrganismos totais, acidaricos totais,

lactobacilos e candidas albicans e nao albicans.

e Auvaliar o conforto/satisfacdo do paciente apos a ingestéo diaria

de iogurte contendo probidticos no periodo de 2 semanas.
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RESUMO

Probibticos tem sido extensivamente estudados pelos seus efeitos
benéficos & saude do hospedeiro. O principal campo de pesquisa de
probiotico é o trato gastrointestinal. Entretanto, nos ultimos anos tem havido
um crescente interesse da pesquisa odontologica pelos beneficios dos
probiéticos na cavidade oral. As infec¢des orais, em particular a céarie, tem
alta prevaléncia na populagdo brasileira e seu tratamento envolve alto custo.
Acdes preventivas dirigidas a esta enfermidade teriam um alto potencial de
beneficiar um grande numero de individuos. Atualmente, os esfor¢cos da
Odontologia visam restaurar o equilibrio entre os microrganismos patégenos
e a microflora benéfica. Novos métodos como a bacterioterapia para reduzir
elementos patdégenos da microbiota oral vem sendo investigados. Os
probidticos sdo um destes novos agentes promissores na profilaxia da
doenca carie. A presente revisdo descreve o conhecimento atual sobre a
prevencdo de caries através do emprego de probidticos e o resultado de
estudos recentes demonstra que certas espécies bacterianas usadas como
probioticos podem exercer efeitos benéficos na cavidade oral. Acredita-se
gue dentre varios critérios de selecédo para a escolha de uma determinada
cepa, a adesdo pode ser considerada a que mais favorece a expressao da
atividade probiética, assim como o veiculo de administragdo. Probioticos sdo
seguros para 0 uso de pessoas saudaveis, mas devem ser administrados
com cautela em pessoas debilitadas para evitar o risco de bacteremias. Os
ensaios clinicos sobre o papel dos probiéticos na prevencéo da doenca carie
ainda sdo bastante limitados e novos estudos devem ser realizados a fim
esclarecer melhor seu mecanismos de acgéo e efeitos benéficos na cavidade

oral.

Descritores: Probidticos. Céarie. Estreptococos do grupo mutans. Saude

Oral. Prevencéo.
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INTRODUCAO

Probidticos tem emergido como uma fascinante area cientifica. De
acordo com a Food and Agriculture Organization (FDA) e a World Health
Organization (WHO) em 2002, probidticos sdo microrganismos Vvivos que
qguando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios ao
seu hospedeiro.* O conceito de probiéticos data do inicio de 1900 quando o
ucraniano bacteriologista Ilya Metchnikof recebeu o Premio Nobel e
destacou a relacdo entre o iogurte rico em Lactobacillus bulgaricus e
Estreptococos do grupo termiphilus com a longevidade dos grupos étnicos
da Europa Oriental. Estudos recentes demonstram que a ingestdo de
probidticos é importante para a manutencdo do equilibrio microbiano do
corpo humano.?*® Este equilibrio é responsavel por reforcar as funcdes
fisiolégicas, em especial o sistema imunoldgico, tornando-se fator relevante

para o bem estar.*®

Atualmente as espécies mais comumente relacionadas as
propriedades probidticas sdo pertencentes aos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium, sendo consideradas seguras porque podem residir no corpo
humano sem causar danos, além de serem 0s microorganismos chave para

a fermentacao do leite e preservacéo dos alimentos.®

Ao longo dos anos, o interesse cientifico em descobrir, avaliar e
analisar as espécies com propriedades probioticas teve um crescimento
intenso, e os artigos cientificos, atualmente, ultrapassam o numero de 7105

(busca efetuada no PubMEd em julho de 2011).
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Os estudos mais recentes indicam que os probidticos podem exercer
seus efeitos competindo com patdgenos, modificando o ambiente intestinal
pela reducdo do pH, em consequéncia dos produtos da fermentacéo,
interagindo e modulando a resposta inflamatéria e imunoldgica local e

sistémica, entre outros.’

Nos ultimos anos os probidticos foram introduzidos nas pesquisas
odontologicas, apdés anos de sucesso no manejo das desordens
gastrointestinais. A cavidade oral representa a primeira regido do trato
gastrointestinal, onde os probi6ticos podem criar um biofilme que age como
uma barreira protetora para os tecidos contra as doencas bucais, pois
mantém as bactérias patdgenas longe destes tecidos, além de competir com
bactérias cariogénicas inibindo seu crescimento.’

Na Odontologia, estudos com Lactobacillus rhamnosus,®*

16-22 7,23,24

Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium animalis conferem aos
probiodticos a capacidade de interagir com Estreptococos do grupo mutans,
reduzindo o nimero deste patdgeno da cérie. Isto sugere que 0s probibticos

tenham um importante papel na profilaxia da cérie.

Na pressente revisdo discute-se o papel benéfico de algumas
espécies de probidticos no ambito da cavidade oral, com o objetivo de
apresentar uma visao geral sobre a administracdo de probioticos na

prevencao da doenca carie e seus efeitos na saude oral.
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METODOS

A pesquisa constitui-se de uma revisdo da literatura. Como questéo
de pesquisa, buscou-se conhecer melhor sobre o potencial benéfico dos
probidticos na cavidade oral, com especial énfase no estado atual das

pesquisas sobre prevencao de céarie.

Foi utilizada a base de dado do Medical Literature Analysis and
Retrieval System Online (MEDLINE), sendo incluidos trabalhos originais e de

revisao.

Para definicdo das informacdes a serem retiradas das publicacées,
iniciou-se pela analise dos resumos seguindo-se a leitura textual. Integram

producdes em portugués, inglés e espanhol datadas de 2000 a 2011.

Os termos para a busca foram: Probibticos (Probiotics), Carie
(Caries), Estreptococos do grupo mutans e Saude Oral (Oral Health), a

palavra “probiético” foi utilizada combinada com os demais termos.

Para os estudos in vivo, trés passos da estratégia de busca na
literatura usando Medline foram utilizados e estdo demonstrados na figura 1.
No primeiro passo, artigos publicados entre 2000 e 2011 foram recuperados.
No segundo passo, o autor realizou uma triagem das publicacbes baseado
nos resumos. Os artigos incluidos deviam ser ensaios clinicos que
utilizassem probidticos na prevencédo de doencas bucais. O terceiro passo
diz respeito a inspec¢éo das referéncias dos artigos incluidos levando a uma
extensdo da cadeia de pesquisa do primeiro passo. Esta sequéncia de

busca resultou em 20 publicacdes.
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Fonte: PubMed

1° Passo

Palavras-chave:

(probioticos OR probiotics) AND

(carie OR caries) AND (Estreptococos do grupo

Resultados:

59 probiotics AND caries
42 probiotics AND SM

2° Passo

Resultados:

89 publicacdes (revisodes,
estudos in vitro e ensaios
clinicos)

34 duplicados

17 PUBLICACOES INCLUIDAS
(ensaios clinicos)

Critérios de incluséo e exclusao

3° Passo

v

Inspecéo das

extensdo da cadeia de pesquisa

Resultados:
20 Publicac@es incluidas

referéncias:

Figura 1 - Estratégia de busca na literatura para estudos in vivo sobre o uso de probiéticos
na prevenc¢do das doencas orais.
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RESULTADOS

Foram selecionados e revisados 89 artigos em textos completos,
incluindo trabalhos originais e de revisdo. Destes, 20 eram estudos in vivo.
Pesquisas de todos os continentes foram analisadas, sendo que 15 foram

realizados na Europa, 4 na Asia, e 1 na Oceania.

Dos estudos in vivo, 16 autores pesquisaram sobre a influéncia dos
probidticos na prevencao de carie. Twetman et al investigaram a influéncia
dos probidticos em gomas de mascar nos niveis de mediadores inflamatorios
no fluido gengival.?® Burton et al e lwamoto et al realizaram estudos sobre o

26,27

efeito do probidtico na halitose e Hatakka et al verificaram a relacao do

uso de probiéticos na redugéo de Candida Oral em pacientes idosos.?®

A metade dos estudos (n = 10) utilizou leite e seus derivados, como
iogurte, queijo, sorvete como veiculo de administragdo dos probidticos. O
leite e seus derivados séo os alimentos ideais para a adicdo de probidticos,
por se caracterizarem como meio de cultura preferencial para o crescimento
desses microrganismos. As bifidobactérias, por exemplo, utilizam como
substrato a lactose e a galactose (agucares naturalmente presentes no leite)
em seu metabolismo, o0 que favorece seu desenvolvimento. Este processo
de adicéo de cepas de bifidobactérias resulta em um iogurte palatavel e com

alta viabilidade dos probiéticos.?

Nase et al em 2001 realizaram o primeiro estudo randomizado, duplo-
cego, placebo controlado examinando o efeito do leite enriquecido com L.

rhamnosus GG na reducdo do risco a carie. Este estudo foi o maior e mais
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longo encontrado na literatura, tendo uma duracdo de 7 meses e incluindo
594 criancas de 1 a 6 anos.™ O estudo com tempo de duracdo mais curto
encontrado durante esta revisdo data de 2011, quando Singh et al
realizaram uma pesquisa para comparar os niveis de Streptococus mutans e
lactobacillus da saliva de escolares antes e depois do consumo de iogurte
contendo probidtico e/ou placebo. Os autores concluiram que o consumo de
sorvete contendo Bifidobacterium lactis Bb-12 ATCC27536 e Lactobacillus
acidophilus La-5 durante 10 dias pode reduzir os niveis salivares das

bactérias associadas a doenca carie.?*
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Tabela 1 - Evidéncias clinicas da eficacia do uso de probidticos na saude oral

Autor/ano

Cepa

Veiculo de

administracéo

Duracéo da
ingestéo
do probidtico

Dose

Eficacia clinica

Ahola et al (2002) L. rhamnosus GG Queijo 3 semanas 5X15¢g queijo/ reducdo do nivel de EGM
and L. rhamnosus LC 705 Dia e reducgéo do risco a carie
Burton et al (2005) S. salivarius Pastilha 1 semana 1 pastilha reducéo da volatilidade de
3x/dia compostos sulfurados
Caglar et al (2005b) Bifidobacterium DN - 173 010 | logurte 2 semanas 200g iogurte/ reducéo de EGM
Dia
Agua com
Caglar et al (2006) L. reuteri ATCC 55 730 probiético 3 semanas 200ml 1x/dia reducgdo do nivel de EGM
L. rhamnosus GG;
Cildir et al (2009) Bifidobacterium DN - 173 010 | logurte 2 semanas 200g iogurte/ reducdo dos niveis de EGM em
Dia pacientes ortodonticos
Chuang et al (2010) L. paracasei GMNL-33 Pastilhas 2 semanas 3x/dia reducdo da contagem de EGM ao final
das 2 semanas
Bochecho 15ml de
Harini e Anegundi c/probidtico 14 dias solugéo redugéo acumulo de placa
-2010 Dia
Hatakka et al (2007) Prorionibacterium JS Queijo 16 semanas 509 queijo/dia reducdo de altos niveis
de levedura e hipossalivagao
Iwamoto et al (2010) L. salivarius WB21 Pastilhas 2 e 4 semanas 3 pastilhas/dia | redugéo da halitose e da volatilidade de
compostos sulfurados
Liquido,
Montalto et al (2004) L. sporogenes, L. bifidum, capsulas 45 dias aumento da contagem de lactobacilllus
L. bulgaricus, L. termophilus, sem diminui¢&o significante
L. casei, L. rhamnosus da contagem EGM
Néase et al (2001) L. rhamnosus GG Leite 7 meses 200ml de leite/ | menos cérie e
Dia mais baixo nivel de EGM
Petti et al(2001) L. bulgaricus, L. termophilus, | logurte 8 semanas 125¢g 2x/dia redugdo do nimero de EGM e
lactobacillus salivarios
Shimauchi et AL L. salivarius WB21 Pastilha 8 semanas 1 pastilha melhor indice de placa
3x/dia
Sinkiewicz et al (2010) | L. reuteri Suplementacgéo | 12 semanas diminuicdo da razdo entre bacterias
"boas/més" subgengivais
Leite
Stecksén-Blicks et AL L. rhamnosus LB21 enriquecido 21 meses 150 ml leite/dia | redugéo do desenvolvimento de cérie
c/ flior e
-2009 probiético em pré-escolares
Goma de
Twetman (2008) L. reuteri ATCC 557 mascar 2 semanas mascar 10' reducdo de citoquinas pré-inflamatérias
L. reuteri ATCC PTA 5289 2x/dia
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DISCUSSAO

Ecologia da doenca carie

A carie € uma das doencas microbianas mais comuns dos paises
industrializados e tem enorme impacto social. O papel das bactérias na
etiologia da doenca carie esta bem definido, e embora bactérias sejam
essenciais para o inicio da doenca, a estreita interacdo entre microbiota,
hospedeira e meio ambiente, incluindo habitos alimentares e de higiene é
definitiva para determinar a severidade e progressao das lesbes de
carie.*®* No entanto, tem se tornado cada vez mais claro que medidas
dirigidas a eliminar microrganismos associados a carie, pertencentes a
microflora enddgena sdo extremamente dificeis. Consequentemente,

caminhos alternativos para alterar a ecologia oral tem surgido na literatura.®

Muitas pesquisas odontolégicas de prevencdo de carie focam no
Estreptococoss do grupo mutans por ele estar estreitamente associado ao
processo. Eles colonizam a superficie dental e tem importantes
caracteristicas patogénicas, como formacdo de glucanas e propriedades
aciduricas e acidogénicas. Outro grupo de microrganismos associado ao
desenvolvimento de caries pertence ao género Lactobacilos. Estas bactérias
sdo mediadores tardios da progressado das lesées.*>* Fejerskov afirma que
a doenca carie acontece quando ha um desequilibrio do biofilme, e ndo
apenas pela presenga ou auséncia de Estreptococos do grupo mutans, se a

homeostase da microflora é perdida, uma infeccdo oportunista pode
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acontecer, derivada de microrganismos enddgenos do hospedeiro. Este
desequilibrio acontece quando, por exemplo, o pH do biofilme repetidamente
encontra-se baixo, apos o consumo frequente de acucares, favorecendo o

predominio de espécies cariogénicas.>**

Segundo o exposto, a doenca carie € consequéncia de alteracbes
ecologicas, de um meio ambiente alterado, onde microrganismos
potencialmente patégenos teriam vantagem, podendo alcancar em
determinados nichos, um numero tal que predispdem o desenvolvimento
desta doenca. Uma alternativa de tratamento poderia ser a promocao da

colonizacdo do meio oral por bactérias inibidoras da carie.***’

Probi6ticos e salude oral

O conceito de probidticos data do inicio de 1900 quando o ucraniano
bacteriologista llya Metchnikof recebeu o Premio Nobel e destacou a relacao
entre o iogurte rico em Lactobacillus bulgaris e Estreptococos do grupo
termiphilus com a longevidade dos grupos étnicos da Europa Oriental. Este
conceito se sustenta na teoria da bacterioterapia para promover a saude
intestinal alterando a colonizacdo do célon, através de uma dieta rica em
leite fermentado por lactobacilos.? O termo probidtico designa-se a
microrganismos vivos que administrados em quantidades adequadas
promovem beneficios a saude do hospedeiro. Ou seja, um agente probiotico
pode ser definido como uma formulacdo dietoterapica que contém um

numero adequado de microrganismos vivos, 0s quais possuem a capacidade
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de modificar a flora bacteriana exercendo um efeito positivo e benéfico para
a saude. Os probiéticos podem ser administrados em quatro formas basicas:
como cultivo concentrado agregado a alguma bebida; inoculado em fibras
prebioticas; inoculado em alimentos lacteos e como suplemento dietético

(p6, capsulas, tabletes, gelatinas).®

De maneira geral, os probiéticos promovem a saude alterando o
balanco ecoldgico mediante a exclusdo competitiva de bactérias patdgenas,
e exercem sua acao através de multiplos mecanismos como a fagocitose,
inibicdo do crescimento bacteriano, modulacdo local da resposta imune e
inibicdo competitiva. Deve-se realcar que estes mecanismos provém de
estudos realizados no trato gastrointestinal e sua aplicacédo na cavidade oral
necessita de investigacdes futuras. Porém, considerando-se que a cavidade
oral representa a primeira parte do trato gastrointestinal, existem razdes para
acreditar que alguns destes mecanismos também podem acontecer na

cavidade oral.>3®

A bacterioterapia na forma de probiéticos tem se mostrado uma
maneira natural de manter a salde e proteger os tecidos orais de diferentes
doencas, e as pesquisas atuais demonstram que os beneficios aumentam se
a ingestao destas bactérias iniciar precocemente na vida dos individuos. A
ingestao de derivados do leite contendo uma ou mais cepas de probidticos
pode ser uma opcdo de tratamento de longo prazo para a prevencao de

3940 Empora, atualmente, o numero de estudos

caries na infancia.
conduzidos ainda é limitado, os resultados sdo encorajadores e prevéem

maiores avancos nesta area.*’
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O primeiro ensaio clinico randomizado, duplo-cego, placebo
controlado examinando o efeito do leite enriquecido com Lactobacillus
rhamnosus GG na reduc¢do do risco a carie em criancas quando comparado
com leite normal foi concluido em 2001. O estudo incluiu 594 criancas de 1 a
6 anos, que consumiram leite por 7 meses. O leite enriquecido com
probidtico foi capaz de reduzir a contagem de Estreptococos do grupo
mutans.’’ Na Finlandia Ahola et al examinaram se o curto tempo de
consumo de queijo contendo os probiéticos Lactobacillus rhamnosus GG e
Lactobacillus rhamnosus LC 705 poderia afetar beneficamente a microflora
cariogénica de adultos jovens guando comparado com o consumo de queijo
sem probidtico. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos durante a
intervencdo, mas trés semanas ap0s o0 consumo de queijo houve uma
significante diminuicdo de Estreptococos do grupo mutans no grupo que
consumiu queijo com probiético.? Isto pode ser explicado pelo curto periodo
de tempo da intervencdo. Estudando esta mesma cepa de probioticos, Yli-
Knuuttila et al, realizaram uma pesquisa com 56 voluntarios que consumiram
suco contendo Lactobacillus rhamnosus GG durante um periodo del4 dias.
Segundo os autores, os Lactobacillus rhamnosus GG néo foram capazes de
colonizar a cavidade oral, podendo ser detectados somente
temporariamente.’> Em 2009, Stecksén-Blicks et al, verificaram o efeito do
consumo por longo periodo de tempo de leite suplementado com
lactobacilos probidticos e flior nas caries e na saude geral de pré-escolares.
Concluiram que o consumo diario de leite suplementado com probidtico e
flor reduz caries em pré-escolares e tem um efeito benéfico na saude

geral.* Lexner et al investigaram o perfil microbiano de amostras de saliva e
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biofilme de adolescentes com cavidades ativas de carie antes e depois do
consumo de leite suplementado, consumido durante um curto periodo de
tempo, com bactérias probidticas. Este consumo ndo afetou
significativamente o perfil microbiano ou os niveis salivares de bactérias
associadas & céarie.’® O mais recente estudo com Lactobacillus rhamnosus
GG foi realizado por Peterson et al, em 2011. Este estudo teve um periodo
de intervencédo de 15 meses, onde 160 sujeitos consumiram leite enriquecido
com o probidtico. Ao final do periodo, os autores puderam verificar a

reversdo de lesdes cariosas primarias de raiz.*?

Petti et al realizaram um ensaio clinico randomizado para avaliar o
efeito do iogurte na microflora salivar de humanos. Segundo os autores o
consumo de iogurte pode diminuir 0 niumero de Estreptococos do grupo
mutans e lactobacilos salivarios, entretanto, ndo parece ter atividade

antibacteriana residual ap6s descontinuado o uso.*

Montalto et al realizou um estudo randomizado, duplo-cego e placebo
controlado com 35 adultos saudaveis (23 — 37 anos). As bactérias
probidticas utilizadas foram Lactobacillus sporogenes, Lactobacillus bifidum,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus termophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus e a contagem de Estreptococos do grupo mutans e
Lactobacillus na saliva foi realizada apés 45 dias de consumo. A contagem
salivar de Lactobacillus aumentou significativamente e a contagem de

Estreptococos do grupo mutans nao teve modificagao significativa.*

Caglar et al investigaram o efeito do probiético Lactobacillus reuteri

ATCC 55730 nos niveis salivares de Estreptococos do grupo mutans de 120
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adultos jovens (21 a 24 anos).Uma reducédo significante dos niveis de
Estreptococos do grupo mutans foi relatada 1 dia apds o final da ingestédo
dos probiéticos.’®* Em 2007, Caglar et al realizaram outro estudo para avaliar
o efeito de goma de mascar com xilitol e probidtico (L. reuteri ATCC 55730 e
L. reuteri ATCC PTA 5289) nos estreptococos e lactobacilos salivares. Os
sujeitos foram em numero de 80, eram adultos jovens e saudaveis As gomas
foram utilizadas 3 vezes por dia apos as refeicbes e o periodo de
intervencdo foi de 3 semanas. Uma reducdo significante dos niveis de
Estreptococos do grupo mutans foi relatada no grupo A e B apos a
intervencdo quando comparados aos valores basais.!’ Para investigar o
efeito da goma de mascar contendo probidtico na inflamacdo gengival,
Twetman et al realizaram um estudo com 42 adultos saudaveis. As gomas
continham duas cepas de Lactobacillus reuteri: L. reuteri ATCC 55730 e L.
reuteri ATCC PTA 5289. Os autores demonstraram que houve uma reducao
das citoquinas pré-inflamatérias apds o consumo desta cepa de probidtico.
Esta reducdo pode ser a prova de que os probidticos sdo capazes de
combater inflamacées orais.?? Sinkiewicz et al investigaram a presenca de
Lactobacillus reuteri na saliva apdés suplementacédo com esta cepa e o efeito
do probidtico no indice de placa e microflora supra e subgengival. Um
significante aumento da contagem total de lactobacilos ocorreu em ambos os
grupos do estudo. Nenhum efeito significante na microbiota supra e

subgengival foi observado.?

Baseados na observacdo de estudos prévios, Caglar et al realizaram
um estudo objetivando examinar se o curto tempo de consumo de iogurte

com Bifidobacterium DN-173 010 afetaria os niveis salivares de lactobacilos
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e estreptococos do grupo mutans de adultos jovens. iogurte sem probidtico.
Os autores observaram uma reducéo estatisticamente significante dos niveis
salivares de Estreptococos do grupo mutans foi relatada apés o consumo do
iogurte com probidtico. Uma tendéncia similar aconteceu com o0s
lactobacilos. Os autores concluem que iogurte com probidtico
Bifidobacterium pode reduzir os niveis salivares de microrganismos
relacionados com a doenca carie.”® Cildir et al apresentaram um estudo
investigando o efeito de um iogurte de fruta contendo probidtico nos
microrganismos associados a carie.” Tal estudo mostrou como resultados
que o consumo diério de iogurte com probidtico (Bifidobacterium DN - 173
010) durante 2 semanas, diminui a contagem salivar de Streptcooccus
mutans e reforcou achados prévios com Bifidobacterium e probibticos
derivados de lactobacilos.”® Mais recentemente, Singh et al também
utilizaram bifidobactérias para reduzir os niveis salivares de Estreptococos
do grupo mutans. O veiculo de administracdo do probidtico foi o sorvete e a
cepas escolhidas foram Bifidobacterium lactis Bb-12 ATCC27536 e
Lactobacillus acidophilus La-5. Apés 10 dias de intervencdo houve uma

reducéo dos niveis salivares de Estreptococos do grupo mutans.?*

Em Taiwan, Republica da China, Chuang et al** examinaram se o
probidtico Lactobacillus paracasei GMNL — 33 poderia reduzir a contagem
salivar de bactérias associadas a carie em adultos jovens, utilizando
comprimidos 3 vezes ao dia por 2 semanas. A capacidade tampao da saliva
também foi medida. Os resultados ndo mostraram diferencas nas contagens
de Estreptococos do grupo mutans e lactobacillus entre os grupos controle e

intervencdo nas coletas realizadas no inicio, durante a intervencdo e 2
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semanas apo0s a medicacdo. Porém uma significante reducdo de
Estreptococos do grupo mutans foi detectada entre as coleta durante a
intervencdo e a coleta realizada 2 semanas apos a intervencao, sugerindo
que um periodo de 2 semanas de administracdo do probidtico Lactobacillus
paracasei GMNL — 33 deve ser necessario para que o probidtico seja efetivo

na sua acdo.*®

O conhecimento sobre o uso de probidticos nas doencas periodontais
ainda é muito pequeno. Para determinar os efeitos dos probidticos na
promocado de saude oral, Shimauchi et al conduziram um ensaio clinico com
voluntarios saudaveis, sem doenca periodontal severa. Tinham como
objetivo avaliar se a administracdo oral de comprimidos contendo o
probiético Lactobacillus salivarius WB21 poderia alterar os parametros
clinicos dos tecidos periodontais e a expressdo de marcadores inflamatorios.
Segundo os autores os parametros clinicos foram melhorados apés 8
semanas de intervencao e os resultados indicaram que probiéticos podem
ser usados para melhorar e manter a saude oral de sujeitos com risco a
desenvolver doenca periodontal.** Embora doencas periodontais causem
halitose, os efeitos do probidticos no mau odor oral permanecem obscuros.
Lactobacillus salivarius WB21 também foram estudados por lwamoto et al
com o objetivo de avaliar se a administracédo oral deste probiotico alteraria o
grau de halitose e as condi¢cdes clinicas associadas com halitose. Os
autores concluiram que Lactobacillus salivarius WB21 administrados via oral
melhoram halitose fisiologica e também tem efeitos benéficos na

profundidade de sondagem de bolsas periodontais.?’
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A hipotese de que queijo contendo bactérias probioticas pode reduzir
a prevaléncia de Candida foi testada por Hatakka et al. O estudo com 276
idosos teve um periodo de intervencdo de 16 semanas. O consumo de
probioticos reduziu o risco de altas contagens de leveduras em 75%, e o
risco de hipossalivacdo em 56%, podendo assim, ser efetivo no controle de

Candida oral e hipossalivacdo de idosos.?®

Veiculos de administracdo dos probioticos

Os veiculos pelos quais o0s probidticos sdo administrados podem
influenciar no potencial cariogénico e na colonizacdo da cavidade oral por
tais bactérias. Felizmente a forma mais comum advém do leite e seus
derivados como iogurtes, queijos, sorvetes e leite fermentado. Quando as
bactérias sdo consumidas nos produtos lacteos, hd uma diminuicdo da
producdo de &cidos pela capacidade tampédo destes alimentos. A presenca
de calcio, lactato de célcio e outros componentes organicos e inorganicos do
leite sdo considerados anticariogénicos e podem reduzir a colonizacao por
patégenos.’ 111045

Os meios de administracdo dos probidticos podem influenciar os
efeitos observados, como por exemplo, a reducdo de Estreptococos do
grupo mutans. Para avaliar o papel de outros veiculos que ndo fossem os
derivados do leite, Caglar et al administraram Lactobacillus reuteri ATCC
55730 em pastilhas e em agua ingerida por um canudo de probidticos por 3

semanas. Os resultados obtidos mostraram que independe do meio de

administragdo a contagem salivar de Estreptococos do grupo mutans foi
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significantemente reduzida ap6és o periodo de intervencdo.'® Quando
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 e ATCC PTA 5289 foram utilizados em
gomas de mascar por 3 semanas, a reducdo de Estreptococos do grupo
mutans foi significante e comparavel com a reducéo ocorrida na utilizagdo de
gomas de mascar com xilitol durante 0 mesmo periodo. A administracdo de
uma pastilha contendo probi6ticos em pacientes saudaveis com altos niveis
de Estreptococos do grupo mutans na saliva resultou em diminuicdo destes

niveis ap6s 3 semanas dias de intervenco."’

Adesao e estabilidade dos probidticos na cavidade oral

Dentre varios critérios de selecdo para a escolha de uma determinada
cepa de probiédtico, a adesdo pode ser considerada a que mais favorece a
expressao da atividade probiética. A capacidade dos probioticos aderirem as
superficies da cavidade oral pode evitar ou, no minimo, reduzir a sua rapida
exclusdo do meio oral.*®**’ Além do mais, o biofilme pode ser considerado
um mediador desta adeséo dos probiéticos no meio oral, pois recobre dentes
e mucosa.”® Estudos in vitro, tem avaliado a adesdo dos probidticos na
hidroxiapatita e epitélio oral. A hidroxiapatita se assemelha ao esmalte dental
e o0s resultados obtidos podem refletir condigdes in vivo. Dentre o0s
probioticos, as cepas de Lactobacillus rhamnosus GG demonstraram o0s
maiores valores de adesdo, enquanto que os Lactobacillus bulgaricus

demonstraram pobre ades&o & hidroxiapatita.*®
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Para serem capaz de ter efeitos probidticos na cavidade oral, as
bactérias devem aderir-se as superficies orais de maneira prolongada e
persistente a ponto de fazerem parte do biofilme. Entretanto a aderéncia dos
probidticos nas superficies orais € um aspecto que ainda ndo esta bem
claro, assim como se a sua capacidade de inibir a acdo das bactérias

cariogénicas permanece apés a descontinuidade do seu consumo.*>#%°

Bactérias probidticas ndo sdo capazes de colonizar a cavidade oral
permanentemente, para tal devem ser consumidas em quantidades
adequadas diariamente.>>*® Yli-knuuttila et al em seu estudo realizado com
suco de fruta contendo Lactobacillus rhamnosus GG consumido por 2
semanas, observaram a permanéncia destes probidticos por uma semana

ap6s a descontinuidade do consumo.™

Embora sejam necessarias repetidas intervencdes para a manutengao
do efeito desejado, o conhecimento de que a adeséo e estabilidade dos
probiéticos na cavidade oral sdo pobres é confortante quanto a seguranca

do seu uso.

Seguranca do uso de probidéticos

A preocupacdo com a seguranca do uso de probidticos cresce a
medida que ha, atualmente, um aumento da oferta de alimentos

suplementados com probidticos.

A maioria dos probidticos é comercializada como género alimenticio e

nao como produto farmacéutico ou biolégico, mas é de extrema importancia
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gque a sua seguranca seja levada em consideracdo. A seguranca dos
microrganismos tradicionalmente usados € confirmada pelo longo periodo de

pesquisas, principalmente no trato gastrointestinal.

Os fatores que devem ser considerados na avaliacdo da seguranca
dos probidticos incluem patogenicidade, infectividade, fatores de viruléncia
com prendendo toxicidade, atividade metabdlica, e propriedades intrinsecas
do microrganismo. Bifidobacterium s&o as bactérias predominantemente
presentes no intestino de bebés durante a amamentacdo materna e sao
consideradas contribuintes da saude destes bebés. A seguranca dos
probioticos ainda nao foi questionada e, relatos de efeitos prejudiciais destes
microrganismos no hospedeiro sdo bastante raros.***°® Estudos realizados
com Bifidobacterium sugerem que sua baixa patogenicidade, mas seu perfil
de probidtico mais seguro pode estar relacionado ao numero reduzido de

estudos realizados com esta cepa.>

O aumento do consumo de probioticos, inevitavelmente leva a um
aumento das concentracdes destas espécies no organismo do hospedeiro.
Bacteremias por lactobacilos sdo entidades raras. Qualquer microrganismo
vivo é capaz de causar bacteremia, principalmente em pacientes com
doencas severas ou imonologicamente comprometidos. A literatura atual
apoia a conclusdo de que a incidéncia de bacteremia por lactobacilos é
insubstancial e que todos os casos registrados ocorreram em individuos que
apresentaram doencas sistémicas como diabetes, doencas

cardiovasculares, desordens gastrointestinais e pacientes tranplantados.>®
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Probidticos sdo seguros para 0 uso de pessoas saudaveis, mas
devem ser administrados com cautela em pessoas debilitadas para evitar o
risco de sepse. Embora ainda haja muito a ser estudado sobre os
mecanismos de acado e as adequadas vias de administracdo dos probidticos,
€ claro que diferentes cepas podem ter efeitos diferentes em pessoas
saudaveis ou doentes, em diferentes estagios de determinadas doencas e

em diferentes grupos etarios.>>
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CONCLUSOES

A carie continua sendo uma das doencas microbianas mais comuns
dos paises industrializados, e 0 maior impacto benéfico na prevaléncia de
caries foram as medidas de aplicacdo topica de flaor, principalmente nos
dentifricios. Porém mais atualmente, esquemas direcionados a modificacédo
da ecologia do biofiime tém sido demonstrados e as pesquisas sobre
controle de carie enfocam o controle de micorganismos através da
bacterioterapia com o uso de probiéticos.

A bacterioterapia na forma de probidticos tem se mostrado uma
maneira natural de manter a saude e proteger os tecidos orais de diferentes
doencas. As pesquisas atuais demonstram que os beneficios aumentam se
a ingestdo destas bactérias iniciar precocemente na vida dos individuos. A
ingestdo de derivados do leite contendo uma ou mais cepas de probidticos
pode ser uma opcao de tratamento de longo prazo para a prevencdo de
caries na infancia.

Os dados dos efeitos dos probiéticos na cavidade oral se acumulam a
cada dia, mas o exato mecanismo molecular de ac¢édo ainda nao esta claro. A
administracdo da dosagem exata de probidtico para cada indicacdo ainda
precisa ser melhor definida, assim como os parametros de seguranca para
cada tipo de bacterioterapia.

Novas pesquisas devem ser realizadas a fim de permitir a
identificacdo dos probidticos que melhor se adaptem a utilizacdo oral, bem
como os veiculos mais adequados: alimentos (leite e seus derivados) ou

suplementos.
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RESUMO

Objetivo: avaliar in vivo se o consumo de iogurte contendo o
probiotico Bifidobacterium animalis subsp. lactis DN- 1173010 (ACTIVIA,
Danone) por um periodo de 2 semanas afeta 0s niveis salivares ou nos
biofilmes de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos de pacientes em

tratamento ortoddntico.

Métodos: Um ensaio clinico cruzado, randomizado, duplo-cego,
placebo controlado foi realizado com vinte e seis voluntarios durante 4
periodos. Durante o periodo 2 e 4 (2 semanas cada) os voluntarios ingeriram
diariamente 200g de iogurte contendo probibtico ou o iogurte controle que
ndo continha probiético. Os periodos 1 e 3 foram periodos run-in e wash-out
de 1 e 4 semanas, respectivamente. Amostras experimentais de saliva e
biofiime foram coletadas de cada participante ao final de cada uma das
fases. Estreptococos do grupo mutans e lactobacilos, microrganismos
aciduricos totais, candida spp. e microrganismos totais cultivaveis foram
contados. Os valores pré e pés tratamento foram comparados com o teste

de wilcoxon (p<0,05).

Resultados: Nao houve diferenca entre iogurte contendo probiotico
ou o iogurte controle para todas as variaveis estudadas (p>0,05). Foi
observada reducdo nas contagens de microrganismos aciduricos totais e
microrganismos totais cultivaveis nos biofilmes apo6s os periodos de uso dos
iogurtes (controle e contendo probidtico; p<0,05), mas essa reducdo nao foi

observada na saliva (p>0,05).

Conclusdo: Na nossa amostra uso de iogurte contendo
Bifidobacterium animalis subsp. lactis por periodo de 2 semanas néo reduziu
a contagem de microrganismos na saliva ou no biofilme de usuarios de

aparelho ortodéntico fixo.
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INTRODUCAO

Probidticos sédo definidos pela Organizacdo Mundial de Saude como
organismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios & satde do hospedeiro.! O principal campo de pesquisa
de probidtico é o trato gastrointestinal. Entretanto, nos ualtimos anos tem
havido um crescente interesse da pesquisa odontologica pelos beneficios
dos probiéticos na cavidade oral.>*?> Como a boca representa a primeira
parte do trato gastrointestinal, existem muitas razbes para acreditarmos que
algumas cepas de probidticos podem desempenhar um papel importante na

microbiota oral.*®

A cérie é uma das doencas microbianas mais comuns dos paises
industrializados e tem enorme impacto social. O papel das bactérias na
etiologia da doenca carie estd bem definido, e embora bactérias sejam
essenciais para o inicio da doenca, a estreita interacdo entre microbiota
hospedeira e meio ambiente, incluindo habitos alimentares e de higiene é
definitiva para determinar a severidade e progressao das lesbes de
carie."**” A avaliacdo do risco de carie constitui uma complexa discusséo,
inUmeras pesquisas tem sido realizadas a fim de definir os fatores capazes
de predizer o desenvolvimento de lesfes de céarie e muitas variaveis tem
sido investigadas. Os indicadores de risco podem incluir fatores soécio-
econdbmicos, fatores psicossociais assim como habitos de saude oral,
variaveis clinicas, conteudo de calcio da saliva aléem de parametros

microbiolégicos como as contagens de Estreptococos do grupo mutans e
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lactobacilos.'® Neste contexto encontram-se os aparelhos ortodénticos fixos,
considerados facilitadores do acumulo de microrganismos na cavidade
oral.®® O risco de desenvolver lesbes de céarie ao redor de brackets
localizados na face vestibular dos dentes durante o tratamento ortodéntico é
alto, assim como pela presenca de banda, fios e outros auxiliares do
tratamento que dificultam a utilizacdo de métodos de higiene convencionais,
tornando prolongado o acumulo de biofilme na base de brackets e outros
dispositivos ortodénticos. Na presenca de carboidratos fermentaveis, a
desmineralizacdo do esmalte ao redor dos brackets € um processo
extremamente rapido e a prevaléncia de novas lesbes de esmalte em

pacientes em tratamento ortoddntico é bastante alta.?

Ainda € controverso na literatura odontologica a capacidade dos
probiéticos promoverem uma diminuicdo na contagem de Estreptococos do
grupo mutans. A reducdo dos niveis salivares de Estreptococos do grupo
mutans tem sido demonstrada em associacdo ao consumo de diversas

cepas de probidticos®’?*

porém alguns estudos ndo demonstraram 0s
mesmos resultados ao utilizar probidticos para reduzir a microbiota
cariogénica.?>* Os pacientes que fazem uso de aparelho ortoddntico podem

ter o risco de desenvolver lesdes de carie aumentado e o possivel efeito dos

probioticos na microflora salivar destes pacientes tem sido pouco estudado.

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vivo se 0 consumo de
iogurte contendo o probidtico Bifidobacterium animalis subesp. Lactis DN
173010 (ACTIVIA, Danone) por um periodo de 2 semanas afeta os niveis de

Estreptococos do grupo mutans e as contagens de microrganismos




Artigo Original 58

aciduricos totais, lactobacilos, candida oral. A nossa hipotese é que a
ingestdo de iogurte contendo probidtico ird reduzir a contagem de

Estreptococos do grupo mutans da saliva e do biofilme de pacientes em

tratamento ortodontico.
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MATERIAIS E METODOS

SUJEITOS

O tamanho da amostra foi baseado no estudo prévio de Cildir et al.*®

Foi realizado um célculo de tamanho de amostra considerando dois grupos
paralelos independentes quanto a reducdo de Estreptococos do grupo
mutans e de lactobacilos nos grupos intervencéo (probidtico) e controle. Foi
considerado erro tipo | de 5% e poder de 80% para realizacdo do calculo.
Para fim de calculo da reducdo de Estreptococos do grupo mutans e de
lactobacilos, foram consideradas propor¢des de individuos com contagem
maior do que 10% no basal e ap6s o periodo experimental. Sendo o estudo
desenhado com o objetivo de verificar reducdo de mutans, um N apropriado

1
I 9

usando o iogurte do artigo de Cildir et al™” seria de 30 individuos, 15 por

grupo (25 + 10% para eventuais perdas de segmento).

A populacdo do estudo foram pacientes em tratamento ortodontico
atendidos no Posto Médico da Guarnicdo de Pelotas (RS) convidados a
participar da pesquisa através da fixacdo de folhetos e chamadas periddicas
até a obtencdo do numero amostral, perfazendo um total de 30 pacientes,
posteriormente foram alocados aleatoriamente em dois grupos (controle e
intervencédo). Todos 0s sujeitos tinham excelente saude oral, ou seja, nao
apresentavam lesGes de carie ativa, doenca periodontal moderada ou
severa. Foram incluidos na pesquisa pacientes em tratamento ortodontico

bimaxilar e que nao referiam doencas crbénicas. Foram excluidos da
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pesquisa pacientes em tratamento com antibiéticos e/ou antimicrobiano nas
tltimas 3 semanas, pacientes que fizeram uso de flior ou clorexidina topicos
nos ultimos 3 meses, pacientes com lesdes cariosas cavitadas ou ativas,

pacientes intolerantes a lactose.

DESCRICAO DO ESTUDO

Um estudo cruzado, randomizado, duplo-cego, placebo controlado foi
realizado inicialmente com trinta voluntarios durante 4 periodos. Os periodos
1 e 3 foram periodos run-in e wash-out, respectivamente. Durante os
periodos 2 e 4 de duas semanas cada, os voluntarios foram subdivididos

aleatoriamente em 2 grupos de 15.

O processo de randomizacao foi realizado através da geracdo de
nameros aleatérios em programa de computador (Excel 2007 for Windows),
os quais foram utilizados para criar a sequéncia de tratamento dos
participantes. Apos a criagcdo da sequéncia de tratamentos, o tratamento
destinado a cada paciente foi armazenado em um envelope pardo numerado
(1 a 30). Esses procedimentos foram realizados por um pesquisador nao

envolvido com as fases clinica e analitica do estudo.

Antes do periodo run-in 0s sujeitos receberam as seguintes
orientagdes: ndo consumir nenhum tipo de iogurte durante o periodo do
estudo, néo utilizar bochechos, fio dental com fldor, clorexidina, manter seus
habitos de higiene e alimentares, utilizar apenas o dentifricio e a escova

dados pelos pesquisadores.
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No periodo 2, os voluntarios foram instruidos a consumir 200g de
iogurte por dia, sendo que 15 individuos consumiram do iogurte com
probiotico e 15 do iogurte controle. O periodo wash-out teve a duracao de 4
semanas. No periodo 4, os subgrupos de voluntarios alternaram o uso dos
iogurtes, de acordo com o delineamento cruzado do estudo (Fig.1). A cada
coleta das amostras de biofilme e saliva foi reforcada a complacéncia dos
voluntarios e verificados o0s possiveis efeitos adversos e fatores

confundidores.

Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4
1 semana, 2semanas | 4 semanas , 2 semanas
logurte com logurte com
RUN-IN probiético WASH-OUT probidtico
£ ft £
coleta coleta coleta coleta
Nl
RUN-IN logurte sem logurte sem
) probidtico WASH-OUT probiético

Figura 1 — Esquema do estudo cruzado com periodos run-in e wash-out.

AMOSTRA DE SALIVA E BIOFILME E AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Imediatamente antes e ap0s os periodos 2 e 4, foi realizada

amostragem da saliva estimulada integral dos voluntarios. Apds bochecho
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por 30 s com agua, os voluntarios mascaram filme de parafina por 5 min
(Parafilm “M"®, American National CanTM, Chicago, IL, EUA) para obtencao
de saliva estimulada em frascos graduados. A velocidade do fluxo salivar foi
determinada em mL/min. As amostras de saliva foram transportadas
imediatamente em gelo ao Laboratorio de Microbiologia (FO-UFPel). Entéo,
a saliva foi homogeneizada em vortex, e diluida serialmente para contagem
de microrganismos totais, estreptococos do grupo mutans, lactobacilos,
candida, e microrganismos aciduricos totais. As suspensdes foram diluidas
em RTF em séries até 1:10** e imediatamente inoculadas em duplicata nos
seguintes meios de cultura: Agar sangue para microrganismos totais; Agar
mitis salivarius com 0,2 unidades de bacitracina/mL (MSB), para
guantificacdo de estreptococos do grupo mutans (GOLD; JORDAN; VAN
HOUTE, 1973); Agar Rogosa SL para lactobacilos; CHROMagar Céandida
para quantificacdo e diferenciacdo presuntiva de espécimes de candida; e
BHI com pH ajustado a 4,7 para quantificacdo de microorganismos totais
aciduricos. As placas foram incubadas em condicdo de anaerobiose (80%
N2, 10% CO; e 10% H,), a 37°C por 96h. As unidades formadoras de colbnia
foram contadas e os resultados expressos em UFC/mL de saliva e em
porcentagem de estreptococos do grupo mutans, de lactobacilos, candida e
microrganismos aciddricos totais em relacdo aos microrganismos totais
cultivaveis. Apds remocdo da aliquota da suspensdo microbiana inicial
(original) para quantificagdo, a suspenséo foi centrifugada. O sobrenadante

desprezado e o precipitado armazenado a -80°C para analises futuras.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram inseridos no software SigmaStat (Versao 3.01, Systat
Software Inc.). e explorados para verificar a aderéncia ao modelo de
distribuicdo normal e homogeneidade de variancia. Para todos os testes foi

considerado o valor p < 0,05 como estatisticamente significativo.

Foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (comparacéo
intragrupo) para determinar a existéncia de diferencas estaticamente
significantes nos dois periodos de avaliacdo (basal e 14 dias apods a
intervencao) e verificar a diferenca entre os dois tipos de tratamento (grupo

controle e grupo probiotico)

ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi encaminhada e aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Pelotas-RS. Os voluntarios e/ou seus pais ou responsaveis legais
receberam uma carta de informacdes do estudo e aqueles que tiveram sua

participacéo autorizada assinaram o termo de consentimento esclarecido.
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RESULTADOS

Trinta pacientes foram incluidos no estudo e quatro foram excluidos
da analise por ndo comparecimento nas coletas. Dados completos foram
obtidos em vinte e seis pacientes, dezesseis eram do sexo feminino
(53,33%). A mediana da idade dos pacientes foi de 15 (amplitude 10 a 30

anos).

DESCONFORTO E SATISFACAO

Desconforto gastrico foi relatado por um individuo durante o uso de
iogurte sem probidtico. Dois individuos relataram que o sabor do iogurte sem
probiodtico era melhor que o iogurte com probiético. Estas observacées nao

atingiram significancia estatistica.

ESTREPTOCOCOS DO GRUPO MUTANS E LACTOBACILOS

Os valores pré e pos-tratamento de Estreptococos do grupo mutans e

lactobacilos estdo demostrados nas figuras 2 e 3, respectivamente.
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Figura 2 - contagem de Estreptococos do grupo mutans da saliva e do biofilme.

1000000

Lactobacilos

100000

10000 —

1000 +—

baseline

100 +— I | 14 dias

10 +— — —

Saliva Biofilme | Saliva Biofilme |

A | ; |

Figura 3 - contagem de lactobacilos da saliva e do biofilme.

A = iogurte contendo probi6tico B = iogurte controle

Observamos uma reducgéo na contagem de Estreptococos do grupo
mutans na saliva em ambos os tratamentos. Nao houve diferenca
significativa na reducdo da contagem de Estreptococos do grupo mutans

com o uso de probiéticos (p = 0.459), tanto na saliva como no biofilme.
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A contagem de lactobacilos também néo foi reduzida pelo uso de

probiéticos (p = 0.927).

MICRORGANISMOS TOTAIS

A figura 4 apresenta a contagem de microrganismos totais. Houve
diminuicdo significativa na contagem de microrganismos totais apos o
consumo do probidtico (p = 0.008), assim como ap6s o consumo do iogurte
sem probiodtico (p = 0.002). Entretanto, a redu¢do nos microrganismos totais
com uso de probidticos ndo foi significativamente diferente da observada
com uso de iogurte sem probidticos, tanto na saliva quanto no biofilme (p =

1,00 e p = 0,280 respectivamente).

Na contagem de microrganismos aciduricos totais do biofilme houve
uma diferenca estatistica significante ap6s o uso de probidticos (p = <0.001)
havendo também uma reducdo significante na contagem destes
microrganismos no grupo placebo (p = 0.010). A diferenca entre os

tratamentos também néo foi significativa (dados ndo apresentados)
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Figura 4 - contagem de microrganismos totais da saliva e do biofiime.

A =iogurte contendo probiético B =iogurte controle

CANDIDAS ALBICANS E NAO ALBICANS

Nenhuma diferenca foi detectada nas contagens de Candida Albicans
e Nao Albicans do biofiime entre o periodo inicial e ap6s o uso dos

probiéticos (p = 0.195 e p = 0.077 respectivamente).
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DISCUSSAO

Os resultados deste estudo sugerem que o consumo de iogurte
contendo probiotico Bifidobacterium animalis subsp. lactis DN- 1173010 néo
reduz a contagem salivar e de biofilme de Estreptococos do grupo mutans,
bem como de lactobacilos, microrganismos aciduricos totais e candidas
albicans e nado albicans. Entretanto, observamos uma reducao significativa
na contagem de microrganismos totais em ambos os grupos (tratamento e
controle) durante o acompanhamento. Esta reducéo provavelmente ocorreu
porque os voluntarios estavam envolvidos em um ensaio clinico que tinha
por objetivo avaliar a reducao de Estreptococos do grupo mutans, principal
microrganismo envolvido na doenca carie.’®?° Esta interpretacdo é apoiada
pela observacdo de que a reducdo de MO foi mais acentuada no biofilme e

nao na saliva.

Em concordéncia com o nosso estudo, pesquisas recentes utilizaram
cepas de bifidobactérias objetivando reduzir as contagens de Estreptococos

do grupo mutans e outros microrganismos envolvidos na doenca carie na

19,23,25 |23

saliva e no biofilme. Caglar et al*® realizaram um estudo utilizando
bifidobacterias com o objetivo de avaliar se o uso de sorvete contendo
probiotico reduz a contagem de Estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos da saliva de 24 adultos jovens. Os autores observaram uma
reducdo significativa tanto no grupo que ingeriu probiético como no grupo
controle e ao comparar os valores basais e imediatamente ap0s a

intervencdo nao observaram diferenca significante. Em contraponto, o
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estudo de Cildir et al,*® com um delineamento bastante parecido com este
estudo realizado por nés, obteve diferentes resultados. Ao analisar se o
consumo de iogurte de frutas contendo bifidobactérias afetaria as contagens
salivares de Estreptococos do grupo mutans e lactobacilos de pacientes em
tratamento ortodontico, observaram uma reducao significante na contagem
de Estreptococos do grupo mutans ap0s o consumo do iogurte com
probiodtico, porém a mesma reducdo nao foi observada na contagem de

lactobacilos.

A semelhanca entre os resultados dos dois grupos do nosso estudo
encontram explicacdo na forma de administracdo do probidtico. Os veiculos
pelos quais os probidticos sdo administrados podem influenciar no potencial

1.2 A forma mais comum

cariogénico e na colonizacdo da cavidade ora
advém do leite e seus derivados como iogurtes, queijos, sorvetes e leite
fermentado. Quando as bactérias probioticas sdo consumidas nos produtos
lacteos, ha uma diminuicao da producdo de acidos pela capacidade tampéo
destes alimentos. A presenca de célcio, lactato de calcio e outros
componentes orgénicos e inorganicos do leite sao considerados
anticariogénicos e podem reduzir a colonizacdo por patdgenos

independentemente da presenca de probidticos.™***"?

Os achados devem, por inUmeras razdes, serem interpretados com
cautela. Primeiro, o numero da amostra foi limitado e o tempo de
intervencéo foi curto. Segundo, ainda n&o existe um numero suficiente de
pesquisas de longo tempo de duracdo capaz de avaliar o real efeito dos

probioticos na microbiota oral. Por fim, mais pesquisas com diferentes cepas
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de probioticos sd@o necesséarias, e talvez combinacbes de cepas de
probioticos possa ser mais efetivo. A influéncia dos probiéticos na prevencao
da doenca carie e na manutencédo da saude oral ainda tem de ser melhor

estabelecida.
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CONCLUSOES

Dentro das limitacbes desse estudo, os resultados sugerem que 0
uso de iogurte contendo Bifidobacterium animalis subsp. lactis por periodo
de 2 semanas néo reduziu a contagem de Estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos na saliva ou no biofilme de usuarios de aparelho ortodéntico

fixo.
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4 CAPITULO IV
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4.1 CONCLUSOES

A presente pesquisa possibilitou as seguintes conclusoes:

Atualmente a abordagem ecolégica do biofilme traca novas
estratégias de prevencao da doenca carie, tais como a inibicdo do
crescimento de bactérias cariogénicas e o0 controle de
micorganismos através da bacterioterapia com o0 uso de

probidticos.

Neste estudo concluimos que o uso de iogurte contendo
Bifidobacterium animalis subsp. lactis por periodo de 2 semanas
nao afeta a contagem de microrganismos envolvidos na doenca
carie na salivares e no biofime de usuarios de aparelho

ortodontico fixo.

A semelhanca entre os resultados dos grupos controle e
intervencdo encontram explicacdo na forma de administracdo do
probidtico. Os veiculos pelos quais o0s probidticos sao
administrados podem influenciar no potencial cariogénico e na

colonizagéo da cavidade oral.

Novas pesquisas devem ser realizadas a fim de permitir a
identificagdo dos probidticos que melhor se adaptem a

utilizagdo na prevencgdo e manutencdo da saude oral.




ANEXOS




Anexos 78

ANEXO 1 - QUESTIONARIO

Antes do uso dos iogurtes

1. Nome Completo:

2. No caso de menores de 18 anos, home da mée ou responsavel legal:
3. Data de nascimento:

4. Endereco:

5. Telefone:

6. Quando escova os dentes?

7. Qual a frequéncia do uso de fio dental?

8. Fez uso de algum medicamento nas Ultimas 3 semanas? Qual?

9. Faz uso frequente do iogurte ACTIVIA, Danone?

10.Parou de tomar o iogurte ACTIVIA, Danone nos ultimos 15 dias?

Apds o uso dos ioqurtes

11.Ingeriu o iogurte do estudo todos os dias?

12.Observou algum desconforto ao consumir 0s iogurtes?

13.Usou somente a pasta do estudo?

14.Fez uso de algum medicamento durante as semanas do estudo?
Qual?

15.Em uma escala de 1 a 10, onde 10 é 6timo e 1 é ruim, qual nota daria

aos iogurtes?
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ANEXO 2 - INSTRUCOES AOS VOLUNTARIOS

Antes do inicio da pesquisa, cada voluntario recebera um dentifricio

fluoretado e uma escova dental e antes do inicio de cada fase os voluntarios

receberdo os frascos de iogurte.

INSTRUCOES GERAIS

- utilizar apenas o dentifricio e a escova dados pelos pesquisadores

- ndo utilizar bochechos, fio dental com fluor, clorexidina.

- ingerir diariamente 200g (1 frasco) do iogurte ao entardecer

- ndo escovar os dentes antes de completar uma hora da ingestéo do iogurte
- ndo fazer uso de nenhum tipo de iogurte durante o periodo da pesquisa

- remover o iogurte da geladeira somente no momento do consumo

INSTRUCOES PARA O TERMINO DE CADA FASE (a cada 14 dias)

Ao acordar no dia da coleta:
e nao escove os dentes 12h antes
e nao tome agua
¢ ndo se alimente de forma alguma

Sera fornecido um lanche para os voluntarios apés o término das coletas.




