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Resumo

O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito da clorexidina em diferentes protocolos, na populacdo de estreptococos
mutans (SM) do biofilme oclusal de molares permanentes em erup¢do. Quarenta pares de molares permanentes
contralaterais higidos foram aleatoriamente divididas em 4 grupos. Nos grupos CLXV1 e CLXV3 o tratamento foi
realizado com verniz de clorexidina 1%, para os grupos CLXG1 e CLXG3 foi utilizada clorexidina gel 1% e a
frequiéncia de aplicacdo foi de uma ou trés aplicagcbes. Uma amostra de biofilme foi coletada dos molares, antes a
aplicacdo e durante os periodos de avaliacdo. Os dados de UFC de SM foram submetidos aos testes de Friedman e
Wilcoxon. Todos os tratamentos reduziram significantemente o nimero de SM até o periodo de 7 dias, entretanto
CLXG3 manteve esta reducéo até o periodo de 30 dias. A tripla aplicacdo do gel de clorexidina 1% apresentou o melhor
efeito longitudinal de reducédo de SM.

Palavras-chaves: Clorexidina; Placa dentéria; Streptococcus mutans

Abstract

The aim of this study was to compare the effects of chlorhexidine in different protocols on the number of mutans
streptococci (MS) in the occlusal biofilm of erupting permanent molars. Forty pairs of contralateral sound molars in
eruption were selected. For CHXV1 and CHXV3 groups the treatment was done with varnish containing 1%
chlorhexidine while for CHXG1 and CHXG3 groups, it was used 1% chlorhexidine gel. Regarding the frequency of
application received a single or three. A sample of plaque was collected from the occlusal surface previous application
and during the evaluation periods. The obtained data were submitted to Friedman and Wilcoxon tests. Although

significant reduction in MS levels was observed for all chlorhexidine treated groups up to 7 days, only CHXG3
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maintained this significant reduction up to 30 days. The triple application of 1% chlorhexidine gel was the most effective

in controlling MS in the occlusal biofilm.

Key-words: Chlorhexidine; Biofilms; Streptococcus mutans.

Introducao

A anatomia oclusal complexa dos molares
favorece uma maior retengdo de restos
alimentares e bactérias, criando zonas
vulneraveis ao desenvolvimento de lesdes de
carie. Em fase de erupcdo, esta suscetibilidade
pode ser agravada devido a fatores como
presenca do tecido gengival recobrindo parte
da superficie, posicdo em infraoclusdo nao
permitindo que estes dentes participem da
funcdo mastigatdria, localizagdo posterior
dificultando a higienizacdo apropriada * e
mineralizacdo incompleta do esmalte.

Medidas

especificas sdo adotadas para impedir a

preventivas  globais e
manifestacdo da doenca ou controlar sua
evolucdo principalmente em pacientes de alto
risco ao desenvolvimento da doenca carie. Os
selantes de fossas e fissuras, por exemplo, tém
demonstrado uma alta eficiéncia na protecao
especifica de superficies oclusais , entretanto
existe uma grande preocupagdo quanto a sua
utilizacdo indiscriminada, desequilibrando a
equacdo da relacdo custo-beneficio. Molares
em erupcdo representam um desafio a
indicacdo deste método especifico de
prevencdo, devido a impossibilidade de sua
aplicacito em  condicbes  favoraveis,
especialmente, auséncia de contaminacao
salivar ®. Por ser uma situagdo transitéria de

alto risco local uma alternativa para estes

casos seria recorrer a utilizacdo de agentes
quimicos para controle da formacdo e
actimulo do biofilme oclusal **.

A clorexidina é um dos agentes
antimicrobianos mais investigados,
considerada superior a outras substancias no
controle

quantitativo e qualitativo da

formacdo do biofilme bacteriano, devido sua

67 O efeito médio de

alta substantividade
inibicdo de carie promovido pela clorexidina
pode variar entre 35 e 75% £, o que torna a
utilizacdo dessa substancia relevante no
controle varios

da doenca. Entretanto,

protocolos de utilizagdo vém  sendo
recomendados, 0s quais incluem como
principais covariaveis o método e a freqliéncia
de aplicacdo °.

A clorexidina é  comumente
comercializada na forma de gel, enxaguatdrio
bucal, verniz, e como parte da formulacdo de
dentifricios. As solucBGes e dentifricios sao
mais utilizados quando o objetivo da terapia €
obter uma reducdo generalizada do nivel de
estreptococos do grupo mutans na cavidade
bucal, enquanto que em situacGes isoladas de
risco, como no caso dos molares em erupcéo,
0 verniz e o gel seriam mais apropriados.
Preconizando este tipo de terapia, a ocorréncia
efeitos

de possiveis indesejaveis  da

clorexidina seria minimizada, como
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pigmentacdo dos dentes e principalmente de
restauracdes estéticas '° e alteracdo do paladar
1 porém, ainda é necesséario definir um
protocolo de aplicacdo da clorexidina a 1% no
controle do SM na fase transitoria de alto
risco em que se encontram os dentes em
erupgéo.

O objetivo deste trabalho foi comparar
a efetividade de diferentes protocolos de
aplicacdo do gel e verniz de clorexidina a 1%,
ap6s uma unica ou trés aplicacdes, no controle
de estreptococos do grupo mutans no biofilme
da superficie oclusal de molares permanentes

em fase de erupcéo.

Material e Métodos

Foram convidadas a participar deste
estudo clinico randomizado duplo cego 40
criancas entre 05 e 13 anos de idade,
apresentando primeiros ou segundos molares
em erupcdo. Os responsaveis pelos menores
participantes receberam todas as informacdes
necessarias sobre a pesquisa € um termo de
consentimento livre e esclarecido. O protocolo
experimental foi avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica da Faculdade de Odontologia
de Araraquara — UNESP.

Para a inclusdo no estudo, foram
considerados 0s seguintes critérios: presenca
de no minimo primeiros ou segundos molares
permanentes  contralaterais  clinicamente
higidos até o estagio 4 de erupcéo, segundo a

classificacdo de Dennison, Straffon e More *%,

apresentando acumulo de biofime excessivo
sobre a superficie dentéria, contagem inicial
de estreptococos do grupo mutans no biofilme
oclusal UFC/ml > 10*, e aceitacdo do termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram
excluidas, as criancas que por algum motivo
estivessem fazendo uso de antibidtico antes ou
viessem a fazé-lo no transcorrer da pesquisa.
A amostra foi dividida aleatoriamente
em 4 grupos experimentais de 10 pares de
molares cada (10 criangas), sendo um dos
dentes utilizado como controle negativo e 0
outro para aplicacdo de clorexidina (split-
mouth design). Para os Grupos CLXV1 e
CLXV3 o tratamento foi realizado com verniz
contendo 1% em peso de diacetato de
clorexidina e timol (Cervitec®, Vivadent,
Schaan, Liechtenstein), enquanto que para 0s
Grupos CLXG1 e CLXG3, utilizou-se uma
formula manipulada de digluconato de
clorexidina a 1% (Farmacia Santa Paula, SP,
Brasil), na forma de gel. Quanto a freqliéncia
de aplicacdo, os grupos CLXG1l e CLXV1
receberam apenas uma
clorexidina, e 0os Grupos CLXG3 e CLXV3

receberam trés aplicagdes com intervalo de

aplicacdo de

uma semana entre cada sessao.
N&o houve inducdo para qualquer tipo
de mudanca relacionada a higiene bucal ou

habito dietético dos participantes.

Coleta da amostra e tratamento com
clorexidina
Previamente a aplicacdo de clorexidina,

de acordo com seu respectivo grupo, uma
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amostra de biofilme foi coletada da regido de
fissuras de cada dente, controle e experimental,
para se obter os dados microbioldgicos
iniciais, quanto ao nimero de estreptococos
do grupo mutans (SM) presente. Esta coleta
foi realizada por meio de um pincel
microbrush esterilizado, friccionado ao longo
do sulco central, e imediatamente transferido
para um tubo de ensaio contendo 1 mL de
solucéo salina isotonica e esferas de vidro. Em
seguida, pedra pomes e escova Robinson
foram utilizadas em baixa rotacdo para
profilaxia dos dentes. ApoOs lavagem e
secagem, o0s dentes foram isolados com
auxilio de rolos de algoddo. Os dentes
incluidos no grupo experimental CLXV1
receberam uma fina camada de verniz
aplicada em toda superficie oclusal por meio
de um pincel descartavel. Apds 30 segundos,
o0 isolamento relativo foi retirado e o paciente
instruido, de acordo com as orientagbes do
fabricante, a permanecer por 30 minutos sem
ingerir liquidos, 3 horas sem ingerir alimentos
solidos e 24 horas sem escovacdo. Este
mesmo procedimento repetiu-se por mais 2
vezes para CLXV3, com intervalo de uma
semana entre cada aplicacdo, com excecdo da
profilaxia que foi efetuada apenas na primeira
sessdo, segundo recomendacdes de Twetman e
Petersson '* . Para 0s grupos experimentais
CLXG1 e CLXG3, uma quantidade de gel de
clorexidina suficiente para cobrir toda a
superficie oclusal, foi aplicada por 30
segundos, sendo posteriormente removidos 0s

excessos, com bolinhas de algod&o. Esta

pratica foi realizada mais duas vezes para o
CLXG3, com excegcdo da profilaxia. As
recomendagdes com 0s cuidados pos-
tratamento foram os mesmos j& descritos para
aplicagcéo do verniz. Para os dentes do grupo
controle, os mesmos procedimentos clinicos
foram realizados, substituindo-se a aplicagédo
de clorexidina, por solucdo salina, servindo
como controle negativo. O paciente ndo era
informado em qual dos dentes a solucdo de
clorexidina havia sido aplicada. Novas coletas
de placa de cada dente, controle e
experimental, foram realizadas 7, 30 e 90 dias
apos a ultima aplicacdo de clorexidina. O
processamento laboratorial das amostras de
biofilme foi realizada de forma cega por um
dos autores, o qual ndo participou da fase

clinica do estudo.

Procedimentos bacteriologicos

As amostras foram processadas sempre
dentro de no maximo 2 horas apds a coleta,
dispersas durante 1 minuto, através de um
(MA162,

Laboratorio  Ltda.

agitador de tubos Marconi
Equipamentos  para
Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil), e diluidas em
séries decimais de 10" a 10 em solugdo
tampdo fosfato 0,05M pH 7,3. Placas de Petri
contendo meio de agar Sacarose Bacitracina
(SB20), que é o meio seletivo para cultivo e
crescimento de SM foram divididas em
guadrantes, determinando-se uma area para
inoculacdo em duplicatas, de 25ul de cada
diluicdo. As placas SB20 foram incubadas em
sistema

microaerofilia, empregando-se o0
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Marconi
Ltda.

Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil), e mantidas em

GasPak (Jarras de Anaerobiose;
Equipamentos  para  Laboratorio
estufa a uma temperatura de 37°C por 48
horas.

As colonias de SM foram contadas em
contador de coldnias eletrénico digital (CP600
Plus; Phoenix Industria e Comercio de
Equipamentos Cientificos, Araraquara. S&o
Paulo, Brasil). O limite minimo de col6nias
determinado para considerar uma deteccéo de
microrganismos foi de 30 UFC. Assim, uma
quantidade de col6nias inferior a este nUmero
foi considerada de valor zero. Em relagdo ao
limite maximo de contagem foi estipulado que
quantidades de col6nias superiores a 300 UFC
fossem  caracterizadas como infinito,
atribuindo-lhes o valor 301 UFC. De acordo
maximo e minimo

com os limites

determinados, sempre que possivel, a
contagem foi realizada em apenas um dos
quadrantes, que apresentasse quantidades de
UFC dentro desse intervalo. A partir dos
valores de UFC obtidos foi determinada uma

média por mililitro para cada amostra.

Anélise estatistica

Os dados obtidos a partir das culturas
microbiolégicas foram transformados em
logaritimos com o objetivo de se reduzir a
dispersdo dos resultados. Desde que valores
nulos de UFC foram observados, a constante 1
foi somada a todos os valores antes de sua
transformacgédo. Em seguida, esses dados foram

analisados estatisticamente através do teste

ndo parameétrico de Friedman, considerando-
se como variaveis independentes, o produto
(gel ou verniz) e a frequéncia de aplicagédo (1
ou 3 semanas), complementado por testes de
Wilcoxon. Todos os testes foram considerados
ao nivel de significancia de 95% (p<0.05).

Resultados

As médias e desvios-padrbes do
ndmero de UFC de SM, apds transformacao
logaritmica, para 0S grupos experimentais e
seus respectivos controles estdo apresentadas
na Tabela 1. Os valores iniciais de contagem
de SM foram estatisticamente iguais para
todos os grupos (Kruskal-Wallis, p>0,05).

Tabela 1. Médias (desvios-padrdes) do numero de
unidades formadoras de coldnias de Streptococcus do
grupo mutans [logl0 (UFC+1)] para 0s grupos
experimentais e controles, de acordo com os protocolos

de aplicacdo da clorexidina e periodo de avaliacdo.

Periodo
Grupo

Baseline

7 dias

30 dias

90 dias

CLXV1 524£0,92 a** 359+£2,70b 412+242a
CLXV1_Controle* 4,85£0,97a 38+226a 4,06+240a
CLXV3 55£043a 2,83+2,70b 3,15+2,70a
CLXV3_Controle 543+095a 47112244 446+218a
CLXG1 514+116a 281+£3,08b 395+251a
CLXG1_Controle 525+124a 521£090a 353+297a
CLXG3 5,61+£0,99a 224+217b 171+£2,60b

CLXG3_Controle 553+0,78a

434+257a

491+2,96a

44412622
417+255a
462+214a
485+234a
358+236a
397+257a
463+284a
501+2,90a

* Sem aplicacdo de clorexidina

**Dentro de cada grupo (avaliacdo longitudinal), letras

iguais  representam

médias

estatisticamente (Wilcoxon, a=0,05)

que

nao

diferem

Quando os grupos foram avaliados

longitudinalmente, a aplicacdo do teste de
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Friedman revelou significancia entre o0s
periodos de avaliagdo apenas para a
clorexidina gel aplicada por 3 vezes (p=0,03).
Quando testes foram aplicados para a
comparacdo dos periodos aos  pares
(Wilcoxon), todos os tratamentos foram
efetivos na reducdo do nimero de SM até o
periodo de 7 dias. Entretanto, apenas o grupo
clorexidina gel aplicada por 3 vezes

apresentou supressao significante do namero

de SM até o periodo de 30 dias. Para todos 0s
grupos controles, nenhuma reducdo foi
observada. Aos 90 dias, em todos 0s grupos
experimentais, foi observado retorno do

nimero de SM aos niveis detectados

inicialmente, antes da
tratamentos.
A Figura 1

comportamento longitudinal de cada grupo

experimental e controle negativo.

Figura 1. Comportamento longitudinal dos grupos
experimentais (linhas continuas) e controles (linhas
pontilhadas) segundo os protocolos de aplicacdo da
clorexidina, no controle da populacdo de Streptococcus
mutans do biofilme oclusal de molares permanentes em

erupgéo.

realizacdo  dos

representa 0

Discussao

A clorexidina tem sido considerada o
agente antimicrobiano de eleicdo no controle
quimico do biofilme dentario. Produtos
contendo esse agente antimicrobiano tém sido
amplamente utilizados para o controle da
doenca cérie devido a sua capacidade de
reduzir significantemente os niveis de S.

7,14,15
El

mutans por periodos prolongados sem

causar diminuicdo da suscetibilidade desses

farmaco  °.

microrganismos a  esse
Tratamentos com clorexidina chegam a
reduzir em média 46% a incidéncia de lesdes
de cérie, 0 que pode ser considerado um efeito
substancial °. Entretanto, a eficacia do
tratamento pode ser influenciada por diversos

fatores como a concentracdo®’, a freqiiéncia *,

o modo de aplicacdo *° e o veiculo utilizado %

Essas covariaveis associadas a diferencas no
sitio de analise de reducdo microbiana (saliva,
biofilme interdental, biofilme oclusal)
dificultam a comparacao direta dos resultados
do presente estudo com outros da literatura °.
Ao analisar o efeito inibitorio dos
diferentes veiculos utilizados nesse estudo, gel
e verniz, sobre o crescimento in vitro de SM,
resultado superior foi observado para o gel de
clorexidina, embora a mesma concentracao
desse agente antimicrobiano tenha sido
utilizada para ambas as formulagdes. Em um
estudo in vitro realizado por Huizinga, Riben
e Arends ?* foi observado que apés 3 meses de
controle, o verniz de clorexidina liberou
apenas 20% da droga. Devido a essa lenta

liberacdo do agente antimicrobiano, a agéo
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dos vernizes de clorexidina pode ser limitada
in vivo, uma vez que esses podem ser
removidos pela higiene bucal ou dieta do
individuo antes mesmo que a agdo da droga
seja plenamente exercida. Os resultados in
vivo observados no presente estudo
confirmam essa possibilidade. Embora todos
0s protocolos analisados, independente do
veiculo e da frequéncia de utilizagéo, tenham
reduzido de forma significante a quantidade
de SM presente na superficie oclusal até 7 dias
apos a aplicacdo de clorexidina 1%, apenas a
forma gel aplicada por 3 vezes com intervalo
de 7 dias entre as aplicacbes manteve a
reducdo de SM até o periodo de 30 dias apos a
ultima aplicagao.

O aumento da freqliéncia de aplicagéo
do verniz de clorexidina ndo resultou em
maior eficiéncia do tratamento no controle do
biofilme oclusal. Contréario a esses resultados,
le e Schaeken % observaram que a aplicacéo
repetida do verniz de clorexidina foi mais
eficaz do que uma unica aplicacdo, no
controle microbiolégico do biofilme da
superficie oclusal de pré-molares e molares.
Da mesma forma, estudos desenvolvidos por

1323 demonstraram

Twetman e Petersson
supressdo significante de S. mutans até 3
meses apds a utilizacdo do mesmo verniz de
clorexidina, Cervitec, utilizado no presente
estudo. Tal diferenca pode estar relacionada
ao sitio de avaliacdo. Nos dois estudos de

1323 citados acima, o

Twetman e Petersson
verniz de clorexidina foi utilizado na

superficie proximal a qual facilita a retencéo

fisica do agente uma vez que ndo sofre a acdo

direta das forcas mastigatérias. Para
superficies sujeitas diretamente ao impacto da
mastigacdo, como no caso das superficies
oclusais, formulagcbes que permitam uma
liberacdo mais  rapida do  agente
antimicrobiano seriam preferiveis. 1sso seria
ainda  mais relevante  para  dentes
completamente erupcionados e em ocluséo
com o0 antagonista.

Araljo, Naspitz, Chlotti e Cai *
realizaram trés aplicacbes do mesmo verniz de
clorexidina utilizado nesse estudo com
intervalos de 3 meses entre cada aplicacdo e
verificaram reducéo significante dos niveis de
SM presentes no biofilme oclusal, e auséncia
de lesbes de caries em todos os dentes que

receberam o tratamento apds dois anos de

acompanhamento. Entretanto, no estudo
mencionado, as  criancas  receberam
aconselhnamento  dietético e  escovacao

supervisionada durante o transcorrer do
experimento, o que pode ter favorecido os
resultados observados. No trabalho de
Haunsen et al. ® foi observada reducdo de
lesbes de carie em fase inicial através de um
conjunto de acBes preventivas como

escovacdo, aconselhamento dietético,
aplicacdo de fluor e clorexidina entre outros,
entretanto a efetividade de cada procedimento
no resultado obtido foi mascarada. No
presente estudo, nenhuma orientacdo adicional
foi dada aos voluntérios, na tentativa de isolar

o efeito exercido pelo tratamento realizado.
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A reducdo dos niveis SM observadas
no presente estudo poderia ser relacionada a
melhor higiene bucal realizada pelos pacientes
uma vez que 0S mesmos estavam conscientes
de que o estudo avaliava a formacdo do
biofilme. Do ponto de vista ético, o objetivo
do estudo deve estar claramente apresentado
no termo de consentimento livre e esclarecido
assinado pelos voluntéarios. Entretanto, o
comportamento dos niveis de SM observados
para 0s grupos do controle negativo elimina
completamente esta possibilidade. Nenhuma
reducdo de SM foi observada para esses
grupos, mesmo 7 dias apos a aplicacdo dos
produtos. Esse fato tambem nos permite
afirmar que ndo ocorreu efeito cruzado
significativo do tratamento aplicado em um
lado da cavidade bucal, o que também poderia
influenciar os resultados dos grupos controle
negativo.

Para todos 0s grupos tratados com
clorexidina foi observada a recolonizacdo da
superficie oclusal ap6s apenas 30 dias da
aplicacdo do agente antimicrobiano, com
excecdo do grupo onde o gel de clorexidina
foi aplicado 3 vezes, no qual os niveis de SM
voltaram aos inicialmente detectados apds 90
dias. O curto periodo de supressdo de SM
observado no presente estudo pode estar
relacionado a morfologia da superficie oclusal
dos molares. Em fissuras que se apresentam
mais estreitas e profundas, ha maiores
desses

oportunidades de sobrevivéncia

microrganismos ao tratamento com

clorexidina, permitindo sua reproducdo em

locais ndo alcangados  pelo

26

agente
antimicrobiano Além disso, devido a
administracdo da clorexidina ser restrita a
superficie oclusal, ocorre uma répida
recolonizacdo dessa area, por meio da saliva
infectada pelas outras superficies dentérias
contaminadas '°. Desta forma, uma aplicacdo
generalizada de clorexidina poderia reduzir o
nivel de microrganismos por mais tempo 2.
Porém, para evitar efeitos indesejaveis dessa
substancia, em casos de molares em erupcao
ndo ha necessidade de uma supressao por um
longo periodo, uma vez que essa condigédo é
temporéaria. De acordo com nossos resultados,
3 aplicacdes de gel de clorexidina (1x/semana),
somente na superficie oclusal, seriam
suficientes para controlar a populacdo de SM
até a erupcdo completa dos molares.

Devido a dificuldade em se manter a
supressdo prolongada de SM tem sido
sugerido que haja uma associacdo de
orientacdes  sobre  saude  bucal e
aconselhamento dietético *®. A adicdo de flior
ao tratamento também pode auxiliar na
reducdo da atividade cariogénica desses
microrganismos 2’ e o controle mecanico do
biofilme dentario deveria prevalecer sobre o

controle quimico.

Conclusao

Os protocolos de aplicacdo da
clorexidina investigados no presente estudo
reduziram de maneira significante a populacao
de SM presente na superficie oclusal de

molares em erupcdo, até 7 dias apds a
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aplicagio do  agente  antimicrobiano.

Entretanto, apenas a utilizacdo do gel de
clorexidina 1% aplicado 3 vezes com intervalo
de 1 semana entre cada aplicagdo manteve a
supressdo desse grupo de microrganismos até

30 dias apos sua utilizagao.
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