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A Lampada por Thomas Edison

Quando Thomas Edison (1847-1931) inventou a lampada, ndo saiu
logo a primeira tentativa. Edison realizou mais de mil experiéncias até ao
ponto de um dos seus colaboradores que trabalhava na sua oficina
perguntou-lhe se Edison ndo se desanimava com tantos fracassos, ao
gue Edison respondeu: "Fracassos? N&o sei do que falas, em cada
experiéncia descubro um dos motivos pelo qual a lampada né&o funciona.

Agora sei mais de mil maneiras de como néo fazer a lampada. ”



RESUMO

BRANDI, Thayse Caroline de Abreu. Efetividade de produtos lacteos contendo
probiético frente a esmalte desmineralizado ao redor de braquetes
ortoddénticos. Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo de Mestrado em Odontologia —
Area de concentracéo: Odontopediatria — Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Objetivo: verificar a acdo de produtos lacteos contendo ou ndo probidticos sob
associacao de cepas de Streptococcus mutans (SM) e S salivarius (SS), a adeséo
desses produtos a superficie de braquetes ortodénticos e avaliar a progressédo da
desmineralizacdo em blocos de dente bovino ao redor de brdquetes ortodonticos
apos o esmalte ter sido exposto a produtos lacteos contendo probiéticos. Materiais
e métodos: pool de cepas ATCC de SM e SS foi formado e plaqueado sobre placa
de Petri contendo meio de cultura brain heart infusion agar (BHI). Cada poco foi
preenchido com 150ul dos produtos a serem testados, formando os grupos: L - Leite
bovino; LP - Leite bovino com probiotico; LF - Leite fermentado e LFP - Leite
fermentado com probiético. Na sequéncia as placas foram incubadas por 48h, em
estufa a 37°C. Apos isso foi feita a medicdo do halo formado entre o produto e o
meio. Na outra avaliagdo foi formado biofilme sobre o disco de membrana com o
mesmo pool de cepas. Apdés o tratamento foi feito de acordo com o grupo: P1
(agua); P2 (L); P3 (LP); P4 (LFP), seguido pela diluicdo seriada, plaqueamento e a
contagem total de microorganismos. Para a adesividade dos produtos lacteos,
braquetes ortodonticos foram submergidos em cada solucéo (L, LP, LF e LFP), as
quais foram incubadas a 37°C/24h. Posteriormente, cada braquete foi transferido
para um ependorf contendo solucao salina estéril, que foi submetida a diluices
seriadas, posteriormente incubadas a 37°C/48h sob microaerofilia para contagem
das UFC/mL. Na avaliacdo da desmineralizacdo foram utilizados 42 dentes bovinos
previamente cortados em blocos com 64 mm2. Braquetes foram colados na
superficie do esmalte e divididos em 6 grupos aleatoriamente: G1 (controle
negativo), G2 (controle positivo), G3 (L), G4 (LP), G5 (LF) e G6 (LFP). Com a
excegao do G1, todos os outros foram colocados em BHI suplementado com 2% de
sacarose com 1x10° células/ml de SM (ATCC 25175) e SS (ATCC 7073) durante 24
horas. Posteriormente, foram tratados diariamente com os produtos teste por 5
minutos por um total de 4 dias. Apdés o tratamento, foi avaliado os valores de
microdureza superficial final, indice de perda mineral e microdureza interna.
Resultados: ndo houve formacéo de halo de inibicdo entre os produtos e o meio de
cultura (p<0.05); no disco de membrana n&o foram observadas diferencas
estatisticas entre os grupos (p=0.679); o GLP e o GLFP apresentaram adesividade
aos braquetes ortodonticos (p=0.056). Todos os grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6,
apresentaram perda mineral no final do experimento. Conclusdes: nao foi possivel
verificar a bacterioterapia a partir de produtos lacteos contendo probidticos em cepas
de SM e SS, e néo foi possivel prevenir a progressdo da carie em torno dos
braquetes ortodonticos.

Palavras chave: Ortodontia; Braquetes; Probiéticos; Esmalte; Biofilme dentario.



ABSTRACT

BRANDI, Thayse Caroline de Abreu. Efetividade de produtos lacteos contendo
probiético frente a esmalte desmineralizado ao redor de braquetes
ortoddénticos. Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo de Mestrado em Odontologia —
Area de concentragéo: Odontopediatria — Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Aim: To verify the action of dairy products with or without probiotics on strains of
Streptococcus mutans (SM) and S salivarius (SS), the adhesion of these products to
the surface of orthodontic brackets and to evaluate the progression of
demineralization in blocks of bovine teeth around orthodontic brackets after the
enamel has been exposed to dairy products containing probiotics. Materials and
methods: pool of SM and SS ATCC strains was formed and plated on Petri dish
containing brain heart infusion agar (BHI) medium. Following the methodology of
Antonniazzi et al. (2015) the well was filled with 150ul of the products to be tested,
forming the following groups: L - Bovine milk; LP - Bovine milk with probiotic; LF -
Fermented milk and LFP - Fermented milk with probiotic. The plates were then
incubated for 48 h in an oven at 37 °C. After this the measurement of the halo formed
between the product and the medium with millimeter ruler was made. Following the
methodology of Antdnio et al. (2012) biofilm was formed on the membrane disc with
the same pool of strains. After the treatment was done according to the group: P1
(water); P2 (L); P3 (LP); P4 (LFP), followed by serial dilution, plating and total count
of microorganisms. For the adhesiveness of the dairy products, orthodontic brackets
were submerged in each solution (L, LP, LF and LFP), which were incubated at 37°C
| 24h. Subsequently, each bracket was transferred to an ependorf containing sterile
saline solution, which was submitted to serial dilutions, then incubated at 37°C / 48h
under microaerophilia to count the CFU/mL. In the evaluation of the demineralization,
42 bovine teeth previously cut in blocks with 64 mm2 were used. Bacteria were glued
on the enamel surface and divided into 6 groups randomly: G1 (negative control), G2
(positive control), G3 (L), G4 (LP), G5 (LF) and G6 (LFP). With the exception of G1,
all others were placed in BHI supplemented with 2% sucrose with 1x10° cells / ml SM
(ATCC 25175) and SS (ATCC 7073) for 24 hours. Subsequently, they were treated
daily for 5 minutes for a total of 4 days. After the treatment, the values of final surface
microhardness, mineral loss index and internal microhardness were evaluated.
Results: there was no inhibition halo formation between the products and the culture
medium (p <0.05); in the membrane disc no statistical differences were observed
between the groups (p = 0.679); GLP and GLFP showed adhesiveness to orthodontic
brackets (p = 0.056). All groups G1, G2, G3, G4, G5 and G6 presented mineral loss
at the end of the experiment. Conclusions: it was not possible to verify
bacteriotherapy from dairy products containing probiotics in MS and SS strains, and it
was not possible to prevent the progression of caries around orthodontic supports.

Key-words: Orthodontic; Brackets; Probiotics; Enamel; Dental biofilm



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Preparo dos dentes bovinos, colagem dos braquetes, inducao de biofilme e

analise da microdureza superficial final e interna. ...........cccoeeeivveviiiiii e, 31

Artigo 2

Figure 1. Schematic representing the laboratory stages developed.......................... 61



LISTA DE TABELAS

Artigo 1

Tabela 1. Grupos avaliados nos testes de formacao do halo de inibicdo e no teste de

= T0 (=T =] ool - PP 48
Tabela 2 . Grupos avaliados no teste de disco de membrana. ............ccccvvvvveeeennnn. 48
Tabela 3.. Teste de disco de membrana. ...............cceiiiiiiiiiiiiciie e, 48
Artigo 2

Table 1 . Moisture. Protein Fat, and calcium of milk, probiotic milk, fermented milk
and probiotic fermented MilK. ... 62

Table 2 . Surface microhardness of enamel around orthodontic brackets before and

AR T IO M EINES ..o 62

Table 3 . Percentage of loss of superficial microhardness and internal
microhardness, according to the treatmentsS. ... 62



LISTA DE ABREVIATURAS

ATCC

BHI

IFRJ

kgf/mm?2

LP
LF
LFP
min.
mL
mm?
seg.
SM
SS
UFC

UFRJ

American Type Culture Collection
Cultura brain heart infusion agar
Hora

Instituto Federal do Rio de Janeiro
Quilograma forca por milimetro quadrado
Leite bovino

Leite bovino com probidtico

Leite fermentado

Leite fermentado com probidtico
Minutos

Mililitro

Milimetro quadrado

Segundos

Streptococcus mutans
Streptococcus salivarius

Unidade formadoras de col6nia

Universidade Federal do Rio de Janeiro



LISTA DE SIMBOLOS

GL

GLP

GLF

GLFP

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

P1

P2

P3

P4

°C

pm

Grupo Leite bovino

Grupo Leite bovino com probiotico
Grupo Leite fermentado

Grupo Leite fermentado com probiotico
Grupo Controle negativo

Grupo Controle positivo

Grupo Leite bovino

Grupo Leite bovino com probiotico
Grupo Leite fermentado

Grupo Leite fermentado com probiotico
Grupo Agua

Grupo Leite bovino

Grupo Leite bovino com probiotico
Grupo Leite fermentado com probiotico
Graus Celsius

Micrometro



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt anas 23
=01 =10 15T (071 1T 26
2.1 ODJEtIVO GEIAl.....cceiiiiiiiiiiiiiiiiie e 26
2.2 Objetivos eSPeCifiCOS — 12 FASE ....ccoeeeeiieeeiiiie e 26
2.3  ODbjetivos eSPeCifiCOS — 22 FASE ........uuuiiiiiiiieeeiieiiiii e 26

3 DELINEAMENTO DA PESQUISA ..ot 27
3.1- 12 Fase do Estudo — Formacéo de halo de inibicao, biofilme em membrana e
tratamento, e adesividade em braquetes (Experimento I) ..........ccccvvviiiiiiieeeeeennns 27
3.1.1 Teste de halo de INIDIGAO ..........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 27
3.1.2 DiSCO de& MEeMDIAN@ .....ccoiiiiiiiieeeee et 28
3.1.3 TEStE dE AUEIENCIA .. .uvvvueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb 29

3.2- 22 Fase do Estudo — Formacdo de biofilme de pool de cepas ATCC de
Streptococcus mutans e salivarius e tratamento (Experimento ) ..........cccvvvveeeee. 30
G0 R 0T T [T 1 (1 o [ T 30
3.2.2 DEeSENNO0 0O ESTUD .. ..uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii b 30
3.2.3 Preparo dos Blocos de Esmalte BOVINO .........cccoevvvviviiiiiiiieecceeeiiiee e 31

3.2.4 Avaliacdo da microdureza superficial inicial e selecdo dos blocos de

ESIMAITE. ... 32
3.2.5 Prepar0 dO iNOCUIO .......cooiiiiiieiiee e 32
3.2.6 Colagem dos braquetes e divisdo da amostra em grupos ..............cc........ 33
3.2.7 Ciclo de formacéo do biofilme sobre os blocos de esmalte bovino ........... 34
3.2.8 Andlise de microdureza superficial final e calculo da perda de dureza.....34
3.2.9 Microdureza TranSVEISaAl...........uuuuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiesieeeeeeeeaeeaaeaenees 35

4 DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA ... 36
Tt N 4 1o o 0 R 37

Andlise da atividade antimicrobiana de probidticos e sua adesividade a braguetes
0rtodONtiCOS: ESTUAO IN VIO ......iiiiiiii et 37



A N 1[0 49
- EFFECT OF LACTEAL PRODUCTS CONTAINING PROBIOTIC IN THE........... 49
PROGRESSION OF TOOTH DECAY AROUND ORTHODONTIC BRACKETS...49
5 CONSIDERAGOES FINAIS ... .oviiiieeceecee ettt ee ettt 63

B CONCLUSODES ...ttt ettt e e et e e e e 64
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 65



23

1 INTRODUCAO

A carie dentaria € considerada uma doenca localizada, causada pelo
desequilibrio no acumulo bacteriano (Kleinberg,2002). O processo carioso € iniciado
pela fermentagdo bacteriana dos carboidratos, levando a formacgdo de &cidos
organicos e a uma queda do pH do biofilme (Kleinberg,2002; Schuler, Haberstroh et
al., 2018). Quando os depdsitos microbianos permanecem aderidos ao dente por um
extenso periodo, ocorrem quedas acentuadas do pH levando a uma perda da

integridade do esmalte dental (Shim, Han et al., 2018; Souza, Oliveira et al., 2018).

A utilizacdo de aparelhos ortoddnticos dificulta a higienizacéo, propiciando
maior acumulo bacteriano e levando aos pacientes maior susceptibilidade da
ocorréncia de lesdes cariosas no esmalte dentario (Tufekci, Dixon et al., 2011). A
infancia e adolescéncia sdo periodos da vida onde mais se inicia os tratamentos
ortodbnticos, em virtude de que nesse periodo de vida é onde ocorre o
desenvolvimento da oclusédo e do crescimento facial (Fonseca, Silva et al., 2018;
Nichols, Antoun et al., 2018). A prevencdo envolve normalmente o controle nao
especifico do biofilme, pois este € o fator iniciador (Mhaske, Ambiti et al., 2018;
Zhang, Ab Malik et al., 2018). Dessa maneira é possivel manter o biofilme em niveis
compativeis com a saude e prevenindo a disbiose (degradacdo da homeostase

microbiana) concomitante ao risco de doenca (Allaker e Stephen, 2017).

Na pratica ortodontica, lesbes de manchas brancas ativas sdo observadas
com relativa frequéncia em torno de aparelhos ortoddnticos, especialmente quando
a higiene bucal é ruim (Knosel, Bojes et al., 2012; Gizani, Petsi et al., 2016; Allaker e
Stephen, 2017). A prevencdo da desmineralizacdo durante o tratamento ortoddntico
€ um dos maiores desafios enfrentados pelos clinicos, apesar dos avancos
modernos em prevencao da carie (Knosel, Bojes et al.,, 2012; Gizani, Petsi et al.,
2016).

Medida preventiva que ndo dependa da colaboracdo do individuo tem sido

desenvolvido, afim de minimizar este problema, tal como colagem dos braquetes
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com materiais que liberem flior (Pascotto, Navarro et al., 2004). Apesar dessa, 0
problema de manchas brancas ainda mostram-se frequentes, necessitando novos

artificios para eliminar, definitivamente, esse problema.

Recentemente, tem sido atribuido a uma nova classe de produtos a
capacidade de controlar a instalacdo e progressao da carie dentaria, esses produtos
sao os probioticos (Alok, Singh et al., 2017). Probiotico é definido pela Organizacéo
Mundial da Saude como sendo microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios & saiude do hospedeiro (Manuals of
food quality control. 11. Management of food control programmes. Food and

Agriculture Organization of the United Nations, 1991).

As espécies mais comumente utilizadas e pesquisadas pertencem ao género
dos Lactobacillus e Bifidobacterium (Bourdichon, Casaregola et al., 2012),
microrganismos estes comumente encontrados na cavidade bucal, inclusive nas
lesbes de céarie (Chhour, Nadkarni et al., 2005). Esses microrganismos tém sido
relacionados com beneficios a salde bucal, como a producdo de substancias
inibitérias do crescimento de Streptococcus sobrinus (Meurman, 2005; Meurman e

Stamatova, 2007) e Streptococcus mutans (Nikawa, Makihira et al., 2004).

Para que o probidtico seja capaz de exercer um efeito anticariogénico,
primeiramente a bactéria deve ser capaz de aderir a superficie dental; segundo, ela
deve-se tornar parte do biofilme dental; e finalmente, ela deve competir com as
bactérias cariogénicas reduzindo o nivel de colonizagdo destas (Comelli,
Guggenheim et al., 2002), dessa maneira 0s probidticos sdo um tipo de
bacterioterapia (Seminario-Amez, Lopez-Lopez et al.,, 2017). O veiculo mais
estudado, utilizado e amplamente difundido para administracdo dos probidticos € o
iogurte. Uma das vantagens de importancia clinica deste veiculo relaciona-se ao
guadro de intolerancia a lactose. Individuos que a possuem, podem consumir este
alimento adicionado de probiético, pois toleram melhor a lactose presente no iogurte
(Fuller, 1991, Petti, Tarsitani et al., 2001). No entanto, outros veiculos foram testados
e ainda estdo em experimento, por diferentes autores e tém se mostrado téo
eficientes quanto o iogurte, como leite e queijo (Ahola, Yli-Knuuttila et al., 2002; De
Moreno De Leblanc, Dogi et al., 2008).
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Partindo dos fatos expostos surge 0s seguintes questionamentos: seriam 0s
probioticos, presentes no leite bovino e no leite fermentado, capazes de realizar
bacterioterapia, e dessa maneira, se aderir ao biofimle aderido aos braquetes e
prevenir a instalagéo e progressao de manchas brancas ao seu redor? Na busca de
respostas a esses e outros questionamentos propde-se a realizacdo desse estudo
que visa também testar a hipotese de que leite bovino e leite fermentado com
probidtico previnem a progressdo de manchas brancas ao redor de braguetes

ortodonticos.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se o leite bovino e leite fermentado, contendo ou nado probidtico,

apresentam capacidade de realizar bacterioterapia, aderir aos braquetes

ortodénticos e seu efeito no esmalte bovino previamente desmineralizados ao redor

de braquetes ortoddnticos.

2.20bjetivos especificos — 12 Fase

Avaliar as caracteristicas microbiologicas e fisico/quimica dos leites
fermentados;
Comparar a adeséo do leite bovino e leite fermentado contendo probidtico aos

braquetes ortodoénticos.

2.30bjetivos especificos — 22 Fase

Avaliar a microdureza superficial do esmalte bovino ao redor de braquetes
ortodonticos previamente desmineralizados, antes e ap0s 0s mesmos terem
sido expostos a tratamento com produtos lacteos contendo probidtico e o
desafio cariogénico;

Avaliar a sub-superficie do esmalte apds a realizagdo dos tratamentos
propostos;

Comparar o efeito dos tratamentos, com leite bovino e leite fermentado,

contendo probiotico no esmalte bovino ao redor de braquetes ortodontico.
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3 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Esse estudo foi dividido em duas fases laboratoriais, na primeira fase,
buscou-se avaliar a acéo topica local do probidtico e a adesao do leite bovino e do
leite fermentado ao braguete e na segunda fase avaliou o efeito do probidtico ao

esmalte bovino ao redor de braquetes ortodénticos.

3.1- 1@ Fase do Estudo — Formacéo de halo de inibicdo, biofilme em membrana

e tratamento, e adesividade em braquetes (Experimento 1)

3.1.1 Teste de halo de inibicé&o

3.1.1.1 Formagcéo do indculo

O inoculo foi formado de um pool com 1,5X102 celulas/ml de Streptococcus
mutans (ATCC 25175) e com 1,5X102 celulas/ml de Streptococcus salivarius (ATCC
7073), que estavam mantidas em -80°C e foram reativadas em placas contendo
meio de cultura BHI, sob microaerofilia, em estufa & 37°C por 48 horas.
Posteriormente a densidade optica observada foi conferida em espectrofotdmetro
(Biospectro SP-220 UV-VIS spectrophotometer, Equipar Ltda., Curitiba, Brasil) com
turbidez variando entre 0,08 a 0,12, equivalente a uma solucéo-padrdo na escala 0,5
McFarland.

3.1.1.2 Plagueamento e formacéo do halo

O pool de cepas ATCC de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e
Streptococcus salivarius (ATCC 7073), foi formado e plagueado com a ajuda de um
swab estéril, sobre placa de Petri contendo meio de cultura brain heart infusion agar
(BHI). Apds, isso criou-se um orificio no centro da placa utilizando-se o maior forame
de uma ponteira de pipeta estéril. O Agar foi removido da ponta da pipeta com

auxilio de uma ponta de agulha. Para selar o fundo da placa foi colocado 100ul agar-
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agar (56C) sem encostar no fundo, no furo ou na placa, este conjunto ficou sob

refrigeracéo (10°C) por 10 min.

O pocgo de cada placa foi preenchido com 150ul dos produtos a serem
testados, de acordo com 0s grupos a serem avaliados:

L (Leite bovino);

LP (Leite bovino com probidtico);

LF (Leite fermentado);

LFP (Leite Fermentado com Probidtico).

As placas foram entdo incubadas por 24 h, em estufa a 37°C. Apos isso foi
feita a medicdo do halo formado com régua milimetrada. O experimento foi realizado

em triplicata.

3.1.2 Disco de Membrana

3.1.2.1 Formacéo do in6culo

Para o teste de disco de membrana a formagé&o do indculo foi idéntica quando

da realizagao ao halo de inibigéo.

3.1.2.2 Formacéao do biofilme em membrana

Em placas de Petri contendo 20ml de BHI agar (Difco, Sparks, EUA), com
auxilio de pincas estéreis, foram inseridas as membranas, previamente
autoclavadas. Posteriormente foi adicionado 40uL do inoculo ao centro da
membrana. O conjunto foi inoculado por 48hr, em microaerofilia, na estufa a 37°C.
(Antonio et al., 2012).

3.1.2.3 Tratamento e diluicdo seriada

A membrana, contendo o biofilme formado foi levada a ependorf contendo

1mL dos produtos controle e experimentais:

P1 (Controle negativo - 4gua);
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P2 (Controle positivo - Leite);
P3 (Leite com probidtico);
P4 (Leite fermentado com probidtico);

A membrana ficou em repouso por 5 min, e posteriormente foi agitada
mecanicamente por 1 min (momento 0). Apoés isso iniciou-se diluicdo seriada, com a
remocdo de 100uL e adicionado a 900uL de solucdo salina e agitado por 30
segundos (momento 1). Esse processo foi repetido em 8 momentos. O tratamento e
a diluicdo foram realizados em duplicata.

3.1.2.4 Plagueamento das diluicbes

100pL das suspensoes celulares dos momentos 5, 6, 7 e 8 foram plaqueadas
em triplicata, com o auxilio de al¢ca Drigaus em placas contendo 20ml de BHI &gar
(Difco, Sparks, EUA), e incubado por 48h, em microaerofilia, na estufa a 37°C. Apoés

isso foi feita a contagem total dos microorganismos por grupo.

3.1.3 Teste de Aderéncia

3.1.3.1 Adeséo dos produtos lacteos aos braquetes

Os braquetes ortodénticos (Edgewise Slim REF 10.65.203, Sorocaba, Sao
Paulo, Brasil), previamente esterilizados, foram colocados com auxilio de pinga
estéril em Ependorfs, contendo o produto a ser testado, em duplicada. Os produtos
foram divididos de acordo com o grupo (L, LP, LF, LFP). O ependorf contendo o
conjunto (Braguetes+Produto) ficou incubado por 24h, em estufa a 37°C (Souza et
al., 2013).

3.1.3.2 Diluicéo seriada e plagueamento das diluicdes

Apbs o periodo de incubacédo, os braquetes foram removidos dos produtos e
imersos em 1000 pl de solugdo salina seguido de agitacdo mecanica por 3 min
(momento 0). ApOs isso iniciou-se diluicdo seriada, com a remogdo de 100pL e
adicionado a 900uL de solucdo salina e agitado por 30 seg. (momento 1). Esse
processo foi repetido em 3 momentos. O tratamento e as diluicdes foram feitas em

duplicata.
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Os momentos 1, 2 e 3 tiveram 100uL das solucdes plagueadas em triplicata,
pela técnica de gota (Souza et al.,2013), em placas contendo 20ml de BHI agar

(Difco, Sparks, EUA), apds isso seguiu-se contagem total dos microorganismos.

3.2- 22 Fase do Estudo — Formacao de biofilme de pool de cepas ATCC de

Streptococcus mutans e salivarius e tratamento (Experimento Il)

3.2.1 Tipo de Estudo

O presente estudo experimental in vitro, cego, randomizado, controlado; com
abordagem indutiva e técnica de documentacao direta foi realizado no Laboratério
de Pesquisa Odontolégica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do
Rio de Janeiro — UFRJ.

3.2.2 Desenho do Estudo

Foram utilizados 42 blocos de esmalte bovino de 64 mm?2, foram obtidos a
partir de incisivos bovinos previamente selecionados, onde dentes com trincas,
machas e fraturas eram excluidos. A sele¢do dos dentes foi feita a partir do valor
inicial de microdureza de superficie (310 +10%). Braquetes ortod6nticos (Morelli,
Sorocaba, Brasil) foram colados a superficie do esmalte com adesivo ortoddntico
(Transbond XT, Monrovia, EUA). Parte do esmalte exposto foi coberto com isolante
na cor vermelha para evitar exposicdo aos agentes experimentais. Os corpos de
prova foram divididos aleatoriamente em 6 grupos, de acordo com a figura 1. Com
excecdo do grupo controle negativo todos os outros foram colocados em BHI
suplementado com sacarose a 2% com 1x10° células/mL de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) e Streptococcus salivarius (ATCC 7073), durante 24 horas.
Posteriormente, foram lavados em agua deionizada durante 30 seg, e tratados,
diariamente, por 5 minutos, por um total de 4 dias. Apés o tratamento, foram

avaliadas: a microdureza superficial final e a microdureza interna.
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» Dentes bovinos cortados em blocos de 8X8

* Microdureza superficial inicial e selec3o da amostra

» Delimitacdo da drea exposta

»frea expostadelimitada e protegida por esmalte
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Figura 1. Preparo dos dentes bovinos, colagem dos braquetes, indugdo de biofilme e
analise da microdureza superficial final e interna.

3.2.3 Preparo dos Blocos de Esmalte Bovino

Dentes bovinos foram avaliados em estereomicroscépio (Zeiss — 475200 —
9901, West Germany) com aumento de 40x afim de selecdo inicial. Dentes que
apresentavam carie, manchas, trincas ou outros defeitos no esmalte, foram

excluidos.

ApoGs selecdo inicial, os mesmos foram individualmente fixados com cera
pegajosa em placas acrilicas (60x20x 6 mm), visando manté-los imoveis para recorte
do esmalte de interesse. Os cortes foram realizados em cortadeira automética
(ISOMET Low Speed Saw cutting machine - model n 11-1280-170, Lake Bluff, IL,
USA), obedecendo a seguinte ordem de execucéo: (1) remocao da porgao radicular
do dente, restando somente 0 remanescente coronario; (2) seccdo da porcdo
coronaria no sentido longitudinal com o auxilio simultineo de dois discos
diamantados com um espacador de 8 mm entre eles, obtendo-se assim, um
fragmento com 8 mm de largura mésio-distal; (3) seccdo do fragmento em sua
porcdo média, separando, em tamanhos iguais, a por¢do vestibular da porcéo
lingual. (4) Na porcédo vestibular realizaram-se novas sec¢bes de 8 mm de
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espessura, envolvendo esmalte e dentina. Ao final foram obtidos 64 blocos de

esmalte nas dimensdes 8x8 mm (figura 1).

Na sequéncia os blocos foram planificados e polidos em Politriz Metalografica
(APL4, Arotec, Cotia, SP) com lixas d’agua nas granulagdes 600, 1200 e 4000, para

posterior analise da microdureza superficial inicial.

3.2.4 Avaliacao da microdureza superficial inicial e selecdo dos blocos de

esmalte

Previamente ao experimento para formag&do do biofilme, foi avaliado o
microdureza superficial para selecdo dos blocos de esmalte. Para essa analise foi
utilizado microdurémetro (Buehler, MICROMET 5104, 679-MIT4-00335, Yokohama,
Kanagawa, Japan) com um penetrador diamantado tipo Knoop, sob uma carga de
25 gramas durante 10 segundos. Cinco indentagbes foram realizadas no centro de
cada corpo de prova, espacadas uma das outras em 100 um (de Mazer Papa et al.,

2010), obtendo-se um valor em kgf/mm2 para cada indentacéo.

A média de 340+10% dos valores de dureza encontrados representou a
microdureza superficial inicial da amostra. Todas as amostras foram armazenadas

em ambiente umedecido com agua Milli-Q, até o inicio da fase experimental.

3.2.5 Preparo do indculo

O in6culo utilizado foi constituido de um pool com 1x10® células/mL de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Streptococcus salivarius (ATCC 7073),
previamente selecionadas. Que foram colocados em BHI (Difco, Sparks, EUA),

suplementado com sacarose a 2%.

As cepas foram suspensas em solugcdo salina e colocada em agitador de
vortex durante 15 segundos, na sequéncia a densidade celular foi, avaliada em
espectrofotometro (Biospectro SP-220 UV-VIS spectrophotometer, Equipar Ltda.,
Curitiba, Brazil) em comprimento de onda de 625nm. De acordo com a densidade
apresentada a mesma foi ajustada acrescentando-se meio suficiente para obter a
transmitancia equivalente de uma solucédo-padrédo da escala de McFarland 0,5 —
cerca de 1x10° UFC/mL (McFarland, 1907).
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3.2.6 Colagem dos braquetes e divisdo da amostra em grupos

Foram colados braguetes ortodénticos na superficie de esmalte, com o auxilio
do condicionamento acido e sistema adesivo de passo Unico (Self etching Prime, 3M
Unitek, Monrovia, EUA) e com compdsito ortodontico (Transbond XT, 3M Unitek,
Monrovia, EUA), seguindo o protocolo proposto pelos fabricantes. Os braguetes
utilizados foram acessorios para incisivos centrais inferiores (Edgewise Slim, Morelli,
Sorocaba, Brasil). A area remanescente foi coberta com esmalte de unha na cor
vermelho (Riisqué, S&o Paulo Brasil). Confeccionado as amostras as mesmas foram
divididas, aleatoriamente, em 6 grupos (n=7), de acordo com o tratamento que

receberam, aonde:

G1- controle negativo — amostra imersa em meio BHI acrescido de sacarose
2%);

G2- controle positivo — amostra imersa em meio BHI acrescido de sacarose
2% contendo cepas ATCC;

G3- amostra imersa em meio BHI acrescido de sacarose 2% contendo cepas
ATCC e seguido de imersdo 1x ao dia por 5 minutos em leite de vaca fermentado

sem probidtico;

G4- amostra imersa em meio BHI acrescido de sacarose 2% contendo cepas
ATCC e seguido de imersdo 1x ao dia por 5 minutos em leite de vaca fermentado

com probidtico;

G5- amostra imersa em meio BHI acrescido de sacarose 2% contendo cepas
ATCC e seguido de imersdo 1x ao dia por 5 minutos em leite fermentado sem

probidtico;

G6- amostra imersa em meio BHI acrescido de sacarose 2% contendo cepas
ATCC e seguido de imersdo 1x ao dia por 5 minutos em leite fermentado com

probidtico.
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3.2.7 Ciclo de formacéo do biofilme sobre os blocos de esmalte bovino

Os blocos de esmalte foram randomizados e fixados em placas de
poliestireno contendo 12 pogos (TPP, Zellkultur Testplatte) por meio de cera
pegajosa (Soares et al., 2015). Esse sistema de placas/blocos foi esterilizado em luz

ultravioleta por 1 hora, antes do ensaio microbiologico (Bertolini, Portela et al., 2014).

Adicionado em cada po¢o: 1500uL do meio de cultura (BHI+sacarose 2%), as
cepas e 0 bloco do grupo. Esse conjunto ficou no poco durante 24 horas.
Posteriormente os blocos foram removidos dos pocos e lavados em agua deionizada
durante 30seg, e colocados, diariamente, no tratamento por 5 min, por um periodo
de 4 dias. O tratamento serd composto por probiéticos, que foram manufatorados no
Laboratdrio de Alimentos do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do
Rio de Janeiro (IFRJ), sob a supervisdo do Professor Adriano Cruz.

Tanto o leite quanto o leite fermentado foram processados, e partir deste
processamento foi realizada a inclusdo dos probidticos (Lactobacillus casei). Para
ambos os produtos foram realizadas, ao longo do tempo, as contagens dos
probiéticos, a fim de verificar sua viabilidade. Também foi avaliado a concentracao
de gorduras, proteinas e calcio dos produtos formulados e testados. Apos esse

periodo total de 5 dias, foram realizadas as analises do esmalte tratado.

3.2.8 Andlise de microdureza superficial final e calculo da perda de dureza

Ap6s o ensaio de formacdo do biofilme, os blocos foram removidos dos
pocos, limpos com auxilio de uma gaze umedecida com agua Milli-Q e submetidos a
analise de microdureza superficial final. Os mesmos parametros do ensaio de
microdureza superficial inicial foram seguidos, onde novas cinco indentagdes foram
realizadas, equidistantes 150 um das primeiras marcacgdes (indentacdes iniciais) e
também espacadas uma das outras em 100 um (de Mazer Papa et al. 2010). Foi
obtido a média desses cinco valores, o que representara a dureza final da amostra.
O calculo do percentual de perda de dureza (%PD) foi conduzido obedecendo-se a
seguinte expressao: %PD = (dureza final- dureza inicial/dureza inicial) x 100

(Nassur, Pomarico et al., 2013).
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3.2.9 Microdureza Transversal

Para avaliacdo da microdureza transversal, os blocos foram seccionados
longitudinalmente com auxilio de maquina de corte (ISOMET Low Speed machine,
Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, USA). Uma das metades de cada bloco foi acoplada ao
tarugo de acrilico e lixadas em politriz metalografica em lixas d’agua nas
granulacdes de 600, 1200 e 4000 e a avaliacdo foi efetuada pelo microdurémetro

(Buehler) com um indentador Knoop com carga de 25g por 10 segundos.

Duas sequéncias de identacOes (distantes 100um entre si) foram realizadas
seguindo as seguintes distancias: de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120,
140, 160, 180 e 200um de profundidade (Nassur et al., 2013). Os tratamentos foram
comparados para cada profundidade e pela area de perda mineral. A leitura da

microdureza transversal foi efetuada por um Unico examinador de maneira cega.
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4 DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

4.1 Artigo 1: Anédlise da bacterioterapia de probidticos e sua adesividade em
braquetes ortodénticos — estudo in vitro
Artigo a ser submetido (Journal of dairy Science ou International journal of food

microbiology);

4.1 Artigo 2: Effect of lacteal products containing probiotic in the progression
of tooth decay around orthodontic brackets

Artigo submetido (The Angle Orthodontist).



37

4.1 Artigo 1 - Analise da atividade antimicrobiana de probi6ticos e sua

adesividade a braquetes ortodénticos: Estudo in vitro

Autores:

Thayse Caroline de Abreu Brandit
Amanda Nunes Monteiro!

Hugo Leandro Azevedo da Silva?
Adriano Gomes da Cruz?
LucianneCople Maia!

Matheus Melo Pithon?!

1 Departamento de Odontopediatria e Ortodontia, Faculdade de Odontologia,

Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil;

2 Instituto Federal de Ciéncias e Tecnologia do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ,

Brasil.

Correspondence Author — Matheus Melo Pithon, Discipline of Pediatric Dentistry of the
School of Dentistry - UFRJ Caixa Postal: 68066 — Cidade Universitaria - CCS CEP:
21941-971 - Rio de Janeiro — RJ — Brazil E-mail: matheuspithon@gmail.com Fax/phone:
+5521 39382101



38

RESUMO

Objetivo: verificar a acdo bacterapéutica de produtos lacteos contendo ou nao
probiéticos sob pool de Streptococcus mutans (SM) (ATCC 25175) e S salivarius
(SS) (ATCC 7073), além da adesdo desses produtos a superficie de braquetes
ortodénticos. Material e Métodos: pool de cepas ATCC de SM e SS foi formado e
plagueado sobre placa de Petri contendo meio de cultura brain heart infusion agar
(BHI). Apos formacédo do meio um orificio foi feito no centro da placa seguido do seu
preenchimento com 150ul dos produtos a serem testados, formando os seguintes
grupos: GL - Leite bovino; GLP - Leite bovino com probiético; GLF - Leite fermentado
e GLFP - Leite fermentado com probiético. Na sequéncia as placas foram incubadas
por 48h, em estufa a 37°C. Apds isso foi feita a medicdo do halo formado entre o
produto e o meio com régua milimetrada. JA no disco de membrana foi formado
biofilme com o0 mesmo pool de cepas, sob discos de membrana. Apés isso foi feito a
diluicdo seriada contendo o produto de acordo com o grupo: P1 (dgua); P2 (L); P3
(LP); P4 (LFP), seguido do plagueamento e a contagem total de microorganismos.
Para a adesividade dos produtos lacteos, braquetes ortodénticos foram submergidos
em cada solucdo (GL, GLP, GLF e GLFP), as quais foram incubadas a 37°C/24h.
Posteriormente, cada braquete foi transferido para um ependorf contendo solucéo
salina estéril, que foi submetida a diluicbes seriadas., posteriormente incubadas a
37°C/48h sob microaerofilia para contagem das UFC/mL. Para andlise dos dados
utilizou-se os testes Levene, Shapiro-Wilk e Kruskal-Wallis. O nivel de significAncia
adotado foi de 5% (a = 0,05). Resultados: ndo houve formacgé&o de halo de inibicdo
entre os produtos e o meio de cultura (p<0.05); no disco de membrana néo foram
observadas diferencas estatisticas entre os grupos (p=0.679); o grupo tratado leite
bovino com probidtico e leite fermentado com probiético apresentaram adesividade
aos braquetes ortodénticos (p=0.056). Conclusao: Os achados do presente estudo
permitem concluir que, em estudos in vitro, ndo foi possivel verificar a bacterioterapia
a partir de produtos lacteos contendo ou ndo probiéticos em cepas de SM e SS.

Keys word: Membrane disc, halo inhibition, adhesiveness, brackets, probiotics
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INTRODUCAO

A presenca de aparelho ortodéntico fixo dificulta a higienizacdo e potencializa
o acumulo de biofilme bacteriano nas superficies dentarias(Julien, Buschang et al.,
2013; Lucchese e Gherlone, 2013) cujas bactérias produzem &cidos a partir da
fermentacdo dos restos alimentares levando ao processo carioso por meio da
desmineralizacdo dos cristais de hidroxiapatita do esmalte dentario(Featherstone,
2004; Robinson, 2009; Wolff e Larson, 2009). Gera-se, assim, um desequilibrio entre

0s processos de desmineralizacdo e remineralizacdo desempenhados pela saliva.

Apesar dos avancos na area da prevencao da carie, evitar a desmineralizagédo
ao redor dos braquetes ortodéntico, ainda é um desafio a ser enfrentado (Sanpei,
Endo et al., 2010). Na presenca dos acessorios ortodonticos o biofilme dental tem
sua natureza alterada ocasionando um aumento significante na populagdo de
Estreptococos e Lactobacilos (Beyth, Redlich et al., 2003). O Streptococcus mutans
€ considerado 0 microrganismo que apresenta maior relevancia nesse processo,
sendo descrito como agente etioldgico da céarie dentaria, pois promove a producao
de acidos e é capaz de produzir polissacarideos extracelulares(Beyth, Redlich et al.,
2003). A busca de uma terapéutica que reduza a populacdo desses
microorganismos € anseio da comunidade cientifica em todo mundo, haja vista as
repercussdes negativas que a carie promove nos individuos. Aplicacéo de fldor nas
mais variadas formas, uso de colutérios contendo agentes bactericidas sao algumas
maneiras de minimizar o processo, entretanto esses apresentam efeitos colaterais
muitas vezes indesejaveis. Nos dias atuais existe uma preocupacdo muito grande
guando a necessidade de se desenvolver terapéuticas que ao invés de agir por Si
s6, auxiliem o organismo a se defender. Dessa forma os probi6ticos tornaram-se

evidéncia em diversos ramos da saude (Corbitt, Campagnolo et al., 2018).

Probidtico é definido pela Organizacdo Mundial da Saude como sendo
microrganismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas
conferem beneficios a saude do hospedeiro (Guarner, Perdigon et al., 2005). A
administracéao oral de probidticos beneficia a satude bucal, evitando o crescimento da

microbiota danosa a saude oral (Meurman, 2005).
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Nessa perspectiva surge alguns gquestionamentos, sera que leite bovino e
fermentado, contendo probiotico, teriam acdo terapéutica frente a biofilme misto de
S. mutans e S. salivarius e adesdo aos braquetes ortodénticos? Esse trabalho se
prop6s a verificar a hipotese de que a presenca de probidtico conferiria aos leites

poder bacterapéutico.

MATERIAIS E METODOS
Atividade anti-bacteriana
Formacéao do in6culo

O inoculo foi constituido de um pool com 1,5X102 celulas/ml de Streptococcus
mutans (ATCC 25175) e Streptococcus salivarius (ATCC 7073), mantidas a -80°C e
foram reativas em placas de BHI, sob microaerofilia, em estufa a 37°C por 48horas.
Posteriormente a densidade Optica observada foi conferida em espectofotdmetro
(Biospectro SP-220 UV-VIS spectrophotometer, Equipar Ltda., Curitiba, Brazil) com
turbidez variando entre 0,08 a 0,12, equivalente a uma solucao-padrdo na escala 0,5
McFarland.

Plagueamento e formacéo do halo

O pool de cepas ATCC de Streptococcus mutans e Streptococcus salivarius
foi formado e plagueado com a ajuda de um swab estéril, sobre placa de Petri
contendo meio de cultura brain heart infusion agar (BHI). Apds, isso criou-se um
orificio no centro da placa utilizando-se o maior forame de uma ponteira de pipeta
estéril. O meio Agar foi removido com auxilio de uma ponta de agulha. Para selar o
fundo da placa foi colocado 100ul agar-agar (56C) sem encostar no fundo da placa

ou no BHI, este conjunto ficou sob refrigeragdo (10°C) por 10 min.

O poco de cada placa foi preenchido com 150ul dos produtos a serem

testados, de acordo com os grupos a serem avaliados (Tabela 1).
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As placas foram entdo incubadas por 24h, em estufa a 37°C. Apds isso foi
feita a medicdo do halo formado com régua milimetrada. O experimento foi realizado

em triplicata.
Disco de Membrana
Formacéao do in6culo

Para o teste de disco de membrana a formacdo do inoculo foi idéntica

guando da realizacdo ao halo de inibi¢ao.
Formacéo do biofilme em membrana e diluig&o seriada

Em placas contendo 20ml de BHI agar (Difco, Sparks, EUA), com auxilio de
pincas estéreis, foram inseridas em discos de membranas (0.13mm de diametro)
(Millipore), previamente autoclavadas. Posteriormente foi adicionado 40uL do in6culo
ao centro da membrana. O conjunto foi inoculado por 48hr, em microaerofilia, na

estufa a 37°C.

A membrana, contendo o biofilme formado foi levada a ependorf contendo

1mL dos produtos controle e experimentais como descrito na Tabela 2:

A membrana ficou em repouso por 5 min, e posteriormente foi agitada
mecanicamente por 1 min (momento 0). Apds isso iniciou-se diluicdo seriada, com a
remocdo de 100uL e adicionado a 900uL de solucdo salina e agitado por 30
segundos (momento 1). Esse processo foi repetido em 8 momentos. O tratamento e

a diluicdo foram realizados em duplicata.

Os momentos 5, 6, 7 e 8 foram plagueadas em triplicata, com o auxilio de
alca Drigaus em placas contendo 20ml de BHI agar (Difco, Sparks, EUA), e
incubado por 48h, em microaerofilia, na estufa a 37°C. Apés isso foi feita a contagem

total dos microorganismos por grupo.
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Teste de Aderéncia
Adesao dos produtos lacteos aos braguetes

Os braquetes ortodonticos (Edgewise Slim REF 10.65.203, Sorocaba, Sao
Paulo, Brasil), previamente esterilizados, foram colocados com auxilio de pinga
estéril em Ependorfs, contendo os produtos a serem testados, em duplicada. Os
produtos foram divididos de acordo com o grupo (Tabelal). O ependorf contendo o

conjunto (Braquetes+Produto) ficou incubado por 24h, em estufa a 37°C.
Diluic&o seriada e plagueamento

ApoOs o periodo de incubacgéo, os braquetes foram removidos dos produtos e
imersos em 1000 ul de solucédo salina seguido de agitacdo mecanica por 3 min
(momento 0). Apés isso iniciou-se diluicdo seriada, com a remogdo de 100uL e
adicionado a 900uL de solucdo salina e agitado por 30 seg. (momento 1). Esse
processo foi repetido em 3 momentos. O tratamento e as diluicbes foram feitas em

duplicata.

Os momentos 1, 2 e 3 foram plaqueadas em triplicata, pela técnica de gota
(Souza et al., 2013), em placas contendo 20ml de BHI agar (Difco, Sparks, EUA),

apos isso seguiu-se contagem total dos microorganismos.
Anélise estatistica

Para andlise dos dados dos testes de disco de membrana e adesividade dos
produtos lacteos, inicialmente foram verificados os pressupostos para utilizacdo da
analise de variancia de um fator (ANOVA one-way): homocedasticidade e
normalidade. A homocedasticidade foi testada pelo teste de Levene e a normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. No caso em que esses pressupostos nao foram
atendidos, procedeu-se com o teste Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado
foi de 5% (a = 0,05). Os dados foram tabulados e analisados no IBM SPSS Statistics
para Windows (IBM SPSS. 21.0, 2012, Armonk, NY: IBM Corp.). Para analise do
teste de halo de inibicdo ndo foi feito nenhum teste estatistico, pois em nenhum

grupo foi formado o halo de inibicao.
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RESULTADOS

Para o teste de formacéo de halo de inibicdo ndo foi formado nenhum halo,
em nenhum dos grupos. Nao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos nos testes de disco de membrana (Tabela 3) e adesividade dos produtos

lacteos (Tabela 4).

Nesse estudo ndo foi possivel observar adesividade ao braquete pelos
produtos do tipo leite bovino como é possivel observar pela tabela 4. J4 o GLP e
GLFP (leite bovino e leite fermentado com probidtico, respectivamente) foi

observado que havia microorganismo aderido aos braquetes.
DISCUSSAO

Ja esta bem descrito e documentado na literatura 0 aumento no acumulo de
biofilme bacteriano em pacientes portadores de aparelho ortodbntico fixo. A
presenca do biofilme favorece a desmineralizacdo e o aparecimento das manchas
brancas ao redor dos braquetes. Prevenir a desmineralizacdo durante o tratamento

ortodéntico ainda € grande desafio (Tufekci, Dixon et al., 2011).

Uma terapéutica para prevenir ou tratar doencas da cavidade bucal, como
caries dentarias e doencas periodontais é o probidtico, pois apresenta potencial de
modificar a microbiota bucal devido a uma mudanca na atividade do biofilme
provocada pela alteracdo da composicdo microbiana e a reacdo resultante do
hospedeiro (Allaker e lan Douglas, 2015) .Esses microrganismos estéo relacionados
na atualidade a beneficios a saude bucal devido, dentre outros fatores, a producéao
de substancias inibitérias do crescimento de Streptococcus mutans (Nikawa,
Makihira et al., 2004).

Os probidticos quando associados a tratamentos convencionais podem
melhorar a disbiose microbiana e promover melhora significativa no controle de
doencas orais (Allaker e Stephen, 2017). Essa recente e promissora alternativa para
combater as infec¢des orais, a partir do uso de bactérias inofensivas € denominada
bacterioterapia (Caglar, Kargul et al., 2005), o efeito bacterapéutico promovido pelos
probioticos pode representar uma importante alternativa para se evitar 0

aparecimentos de manchas brancas no esmalte apGs uso de aparelho ortodéntico
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fixo. Partindo desse pressuposto a proposta do presente estudo foi avaliar a acao
terapéutica de produtos lacteos contendo probidtico sob a presenca de biofilme
misto de Streptococcus mutans e S. salivarius, e sua possivel adesdo aos braquetes
ortodonticos.

Para avaliar se o Lactobacillus acidophilus (La - 5) era capaz de realizam
bacterioterapia frente a biofilme de Streptococcus mutans e S salivarius, foram

realizados testes de halo de inibicdo e disco de membrana.

No teste de halo de inibicdo, ndo se constatou acdo bacterapéutica em
nenhum produto avaliado o que confirma que o probiético ndo apresentam acao
bactericida ou bacteriostatica. Esses achados corroboram com a literatura pertinente
no que diz respeito de que probitticos devam ser usados como métodos auxiliares
no controle e tratamento de algumas doencas odontolégicas, tendo indicacéo

profilatica e ndo terapéutica (Caglar, Kargul et al., 2005).

No teste de membrana o objetivo foi avaliar o efeito de probidtico sobre a
superficie da membrana que continha Streptococcus mutans e salivarius. As
membranas sao utilizadas quando se deseja avaliar a acdo bactericida e ou,
bacteriostatica de determinados produtos, nesse caso, bacterapéutico, que € 0 uso
terapéutico de culturas microbianas (geralmente bacilos - Baciloterapia). No
presente estudo ndo foi possivel provar essa acdo de bacterioterapia isolado.
Segundo Twetman (Twetman, 2012) é razoavel considerar o uso da bacterioterapia
como um possivel complemento para a associagdo aos métodos existentes
baseados em evidéncias para controlar e prevenir a carie; ja que o sinergismo que
0s probiodtico faz com o S. mutans, ndo chega a ter uma competicdo e sim uma
coexisténcia dos dois. Ja no estudo de Keller et al. (Keller, Hasslof et al., 2012) o
qual avaliou a longo prazo caries radiculares, os resultados indicaram que o

probidtico funcionou bem quando combinado com fluoreto.

O protocolo usado para o teste de membrana foi feito seguindo o protocolo de
Antonio et al. (Antonio et al., 2012), a escolha desse protocolo deu-se devido ao fato
das membranas serem de uso mais facil, ndo necessitarem de uma superficie como
bloco dentério, por exemplo, para ser formada e apresentar menor risco de

contaminagao, no entanto apresentam custo mais elevado. No teste de adesividade,
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observou-se que o leite com probidtico e leite fermentado com probidtico foram
capazes de aderir aos braquetes, pois houve crescimento de microorganismo pela
técnica de diluicdo seriada seguida de plagueamento. Isso justifica investigacdes
futuras com a finalidade de determinar a existéncia de alguma interacdo do
probiotico com o biofilme, promovendo ou ndo a remineralizacdo do esmalte dentéario
ao redor de braquetes ortodénticos, tendo em vista que tanto os estreptococos do
grupo mutans quanto os probidticos apresentam a propriedades de adesdo
(Kolenbrander, Andersen et al., 1998). Optou-se por testar a adesao dos produtos
com probidtico ao braguete metalico devido os mesmos serem 0s mais utilizados na

rotina da clinica ortodéntica (Menezes, Campos et al., 2004).

Para realizagdo do estudo, a cultura starter utilizada foi a Lactococcus lactis
ssp. Lactis e Lactococcus lactis ssp. Cremoris (R-704), o probiotico utilizado foi o
Lactobacillus acidophilus (La - 5), onde a proporcao final fosse de 7-8 log UFC/g de
produto, quantidade essa ja consagrada por muitos autores (Caglar, Kuscu et al.,
2008; Gizani, Petsi et al., 2016), tornando assim o0s produtos lacteos viaveis.
Estirpes de Lactobacillus rhamnosus, L. reuteri, L. casei e Bifidobacterium spp.
apresentaram potencial para modificar a colonizacdo de bactérias cariogénicas e
com isso prevenir as caries dentarias [26]. No entanto, Shin HS et al. (2018) afirmou
que L. lactis pode ser um probiético Gtil pois apresenta atividade antimicrobiana,

visto que produz bacteriocinas (Shin, Baek et al., 2018).

A auséncia de condicbes que mimetizem aquelas encontradas na cavidade
bucal, como a presenca de saliva, higiene oral, e a heteriogenicidade da microbiota
bucal, também se constituem uma limitacdo. Por isso se justifica a realizagdo de
outros estudos, em que possa se avaliar a possivel interacdo da microbiota oral com

0S probidticos.
CONCLUSAO
Conclue-se com a realizacéo desse estudo que:

- Os leites bovinos e fermentdo contendo probidtico ndo séo capazes de

promover bacterioterapia sob pool de cepas ATCC de SS e SM;
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- Leite bovino e leite fermentado com probiotico apresentam adesividade aos

braquetes

- Leite bovino e leite fermentado sem probi6tico ndo apresentam adesividade
aos braquetes
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TABELAS
Tabela 1. Grupos avaliados nos testes de formacado do halo de inibicdo e no teste de aderéncia.
Grupos Produtos avaliados
GL Leite bovino
GLP Leite bovino com probidtico
GLF Leite fermentado
GLFP Leite Fermentado com Probidtico

Tabela 2 . Grupos avaliados no teste de disco de membrana.

Grupos Produtos avaliados
P1 Controle negativo (dgua)
P2 Controle positivo (L)
P3 Leite com probidtico
P4 Leite fermentado com probidtico

Tabela 3.. Teste de disco de membrana.

Grupo Mediana Minimo Maximo *p-valor
P1 7,80 x 104 7,50 x 104 9,76 x 104
P2 4,11 x 10* 2,19 x 104 8,41 x 10* 0.679
P3 3,91 x 10 3,02 x 104 63,00 x 104 '
P4 2,91 x 104 0,55 x 104 55,20 x 104

P1, 4gua (controle negativo); P2, leite bovino sem probiético (controle positivo); P3, leite
bovino com probidtico; P4, leite fermentado com probidtico* Teste Kruskal-Wallis.

Tabela . Teste de adesividade dos produtos lacteos.

Grupo Média Desvio padréo *p-valor
GL 0,00 0,00
GLP 76,20 x 102 41,86 x 1072
0,056
GLF 0,00 0,00
GLFP 44,01 x 1072 6,14 x 102

GL, leite bovino; GLP, leite bovino com probiético; GLF, leite fermentado; GLFP, leite fermentado com
probiotico. * ANOVA one-way.
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Abstract

Objective: to evaluate the progression of caries around orthodontic brackets after
the enamel has been exposed to dairy products containing probiotics. Methods:
Forty-two bovine teeth, cut into blocks of 64 mmz2, were used. Orthodontic brackets
were bonded to the enamel surfaces. The test specimens were randomly divided into
six groups (n=7): G1 — negative control; G2 — positive control, exposed to culture
environment only (without microorganisms); G3 — exposed to the cariogenic
environment and the fermented cow's milk; G4 — exposed to the cariogenic
environment and fermented cow's milk with probiotic; G5 — exposed to the cariogenic
environment and fermented cow’s milk; G6 — exposed to the cariogenic environment
and fermented cow’s milk with probiotic. With the exception of the negative control
group, all others were placed in brain heart infusion medium, supplemented with 2%
sucrose and with 1x10% cells/ml of Streptococcus mutans and Streptococcus
salivarius (ATCC) for 24 hours. Subsequently, they were treated daily for five
minutes, for a total of four days. After the treatment, they were evaluated for final
surface microhardness, mineral loss index and internal microhardness. The Shapiro-
Wilk, Levene, Student t, Kruskal-Wallis, and Mann-Whitney tests were used. The
level of significance was 5% (a=0.05). The data were tabulated and analyzed in
SPSS. Results: There was no significant difference between the groups with respect
to the initial values of superficial microhardness (p>0.05); however, final surface
microhardness analysis revealed that all groups exposed to the ATCC strains
showed lower final microhardness, compared to the negative control (p<0.05). The
interventions with milk and fermented milk with or without probiotic did not
differentiate in relation to the positive control, nor in relation to the groups treated with
milk and milk + probiotic (p>0.05). Conclusions: Dairy products are not able to
prevent the progression of caries around orthodontic brackets in an in vitro model
under microbiologic assay.

Keywords: Orthodontic brackets; Dental caries; Dental biofilm; Enamel hardness
testing, Probiotics.
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1. Introduction

The cavity process is initiated by bacterial fermentation of carbohydrates,
leading to the formation of organic acids and a drop in the pH of the biofilm.* When
microbial deposits remain adhered to the tooth for an extended period, there are

further, sharp drops in pH, leading to a loss of integrity of dental enamel.? 3

The use of orthodontic devices makes it difficult to hygienize the teeth, thus
increasing the susceptibility of dental enamel to caries. In orthodontic practice, white
spot lesions are observed relatively frequently around orthodontic appliances,
especially when oral hygiene is poor.* The prevention of demineralization during
orthodontic treatment is one of the major challenges faced by clinicians, despite

modern advances in caries prevention.®

Recently, a new class of products has been introduced as having the ability to
control the initiation and progression of dental caries — probiotics.® A probiotic is
defined by the World Health Organization as being living microorganisms that, when
administered in adequate amounts, confer benefits to the health of the host.” The
species most commonly used and researched belong to the genera Lactobacillus
and Bifidobacterium®. These microorganisms are commonly found in the oral cavity,
including in caries lesions.® They have been related to oral health benefits, such as
the production of inhibitory substances in the growth of Streptococcus sobrinus??, S.

mutans'?, as well as a reduction in the risk of caries in 3- to 4-year-old children.?

With the professed benefits of probiotics on dental health in mind, the following
guestion arises: are the probiotics present in fermented cow's milk able to prevent
progression of dental caries around orthodontic braces? In the search for an answer
to this and related questions, this study was proposed to test the hypothesis that
fermented cow's milk with probiotics prevent the initiation and progression of white

patches around orthodontic brackets.
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2. Materials and Methods
Evaluation of initial surface microhardness and selection of enamel blocks

Prior to the biofilm formation experiment, the surface microhardness test was
performed in order to select the enamel blocks. For this analysis, a microdurometer
(Buehler, Micromet 5104, 679-MIT4-00335, Yokohama, Kanagawa, Japan) was
used, with a Knoop-type diamond penetrator, under a load of 25g for 10s. Five
indentations were made in the center of each specimen, spaced 100 ym apart®3,

providing a value in kgf/mm? for each indentation.

The average of the five indentations was taken to represent the initial surface
microhardness of the sample. All samples were stored in an environment moistened

with Milli-Q water, until the beginning of the experimental phase.
Preparation of the inoculum

The inoculum used consisted of a pool containing 1x10¢ cells/mL of S. mutans
and S. salivarius, from previously selected ATCC strains. They were placed in BHI

medium (Difco, Sparks, USA), supplemented with 2% sucrose.

The strains were suspended in saline solution and placed in a vortex shaker for
15s, after which the cell density was evaluated in a spectrophotometer (Biospectro
SP-220 UV-VIS spectrophotometer, Equipar Ltda., Curitiba, Brazil) at a wavelength
of 625 nm. The cell density was adjusted by adding sufficient medium to obtain the
equivalent transmittance of a standard solution of McFarland scale 0,5 — about 1x10°
CFU/ml.

Bracket bonding and splitting the sample into groups

Orthodontic brackets were bonded (Transbond XT, 3M Unitek, Monrovia, USA) to
the enamel surfaces of the samples. The remaining area was covered with red nail
polish (Risqué, Sao Paulo, Brazil). The samples were randomly divided into six

groups (n=7), according to the following treatments:

G1 — negative control, sample immersed only in BHI plus 2% sucrose; G2 — positive

control, sample immersed in BHI plus 2% sucrose, with S. mutans and S. salivarius
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strains; G3 — sample immersed in BHI plus 2% sucrose, with S. mutans and S.
salivarius strains, followed by immersion, 1x per day for 5 min in cow's milk; G4 —
sample immersed in BHI plus 2% sucrose, with S. mutans and S. salivarius strains,
followed by immersion, 1x per day for 5 min, cow's milk with probiotics; G5 — sample
immersed in BHI plus 2% sucrose, with S. mutans and S. salivarius strains, followed
by immersion 1x per day for 5 min, in fermented milk; G6 — sample immersed in BHI
plus 2% sucrose, with S. mutans and S. salivarius strains, followed by immersion, 1x
per day for 5 min, in fermented milk with probiotics. Treatments were performed over

the course of 3 days.
Cycle of biofilm formation on bovine enamel blocks

The enamel blocks were randomized, and fixed on polystyrene plates. This
plate/block system was sterilized in ultraviolet light prior to microbiological testing.

The strains and each test specimen were added to 1,500 pL of the culture
medium (BHI + sucrose 2%). This set remained in the medium for 24 hours.
Subsequently, the specimens were removed from the medium, washed in deionized
water for 30 s, and placed in contact with the experimental solution for 5 min daily, for

a period of 3 days.

Probiotics (Lactobacillus casei) were incorporated into the fermented cow's milk
during processing. For both products, counts of the probiotics were carried out over
time to verify their viability. After a total period of 4 days, the treated enamel was
analyzed (Table 1).

Analysis of final surface microhardness and calculation of hardness loss

After the biofilm formation test was completed, the blocks were removed from the
medium, cleaned with gauze moistened with Milli-Q water, removed from the
brackets and subjected to the final surface microhardness analysis. The same
parameters from the initial surface microhardness test were used, wherein five new
indentations were made, 150 ym from the initial indentations, also spaced 100 uym
apart.’® The average value of these five indentations was obtained, which was taken

to represent the final hardness of the sample. Calculation of the percentage of
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hardness loss (% PHL) was carried out, following the equation: % PHL = (final

hardness - initial hardness / initial hardness) x 100.
Transverse (internal) microhardness

To evaluate the transverse microhardness, the blocks were longitudinally
sectioned. Measurements were made using a microdurometer with a Knoop
indentator with a load of 25g per 10s. Ten indentations were made in the center of
each test specimen, spaced 100 ym apart, and five indentations spaced 200 ym

apart!?, obtaining a value in kgf/mm? for each indentation.
Statistical Analyzes

The normality of the data was evaluated using the Shapiro-Wilk test, and the
homogeneity of variance by the Levene test. The Student t test for paired samples
was used to compare the surface microhardness before and after the treatments.
The differences between the groups were tested using one-way ANOVA or the
Kruskal-Wallis test, and for the latter, when a significant difference was verified, the
Mann-Whitney test was used for comparisons between peers. The level of
significance was 5% (0=0.05). The data was tabulated and analyzed in IBM SPSS
Statistics for Windows (IBM SPSS, 21.0, 2012, IBM Corp., Armonk, NY)

3. Results

Table 2 shows the enamel analyzes from around the brackets in relation to
surface microhardness. No significant difference was observed between groups in
the initial values of superficial microhardness, demonstrating that all groups
presented the same initial conditions; however, all groups presented mineral loss by
the end of the experiment, compared to the baseline. Final surface microhardness
analysis revealed that all groups exposed to the ATCC strains showed lower final
microhardness, compared to the negative control (G1). The treatments with cow’s
milk only (G3), cow’s milk with probiotics (G4), and fermented cow’s milk (G5)
resulted in lower final microhardness values, compared to the positive control (G2).
The treatment with fermented cow’s milk with probiotics (G6) did not differentiate

between the positive control or the other treated groups.
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Table 3 shows a comparison between the groups, with respect to percentage
loss of surface microhardness with hardness. Analysis of surface microhardness loss
revealed that all groups exposed to the ATCC strains showed higher mineral loss,
compared to the negative control; the treatments with fermented cow’s milk and
fermented cow’s milk plus probiotics aggravated the loss of superficial
microhardness, whilst the application of fermented milk and fermented milk with
probiotics could not be differentiated from the positive control or the groups treated
with milk and milk plus probiotics. No significant differences were observed between

the groups in terms of microhardness.

4. Discussion

Enamel demineralization often occurs in patients with fixed orthodontic
appliances.'* Several studies have attempted to evaluate materials and methods
developed with the aim of reducing white spot problems in orthodontic patients.t>-1’
Some studies report improvements?’ 18, others ineffectiveness, and still more that the
situation worsens'®. In face of the dichotomy of results, systematic reviews have
been performed in order to determine a useful conclusion; however, to date, these
studies®® 2! have not been able to establish the best and most effective way to
prevent the development of white patches during orthodontic treatment with fixed
appliances, although some evidence of moderate and low quality has been
suggested with the use of fluoride varnish and frequent professional cleaning of

teeth.20. 21

Faced with these findings, the need for innovative approaches, such as the
use of products containing probiotics, has arisen. The use of probiotics has gained
strength in recent years because of their natural origin and general health benefits.??
In the literature, there are a few studies!# 23 24 that have evaluated the action of
probiotic-containing foods on the progression of enamel dental caries lesions in
orthodontic patients. As a result, the idea of the present study was to evaluate the

efficacy of the application of fermented cow’s milk and yogurt, containing probiotics,
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in arresting the progression of caries around orthodontic brackets, using an in vitro

model.

Many studies have shown that probiotics have a positive effect on dental
caries?>?’, leading to a reduction in the concentration of S. mutans in saliva. The
exact mechanism by which probiotics exert their influence is unknown. According to
Petti et al.?®, probiotic-containing yogurts exhibit activity against microorganisms of
the salivary microbiota, but they do not appear to possess the ability to colonize the
oral cavity; however Fernandez et al.?® suggested that probiotics alter the
cariogenicity of S. mutans. It is now known that S. mutans is not the main causative
agent of caries, but it is among the main agents, as demonstrated by the present
study, wherein it was used in association with S. salivarius during the cariogenic

challenge.

According to Comelli et al.*°, Lactococcus lactis and S. thermophilus are able
to integrate with the supragingival biofilm, and L. lactis is also able to modulate the
growth of S. sobrinus, leading to a decrease in the cariogenic potential of the dental
biofilm. Based on these findings, we used L. lactis as a probiotic. The results showed
that the addition of probiotics to the fermented cow’s milk did not reduce the
cariogenic potential of S. mutans or S. salivarius, as demonstrated in previous
studies. This result may be due to the fact that the in vitro model used did not reliably
simulate the oral cavity, since the previous positive results were found from in vivo
studies!®. Another justification for the present findings is that those studies where

favorable results were found used other types of probiotics, such as bifidobacteria.

In 2006, Basyigit et al.3! analyzed the viability and degree of survival of L.
acidophilus as a probiotic organism, and observed that the probiotic culture remained
stable for up to six months. This justified the use of fermented milk in the present

study, with lactea culture plus probiotic L. acidophilus.

When the enamel around the brackets was analyzed, all of the groups
displayed the same initial conditions; however, all groups presented mineral loss by
the end of the experiment. In vitro assays have reported an inhibitory effect of
lactobacillus on different strains of S. mutans.3? As in this work, Fernadez et al.?° also

reported that they could not detect any inhibitory effect by probiotics. It is possible
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that probiotics are more effective at achieving remineralization than preventing

demineralization.

The limitations of the present study are inherent to all in vitro studies, as this
method does not accurately simulate what happens in the oral cavity, due to its
complexity, and therefore further studies in vivo should be developed to elucidate the

real mechanism of probiotics in preventing dental caries.

5. Conclusion

This study showed that probiotics, administered through fermented cow’s milk
and fermented milk, do not prevent the initiation or progression of white spots around

orthodontic brackets.
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Legends

Figure 1. Schematic representing the laboratory stages developed.
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TABLES
Table 1 . Moisture. Protein Fat, and calcium of milk, probiotic milk, fermented milk and
probiotic fermented milk.
Milk Probiotic Milk Fermented Milk | propiotic Fermented Milk
Moisture 88.12 £0.04 87.92 £0.04 88.12 £0.04 82.72£0.21
Protein 3.72+0.08 3.82+0.07 4.32+0.11 4.22+0.03
Fat 3.42+0.16 3.32+0.05 2.912+0.03 2.82°+0.26
Calcium 124.42+0.25 123.92+0.15 125.12+0.33 125.32+0.42

* Values are expressed + standard deviation. Moisture, Protein and Fat are expressed in % w/w. Calcium is expressed in
mg/100g. Analysis performed in triplicate. ® Different letters at the same line indicate statistical difference according the Tukey
test (p<0.05).

Table 2 . Surface microhardness of enamel around orthodontic brackets before and after
treatments

Surface microhardness

Treatment p-value*
Before After

Group 1 (negative control) 310,60 = 22,55 208,87 £ 58,772 0,013

Group 2 (positive control) 302,10 + 16,07 107,21 + 22,45b < 0,001
Group 3 (milk) 328,70 + 24,56 67,71 + 24,39¢ < 0,001
Group 4 (milk + probiotic) 300,83 + 10,87 35,53 + 9,044 < 0,001
Group 5 (fermented milk) 325,47 + 26,06 50,84 + 23,41¢d < 0,001
Group 6 (fermented milk + probiotic) 311,87 +19,81 94,94 + 50,38bc < 0,001

p-value 0,0667 <0,001%

Values are expressed as mean * standard deviation. * Student t test for paired samples; 1 one-way ANOVA; T
Kruskal-Wallis test: abcd means followed by distinct letters vertically (column) are statistically different by the
Mann-Whitney test.

Table 3 . Percentage of loss of superficial microhardness and internal microhardness,
according to the treatments.
Parameters
Treatment
%PMS MI - AZ

Groupl(negative control) 35,04 + 39,682 1669,72 + 1225,09

Group 2(positive control) 65,33 +11,30° 728,51 + 892,15

Group 3 (fermented cow’s milk) 79,79 £7,95¢ 2027,19 £ 1190,70

Group 4(fermented cow’s milk+ probiotics) 87,63 + 5,149 1875,58 + 1214,27

Group 5 (yogurt) 87,44 + 14,06% 1703,68 + 1522,18

Group 6(yogurt+probiotics) 66,80 + 34,790cd 1651,89 + 1521,81

p-value < 0,001* 0,423t

% PMS, percentage of loss of surface microhardness; MI, internal microhardness. Values are expressed as median *
interquartile range, except for Ml - AZ which was expressed as mean + standard deviation. * Kruskal-Wallis test: abcd averages
followed by distinct vertical letters (column) are statistically different by the Mann-Whitney test; T ANOVA one-way.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O mecanismo de acdo dos probioticos na cavidade oral ainda ndo esta
estabelecido, embora esteja associado a diminuicdo no numero dos patogénios
cariogénicos, prevenindo a disbiose e mantendo dessa forma o biofilme em niveis
compativeis com a saude. O uso de braquetes ortoddnticos dificulta a higienizacao e
provoca um maior acumulo bacteriano, provocando uma desmineralizacdo da
superficie do esmalte dentario. Esse estudo provou que, in vitro, os probioticos
apesar de apresentarem adesividade ao braquete, ndo apresentam atividade de
remineralizagdo ao esmalte bovino, logo n&do funcionam como tratamento no

processo de desmineralizacao.
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6 CONCLUSOES

Leite bovino e leite fermentado contendo probidtico ndo sdo capazes de

prevenir a desmineralizacdo do esmalte bovino ao redor de braguetes ortodonticos.

o Os leites bovinos e fermentdo contendo probidtico ndo sao capazes de

promover bacterioterapia sob pool de cepas ATCC de SS e SM

o Leite bovino e leite fermentado com probiotico apresentam adesividade
aos braquetes, no entanto, leite bovino e leite fermentado sem probiético ndo

apresentam adesividade aos braguetes

o Probiéticos, ndo foram capazes de prevenir a perda de microdureza

superficial do esmalte bovino ao redor de braquetes ortodénticos

o Todos os produtos lacteos testados, contendo ou ndo probiotico, nao
foram capazes de prevenir a perda de microdureza interna do esmalte bovino

ao redor de braquetes ortodonticos

o Os produtos néo foram eficazes no tratamento da desmineralizagao
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