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RESUMO

Fundamento: A halitose associada a saburra lingual resulta da
producdo de compostos sulfurados volateis pela agdo bacteriana. O uso
de prebiotico e probidtico poderia ser (til no tratamento de tal condicao.
Objetivo: Avaliar o efeito da combinacdo do prebidtico inulina e do
probidtico Streptococcus salivarius (SS) na halitose por saburra.
Métodos: Neste ensaio clinico duplo-cego e randomizado, 45 pacientes
(35 %+ 15 anos, 66% mulheres) com halitose por saburra foram alocados
para 3 grupos de tratamento com gomas de dissolucdo oral por 10 dias,
sendo 15 pacientes em cada grupo: inulina+SS, SS e plabebo. Teste
organoléptico, halimetro, indice de saburra e avaliacdo de qualidade de
vida (geral pelo WHOQOL-Bref e saude oral pelo OHIP-14) foram
realizados antes e apds os tratamentos. Equagdes de estimagdo
generalizada foram usadas para avaliar o efeito dos tratamentos.
Resultados: Quarenta e quatro pacientes (97%) concluiram o estudo.
Pacientes tratados com inulina+SS apresentaram maior reducdo na
halitose medida pelo halimetro em comparacdo com os grupos SS
(antes/depois do tratamento: 180,5/99,7 ppb vs 197,1/125,1; p = 0,049) e
placebo (antes/depois do tratamento: 180,5/99,7 ppb vs. 186,9/149,1; p =

0,002). Qualidade de vida melhorou em ambos os grupos que contém
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SS, mas sem superioridade entre eles. Conclusdo: Neste ensaio clinico de
fase lla, a combinacdo de inulina e Streptococcus salivarius foi superior
no controle da halitose por saburra em comparacdo a Streptococcus
salivarius isolado e placebo.

Palavra-chave: halitose, saburra lingual, probi6tico e prebiético.
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ABSTRACT!

Background: Halitosis associated with tongue coating results
from the production of volatile sulfur compounds by bacterial action.
The use of prebiotics and probiotics could be useful in treating such
condition. Objective: To evaluate the effect of the combination of
prebiotic inulin and probiotic Streptococcus salivarius (SS) in patients
with halitosis by coating. Methods: In this double-blind, randomized
trial, 45 patients (35 + 15 years, 66% women) with halitosis by coating
were allocated to three treatment groups using gum of oral dissolution
for 10 days, containing: inulin+SS, SS and plabebo. Organoleptic test,
halimeter, coating index and evaluation of quality of life (OHIP-14 and
WHOQOL-Bref) were performed before and after treatments.
Generalized estimating equations were used to evaluate the effects.
Results: Forty-four patients (97%) completed the study. Patients treated
with inulin+SS showed greater reduction in halitosis measured by
halimeter as compared to both SS only (before/after treatment:
180.5/99.7 ppb vs 197.1/125.1; p = 0.049) and placebo (before/after
treatment: 180.5/99.7 ppb vs. 186.9/149.1; p = 0.002). Quality of life
improved in both groups containing SS, but whithout superiority
between them. Conclusions: In this phase Ila clinical trial the

combination of inulin and Streptococcus salivarius was superior in
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controlling halitosis by coating as compared to Streptococcus salivarius
only and placebo.

Keyword: Halitosis, tongue coating, probiotic and prebiotic.

Inulin and Streptococcus salivarius reduce halitosis associated with

tongue coating: A randomized clinical trial
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1. INTRODUCAO

Halitose é a exteriorizagdo de odores fétidos da cavidade oral,
afetando 30% a 50% da populagdo, podendo resultar em prejuizos no
convivio social (Résing & Loesche, 2011; Liu et al., 2006; Frexinos et
al., 1998; Bornstein et al., 2009). A causa mais comum da halitose é a
saburra lingual, seguido da doenca periodontal e condi¢des sistémicas
(Seemann et al., 2014; Quirynen et al., 2009).

A regido dorso-posterior da lingua é a principal fonte da
saburra, que pode produzir compostos sulfurados volateis (CSV) mal
cheirosos pela acdo bacteriana na putrefacdo de substratos orgénicos
(Aylikci & Colak, 2013; Seemann et al., 2014; latropoulos et al., 2016).
A microbiota da lingua é portanto um fator crucial na fisiopatologia da
halitose. Bactérias como Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythensis, Fusobacterium nucleatum e
Treponema denticola parecem estar envolvidas na halitose pela producéao
de CSVs (Yang et al., 2013; Xu et al., 2015). Por outro lado, pessoas
sem halitose tém bactérias possivelmente benéficas na flora oral, como o
Streptococcus salivarius (Meurman & Stamatova, 2007; Gupta, 2011,
Teughels et al.,, 2008). Estudos recentes tém utilizado bactérias

comensais benéficas na forma de probidticos no tratamento de condicBes
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da cavidade oral (Burton et al., 2005; Burton et al., 2006; Wescombe et
al., 2012; Teughels et al., 2013). De fato, o0 uso de pastilhas contendo
Streptococcus salivarius K12 parece reduzir os niveis dos CSVs entre 0s
pacientes com diagndstico de halitose (Burton et al., 2006).

Além dos beneficios dos probidticos, o consumo de alimentos
prebidticos pode auxiliar na proliferacdo das bactérias probitticas na
microflora oral (Raizel et al., 2011; Dos Santos & Cangado, 2009;
Teughels et al., 2008; Kaur & Gupta, 2002; Martinez et al., 2015). Os
prebidticos sdo carboidratos em forma de fibras ndo digeriveis,
encontradas em alimentos como cebola, cereais, banana, trigo, tomate ou
ingeridos juntamente com os probidticos, sendo conhecidos como 0s
simbidticos. Estimulam a proliferacdo e a atividade da flora
microbioldgica, inibindo a proliferacdo de patdgenos e favorecendo a
defesa imunolégica (Dos Santos & Cangado, 2009; Kaur & Gupta,
2002). Os prébidticos mais utilizados sdo a inulina, a oligofrutose e a
frutooligofrutose (Kaur & Gupta, 2002; Ganaie et al., 2014). Estes
podem agir na cavidade oral promovendo o crescimento e 0 metabolismo
do biofilme bacteriano oral, inserindo Bifidobactérias, Lactobacilos e
Streptococcus que ajudam a evitar a colonizacdo de bactérias
patogénicas (Montenegro & Marchini, 2013; Martinez et al., 2015).

O efeito da combinagdo prebidtico e probidtico na halitose por
saburra é desconhecido. Até o presente os estudos foram restritos ao
efeito dos probioticos na halitose. Assim, 0 nosso objetivo foi avaliar o
efeito da combinacdo inulina e Streptococcus salivarius na halitose por
saburra lingual, testando a hipétese de que a associacdo do prebiotico
inulina potencializa os beneficios do probi6tico Streptococcus salivarius

em pacientes com esta condicao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Halitose

Existem varios conceitos para o termo ‘“halitose”. Pode ser
aclarada como odor ruim ou desagradavel que emana da respiracdo bucal
dos seres humanos sendo ofensiva aos outros (Rosing & Loesche, 2011,
Aylikci & Colak, 2013; Seemann et al., 2014; Laleman et al., 2014;
Yang et al., 2013; Quirynen et al., 2009; Akaji et al., 2014). Acomete
ambos os sexos e diversas faixas etéarias, levando a constrangimentos
sociais, transtornos psicolégicos e prejuizo das relacdes interpessoais
(Rosing & Loesche, 2011; Aylikci & Colak, 2013; Yang et al., 2013;
Quirynen et al., 2009; Akaji et al., 2014).

A prevaléncia da halitose é elevada. Estudos estimam que ela
afeta entre 30 e 50% da populagdo geral (Aylikci & Colak, 2013; Yang
et al., 2013; Fernandes et al., 2007; Dadamio et al., 2013; Zalewska et
al., 2012; Akaji et al., 2014; Slot et al., 2015; latropoulos et al., 2016).
Casos graves podem acometer até 5% da populacdo geral (Résing &

Loesche, 2011), sendo portanto um problema de satde publica.
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O éxito no combate a halitose depende da correta identificacdo
de sua etiologia. Para isto um exame clinico detalhado é crucial. Estima-
se que 80 a 90% dos casos tem origem oral, resultantes de saburra
lingual, doenca periodontal, ma higiene, placa bacteriana, proteses com
retencdo de alimentos, restauragdes mal adaptadas e carcinomas. Os 10 a
20% restantes provém de doencas otorrinolaringoldgicas, respiratorias,
gastrointestinais, hematoldgicas, endocrino-metabdlicas, e emocionais,
além do consumo de alimentos e drogas (Rosing & Loesche, 2011;
Aylikci & Colak, 2013; Seemann et al., 2014; Laleman et al., 2014;
Fernandes et al., 2007; Zalewska et al., 2012; Akaji et al., 2014; Slot et
al., 2015; latropoulos et al., 2016).

A halitofobia ou pseudo-halitose consiste em o paciente
acreditar que possui 0 mau odor oral, mesmo apds ter sido diagnosticado
ndo portador de halitose, por profissionais especializados (Rosing &
Loesche, 2011; Aylikci & Colak, 2013; Seemann et al., 2014; Laleman
et al., 2014; Zalewska et al., 2012; Akaji et al., 2014; Slot et al., 2015).
Tipicamente, quando interrogado este suposto mau odor é negado por
pessoas que convivem com o paciente.

Um diagndstico etiolégico equivocado pode prolongar o
problema, trazendo prejuizo na vida social do paciente (Aylikci & Colak,
2013; Dadamio et al., 2013; Akaji et al., 2014). Assim, o diagnostico
diferencial das causas orais deve ser feito pelo dentista. Nos demais
casos, 0 odontélogo deve encaminhar o paciente a especialistas, médicos
ou outros profissionais da salide como psic6logos, em casos por exemplo
de halitofobia.

O dorso da lingua é um abrigadouro de bactérias anaerobicas,

sendo a saburra lingual uma das causas mais comuns de halitose, mesmo
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na auséncia de doenca periodontal (Quirynem et al., 2009; Aylikci &
Colak, 2013; Zalewska et al., 2012; Akaji et al., 2014; latropoulos et al.,
2016). A doenca periodontal pode provocar halitose na presenca de
inflamacéo decorrente de microorganismos patogénicos, decomposi¢do
de tecidos, putrefacdo de aminoacidos e diminuicdo do fluxo salivar,
resultando na producdo de CSVs (R&sing & Loesche, 2011; latropoulos
et al., 2016). Outras condicBes orais que podem causar halitose sdo:
xerostomia, pericoronarite e ulceragdes que devem contar com um
diagndstico diferencial e serem tratadas corretamente. A Xerostomia
depende de um bom exame clinico para ser diagnosticada. Essa condi¢do
impede a acdo mecanica e bioldgica da saliva, causando o cheiro ruim
(Aylikci & Colak, 2013).

Atualmente ndo ha consenso em relagdo ao protocolo de
abordagem diagnostica para halitose (Laleman et al., 2014). Acredita-se
que na consulta odontolégica inicial o profissional deve realizar uma
anamnese completa sobre respiracdo, habitos alimentares, historico
médico, relatos da higienizagdo, tabagismo e etilismo, e uso de
medicamentos (Laleman et al., 2014; Fernandes et al., 2007). O
profissional pode também solicitar exames laboratoriais e radiogréficos,
para auxiliar na identificacdo de condicGes sistémicas, assim como na
localizacéo de alteragdes dentais e periodontais (Fernandes et al., 2007).

O diagnéstico do mau halito envolve a detecgdo subjetiva do ar
exalado, através do teste organoléptico, considerado o método padrdo-
ouro (Greenman et al., 2015; Laleman et al., 2014) . Este teste pode
identificar a presenca da halitose pelo epitélio olfatério do examinador
treinado, através da inalacdo do ar expirado pela boca do paciente,

classificando-o em escalas (Greenman et al., 2015; Laleman et al., 2014;

20



Fernandes et al., 2007; Dadamio et al., 2013). Existem também
aparelhos que mensuram objetivamente os CSVs, alguns sdo capazes de
analisar os CSVs presentes no ar (OralChromaTM, Halimeter e
Breathtron), enquanto que outros analisam esses compostos através da
analise da saliva (Teste BANA) (Laleman et al., 2014; Fernandes et al.,
2007; Dadamio et al., 2013; latropoulos et al., 2016).

Biologicamente, a halitose por saburra é provocada pela
presenca de CSVs, que resultam da degradagdo de substancias orgénicas
pela acdo de bactérias patégenas da cavidade oral (Seemann et al.,
2014). A atividade dessas bactérias que, por meio de suas enzimas,
degradam peptideos que contém metionina e cisteina, produzem os
CSVs (Zalewska et al., 2012). Quando essas bactérias proliferam
exageradamente, encontram condigbes adequadas para produzir os
CSVs, ocorrendo liberacdo do enxofre, originando o odor fétido
(Fernandes et al., 2007; Slot et al., 2015). Os CSVs incluem
coletivamente o sulfeto de hidrogénio (H2S), metil mercaptano
(CH3SH) e sulfeto de dimetilo (CH3)2S (Aylikci & Colak, 2013; Yang
et al., 201; latropoulos et al., 2016).

Na cavidade bucal, a temperatura normalmente atinge 37°C,
oscilando entre 34 e 37°C. A umidade pode chegar a 96%, variando
entre 91% e 96%. Essas condi¢Bes propiciam um ambiente ideal para o
crescimento bacteriano (Aylikci & Colak, 2013). Portanto, a cavidade
oral pode hospedar uma quantidade substancial de bactérias que dao
origem a halitose. Dentre as principais bactérias encontradas incluem-se
especialmente as gram negativas (Aylikci & Colak, 2013; Yang et al.,
2013; Zalewska et al., 2012; Xu et al., 2015; Lindhe et al., 2005; Slot et
al., 2015).
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Alguns estudos tém procurado identificar as bactérias
causadoras do mau halito, produtoras dos CSVs (Yang et al., 2013; Xu
et al., 2015; latropoulos et al., 2016), utilizando culturas. Bactérias orais
como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella
forsythensis, Fusobacterium nucleatum e Treponema denticola tém sido
consideradas como patdgenas, pela capacidade em produzir CSVs.
Porém, segundo Yang et al. (2013), a base microbiana do mau halito
permanece parcialmente obscura. Neste mesmo estudo, o resultado
promoveu uma mudanga no panorama da microbiota bucal. Encontrou-
se abundéncia relativa de Leptotrichia e Prevotella correlacionada
positivamente com a severidade da halitose, enquanto Hemophilus e
Gemella exibiu uma relacdo negativa com a gravidade da halitose.

A intensidade do mau halito varia para cada individuo, em
momentos diferentes. Ndo ha relatos de estudos longitudinais que
investiguem como a microbiota se correlaciona com a variacdo da
intensidade do odor fétido, inconstancias interpessoais e coletas feitas
em diferentes tempos de amostragens (Yang et al., 2013).

Estudos relatam que a maior quantidade de bactérias capazes de
causar halitose encontra-se na base da lingua e no biofilme bacteriano
(Zalewska et al., 2012; Martinez et al., 2015). Relata também que néo é
a presenga do patdgeno, mas a sua quantidade que causa o odor fétido.
Existe uma correlagdo entre o nimero de bactérias, que sdo capazes de
produzir os CSVs, com a gravidade da halitose. Foi detectada a presenca
de bactérias formadoras dos CSVs, tanto em pacientes com halitose
intensa e persistente quando em pacientes com halitose suave (Zalewska
etal., 2012).
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Rdsing e Loesche (2011), indicam que para combater a halitose
os profissionais devem incluir abordagens antimicrobianas e quimicas,
além das mecéanicas, como métodos terapéuticos. Alguns estudos
mostram que estas abordagens se mostram pouco eficientes (Slot et al.,
2015; Akaji et al., 2014; latropoulos et al., 2016).

O revestimento da lingua é composto por bactérias, restos
alimentares, células descamativas, fungos e enzimas ativas que
participam do processo de digestdo. Tal composicdo é natural tanto em
pacientes saudaveis como em pacientes com gengivite e periodontite
(Van Tornout et al., 2013). Na regido dorso posterior e na sec¢do do
meio da lingua é onde se encontra a maior quantidade desses detritos.
Devido a sua anatomia, a lingua tende a variar de cor e espessura.
Acredita-se que a fonte primaria de producéo do mau cheiro na cavidade
bucal é a regido dorso posterior da lingua. Nesta regido as bactérias
deterioram substancias inorganicas gerando uma série de materiais
volateis (Van Tornout et al., 2013; Aylikci & Colak, 2013; Zalewska et
al., 2012; Résing & Loesche, 2011; Seemann et al., 2014; latropoulos et
al., 2016).

A acdo deste revestimento patogénico tem sido descrita por
diversos estudos. Segundo Quirynen et al. (2009), o qual avaliou 2000
pacientes em uma clinica multidisciplinar de mau halito (Leuven,
Bélgica), aproximadamente 76% dos casos de halitose tinham origem
bucal, e a saburra lingual correspondeu a 43,3% dos casos, e em
associacdo com gengivite e periodontite em 18,2%. E conforme
Fernandes et al. (2007), dentre as causas locais de halitose, a saburra
lingual é a de maior importancia, aparecendo em 90% dos casos. Um

relato de estudo mostra que a saburra lingual é o Unico fator que
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correlaciona a carga bacteriana com as avaliacbes organolépticas e
valores dos CSVs (Wilhelm et al., 2012).

A combinacdo da limpeza mecénica da lingua, com escova
dental, raspadores de lingua ou até mesmo uma gaze, associada a uma
substancia ativa como enxaguatérios bucais antimicrobianos podem
reduzir a halitose (Wilhelm et al., 2012; latropoulos et al., 2016). Assim,
a abordagem terapéutica atual, na causa de origem oral, estd em reduzir
mecanica e quimicamente a carga bacteriana presente no dorso da lingua
(Aylikci & Colak, 2013; latropoulos et al., 2016). Na halitose
relacionada a doenca periodontal, tem-se a op¢do de tratamento com
raspagem e alisamento radicular, diminuindo a profundidade de bolsas
periodontais e os sintomas da inflamagdo gengival, eliminando desta
forma bactérias patdégenas. Também o controle da gengivite, gengivite
ulcerativa necrosante, a partir do controle da placa bacteriana. Instrugdes
adequadas de higiene oral, que é empecilho causador de halitose,
incluem escovagdo correta, uso do fio dental, e escovacdo da lingua
(Aylikci & Colak, 2013; Lindhe et al., 2005; Slot et al., 2015;
latropoulos et al., 2016).

Além dessas medidas cléssicas, estudos recentes tém
demonstrado beneficio com o uso de probidticos, em especial o
Streptococcus salivarius (Burton et al., 2005; Burton et al., 2006;
Wescombe et al., 2012).

2.2 Probidticos e prebidticos

Sabe-se que o corpo humano é hospedeiro de uma diversificada

flora microbiana, com cerca de 100 trilhdes de microrganismos. A cada
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dia ingerimos uma grande quantidade desses microrganismos vivos. Na
maioria das vezes estes estdo presentes na nossa alimentacdo, mas eles
também podem ser adicionados com alguma finalidade, como no caso
dos alimentos suplementares (Anilkumar & Monisha, 2012). Alguns
estudos tém mostrado que bactérias conhecidas como probiéticos podem
ser adicionados na nossa alimentacdo, pois existem evidéncias de
beneficios a saide humana (Anilkumar & Monisha, 2012; Malathi et al.,
2014; Bonifait et al., 2009; Meurman & Stamatova, 2007; Gupta, 2011,
Burton et al., 2005; Burton et al., 2006; Teughels et al., 2008;
Wescombe et al., 2012; Vitetta et al., 2014; Teughels et al., 2013; Sutula
et al., 2013; Martinez et al., 2015; Marchetti et al., 2015).

O conceito que define o termo probidtico, internacionalmente,
sdo microrganismos vivos em forma de farmaco, que quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a sadde
do hospedeiro (Anilkumar & Monisha, 2012; Malathi et al., 2014;
Bonifait et al., 2009). Essas bactérias foram introduzidas em 1965 por
Lilly e Stillwell (Lilly & Stillwell, 1965). A maioria dessas bactérias
benéficas pertence aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (Raizel
et al., 2011; Anilkumar & Monisha, 2012). O termo probidtico pode ser
interpretado contrariamente aos antibidticos (Anilkumar & Monisha,
2012). Na selecdo de uso dessas bactérias benéficas deve ser levado em
consideracao o efeito na saide do hospedeiro. Elas tém a capacidade de
reduzir a resposta inflamatéria, produzem substancias antimicrobianas
que combatem os patégenos orais e também intestinais, aderem-se as
superficies dentais e alteram as condicdes ambientais da boca
(Anilkumar & Monisha, 2012; Martinez et al., 2015). Para ser
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considerado probidtico cada cepa deve estar em uma concentracdo de
10%? por dia (Raizel et al., 2011).

Os probidticos sdo encontrados em alimentos (bebidas lacteas
fermentadas, iogurte, bebidas de soja) e em suplementos dietéticos
como, por exemplo, capsulas, comprimidos, gomas e em algumas outras
formas (Anilkumar & Monisha, 2012; Sutula et al., 2013; Martinez et
al., 2015). Essas formas alimentares ou suplementares podem estar
presentes tanto originalmente como acrescentadas durante sua
preparacdo, com algum proposito. A ingestdo oral dessas bactérias
benéficas como produtos preventivos e terapéuticos para a saude
gastrointestinal torna-se de interesse em relagdo aos cuidados com a
salde oral (Anilkumar & Monisha, 2012; Sutula et al., 2013; Marchetti
et al., 2015; Martinez et al., 2015). Os mecanismos de acdo dos
probidticos na cavidade oral sdo semelhantes aos efeitos na microbiota
intestinal humana (Malathi et al., 2014).

As patogenicidades orais tém sido alvo de estudos que
comprovem a acdo benéfica dos probioticos nos seres humanos. A
cavidade oral é um meio diversificado e rico de microrganismos
(Anilkumar & Monisha, 2012). Os probidticos podem criar biofilmes
protetores, que agem prevenindo os tecidos orais contra doencas. Varios
estudos clinicos Meurman & Stamatova (2007), Gupta (2011), Burton et
al. (2005), Burton et al. (2006), Teughels et al. (2008), Wescombe et al.
(2012) e Teughels et al. (2013), Sutula et al. (2013), Marchetti et al.
(2015) foram realizados parar verificar se essas bactérias benéficas
ajudam a prevenir ou conter estas patogéneses. A microbiota ideal na
cavidade oral sugere a hipétese de comensalmente selecionar bactérias,

assim como existem bactérias patdgenas, existem as bactérias benéficas
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promovendo saude. O racional é usar 0s probidticos para evitar a
halitose, por exemplo, inibindo o crescimento das bactérias causadoras
do odor fétido, criando um ambiente favoravel para a proliferacdo de
bactérias benéficas que produzem substancias antimicrobianas e evitam a
producdo dos CSVs (Malathi et al., 2014; Bonifait et al., 2009; Martinez
etal., 2015).

Certas espécies bacterianas, incluindo Atopobium parvulum,
Eubacterio sulcos e Solobacterium moorrei, predominam na superficie
dorsal da lingua em pessoas com halitose. Por outro lado, a espécie
Streptococcus salivarius, foi detectado com maior freqiiéncia entre
pessoas sem halitose (Kazor et al., 2003; Malathi et al., 2014; Bonifait et
al., 2009; Anilkumar & Monisha, 2012; Meurman & Stamatova, 2007;
Gupta, 2011; Burton et al., 2005; Burton et al., 2006; Wescombe et al.,
2012). O uso de pastilhas contendo Streptococcus salivarius K12 parece
reduzir os niveis dos compostos sulfurados volateis entre 0s pacientes
com diagndstico de halitose, em estudo preliminar (Burton et al., 2006).

Além da suplementacdo dietética, através dos probidticos, os
prebidticos podem aumentar o nimero dessas bactérias benéficas na
microbiota do hospedeiro. Estes sdo componentes alimentares que
auxiliam no crescimento das bactérias benéficas no organismo do
hospedeiro, instigando efeitos importantes na satde (Raizel et al., 2011;
Martinez et al., 2015). S&o carboidratos complexos, sollveis e
insoltveis, fermentaveis ou ndo, que atuam estimulando a proliferacéo e
a atividade da flora microbiolégica, inibindo a proliferacdo de patégenos
e favorecendo a defesa imunoldgica (Dos Santos & Cancado, 2009; Kaur
& Gupta, 2002; Martinez et al., 2015).
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A principal caracteristica do prebiotico é que ele é um substrato
seletivo para uma ou mais bactérias benéficas que sdo estimuladas a
multiplicar-se, beneficiando alteragdes na composi¢do da microbiota do
hospedeiro. A seletividade é um atributo que distingue o prebiético das
demais fibras dietéticas. (Martinez et al., 2015)

O consumo de prebidtico provoca uma modulagdo especifica da
microbiota no hospedeiro, particularmente um aumento no nimero de
bactérias benéficas, e a ingestdo destes compostos foi associada com
uma melhora na satde do hospedeiro (Kaur & Gupta, 2002; Raizel et al.,
2011; Dos Santos & Cancado, 2009; Wescombe et al., 2012). Assim, 0s
prébidticos mais utilizados sdo a inulina, a oligofrutose e a
frutooligofrutose (Kaur & Gupta, 2002; Ganaie et al., 2014; Martinez et
al., 2015). Estes podem agir na cavidade oral promovendo o crescimento
e 0 metabolismo do biofilme bacteriano oral, inserindo Bifidobactérias e
Lactobacilos que ajudam a evitar a colonizagdo de bactérias patogénicas
(Montenegro & Marchini, 2013).

O uso dos probidticos e prebidticos ndo deve ter efeitos
adversos, efeito patogénico ou estimular bactérias que causam algum
desconforto abdominal (Meurman & Stamatova, 2007). Se ocorrerem
efeitos colaterais, estes tendem a serem leves e transitérios a nivel
intestinal (Anilkumar & Monisha, 2012). Conforme Raizel et al. (2011)
existem pouco ou nenhum efeito colateral no uso dos probidticos e
prebioticos. O uso exessivo de probidticos pode apresentar algum efeito
adverso devido a morte das bactérias patégenas. Pode-se perceber
aumento na producdo de gases, desconforto abdominal e também
diarreia. Caso aconteca algum desses efeitos, é indicado ao paciente

persistir com uso da bactéria benéfica (probidtico), até que todas as
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bactérias patdgenas sejam excretadas. No caso dos prebiéticos, a dose de
intolerancia € bastante alta. Doses maiores que 20 gramas diarias podem
provocar algum desconforto abdominal, diarreia, flatuléncia, cdlicas,
inchaco ou distencdo abdominal. Caso apareca algum desses sintomas, é
indicada a interrupcéo do uso do prebidtico.

Segundo alguns estudos sdo necessarios novos estudos,
principalmente do tipo ensaio clinico randomizado, para evidenciar a
possibilidade de efeitos colaterais no uso de probioticos e prebidticos
(Dos Santos & Cangado, 2009; Bonifait et al., 2009; Anilkumar &
Monisha, 2012; Martinez et al., 2015).

2.3 Qualidade de vida em odontologia

No ambito da odontologia, o zelo pela qualidade de vida (QV)
é, contingentemente, recente. A QV concerne-se a avaliagdo dos
pacientes em areas da salde fisica e mental, incluindo a salde oral
(Sischo & Broder, 2011). Segundo a Organizagcdo Mundial de Salde
(OMS), a QV pode ser estabelecida como “a percepg¢do do individuo de
sua posicdo social, no contexto da cultura e do sistema de valores nos
quais ele vive, e em relacdo aos seus objetivos, expectativas, padroes e
preocupagoes”.

Um protétipo a ser discutido estende-se a relagdo QV — saude
bucal. A satde bucal constitui um item indispensével para a QV (Sischo
& Broder, 2011). Essa relacdo estabelece a salde bucal como parte da
salde geral, tornando-a um elemento essencial da QV. Assim, a auséncia

de impactos negativos das condicBes bucais na vida social e
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autoconfianca dento-facial elucidam a QV da saude oral (Dos Santos et
al., 2013).

Instrumentos formulados na forma de questionarios, com
informacdes sociodemogréficas, QV em geral (WHOQOL-Bref) e QV
relacionada a salde bucal (OHIP-14), podem apresentar dimensdes
relacionadas, porém verificar relagdes sociais, fisicas e psicoldgicas de
forma divergente (Dos Santos et al., 2013). Esses dispositivos surgiram
considerando que a salde bucal afeta aspectos na vida social,
englobando a autoestima, interacdo social, escolar e desempenho no
trabalho. Pesquisadores supdem hip6teses de que a salde oral relaciona-
se com a QV (Sischo & Broder, 2011).

Esses instrumentos sdo capazes de avaliar a percepgdo do
individuo sobre sua prépria saude, sua QV. Desta forma, podem ser
designados como indicadores da QV e serem utilizados em estudos
populacionais na investigacdo da situacdo da saude, mensuracdo de
resultados, ensaios clinicos e analises econdmicas que refletem em uma
melhor QV (Dos Santos et al., 2013).

O WHOQOL-Bref avalia a qualidade da vida em geral, e 0
OHIP-14 avalia o impacto das condi¢cdes bucais na QV, mensurando
disfungdes, desconforto e incapacidades atribuidas a satde bucal (Dos
Santos et al., 2013). O WHOQOL-Bref foi elaborado com a concepgao
de que a QV é um espaco intimo, para onde o paciente se relaciona com
o mundo social, multidimensional, envolvendo aspectos positivos, e
também negativos. Este questionario possui quatro grandes dimensdes:
Fisica - percepcdo do individuo sobre sua condicdo fisica; Psicologica -
percepcao do individuo sobre sua condicdo afetiva e cognitiva; Social -

percepcao do individuo sobre suas relagdes sociais e seu papel social na
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vida; Ambiental - percepcdo do individuo em VvAarios aspectos
relacionados com o ambiente onde ele vive. Este questionario genérico
foi traduzido e validado para o Portugués do Brasil, e esta disponivel
para uso em pesquisa (Dos Santos et al., 2013).

O OHIP-14, que é um indicador especifico para odontologia, foi
desenvolvido com a finalidade de identificar injurias relacionada a
situacdo bucal, reproduzindo impactos tangiveis da via oral, problemas
na vida dos pacientes, ou seja, proporciona uma mensuragdo ampla dos
problemas orais. Ha também a versao disponivel para uso no Brasil (Dos
Santos et al., 2013), que indica que os instrumentos WHOQOL-Bref e
OHIP-14  apresentam melhores resultados quando aplicados

concomitantemente.
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3. PROPOSICAO

O presente trabalho teve por objetivo principal avaliar o efeito da
combinagéo inulina e Spreptococcus salivarius na halitose por saburra
lingual. Os objetivos especificos foram avaliar o efeito isolado do
Streptococcus salivarius na halitose, avaliar o efeito combinado de
inulina e Streptococcus salivarius na halitose, avaliar o efeito de placebo
na halitose, mensurar halitose antes e depois dos referidos tratamentos
através de teste organoléptico e halimetro, e estudar o impacto destas
intervengdes na qualidade de vida geral e especifica & satide bucal.

O proposito destes objetivos foi sustentar a hipétese de que a
associacao do prebiotico inulina potencializa os beneficios do probidtico

Streptococcus salivarius em pacientes com halitose por saburra lingual.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste ensaio clinico randomizado, controlado e duplo-cego, de
fase lla, 45 pacientes com queixa de halitose por saburra lingual
participaram do estudo, sendo 29 mulheres e 16 homens, entre 18 e 77
anos O tamanho da amostra foi estimado em 45 participantes,
considerando-se uma diminui¢do de 80% na halitose, com o= 5% ¢ B =
80%. O diagnostico de halitose por saburra foi confirmado através de
exame inicial, teste organoléptico e do dispositivo halimetro
(Halimeter®/ Interscan Corporation, Chatsworth, CA, EUA). Os
pacientes que consentiram por escrito em participar foram identificados
em servigos de endoscopia digestiva do municipio de Passo Fundo - RS
e nos centros de atendimento odontologicos da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Passo Fundo. O local das avalia¢@es foi
no ambulatério da Faculdade, no Campus I. Os critérios de exclusdo
foram: halitose por periodontite generalizada grave a moderada, lesdes
orais agudas, periodontite ulcerativa necrosante e por causas ndo orais ou
que fizeram uso de antibi6ticos nos dltimos 30 dias, tabagismo ativo (>
10 cigarros/dia), alcoolismo (consumo > 3 drinks/dia), gravidez ou
amamentacdo, e doencas sistémicas como diabete melito, insuficiéncia
renal e cirrose hepatica. O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo
comité de ética local (CASE: 40334914.0.0000.5342).

33



4.1 Exame clinico

O exame da cavidade oral foi executado por um Unico dentista
(CRM), identificando céries, placas, inflamagdo gengival, bolsas
periodontais e proteses. A saburra lingual foi descrita ap6s inspe¢do
visual e classificada em 4 niveis: 0 - auséncia de saburra; 1- saburra fina
em até 1/3 do dorso da lingua; 2 - saburra fina em > 1/3 ou saburra
espessa em até 1/3; 3 - saburra espessa em > 1/3 do dorso da lingua
(Quirynen et al., 2009).

4.2 Avaliacéao de halitose

Apo6s exame clinico, foi diagnosticada halitose pelo teste
organoléptico e também mensurada através do halimetro. Realizado por
um Unico examinador (CRM) apdés treinamento em centro de referéncia
(Faculdade de Odontologia da UFRGS), com indices de concordancia
satisfatérios para reprodutibilidade do teste organoléptico e saburra
lingual (>80%). Os pacientes foram examinados sempre pela manha
entre 8:00 e 11:30 horas. Foram solicitados a evitar a ingestdo de alho,
cebola e condimentos nos 2 dias que antecedem o exame e no dia
anterior ao exame, evitar comer em exagero margarina, leite, fritura,
peixes (sardinha), salame, mortadela, linguica, carne vermelha, queijos,
alimentos com enxofre na composicdo (repolho, brécolis, couve, couve-
flor, ovo). Na manha do exame, ndo puderam utilizar balas ou chicletes,
mas foi permitido café da manha e escovagdo somente dos dentes com
agua, sem creme dental. O exame de cada paciente ndo demorou mais do

que 30 minutos.
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4.3 Teste organoléptico

O teste organoléptico consistiu em o paciente em repouso,
concentrar 0 ar na boca, respirando somente pelo nariz por 1 min.
Passados 60 segundos, o examinador se posicionou a uma distancia de
10 cm do paciente, avaliando o odor da boca. O ar expirado foi
classificado em uma escala de 0 a 5, quando O representa auséncia de
cheiro, 1 para mau cheiro quase imperceptivel, 2 leve mau cheiro, 3
moderado mau cheiro, 4 forte mau cheiro, e 5 grave mau cheiro
(Rosenberg et al., 1992).

4.4 Halimetro

Além do teste organoléptico, os pacientes tiveram seu halito
aferido objetivamente através do halimetro (Halimeter®/ Interscan
Corporation, Chatsworth, CA, EUA), que é um dispositivo portéatil capaz
de mensurar os CSV. A halitose foi definida quando o dispositivo acusa
>75 ppb (Laleman et al., 2014; Bornstein et al., 2009). O fabricante
considera halito normal (sem halitose) leituras entre 30 e 80 ppb.

As medigdes foram feitas através da insercdo de um canudo
descartavel na boca do paciente, acima da parte posterior do dorso da

lingua sem tocar a mucosa oral ou lingua.

4.5 Probidticos e prebidticos

Foi utilizado o probio6tico Streptococcus salivarius (laboratério
LEMMA Supply Solutions, Jardinépolis, SP, val.:05/2016, lote:
UB/LS/14/06/011), na quantidade diaria de 2 bilhdes de unidades
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formadoras de coldnias (UFC) por dia, além do prebidtico inulina
(Galena Quimica e Farmaceutica LTDA, Campinas/SP, val.:03/2019,
lote: 2128802611), na dose diaria de 2 gramas. Prebidtico, probidtico e
placebo foram especialmente preparados na forma de gomas pela
farmacia Natupharma (data de manipulagdo: maio/2015, validade:
novembro/2015), Passo Fundo, sob-responsabilidade da farmacéutica
Astrid Wirzius Bortoloti. As gomas foram desenvolvidas idénticas em
relagdo ao aspecto fisico, incluindo aparéncia, odor, gosto e consisténcia,
contendo cada goma as seguintes combinacBes: A: inulina 1 g +
Streptococcus salivarius 1 bilhdo de UFC; B: Streptococcus salivarius 1
bilhdo de UFC + placebo; C: Placebo + placebo. Cada paciente foi
instruido a manter em refrigeracdo as gomas e utiliza-las 2 gomas/dia,
sendo 1 goma de 12 em 12 horas, ap6s habitos normais
(alimentacdo/higiene oral). Foram também instruidos a ndo higienizarem

mecanicamente a lingua, seja com escovagao ou uso de raspadores.

4.6 Instrumentos

Os pacientes responderam a instrumentos contendo informacdes
sociodemograficas, qualidade de vida geral (WHOQOL-Bref) e

qualidade de vida relacionada a satde bucal (OHIP-14).

4.6.1 Avaliacéo da Qualidade de Vida Geral

A fim de avaliar a qualidade de vida, utilizou-se 0 WHOQOL
Bref, instrumento traduzido e validado para o Brasil (Fleck et al., 2000;
grupo WHOQOL), composto por 26 questdes cujas respostas variam em

uma escala Likert de 1 a 5 pontos. As duas primeiras questdes referem-
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se a percepcdo e a satisfagdo geral da qualidade de vida e as demais se
dividem em quatro dominios: fisico, psicolégico, relaces sociais e meio
ambiente. A pontuagdo final de cada dominio é obtida pela média dos
itens dentro do dominio, resultando em uma escala de 4-20. Ja a
qualidade de vida global é calculada a partir das médias das notas finais
dos dominios, sendo 0s que os resultados sdo escalados em uma direcdo
positiva: valores mais altos representam melhor qualidade de vida. Os
participantes responderam ao instrumento antes de iniciar e apés o

término do tratamento.

4.6.2 Avaliacdo da Qualidade de Vida associada a saude bucal

Utilizou-se a forma abreviada — OHIP-14 (Slade, 1997) — do
questionario Oral Health Impact Profile (Slade e Spencer, 1994) para
avaliar os impactos dos problemas bucais na qualidade de vida dos
participantes. Esse instrumento, traduzido e validado para o Brasil
(Oliveira e Nadanovsky, 2005) é composto por 14 questbes dividas em
sete sub-escalas que as avaliam nas seguintes dimensfes: limitacdo
funcional, dor fisica, desconforto psicoldgico, incapacidade fisica,
incapacidade psicoldgica, incapacidade social e desvantagem social. As
opcOes de resposta variam em uma escala de zero (nunca) a quatro
(sempre) e, ao empregar-se 0 método aditivo de analise (soma total dos
pontos), 0s escores podem variar entre zero a 56, sendo que quanto
maior o valor, maior é a auto percepcdo do impacto da sadde bucal na
qualidade de vida. Os participantes preencheram o instrumento em dois

momentos: antes de comecar o tratamento e ap6s 0 seu término.
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4.7 Protocolo do estudo

Os pacientes entrevistados no ambulatério de odontologia da
UPF, Campus I, avisados previamente para vir em condi¢des descritas
no item “avalia¢do da halitose”, foram inicialmente informados sobre o
objetivo e as etapas da pesquisa. Apés a assinatura do TCLE, foram
registrados dados clinicos e de qualidade de vida (WHOQOL e OHIP-
14), seguido por exame inicial para avaliar o indice de saburra e teste
organoléptico para confirmar halitose. Em seguida, foi realizada
mensuracao objetiva da halitose pelo halimetro.

Os pacientes incluidos foram randomizados retirando cédigo de
envelope pardo (randomizacgéo feita pela farmacéutica por computador
com blocos de 3 pacientes 1:1:1, cada bloco contendo um tipo de
tratamento), nos seguintes grupos de tratamento: A (inulina+SS); B (SS);
C (placebo).

Foram orientados a utilizar 1 goma a cada 12 horas, iniciando
no quarto dia depois da entrevista, e interrompendo 2 semanas apés a
primeira entrevista (total de 10 dias de tratamento). Cada goma foi
colocada na boca e mantida neste local até sua dissolugdo. Ao término,

repetiram-se 0s passos da primeira entrevista.
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Figura 1 - Fluxograma do estudo
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4.8 Analise estatistica

Os dados referentes a varidveis quantitativas foram descritos
usando média e desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartilico,
conforme a distribuicdo. Os dados qualitativos foram expressos por
contagens e porcentagens. Na comparagdo entre os grupos de pacientes
quanto a idade, IMC e sexo, foram usados os testes Kruskal-Wallis
(idade e IMC) e qui-quadrado (sexo). O teste de Wilcoxon para dados
pareados foi usado nas comparacdes pré e po6s tratamento para as trés
medidas indicadoras de halitose e para os escores obtidos nos testes de
qualidade de vida. Para comparar os tratamentos levando em
consideracdo que existe correlacdo entre as medidas repetidas obtidas no
pré e pos-tratamento, utilizou-se a abordagem de equacdes de estimacédo
generalizadas (GEE). O modelo basico incluiu, como variaveis
independentes, o grupo de tratamento, o tempo (pré ou pds) e a interacéo

entre essas variaveis. Sexo e idade foram considerados potenciais fatores

39



de confusdo para ajustes. A decisdo sobre incluir ou ndo as covariaveis
sexo e idade foi tomada com base no QICc (critério de quase
verossimilhanca sob modelo de independéncia corrigido). Nesta analise,
foi usada transformacéo logaritmica nos dados de halimetro e OHIP-
soma devido a assimetria nas distribuicdes. Na andlise do halimetro, o
melhor modelo incluiu também a varidvel "sexo". No entanto, a incluséo
de sexo ou idade ndo contribuiu para melhorar o modelo quando se
analisaram teste organoléptico, indice de saburra, WHOQOL-Bref e
OHIP-14. As anélises por GEE foram feitas considerando distribui¢6es
normais ¢ fungdes de ligagdo “identidade”, exceto para a pontuagdo
indice de saburra, que foi analisada utilizando uma distribuicdo de
Poisson e funcdo de ligacdo log. As diferencas entre grupos dois a dois
foram testadas pela diferenca minima significativa.

Para as andlises estatisticas, foram utilizados os softwares
Graph Prism 4.0 e SPSS v. 18. O limite considerado para significAncia

estatistica foi 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos pacientes

Um total de 53 pacientes foi entrevistado. Oito destes foram
excluidos na primeira entrevista devido a periodontite (5 pacientes), uso
de antibidticos nos Gltimos 30 dias (2 pacientes) e amamentagdo (1
paciente). Quarenta e cinco pacientes iniciaram o tratamento, sendo um
excluido por ndo comparecer na avaliagdo final. Assim, 0s grupos de
tratamento foram: inulina+SS para 15 pacientes, SS para 15 e placebo
para 14 pacientes. As caracteristicas basais destes grupos estdo na tabela
1. Os grupos de tratamento ndo diferiram estatisticamente quanto a sexo,
idade e IMC.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes (n=44)

inulina+SS SS Placebo
Mulheres, n (%)* 8 (53%) 9 (60%) 12 (86%)
Idade, médiatdp** 37,5+ 14,6 42 £14 .4 35,6 £15,8
IMC, médiatdp*** 245+ 3,1 248+ 3.2 242+52

*p = 0,154 (X°); **p = 0,495 (ANOVA); ***p = 0,483 (Kruskal Wallis)

5.2 Teste organoléptico

Na analise dos dados do teste organoléptico, ndo foi necessario
ajustes para sexo e idade porque estas variaveis nao influenciaram o
modelo analitico. Os trés grupos de tratamento apresentaram reducao
estatisticamente significativa nos escores do teste organoléptico ap6s o
tratamento (tabela 2, figura 1). Porém, ndo houve diferenca significativa
na magnitude de efeito entre os grupos (inulina+SS vs. SS com p =
0,134; inulina+SS vs. placebo com p = 0,263; e SS vs. placebo com p =
0,765).
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Tabela 2 - Teste organoléptico antes e depois dos tratamentos

Antes Depois p*

Inulina+SS

SS

Placebo

Mediana (intervalo interquartil)

3(3-4) 1(1-2) <0,001
3(3-3) 2 (1-2) 0,002
3 (2-4) 2 (1-2) 0,003

*Teste de Wilcoxon

Figura 2 - Teste organoléptico antes e depois dos tratamentos
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Os escores obtidos no halimetro foram menores ap6s o

tratamento, nas trés condicdes em estudo (tabela 3). Na analise usando

GEE a variavel “sexo” foi usada como covariavel, ja que sua inclusao no
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modelo alterou os resultados. O grupo tratado com inulina+SS
apresentou maior reducdo na halitose medida pelo halimetro em
comparagdo com os grupos SS (diferenca entre as médias antes/depois
do tratamento: 81 vs. 72; p = 0,049) e placebo (antes/depois do
tratamento: 81 vs. 38; p = 0,002), conforme mostrado na figura 2. N&o
houve diferenca significativa entre os grupos SS e placebo (antes/depois
do tratamento: 72 vs. 38; p = 0,108).

Tabela 3 — Halimetro medido antes e depois dos tratamentos

Antes Depois p*

Média + desvio padréo

Inulina+SS (n=15)  180,5 * 93.3 99,7 +55.2 <0,001
SS (n=15) 197,1 +145.2 1251 +71.2 0,003
Placebo (n=14) 186,9 + 132.4 1491+ 1174 0,096

*Teste de Wilcoxon
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Figura 3 - Halimetro medido antes e depois dos tratamentos
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5.4 indice de saburra

Ajustes por sexo e idade ndo foram necessérios pois essas
variaveis ndo influenciaram o modelo analitico. Da mesma forma que
com o teste organoléptico e halimetro, o indice de saburra lingual
diminuiu significativamente apds as trés intervengdes (Tabela 4, Figura
3). Embora esta diminuicdo ndo tenha diferido entre tratamentos (p =
0,256), o indice de saburra lingual diminuiu em pacientes tratados com
inulina+SS, em comparagdo com SS (p = 0,061) e também em pacientes

tratados com SS, em comparagdo com o placebo (p = 0,083).
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Tabela 4 — Indice de saburra antes e depois dos tratamentos

Antes Depois p*

Mediana (intervalo interquartil)

Inulina+SS (n=15) 2 (2-3) 1(1-2) 0,005
sS (n=15) 2 (2-2) 2 (1-2) 0,041
Placebo (n=14) 2 (1-3) 1(1-2) 0,033

*Teste de Wilcoxon

Figura 4 - Indice de saburra antes e depois dos tratamentos
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5.5 QV geral e QV saude bucal

Um paciente do grupo inulina+SS foi excluido devido a quebra

do protocolo. Na analise dos instrumentos que avaliaram QV geral e QV
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salde bucal ndo obtivemos diferenca no efeito dos tratamentos aqui
testados para WHOQOL — Bref (p = 0,697) e OHIP — 14 (p = 0,757). Na
comparagdo intragrupos entre valores pré e pos intervencdo apenas o
grupo SS mostrou aumento no QV geral. Os individuos tratados com
inulina+SS e placebo ndo tiveram modificagdo no WHOQOL — Bref
(tabela 5). Ja no que se refere a satde bucal o grupo inulina+SS teve uma

reducéo estatisticamente significativa no escore OHIP-14 (tabela 6).

Tabela 5 - Qualidade de vida pelo WHOQOL-Bref antes e depois dos
tratamentos

Antes Depois p*

Média + desvio padréo

Inulina+SS (n=14) 15,6+ 2,2 159+ 138 0,401
sS (n=15) 155+ 1,9 159+ 16 0,045
Placebo (n=14) 159+ 1,9 16,4+ 16 0,204

*Teste t pareado simples
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Tabela 6 - Qualidade de vida pelo OHIP-14 antes e depois dos

tratamentos
Antes Depois p*
Média + desvio padréo
Inulina+SS (n=14) 8,8 +10,6 56+78 0,036
SS (n=15) 57+6,9 49+79 0,227
Placebo (n=14) 6,7+8,8 6,6 + 8,6 0,554

*Teste t pareado simples
5.6 Dados de aderéncia ao tratamento e seguranca (parefeitos)

Durante 0 uso das gomas um paciente relatou cefaleia, outro
relatou polievacuagdes. Alguns pacientes relataram que o tamanho das
gomas era grande, que ela possuia gosto ruim, de dificil dissolucéo e

também sentiram algum desconforto na lingua (tabela 7).
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Tabela 7 — Efeitos adversos durante os tratamentos

Inulina+SS SS Placebo
Cefaleia 1*
Polivacuacoes 1
Desconforto na lingua 2
Tamanho da goma 1 1
Dissolucéo da goma 3 2
Gosto ruim da goma 2 2 2

*Numero de pacientes que relatou cefaléia

Dentre 0s 44 pacientes, nove (20%) néo utilizaram todas as 20
gomas: 4 pacientes deixaram de usar uma goma, 2 pacientes duas, 2

paciente trés e 1 paciente cinco gomas (tabela 7).
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Tabela 8 - Aderéncia aos tratamentos

Devolugéo Inulina+SS SS Placebo
1 goma 1* 2 1

2 gomas 1 1

3 gomas 1 1

4 gomas

5 gomas 1

*NUmero de pacientes que devolveu 1 goma
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6. DISCUSSAO

A halitose afeta boa parte da populacéo geral e estima-se que a
maioria desses casos tem origem na boca, especialmente por saburra
lingual (Rosing & Loesche, 2011; Aylikci & Colak, 2013; Seemann et
al., 2014; Laleman et al., 2014; Yang et al., 2013; Quirynen et al., 2009;
Fernandes et al., 2007; Dadamio et al., 2013; Zalewska et al., 2012). Até
0 momento, a terapéutica mais utilizada para pacientes com halitose por
saburra lingual é antimicrobiano na forma de enxaguante bucal, que
mascara ou neutraliza o odor (Wilhelm et al., 2012; latropoulos et al.,
2016). Porem neste caso as bactérias patdgenas recuperam-se
rapidamente quando o tratamento € interrompido. Prevenir o
recrescimento de microrganismos causadores da halitose pela
colonizagdo preventiva da cavidade oral com bactérias benéficas
comensais parece ser uma estratégia promissora (Aylikci & Colak, 2013;
latropoulos et al., 2016; Burton et al., 2005; Burton et al., 2006;
Teughels et al., 2008). Nesse sentido, 0 uso isolado de Streptococcus
salivarius tem mostrado superioridade ao placebo em estudo preliminar
(Burton et al., 2006). O uso de substancias prebidticas teoricamente
poderia reforgar a proliferacdo de bactérias benéficas e contribuir para o

controle da halitose por saburra. A nossa hipotese foi de que a
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associacdo do prebidtico inulina potencializa os beneficios do probidtico
Streptococcus salivarius em pacientes com halitose por saburra lingual.

O nosso objetivo foi avaliar o efeito da combinacéo inulina e
Spreptococcus salivarius na halitose por saburra lingual. Os objetivos
especificos foram avaliar o efeito isolado do Streptococcus salivarius na
halitose, avaliar o efeito combinado de inulina e Streptococcus salivarius
na halitose, avaliar o efeito de placebo na halitose, mensurar halitose
antes e depois dos referidos tratamentos através de teste organoléptico e
halimetro, e estudar o impacto destas intervencdes na qualidade de vida
geral e especifica a saude bucal.

O resultado mais importante do nosso estudo foi a superioridade
da combinagdo inulina+SS no controle da halitose, em comparagao tanto
com SS isoladamente quanto com placebo, nas mensuragdes realizadas
pelo halimetro. Apesar de observarmos reducdo dos escores do teste
organoléptico apds uso de inulina+SS, esse efeito também foi observado
com os demais tratamentos, sem superioridade entre eles. De modo
semelhante o indice de saburra lingual apresentou maior reducdo no
grupo tratado com inulina+SS e SS comparado ao grupo placebo, mas as
reducbes ndo foram estatisticamente diferentes entre os tratamentos. A
reducdo encontrada nos grupos tratados com placebo pode ser explicada
pelo efeito Hawthorne (Gillespie, 1993; Leurent et al., 2016), quando 0s
pacientes apresentam melhora apenas por estarem participando do estudo
e ndo pelo efeito direto de um farmaco.

Estudos recentes apontam a relevancia da satde bucal sobre a
qualidade de vida (Alvarenga et al., 2011). No nosso estudo observamos
que houve melhora na QV especifica para salde bucal em pacientes

tratados com inulina+SS. Também observamos melhora na QV geral nos
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pacientes que utilizaram SS. O OHIP-14 avalia o impacto social dos
problemas bucais, como halitose, através da percepgdo dos pacientes
afetados (Gabardo et al., 2013). Segundo a literatura esta melhora na QV
pode estar relacionada com consultas odontolégicas rotineiras (Ledo et
al., 2015).

Condigdes deletérias da satde bucal podem afetar negativamente
a percepcao do individuo sobre sua QV e QV especifica a salde bucal,
prejudicando suas atividades diarias, seu comportamento, sua
personalidade (Alvarenga et al., 2011). Buscando melhora na QV e na
QV especifca a salde bucal demarca-se positivamente questdes
relacionadas a autoimagem (Gabardo et al., 2013). O uso da combinagao
inulina+SS evidenciou uma autopercep¢do positiva na QV especifica a
salde bucal. No entanto a falta de superioridade no efeito dos
tratamentos em comparacdo intergrupos pode ter sido provocada por
tamanho amostral insuficiente.

A superioridade da combinagdo inulina+SS no controle da
halitose ainda ndo foi relatada na literatura. Sabe-se que o SS, como um
probidtico pode prevenir ou conter a acdo de bactérias patdgenas
(Meurman & Stamatova, 2007; Gupta, 2011; Burton et al., 2005; Burton
et al., 2006; Teughels et al., 2008; Wescombe et al., 2012; Teughels et
al., 2013), inibindo a acdo destes e beneficiando o hospedeiro. O SS
produz bacteriocinas que contribui para a reducdo dos CSVs. Ele
trabalha competindo com os patégenos, modificando o ambiente,
modulando o pH e o potencial de reducdo de oxidacdo, comprometendo
a estabilidade dos patdgenos (Anilkumar & Monisha, 2012).

Nossa metodologia foi embasada nos estudos de Burton et al.
(2006), Teughels et al. (2013), Quirynen et al. (2009). Conforme Burton
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et al. (2006) podemos confirmar reducdo da halitose utilizando o
probidtico SS, onde verificou-se reducdo dos niveis de CSVs. No entanto
0 referido estudo utilizou antes do uso do SS, um tratamento
antimicrobiano. Os autores argumentam que a clorexidina é uma
substancia antimicrobiana potente e eficiente quando utilizada
diariamente. Porém quando usada em longo prazo pode apresentar
efeitos adversos (Slot et al., 2015).

Conforme a literatura, o SS foi encontrado em pacientes sem
halitose (Malathi et al., 2014; Bonifait et al., 2009; Anilkumar &
Monisha, 2012; Meurman & Stamatova, 2007; Gupta, 2011; Burton et
al., 2005; Burton et al., 2006; Wescombe et al., 2012). No entanto, é
discutivel se a administracdo isolada dessa bactéria poderia influenciar
na microbiota bucal relativamente estavel e diminuir significativamente
a halitose. Estudos mostram que essas bactérias benéficas podem criar
condi¢Bes desfavoraveis para bactérias patogénicas, prejudicando a sua
capacidade de coloniza¢do (Malathi et al., 2014; Bonifait et al., 2009).
No nosso estudo o efeito isolado do SS diferiu significativamente dos
demais tratamentos, quando avaliado pelo halimetro. Porem na literatura
encontramos um estudo in vitro onde o SS combinado com mucina
promove a putrefacdo do Porphyromonas gengivalis (Sterer et al., 2006),
quando avaliado pelo teste organoléptico causando halitose.

A superioridade do grupo inulina+SS ao grupo SS pode ser
explicada devido as propriedades do SS combinada com a acdo do
prebidtico inulina. A inulina pode auxiliar na proliferacdo das bactérias
benéficas, induzindo a efeitos superiores no grupo inulina+SS. Este
estimulo aos probioticos, segundo Martinez et al. (2015) ainda néo esta

claro na literatura. Ele sugere as hipéteses de que os probidticos utilizam
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0s prebidticos como fonte de energia. A presenga da inulina poderia
elevar a taxa de crescimento do SS quando em comparagdo com
bactérias patogénicas. A literatura mostra que a inulina passa por um
processo de fermentacéo diferenciado produzindo o efeito bifidogénico,
estimulando o crescimento do SS (Raizel et al., 2011; Dos Santos &
Cancado, 2009; Teughels et al., 2008; Kaur & Gupta, 2002). Os
prébidticos sdo os principais substratos de crescimento dos probidticos,
podendo atuar beneficamente na salide de pacientes com halitose.

Reconhecemos algumas limitagdes. Apenas o halimetro foi
capaz de mostrar diferenga estatistica entre os tratamentos, com
superioridade para inulina+SS. Entretanto, a falta de superioridade no
controle da halitose entre os tratamentos quando avaliados pelo teste
organoléptico pode ser explicada devido ao reduzido tamanho amostral
(erro tipo Il), visto que no teste organoléptico a interacéo tratamento vs.
tempos ficou proximo da significancia (p = 0,058).

Vale enfatizar que na literatura 0 método designado como
padrdo ouro para mensuracdo da halitose é o teste organoléptico, e
somente um examinador é necessario para realiza-lo (Seemann et al.,
2014; Greenman et al., 2014). O epitélio olfatério é capaz de distinguir
muitos odores, segundo Hatt (2004). Embora o teste organoléptico seja
de facil execucdo e simula a halitose diaria (Shimura et al., 1997), este
método possui algumas desvantagens importantes: habituagdo rapida do
nariz humano, precisdo e reprodutibilidade do examinador, e
subjetividade desta avaliacdo (Rosenberg et al., 1991a; Rosenberg et al.,
1991b; Laleman et al., 2014). No entanto o halimetro apresenta dados
objetivos, reporta gases que contem enxofre (CSVs), contabilizados em

particulas por bilhdo (Rosenberg et al., 1991b) e suas leituras sdo mais
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reprodutiveis do que as avalia¢des organolépticas. Outra vantagem que o
halimetro apresenta em relacdo ao teste organoléptico é o controle de
infeccdo cruzada (Seemann et al., 2014).

Nos nossos resultados encontramos reducdo no indice de
saburra lingual, porem sem diferenca entre os tratamentos, o que também
sugere que o tamanho amostral poderia ser maior pela possibilidade do
erro tipo Il (afirmar que ndo ha diferenca quando ela existe). Conforme
um estudo o probidtico Lactobacillus brevis foi capaz de reduzir
significativamente o indice de saburra lingual na superficie dorsal em
comparacdo com o grupo placebo, porem ndo evidenciou eficacia no
tratamento da halitose (Marchetti et al., 2015).

Os beneficios com o uso de inulina+SS se limitam ao tempo de
tratamento testado, que foi de 10 dias. Estudos sobre o tempo de efeito
de probiodtico mostram que o beneficio costuma desaparecer rapidamente
apos a interrupgdo do aporte da bactéria (Burton et al., 2005; Meurman
& Stamatova, 2007). Estudos adicionais sdo necessarios para determinar
forma de tratamento (temporério vs. intermitente vs. continuo) e duracéo
do esquema testado, atentando em beneficio e efeitos adversos da
combinacdo inulina+SS.

Sugere-se que o tamanho amostral poderia ser maior, visto que
o0 teste organoléptico falhou em mostrar superioridade possivelmente
pelo erro tipo 1. O tempo de tratamento, como ja mencionado, mereceria
comparagdes multiplas, incluindo 10, 30 ou mais de dias de uso, com
mais intervencBes. Estudos com exame bacterioldgico possibilitariam
demonstrar a mudanca e o tipo da flora ap6s o tratamento.

Ndo ha& ensaios clinicos conduzidos adequadamente no

tratamento da halitose utilizando probi6ticos, conforme a literatura. O
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nosso ensaio clinico, utilizando gomas contendo inulina e Streptococcus
salivarius no tratamento da halitose por saburra lingual, parece ser um
estudo pioneiro. Mesmo com as limitagdes apontadas no presente estudo,
pode-se concluir que a associacgdo (inulina+SS) pode beneficiar pacientes
com halitose por saburra lingual. Entretanto, um maior nimero amostral

deve ser testado para confirmar estes resultados.
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7. CONCLUSAO

No nosso ensaio clinico, foi testado o efeito da inulina combinada
com o SS para o tratamento de halitose relacionada a saburra lingual.
Verificou-se que esta combinacdo foi superior no controle da halitose

por saburra lingual em relacdo ao uso de Streptococcus salivarius

isolado e placebo.
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APENDICES

Anexo 1: Ficha clinica

Data da avaliacéo:

Nome: Sexo:
Data de nascimento: Telefone:
Endereco:

Vocé tem mau halito? ( )Sim ( )Nao

Critérios de excluséo

Analfabetismo? ( )Sim ( )Nao

Usou antibi6tico nos ultimos 30 dias? ( )Sim ( )Nao
Fuma? ( )Sim ( )Néo

Uso de Alcool? ( )Sim ( )N&o
Gravidez/Amamentacdo? ( )Sim ( )Néo

Doengas sistémicas

Diabetes melitus? ( )Sim ( )N&o

Insuficiéncia renal? ( )Sim ( )N&o

68



Cirrose hepatica? ( )Sim ( )N&o

Exame clinico

Cérie: ( )Sim ( )Nao

Placa: ( )Sim ( )Néo

Gengivite: ( )Sim ( )Néo

Periodontite: ( )Sim ( )Nao

Halitose por Doenca periodontal: ( )Sim (' )N&o
LesBes agudas ou periodontite ulcerativa necrosante: ( )Sim ( )N&o
Presenca de saburra lingual: ( )Sim ( )N&o

Se sim:

( )Saburra fina em até 1/3 do dorso da lingua (1)

( )Saburra fina em mais de 1/3 do dorso da lingua ou espessa em até 1/3

O]

( )Saburra espessa em mais de 1/3 do dorso da lingua (3)

12 Avaliacao
Data do exame:
Teste organoléptico:

( )Auséncia de cheiro (0)  ( )Mau cheiro quase imperceptivel (1)

( )Mau cheiro leve (2) (' )Mau cheiro moderado (3)
( )Mau cheiro forte (4) (' )Mau cheiro grave (5)
Halimetro:
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2% Avaliacdo

Data do exame:

Teste organoléptico:

( )Auséncia de cheiro (0)
( )Mau cheiro leve (2)

( )Mau cheiro forte (4)

Halimetro:
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(' )Mau cheiro grave (5)



Anexo 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa intitulada “Efeito
da inulina e do Streptococcus salivarius na halitose associada a saburra
lingual: Um ensaio clinico randomizado”, realizada pelos pesquisadores
Camila Rafaela Mousquer, Alvaro Della Bona e Fernando Fornari. Vocé
foi escolhido por ser um paciente que se queixa de mau halito de causa

oral (boca).

Sua participacdo ndo é obrigatoria. A qualquer momento vocé pode
desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trard
nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com entidade

vinculada.

O objetivo desta pesquisa é avaliar o efeito de novos tratamentos para
mau halito. Neste estudo o novo tratamento € uma combinagdo de
prebidtico, chamado inulina, com o probidtico Streptococcus salivarius
(SS). A inulina é um alimento da classe das fibras, enquanto que o SS é
uma bactéria em forma de medicamento que se ativa na boca e torna a
populacdo de bactérias deste ambiente mais saudavel, podendo reduzir
assim 0 mau halito. A justificativa para este estudo é que o mau halito é
gueixa comum na populacdo, e como a causa principal € problema na
boca, usualmente é diagnosticado e tratado pelo dentista. As alternativas
de tratamento ainda sdo limitadas, e o uso de prebidtico com probidtico

parece ser promissor para esta condi¢do, além de ser bastante seguro.

Ao aceitar participar vocé terd que ser consultado, responder a
questionarios sobre sintomas e qualidade de vida, ter sua boca

examinada por um dentista, e ter seu halito percebido pelo mesmo
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dentista e também por uma aparelho que mede a presenca de substancias
que ddo mau odor no ar eliminado pela boca. Esta avaliacdo serd
realizada duas vezes, antes e ao término do tratamento em teste. Apos a
primeira avaliacdo vocé serd sorteado para receber um dos 3 tipos de
tratamento, contendo combinagdes diversas entre inulina, SS e placebo.
O tratamento vai durar 10 dias, iniciando 4 dias ap6s a primeira consulta.
Vocé vai precisar chupar uma goma pela manha e uma goma pela noite.
A segunda avaliagdo sera realizada 2 semanas ap0s a primeira, no ultimo

dia de uso das gomas.

Ao participar, 0s riscos para vocé serdo minimos. O exame do dentista
ndo doi, ndo tem injecdo e nem qualquer manipulacdo na boca. As
gomas contendo prebidtico, probidtico ou placebo ndo tém efeitos
colaterais. VVocé podera ser beneficiado(a) pela pesquisa no sentido de
melhorar o seu halito. Vocé também estara ajudando a descobrir um

novo tratamento para pessoas que sofrem de mau halito.

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais, isto
é, s0 os pesquisadores saberdo sobre o seus dados, sendo mantido sigilo
sobre sua participagdo. Os seus dados nédo serdo divulgados de modo que

permitam a sua identificag&o.
Vocé ndo sera recompensado(a) financeiramente pela sua participagéo.

Ao assinar este documento, vocé estara concordando em participar da
pesquisa e que entendeu os objetivos, riscos e beneficios da sua
participacdo e todas as informacdes que lhe foram prestadas pelos

pesquisadores.
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Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o
endereco dos pesquisadores, podendo tirar suas davidas sobre a pesquisa

e sua participacéo, a qualquer momento.
Pesquisador responsavel:
Nome: Camila Rafaela Mousquer

Assinatura

Telefone: 55.99176354
Participante:

Nome

Assinatura

O presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi elaborado
de acordo com a Res. CNS 196/96 e foi aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da Universidade de Passo Fundo.

O participante pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Passo Fundo pelo telefone (0xx54) 3316-
8370
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ANEXO 2: WHOQOL-Bref

Este questionario é sobre como vocé se sente a respeito de sua qualidade de vida, satde e
outras areas de sua vida. Por favor, responda a todas as questoes. Se vocé ndo tem certeza
sobre que resposta dar em uma questédo, por favor, escolha entre as alternativas a que lhe
parece mais apropriada. Esta, muitas vezes, podera ser sua primeira escolha. Por favor,
tenha em mente seus valores, aspiracdes, prazeres e preocupacOes. Nos estamos
perguntando o que vocé acha de sua vida, tomando como referéncia as duas Ultimas

semanas. Por exemplo, pensando nas Gltimas duas semanas, uma questao poderia ser:

Nada Muito | Médio | Muito | Compl

pouco etamen
te
Voce recebe dos outros o apoio de que | 1 2 3 4 5

necessita?

Vocé deve circular o nimero que melhor corresponde ao quanto vocé recebe dos outros o
apoio de que necessita nestas Gltimas duas semanas. Portanto, vocé deve circular o nimero

4 se vocé recebeu "muito” apoio como abaixo.

Nada Muito | Médio | Muito | Compl

pouco etamen
te
Vocé recebe dos outros o apoio de que | 1 2 3 4 5

necessita?

Vocé deve circular o nimero 1 se vocé ndo recebeu "nada” de apoio.

Por favor, leia cada questdo, veja o que vocé acha e circule o numero que Ihe parece a
melhor resposta.
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Muito Ruim | Nem Boa Muito
ruim,
Ruim Boa
nem boa
1 Como vocé avaliaria sua | 1 2 3 4 5
qualidade de vida?
Muito Insati | Nem Satisf | Muito
insatisf | sfeito | satisfeito | eito satisfeit
eito , nem 0
insatisfei
to
2 Quao satisfeito(a) vocé estd | 1 2 3 4 5

com a sua saude?

As questdes seguintes sdo sobre 0 quanto vocé tem sentido algumas coisas nas Gltimas duas

semanas.

Nada Muit | Médio Muit | Completa
0 0 mente
pouc
0
3 Em que medida vocé acha que | 1 2 3 4 5

sua dor (fisica) impede vocé
de fazer o que voce precisa?
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4 | O quanto vocé precisa de | 1 2 3 4 5
algum tratamento médico para

levar sua vida diaria?

5 | O quanto vocé aproveita a | 1 2 3 4 5
vida?
6 | Em que medida vocé acha que | 1 2 3 4 5

a sua vida tem sentido?

7 | O quanto vocé consegue se | 1 2 3 4 5
concentrar?
8 | Quéo seguro(a) vocé se sente | 1 2 3 4 5

na sua vida diéria?

9 | Quao saudavel é o seu |1 2 3 4 5
ambiente  fisico  (clima,

barulho, poluicéo, atrativos)?

As questdes seguintes perguntam sobre quao completamente vocé tem sentido ou é capaz

de fazer certas coisas nestas Ultimas duas semanas.

Nada Muito Médio Muito Compl

pouco etamen
te
1 | Vocé tem energia suficiente | 1 2 3 4 5

0 para seu dia-a-dia?
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1 Vocé é capaz de aceitar a sua | 1 2 3 4 5
1 | aparéncia fisica?

1 Vocé tem dinheiro suficiente | 1 2 3 4 5
2 para satisfazer suas
necessidades?

1 Quéo disponiveis para vocé | 1 2 3 4 5
3 | estdo as informagdes que

precisa no seu dia-a-dia?

1 Em que medida vocé tem | 1 2 3 4 5
4 | oportunidades de atividades

de lazer?

As questdes seguintes perguntam sobre qudo bem ou satisfeito vocé se sentiu a respeito de

varios aspectos de sua vida nas Gltimas duas semanas.

Muito Ruim | Nem Boa Muito
ruim,
Ruim Boa
nem hoa
1 Quao bem voceé é capaz de se | 1 2 3 4 5
5 locomover?

Muito Insatisf | Nem Satisfei | Muito

insatisf | eito satisfei | to satisfei
eito to, nem to
insatisf
eito
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Quéo satisfeito(a) vocé esta

com 0 Seu sono?

Quéo satisfeito(a) vocé esta
com sua capacidade de
desempenhar as atividades do

seu dia-a-dia?

Quéo satisfeito(a) vocé esta
com a sua capacidade para o
trabalho?

Quéo satisfeito(a) vocé esta

consigo mesmo?

Quao satisfeito vocé estd com
suas relacdes pessoais
(amigos, parentes,

conhecidos, colegas)?

Quao satisfeito(a) vocé estd

com sua vida sexual?

Quao satisfeito(a) vocé esta
com 0 apoio que vocé recebe

de seus amigos?

Quao satisfeito(a) vocé esta
com as condi¢des do local

onde mora?

Quéo satisfeito(a) vocé esta
COM 0 SeuU acesso aos Servigos

de salde?
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2 Quéo satisfeito(a) vocé estad | 1 2 3 4 5
5 com 0 seu meio de transporte?

As questdes seguintes referem-se a com que frequéncia vocé sentiu ou experimentou certas

coisas nas Ultimas duas semanas.

Nunca | Algum | Freque | Muito Sempre

as ntemen | frequen
vezes te tement
e
2 Com que frequéncia vocé tem | 1 2 3 4 5

6 | sentimentos negativos, tais
como mau humor, desespero,

ansiedade, depressao?

Vocé tem algum comentario sobre o questionario?

OBRIGADO PELA SUA COLABORAGCAO

Anexo 3: OHIP-14

Nome do participante:

Data: / /
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Para cada questdo circule uma das alternativas (‘a’, ‘b’, ‘c’, ‘d’ ou ‘e’)

que se enquadre melhor na sua situagéo.

Nos Ultimos seis meses, por causa de problemas com seus dentes, sua

boca ou dentadura:

1 — Vocé tem dificuldade para pronunciar algumas palavras ou falar

devido a problemas com seus dentes, boca ou protese dentaria?

() muito freqliente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

2 — Vocé sente que seu paladar (sentido do gosto) piorou devido a

problemas com seus dentes, boca ou prétese dentaria?

() muito freqiente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca
3 — Vocé tem sofrido dores na sua boca ou dentes?

() muito freqliente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca (') nunca

4 — Vocé sente dificuldade para comer algum alimento devido a

problemas com seus dentes, boca ou prétese dentaria?

() muito freqliente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

5 — Vocé se sente inibido por causa de seus dentes, boca ou protese

dentaria?
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() muito freqliente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

6 — Vocé tem se sentido tenso por causa de problemas com seus dentes,

boca ou prétese dentaria?

() muito freqliente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

7 — Sua dieta tem sido insatisfatdria devido a problemas com seus

dentes, boca ou prétese dentéria?

() muito freqliente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

8 — Vocé tem interrompido suas refeicGes devido a problemas com seus

dentes, boca ou protese dentaria?

() muito freqliente () pouco frequente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

9 — Vocé sente dificuldade em relaxar devido a problemas com seus

dentes, boca ou protese dentaria?

() muito freqliente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

10 — Vocé tem se sentido embaracado devido a problemas com seus

dentes, boca ou protese dentaria?
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() muito freqliente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

11 — Vocé tem se sentido irritado com outras pessoas devido a problemas

com seus dentes, boca ou protese dentaria?

() muito freqliente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

12 — Vocé tem tido dificuldade de realizar seus trabalhos diarios devido

a problemas com seus dentes, boca ou prétese dentéria?

() muito freqliente () pouco freqiiente () ocasionalmente () quase

nunca () nunca

13 — Vocé tem sentido a vida menos satisfatoria devido a problemas com

seus dentes, boca ou protese dentaria?

() muito freqiente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

14 — VVocé tem se sentido totalmente incapaz de suas obrigacdes devido a

problemas com seus dentes, boca ou prétese dentéria?

() muito freqiiente () pouco freqiiente ( ) ocasionalmente () quase

nunca () nunca

82



Anexo 3: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE DE PASSO
FUNDO/ PRO-REITORIA DE %"‘“’}‘"‘“‘“
PESQUISA E POS-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS O PROJETO DE PESQUISA
Triule da Pesquisa; Efefto da Inulina e do Streptococcus sallvarius na halltose 3s50ciada A sabuma Ingual:
Um ersalo cinlco randomizado
Peaquisador. Femando Fomar
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 40334314.0.0000.5342
Institulgio Proponents: FUNDACAD UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
Patrocinador Principal: Financiamenta Fropas

DADDE DO PARECER

Mumero do Parecer: 931.353
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ABSTRACT

Background: Halitosis associated with tongue coating results from the
production of volatile sulfur compounds by bacterial action. The use of
prebiotics and probiotics could be useful in treating such condition.
Aim: To evaluate the effect of associating the prebiotic inulin with
probiotic Streptococcus salivarius (SS) to treat patients with halitosis
by coating. Methods: In this double-blind, randomized, phase Il trial,
45 patients (35 + 15 years, 66% women) with halitosis by coating were
allocated to three treatment groups (n = 15) using gum of oral
dissolution for 10 days, containing: inulin+SS, SS and plabebo.
Organoleptic test, Halimeter®, coating index and evaluation of quality
of life (OHIP-14 and WHOQOL-Bref) were performed before and after
treatments. Generalized estimating equations were used to evaluate the
effects. Results: Forty-four patients (97%) completed the study.
Patients treated with inulin+SS showed greater reduction in halitosis
measured by Halimeter® as compared to both SS only (before/after
treatment: 181/100 ppb vs. 197/125; p = 0.049) and placebo
(before/after treatment: 181/100 ppb vs. 187/149; p = 0.002). Quality of
life improved similarly in both groups using SS. Conclusions: In this

clinical trial the combination of inulin and Streptococcus salivarius was
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superior in controlling halitosis by coating compared to Streptococcus

salivarius and placebo.

ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02794766.
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INTRODUCTION

Halitosis is the externalization of foul odours from the oral cavity. It
affects approximately one third of the general population and may
result in constraints on social life"™. The most common cause of
halitosis is the tongue coating, followed by periodontal disease and
extra oral conditions™ .

Coating is found mainly in the dorsal-posterior region of the tongue. It
can produce volatile sulfur compounds (VSCs) by bacterial action on
decaying organic substrates, resulting in bad breath®®. Therefore, the
microbiota of the tongue is crucial in the pathophysiology of halitosis.
Bacteria such as Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythensis, Fusobacterium nucleatum and Treponema
denticola appear to be involved in halitosis by their production of
VSCs* !0 Interestingly, subjects without halitosis have potentially
beneficial bacteria in the oral flora, such as Streptococcus salivarius*
B In light of this, recent studies have used beneficial commensal
bacteria as probiotics in treating conditions of the oral cavity, including
Sreptococcus salivarius and Lactobacillus reuteri'*™*.

In addition to the potential benefits of probiotics, consumption of

prebiotic foods might help in the proliferation of benefic bacteria in the
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oral microflora*® '® °. The prebiotics are carbohydrates in the form of
indigestible fibers found in foods such as onions, cereals, bananas, corn
and tomato. When probiotics are ingested with probiotics, they are
known as synbiotics. They stimulate the proliferation and activity of
microbial flora by inhibiting the proliferation of pathogens and
promoting the immune defense®®. The most widely used prebiotics are
inulin, oligofructose and fructooligosaccharides®® 2. Prebiotics can act
in the oral cavity promoting the growth and metabolism of oral
bacterial  biofilms, inserting Bifidobacteria, Lactobacilli and
Streptococcus that help to prevent the colonization of pathogenic
bacteria®™.

The effect of the combined prebiotic and probiotic in halitosis by
coating is unknown. Furthermore, the role of such combination in both
oral related and general quality of life has not been addressed. To date
the studies were limited to the effect of isolate probiotics in halitosis.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of
combining inulin and Streptococcus salivarius to treat halitosis by
tongue coating, testing the hypothesis that the addition of a prebiotic
such as inulin enhances the benefits of the probiotic Streptocuccus

salivarius in patients with halitosis.
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MATERIALS AND METHODS

Participants

In this randomized, controlled, double-blind, parallel, phase Il trial,
adult patients complaining of halitosis related with tongue coating were
invited to participate. They were identified after appointment at the
local dental school, between August and November 2015. The
diagnosis of halitosis by coating was initially confirmed by oral
examination for coating identification, followed by organoleptic test for
halitosis. Exclusion criteria were halitosis for other conditions, use of
antibiotics in the last 30 days, active smoking (>10 cigarettes/day),
alcohol consumption (>2 drinks/day), pregnancy or breastfeeding, and
systemic diseases such as diabetes mellitus, kidney failure and hepatic
cirrhosis. Sample size was estimated in 45 participants, considering a
difference between treatments of 80% in halitosis reduction, as well as
o = 5% and power = 80%. All participants gave written consent before
entering the study. The research protocol was approved by the local
ethics committee (CAAE: 40334914.0.0000.5342). ClinicalTrials.gov

ldentifier: NCT02794766.

Clinical examination
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Oral examination was performed by a trained dentist (CRM),
identifying dental cavities, plaque, gingivitis, periodontal pockets and
any dental prosthesis. The tongue coating was described after visual
inspection and classified into 4 levels: 0 - no coating; 1 - thin coating on
1/3 of the tongue; 2 - thin coating on more than 1/3 of the tongue or
thick coating on only 1/3 of the tongue; 3 - thick coating on more than
1/3 of the tongue®. Weight and height were measured in order to

calculate body mass index (BMI, in kg/m?).

Evaluation of halitosis

After clinical examination, halitosis was confirmed by organoleptic test
and measured by Halimeter®. These tests were performed by a trained
and calibrated judge (CRM), with levels of agreement and
reproducibility greater than 80% for both organoleptic test and coating
index compared to an expert judge (CR). All patients were examined
between 8 am and 11 am. They were asked to avoid eating garlic, onion
and other food condiments for two days before testing and avoid
overeating margarine, milk, fry, sardines, salami, bologna, sausage, red
meat, cheeses and foods with sulfur in the composition (cabbage,

broccoli, cabbage, cauliflower, egg) for the day before examination. In
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the examination morning, patients should avoid using candies and
gums, but were allowed to have breakfast and tooth brushing with water

only. Patient examination last less than 30 minutes.

Organoleptic test

Patients at rest were instructed to hold air in the mouth while breathing
through the nose for 1 min. They blow through the mouth with the
examiner positioned 10 cm from the patient mouth. Patient breath was
rated from O to 5, as follows: O - no smell, 1 - poor barely perceptible
odour, 2 - slight stench, 3 - moderate smelly, 4 - strong stench, and 5 -

severe stench?..

Halimeter®

In addition to the organoleptic test, patients had their breath objectively
measured using a Halimeter® (Interscan Corporation, Chatsworth, CA,
USA), which is capable of measuring the VSCs. Halitosis was
identified when the device accuses >75ppb®* %°. The measurements
were made by inserting a disposable straw into the patient mouth above

the tongue.
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Prebiotic and probiotic

This study used the probiotic Streptococcus salivarius (LEMMA
Supply Solutions lab, Jardindpolis SP), 2 billion colony forming units
(CFU) per day, in addition to prebiotic inulin (Galena Chemical and
Pharmaceutical LTD, Campinas / SP) at a daily dose of 2 g. Prebiotic,
probiotic and placebo were specially prepared in the form of gum
(Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil). Gums were developed
identical in terms of physical appearance, odour, taste and consistency,
containing: inulin 1 g + Streptococcus salivarius 1 billion CFU for
group A, Streptococcus salivarius 1 billion CFU for group B; and
placebo for group C. Patients were instructed to use 1 gum every 12 h

(after breakfast and after dinner) for 10 days.

Quality of life questionnaires

This study used the WHOQOL-Bref, translated and validated to
Brazilian Portuguese®” %. Briefly, it consists of 26 questions (Likert
scale from 1 to 5 points) and produces an overall quality of life score
ranging from 4 (worst) to 20 (best). For oral related QOL, this study
used the short version of the OHIP-14%°, translated and validated to

Brazilian Portuguese®’. The final score can range from 0 (best) to 56
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(worst). Participants responded both the questionnaires before and after

treatment, with 14 days of interval.

Study protocol

Patients were evaluated in a dental clinic, following the steps illustrated
in Figure 1. After signing the informed consent, clinical and quality of
life (WHOQOL and OHIP-14) data were recorded, followed by oral
examination to assess coating, and organoleptic test to confirm
halitosis.  Afterwards, objective measurement of halitosis by
Halimeter® was carried out.

Enrolled patients were randomized by the first author (CRM) using an
envelope code (computer generated, organized by the gums
manufacturer in blocks for 3 patients 1:1:1, each containing one of the 3
treatments), in the following groups: inulin+SS, SS, and placebo.
Therefore, examiner and participants were blinded to arms treatment.
Patients were instructed to use 1 gum every 12 hours starting on the
fourth day after the interview, and interrupting 2 weeks after the first
interview (total 10 days of treatment). Each gum was placed in the
mouth and kept until its dissolution, allowing gentle mastication. The

final examination was performed in the last day of treatment, repeating
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the same procedures from before treatment (coating index, organoleptic
and Halimeter® tests, and quality of life assessment). Treatment
adherence was assessed as the number of gums not used in relation to
the total number of gums received. Safety was characterized according
to potential side effects described individually by the patients, including
headache, oral complaints and abdominal symptoms (yes/not). Primary
outcomes were organoleptic and Halimeter® assessments for halitosis,
whereas secondary outcomes were coating index, quality of life and
treatment adherence/safety. Allocation into the three treatment arms

was revealed only after termination of data analysis.

Statistical analysis

Initial comparisons among groups of patients were done using ANOVA
(age), Kruskal-Wallis (BMI) and chi-square (sex) tests. Before/after
treatment values were compared in each group by Wilcoxon or t tests
for paired data. To analyze differences among treatments using
before/after data, we employed generalized estimating equations
(GEE); Halimeter® and OHIP-14 general score were log-transformed

due to asymmetry in the distributions. We considered ‘group’, ‘time’
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and their interaction as independent variables in the model; additional
inclusion of sex and age as confounders was decided using QICc. Based
on this criterion, sex entered as covariable in the model for Halimeter®,
whereas no covariables adjustment was necessary when analyzing the
remaining three outcomes. GEE analyses were done considering normal
distributions with identity links, except for the coating index, for which
Poisson distribution and log link function were employed. Subsequent
pairwise comparisons between treatments were done using least
significant differences. The statistical analyses were performed using
Graph Prism 4.0 and SPSS v.18 softwares. The limit considered for

statistical significance was 5%.
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RESULTS

Characteristics of the patients

A total of 53 patients were invited to participate. Eight were excluded
in the first interview due to the following: periodontitis (5 patients), use
of antibiotics in the last 30 days (2 patients) and breastfeeding (1
patient). Between August and November 2015, 45 patients were
randomized and completed the treatment, except for one patient that
gave up just before the last examination. Thus, 15 patients were treated
with inulin + SS, 15 patients were treated with SS and 14 patients
received placebo. The groups did not differ according to sex, age and

BMI (Table 1).

Organoleptic test

Adjustments for sex and age were not necessary because these variables
did not influence the analytical model. In the intratreatment analysis,
the three groups showed a significant reduction in the organoleptic
scores after treatment (Table 2). However, there was no statistical
difference in the magnitude of effect between treatments (inulin+SS vs.
SS p = 0.134; inulin+SS vs. placebo p = 0.263; and SS vs. placebo p =

0.765).
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Halimeter®

The scores obtained from the Halimeter® were significantly lower after
treatment in the three groups (Table 3). In the analysis of intertreatment
effect using the GEE approach, the variable sex changed the results and
was included as a covariate. The group treated with inulin+SS showed a
significant reduction in halitosis as compared to both SS group
(difference of the means before / after treatment in ppb: 81 vs 72; p =
0.049) and placebo (81 vs. 38; p = 0.002), as shown in Figure 2. There
was no significant difference between SS and placebo (72 vs. 38; p =

0.108).

Coating index

As observed for organoleptic and Halimeter® tests, coating index
decreased significantly after the three interventions in the intratreatment
analyses (Table 4). Although the reduction did not differ between
treatments (p = 0.256), it tended to be superior in patients treated with
inulin+SS as compared to SS (p = 0.061) and also in patients treated

with SS as compared to placebo (p = 0.083).
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Quality of life

A patient treated with inulin+SS was excluded due to protocol breach.
In the intratreatment analysis (Table 5), the OHIP-14 score of patients
who received inulin+SS improved significantly after treatment. An
improvement in the score of WHOQOL-Bref after treatment was also
observed for individuals treated with SS. Patients treated with placebo
showed no improvement in these scores. The intertreatment analysis
revealed no significant difference in the effect of treatments in both

OHIP-14 (p = 0.757) and WHOQOL-Bref (p = 0.697).

Treatment adherence and safety

Among 44 patients, nine (20%) did not use all 20 gums: four patients
returned 1 gum each, two patients returned 2 gums, 2 returned patients
3 gums and 1 patient returned 5 gums. Some patients had gum related
complaints: large size (2 patients), delayed dissolution (5 patients) and
bad flavor (6 patients). The frequency of side effects during the
treatments was low (4 among 44 patients, 9%) and did not differ
significantly between groups (p = 0.779): one patient reported headache

(group inulin+SS), two reported tongue discomfort (group SS) and one
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patient complained of mild diarrhea (group placebo). These symptoms

disappeared after the study.
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DISCUSSION

Halitosis affects a substantial part of the general population and most
cases originate from the mouth, especially by tongue coating® °. The
production of VSCs from oral bacteria supports the concept that
treatments with probiotics able to compete with deleterious bacteria are

promising® ** *°

. In light of this, a preliminary study showed that
isolated use of Streptococcus salivarius was superior to placebo in
patients with coating related halitosis*. Theoretically, the combination
of probiotics with prebiotics might further enhance the proliferation of
beneficial bacteria, contributing to the control of halitosis by coating.

The main finding of the present study was the superiority of the
combination inulin+SS in controlling halitosis measured by
Halimeter®, in comparison with either SS or placebo. The reduction of
organoleptic scores after the use of inulin+SS was also observed with
the other treatments, with no superiority between them. Similarly, the
coating index showed a greater reduction in the group treated with
inulin+SS and SS compared with placebo, but the values were not
statistically different between treatments. The reduction in halitosis

found in placebo-treated groups might be explained by the Hawthorne

effect®®.
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Oral health is known to affect QOL. The present study observed
improvement in QOL related with oral health in patients treated with
inulin+SS. Overall QOL was also improved, but this finding was
restricted to patients treated with SS only. The OHIP-14 evaluates
social impact of oral problems such as halitosis, through the perception
of the affected patients®. Improvement in QOL may be related to
routine dental appointments®*. However, the lack of superiority of any
treatment in the intergroup comparison might be explained by
insufficient patient sample size.

To the best of our knowledge this is the first study testing a
combination of prebiotic and probiotic in patients with coating related
halitosis. SS was elected by its ability to prevent the action of

pathogenic oral bacteria™™** *'.

It is known that SS produces
bacteriocins that inhibit the production of VSCs. Such probiotic can
modify the oral environment by modulating both pH and oxidation
reduction potential, undermining the stability of pathogens® *!. The
superiority of the combination of SS and inulin here demonstrated

introduces a new target for future studies in halitosis, with potential for

worldwide application.
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SS is commonly found in the oral flora of patients without halitosis*" **

151731 However, it is debatable whether the administration of SS as
probiotic could influence the relatively stable oral microflora and
significantly reduce halitosis®* **. Studies suggest that SS reposition can
generate unfavorable conditions for oral pathogens, hampering their
capacity for colonization® *”. In our study the administration of isolated
SS reduced halitosis but did not show superiority as compared to
placebo. The only benefit attributed to isolated SS was an improvement
in general QOL, but again without superiority when compared with
inulin+SS or placebo. Curiously, an in vitro study showed that
administration of SS combined with mucin promoted grow of
Porphyromonas gingivalis*, a pathogen related with halitosis.

The superiority of inulin+SS over isolate SS can be explained by the
action of the prebiotic inulin. Inulin can aid in the proliferation of
beneficial bacteria, leading to the superior effects observed in patients
who received inulin+SS. According to Martinez et al. the effect of
prebiotics on probiotics is not yet clearly explained®. He suggests that
probiotics use prebiotics as an energy source. Therefore, the presence of
inulin might favor SS growth and inhibit pathogenic bacteria. The

literature shows that inulin passes through a different fermentation
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processes producing bifidogenic effect, stimulating the SS growth®®.
Therefore, the combination of prebiotics probiotics can be a promising
approach for patients with halitosis by coating, as shown in our study.
The lack of superiority in controlling halitosis between treatments when
evaluated by organoleptic test could be explained by a limited number
of patients. It is worth noting that the organoleptic test has been
considered the gold standard technique for measurement of halitosis, in
both clinical practice and research® **. The organoleptic test is easy to
perform and simulates the daily halitosis, but this method has several
disadvantages: rapid habituation of the human nose to smells, lack of
precision and reproducibility of the judge, and subjectivity of this
evaluation? %, Furthermore, the scores present low variability, which
hampers the detection of differences of moderate to small sizes. In
contrast, the Halimeter® test presents objective data by measuring
VSCs, recorded in parts per billion®. Its readings are more reproducible
than organoleptic evaluations. Another advantage of the Halimeter® in
relation to the organoleptic test is the cross-infection control®.

We found reduction in coating lingual index after all treatments.
However no difference between the treatments was observed, which

also suggests the possibility of a type Il error due to insufficient sample
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size. A recent study showed that the probiotic Lactobacillus brevis was
able to reduce the tongue index coating as compared to placebo, but did
not demonstrate efficacy in treating halitosis®’.

The benefits of inulin+SS observed here are limited to 10 days of
treatment. Studies on the effect of probiotic have shown that the benefit
usually may disappear after stopping the bacteria supply™® ™.
Additional studies are needed to determine the best form of treatment
with inulin+SS.

In summary, this phase Il clinical trial found that the association
between inulin and Streptococcus salivarius was superior in controlling

halitosis by coating, compared to Streptococcus salivarius only and

placebo.
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TABLES

Table 1. Characteristics of the patients (n = 44)

Inulin+SS* SS Placebo

N =15 N =15 N=14
Women, n (%)** 8 (53%) 9 (60%) 12 (86%)
Age, mean+sdf 37.5+14.6 420+144 356+158
BMI,mean+sdf 24.5+3.1 24.8+3.2 242+5.2

*Streptococcus salivarius; **p = 0.154 (X*); Tp = 0.495 (ANOVA); ip =
0.483 (Kruskal Wallis).
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Table 2. Organoleptic test values (median and interquartile range) before
and after treatment

Treatment * Before After pt
InulintSSi,n=15 3 (3-4) 1(1-2) <0.001
SS,n=15 3(3-3) 2 (1-2) 0.002
Placebo, n =14 3(2-4) 2 (1-2) 0.003

*Intertreatment analysis (GEE): no statistical difference between groups.
tPaired Wilcoxon test; Streptococcus salivarius.
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Table 3. Halimeter® test (mean + standard deviation) measured before
and after treatments

Treatment* Before After pt
Inulin+SS,n=15 181 £ 93 100 £55 <0.001
SS,n=15 197 + 145 12571 0.003
Placebo,n = 14 187 £132 149 £ 117 0.096

*Intertreatment analysis (GEE): Inulin+SS vs SS (p = 0.049); Inulin+SS
vs placebo (p = 0.002). fPaired Wilcoxon test;
iStreptococcus salivarius.
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Table 4. Coating index [median (interquartile range)] before and after

treatments
Treatment* Before After pt
InulintSS{,n=15  2(2-3) 1(1-2)  0.005
SS,n=15 2 (2-2) 2(1-2)  0.041
Placebo,n=14 2 (1-3) 1(1-2) 0.033

*Intertreatment analysis (GEE): no statistical difference between groups;
tPaired Wilcoxon test; §Streptococcus salivarius.
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Table 5. Quality of life data (mean * standard deviation) before and

after treatments

OHIP-14 WHOQOL-Bref
Before After Before After
Inulina+SS*,n=14 8.8+106 56+7.8f 15.6+2.2 159+138
SS,n=15 5.7+6.9 49+79 155+1.9 15.9+1.6%
Placebo, n = 14 6.7 £8.8 6.6 £ 8.6 159+1.9 16.4+1.6

* Streptococcus salivarius; ¥p = 0.036 for OHIP-14 (Wilcoxon paired
test); £p = 0.045 for WHOQOL-Bref (paired t test).

120



FIGURE LEGENDS

Figure 1. Flowchart showing the study phases.
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Figure 2. Halimeter® test before and after treatments. The group
treated with inulin+SS showed a significant reduction in halitosis as
compared to both SS group (difference of the means before / after
treatment in ppb: 81 vs 72; p = 0.049) and placebo (81 vs. 38; p =

0.002). There was no significant difference between SS and placebo (72
vs. 38; p = 0.108).
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