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RESUMO

N&o ha concordancia em relacdo ao numero total e intervalo entre as aplicacdes do verniz de
clorexidina (CLX) a 1%. Além disso, os resultados quanto ao periodo de reducdo dos niveis
de estreptococos do grupo mutans (EGM) na saliva ou biofilme dental sdo controversos. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar, através de um estudo clinico randomizado e
controlado, o efeito de diferentes posologias do verniz de CLX a 1% nos niveis de EGM.
Pacientes com niveis de EGM > 10° UFC/ml saliva, 11-16 anos, foram distribuidos em 4
grupos: grupo A (n=14): 1 aplicacdo do verniz de CLX; grupo B (n=14): 1 aplicacdo diaria do
verniz CLX, em 3 dias consecutivos; grupo C (n=15): 3 aplica¢bes do verniz CLX com
intervalo de 4 dias entre cada aplicacdo; grupo D (n=12): 1 aplicacdao diéria do verniz placebo,
em 3 dias consecutivos. Amostras de saliva e biofilme dental foram coletadas no inicio do
estudo e 1, 4 e 8 semanas apos o término das aplicacdes e foram cultivadas para avaliacdo dos
niveis de EGM e bactérias totais. Os dados foram avaliados através do teste ANOVA
(medidas repetidas) e teste de Tukey. Apds 1 semana, observou-se uma leve reducdo nos
niveis salivares de EGM nos grupos A, B e C (-0,70; -0,90; -0,41 log;o UFC/mI saliva;
respectivamente), significativa somente nos grupos A e B (p < 0,05). Ndo foram observadas
diferencgas nos niveis salivares de EGM entre 0s grupos experimentais nos diferentes periodos
do experimento. No biofilme dental, 1 semana ap6s o término do tratamento, foi observado
um aumento significativo nos niveis de bactérias totais em todos 0s grupos experimentais e
uma reducdo significativa nos niveis de EGM apenas no grupo A. O verniz de CLX a 1%
resultou em uma leve e curta redugdo nos niveis de EGM. Este estudo demonstrou que
repetidas aplicacdes do verniz de clorexidina a 1% ndo aumentam o seu efeito na reducéo dos
niveis de EGM.

Palavras- chave: clorexidina, verniz, estreptococos do grupo mutans, saliva, biofilme dental.



ABSTRACT

There is no agreement with respect to the total number of 1% chlorhexidine (CHX) varnish
applications and the interval between them. In addition, results on the reduction period of
mutans streptococci (MS) in the saliva or dental biofilm are controversial. The aim of the
present investigation was to evaluate in a randomized controlled study the effect of different
1% CHX varnish regimens on levels of MS. Subjects with MS > 10° CFU/ml saliva, 11-16
years old, were allocated in 4 groups: group A (n=14): one CHX varnish application; group B
(n=14): CHX varnish was applied once daily on 3 consecutive days; group C (n=15): CHX
varnish was applied 3 times with an interval of 4 days between each application; and group D
(n=12); placebo varnish was applied once daily on 3 consecutive days. Saliva and dental
biofilm samples were collected at baseline and 1, 4, and 8 weeks after the final varnish
application and cultivated for MS and total bacterial counts. The results were evaluated by
ANOVA (repeated measures) and Tukey test. After 1 week, a slight reduction in salivary
levels of MS in groups A, B, and C (-0.70, -0.90, and -0.41 logio CFU/ml saliva, respectively)
was observed, significant only in groups A and B (p< 0.05). No difference in salivary levels
of MS was observed between the experimental groups in the different experimental periods.
After 1 week in the dental biofilm a significant increase in total bacterial counts was observed
in all experimental groups while a significant decrease in the levels of MS was observed only
in group A. The 1% CHX varnish caused a slight, short-term reduction in MS. The present

study demonstrated that repeated applications of 1% CHX varnish do not increase its effects.

Key Words: Chlorhexidine, varnish, mutans streptococci, saliva, dental biofilm



INTRODUCAO

A importancia da presenca de microorganismos na etiologia da doenca carie esta bem
estabelecida sendo os estreptococos do grupo mutans (EGM) os mais relacionados com o seu
desenvolvimento (LOESCHE, 1986; VAN HOUTE, 1994). Os EGM sdo capazes de
metabolizar os carboidratos da dieta provocando um aumento na concentracdo de acidos
organicos no biofilme dental, principalmente acido latico, que pode resultar em perda de
mineral da superficie dental com o decorrer do tempo. Algumas caracteristicas sao
determinantes do potencial cariogénico destes microorganismos, como: capacidade de adesdo
a superficie dental, capacidade de transportar rapidamente os carboidratos fermentaveis e
converté-los em acido, capacidade de produzir polissacarideos extracelulares e intracelulares e
capacidade de manter o metabolismo dos carboidratos em um meio com baixo pH
(HAMADA e SLADE, 1980; DE SOET, NYVAD e KILIAN, 2000; MATTOS-GRANER et
al., 2000).

Estudos longitudinais e de prevaléncia mostram uma correlacdo positiva entre o
numero de EGM na saliva e/ou biofilme dental e a doenca céarie (IKEDA, SANDHAM e
BRADLEY, 1973; KOHLER, PETTERSSON e BRATTHALL, 1981; KRISTOFFERSSON e
BRATTHALL, 1982; VAN HOUTE et al., 1990; STRAETEMANS et al., 1998; TWETMAN
e PETERSSON, 1999; JOHARJI e ADENUBI, 2001). Tanzer, Livingston e Thompson
(2001) em uma revisao sistematica da literatura do periodo de 1966 a 2000 utilizando o
MEDLINE e EMBASE, encontraram 79 estudos longitudinais e casos controle que indicam o
importante papel dos EGM na carie dentaria, e ainda, sustentam uma forte associacéo
estatistica destes microrganismos com a incidéncia da lesdo cariosa. Estudos mostram que €
possivel haver desenvolvimento de carie mesmo na auséncia de significantes proporcoes de
estreptococos do grupo mutans (SANSONE et al., 1993; VAN RUYVEN et al., 2000), bem

como, altos niveis salivares destes microrganismos podem ser encontrados em populacdes



com baixa prevaléncia de carie (CARLSSON, OLSSON e BRATTHALL, 1985; CARLSSON
etal., 1987).

Os EGM ndo sdo os Unicos microrganismos responsaveis pelo desenvolvimento da
doenca caérie. Entretanto, devido suas caracteristicas, tém a capacidade de causar perda de
mineral. Uma das formas de controle da atividade cariogénica seria a reducdo dos niveis de
EGM no biofilme dental através do uso de antimicrobianos com consequiente modificacdo da
sua composicdo. Esta modificacdo ecoldgica do biofilme pode acarretar no equilibrio do
processo de desmineralizacdo e remineralizacdo entre a superficie dental e o biofilme dental
adjacente (MARSH, 1994). Dentre os antimicrobianos disponiveis, a clorexidina é o agente
que mais tem sido investigado no controle da atividade cariogénica (EMILSON, 1994; VAN
RIJKOM, TRUIN e VAN 'T HOF, 1996). Este agente reduz o desenvolvimento de alguns
microrganismos, destacando-se os EGM que sdo particularmente sensiveis a esta substancia
(EMILSON, 1977; MALTZ-TURKIENICZ, KRASSE e EMILSON, 1980; KOO et al.,
2003).

A clorexidina possui a capacidade de se adsorver as superficies da cavidade bucal
(tecidos moles e duros) sendo lentamente liberada destes locais, com consequente acdo por
maior periodo de tempo. Por ser uma molécula carregada positivamente, a clorexidina reage
com moléculas carregadas negativamente (grupamento fosfato, carboxilico ou sulfato)
encontradas na superficie bacteriana. Em baixas concentracfes possui uma acao
bacteriostatica causando alteracBes na membrana celular, tornando-a mais permeavel, com
conseqiente extravasamento dos constituintes intracelulares. Em altas concentragcfes sua agdo
é bactericida provocando a precipitacdo do conteudo celular de forma irreversivel. A
clorexidina também atua inibindo a acdo da enzima glicosiltransferase que é responsavel pelo
acumulo de bactérias na superficie dental (HUGO e LONGWORTH, 1964; HUGO e

LONGWORTH, 1966; SCHEIE e KJEILEN, 1987; KOO et al., 2003).
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A clorexidina pode ser apresentada na formulacdo de dentifricios, solucdes, geis ou
vernizes. As solucgdes sdo encontradas principalmente nas concentracfes de 0,12% e 0,2%.
Quanto ao gel de clorexidina, a concentracdo de 1% € a que mais tem sido investigada e,
quanto ao verniz de clorexidina encontram-se disponiveis no mercado as concentracdes de 1%
(Cervitec®), 10% (Chlorzoin®), 20% (BioC®) e 35% (EC40®). Baixas concentracfes de
clorexidina (0,12% a 0,4%, dentifricio e solucdo) resultam na inibicdo da formacdo do
biofilme dental e reducédo da inflamacéo gengival (ELDRIDGE et al., 1998; HOFFMANN et
al., 2001; CHARLES et al., 2004) e, concentracdes mais altas (1% a 40%, gel e verniz)
demonstram um efeito adicional sobre 0s microorganismos cariogénicos. Estudos observaram
uma reducdo nos niveis de EGM ap06s tratamento com gel e verniz de clorexidina com
consequente diminui¢do no aparecimento de novas lesbes cariosas (ZICKERT, EMILSON e
KRASSE, 1982; LINDQUIST et al., 1989; JOHARJI e ADENUBI, 2001; ARAUJO et al.,
2002; BACA et al., 2002). Alguns estudos também demonstraram que a reducdo de EGM
apos tratamento com clorexidina resultou em um biofilme com menor producdo de acido
(SKOLD-LARSSON, BORGSTROM e TWETMAN, 2001; GERARDU et al., 2003).

Vaérios trabalhos tém sido desenvolvidos para avaliar o efeito da clorexidina na
reducdo dos niveis de EGM na cavidade bucal. Os bochechos com solucdes de clorexidina a
0,12% e 0,2% sdo avaliados principalmente logo apds o término do tratamento com estas
substancias. Efeito mais prolongado pode ser obtido com concentragdes acima de 1%, na
formulacédo de gel ou verniz. O gel de clorexidina é estudado desde a década de 70. De acordo
com os estudos da literatura, o gel pode ser aplicado através da escova dental, da profilaxia
profissional ou através do uso de moldeiras individuais em casa e / ou no consultério. Os
resultados do efeito do tratamento com gel de clorexidina nos niveis de EGM podem variar de
acordo com a metodologia de aplicagdo empregada. Em 1985, foi desenvolvido o verniz de

clorexidina com o objetivo de aumentar a substantividade e a efetividade de liberacdo da
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clorexidina na cavidade bucal. Dentre suas diferentes formulacGes, o verniz de clorexidina a
1% é o mais investigado. Entretanto, existem variagdes na sua metodologia de aplicagdo bem
como controveérsia nos resultados quanto ao periodo de reducdo dos niveis de EGM na saliva

e / ou biofilme dental.
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OBJETIVO

Avaliar o efeito de diferentes posologias do verniz de clorexidina a 1% nos niveis de

estreptococos do grupo mutans na saliva e no biofilme dental.
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Esta dissertacédo sera apresentada na forma de dois artigos:

Artigo Cientifico 1: Efeito de diferentes formulacdes de clorexidina na reducéo dos niveis de

estreptococos do grupo mutans na cavidade bucal: revisdo sistematica da literatura.

Artigo Cientifico 2: Effect of different 1% chlorhexidine varnish regimens on levels of

mutans streptococci.
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ARTIGO CIENTIFICO 1: Revisdo da Literatura

Efeito de diferentes formulagdes de clorexidina na reducdo dos niveis de estreptococos

do grupo mutans na cavidade bucal: revisao sistematica da literatura

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar, através de uma revisao sistematica da literatura, o
efeito de solugdes, géis e vernizes de clorexidina (CLX) nos niveis de estreptococos do grupo
mutans (EGM) na cavidade bucal. Foi realizado um levantamento no Pubmed e Lilacs até
janeiro de 2005 sendo incluidos apenas estudos clinicos (n=51). Os critérios utilizados para
exclusdo foram: associacdo de outros métodos preventivos, auséncia de tratamento
restaurador prévio, publicagdo do mesmo resultado em artigos cientificos distintos, falta de
dados quanto aos resultados. Existe uma grande variacdo na quantidade de solucdo de CLX
utilizada durante o bochecho, tempo de bochecho, freqiiéncia e periodo de tratamento.
Estudos randomizados controlados ndo indicam um efeito a longo prazo ap6s bochechos com
solucdo de CLX (0,12% e 0,2%) nos niveis salivares de EGM. A concentracdo de 1% de CLX
foi a mais investigada tanto para o gel quanto para o verniz. Reduc&o significativa foi obtida
apos tratamento intensivo com gel (3-4 aplicacGes diarias, em 2 dias) e apds aplicacdes diarias
durante 10 e 14 dias consecutivos. Nao é possivel afirmar que o verniz de clorexidina a 1%
apresenta melhores resultados quando aplicado de forma intensiva em comparagdo as
aplicacdes realizadas com intervalo de 1 ou mais meses. Existe uma grande variacdo em
relacdo aos resultados do seu efeito nos niveis de EGM. O aumento na concentracdo do verniz
de CLX de 1% para 40% apresentou melhor efeito no periodo de reducdo dos EGM. Nos
estudos que compararam gel e verniz, observou-se que apesar do gel ter demonstrado uma
reducdo levemente maior em relacdo ao verniz, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as duas formas de tratamento. Devido a grande variabilidade individual de

resposta apds o tratamento com CLX existe a necessidade de monitoramento do seu efeito.

Palavras-chave: clorexidina, solucéo, gel, verniz, estreptococos do grupo mutans.
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INTRODUCAO

Os estreptococos do grupo mutans (EGM) séo os microorganismos mais relacionados
com o desenvolvimento da doenca carie (LOESCHE, 1986; VAN HOUTE, 1994). Devido as
suas caracteristicas de capacidade de adesdo a superficie dental, capacidade de transportar
rapidamente os carboidratos fermentaveis e converté-los em acido, capacidade de produzir
polissacarideos extracelulares e intracelulares e capacidade de manter o metabolismo dos
carboidratos em um meio com baixo pH (acido-tolerantes) podem causar perda de mineral da
estrutura dental (HAMADA e SLADE, 1980; DE SOET, NYVAD e KILIAN, 2000;
MATTOS-GRANER et al., 2000). A presenca de EGM no biofilme dental tem sido utilizada
como indicador de um biofilme dental cariogénico (LOESCHE et al., 1975). Uma das formas
de controle da atividade cariogénica seria a reducdo destes microorganismos no biofilme
dental através do uso de antimicrobianos com consequente modificagdo da sua composicéo.
Esta modificacdo ecolégica do biofilme pode acarretar no equilibrio do processo de
desmineralizacdo e remineralizacdo entre a superficie dental e a placa adjacente (MARSH,
1994).

Dentre os antimicrobianos disponiveis para uso em Odontologia, a clorexidina (CLX)
é 0 agente que mais tem sido investigado no controle da atividade cariogénica (ZICKERT,
EMILSON e KRASSE, 1982; LINDQUIST et al., 1989; EMILSON, 1994; VAN RIJKOM,
TRUIN e VANT HOF, 1996). A clorexidina reduz o desenvolvimento de alguns
microrganismos, destacando-se os EGM que sdo particularmente sensiveis a esta substancia
(EMILSON, 1977; MALTZ-TURKIENICZ, KRASSE e EMILSON, 1980; KOO et al.,
2003).

A clorexidina atua na atividade metabdlica das bactérias onde, em baixas
concentracOes, é bacteriostatica causando alteracGes nas funcbes da membrana celular e

extravasamento dos constituintes intracelulares e, em altas concentragdes, & bactericida
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provocando a precipitacio do conteudo celular de forma irreversivel (HUGO e
LONGWORTH, 1964; HUGO e LONGWORTH, 1966). Também atua inibindo a acdo da
enzima glicosiltransferase que é responsavel pelo acimulo de bactérias na superficie dental
(SCHEIE e KJEILEN, 1987; KOO et al., 2003).

A clorexidina pode ser encontrada na formulacdo de dentifricios (0,4%), solucGes
(0,12% e 0,2%), geis (1%) ou vernizes (1%, 10%, 20% e 35%). Varios estudos tém sido
desenvolvidos para avaliar o efeito de diferentes formulacdes de clorexidina na redugdo dos
EGM na cavidade bucal. O objetivo deste estudo foi avaliar, através de uma revisao
sistematica da literatura, o efeito de solucdes, géis e vernizes de clorexidina no periodo de

reducdo dos niveis de estreptococos do grupo mutans na cavidade bucal.

MATERIAIS E METODO

Foi realizado um levantamento, até o periodo de janeiro de 2005, nas bases de dados
PUBMED e LILACS utilizando-se como palavras-chave “chlorhexidine + streptococcus
mutans”, “chlorhexidine + mutans streptococci” e “clorexidina + streptococcus mutans”. Nao
foram incluidos neste levantamento estudos ndo publicados e trabalhos definidos como teses e
dissertacGes. Foram incluidos estudos clinicos que avaliaram o efeito de solucGes, géis ou
vernizes de clorexidina nos niveis de EGM. De 308 referéncias encontradas no PUBMED e
14 referéncias encontradas no LILACS, foram incluidos apés a leitura dos resumos 88 e 2
artigos, respectivamente. Apds a leitura completa dos artigos selecionados foram excluidos
mais 39 estudos. Os critérios para a exclusdo destes trabalhos foram: (1) a associacéo
adicional de outros métodos preventivos como o uso de alguma forma de fluoreto, orientagéo
de higiene bucal, aconselhamento dietético, profilaxia profissional intensiva, uso de verniz de
poliuretano sobre o verniz de clorexidina (total de 22 artigos); (2) auséncia de tratamento

restaurador prévio (dois artigos); (3) mesmo resultado publicado em artigos cientificos
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distintos (dois artigos) e (4) falta de dados quanto a reducdo de EGM nos diferentes periodos
de avaliagdo (13 artigos); Portanto, foram incluidos nesta revisdao 51 estudos, sendo 11
relacionados a solucdo de clorexidina, 14 ao gel de clorexidina, 22 ao verniz de clorexidina e

quatro comparacdes entre gel e verniz de clorexidina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Solucéo de Clorexidina

Os estudos relacionados a solucdo de clorexidina avaliaram seu efeito na redugédo
apenas nos niveis salivares de EGM, ndo analisando a sua acdo no biofilme dental. As
concentracdes de clorexidina testadas foram 0,12% e 0,2%, sendo que um trabalho comparou
as concentracdes de 0,025%, 0,05% e 0,12% (CLARK e GUEST, 1994). Quanto ao método
de uso, foram observadas grandes varia¢fes no que se refere a quantidade de solucéo utilizada
durante o bochecho, tempo de bochecho, freqiiéncia e periodo de tratamento dificultando a
comparacgédo dos estudos (Tabela 1).

Nos estudos que avaliaram a solucdo de clorexidina a 0,12% a quantidade de solugéo
variou entre 10 e 15 ml sendo que um estudo utilizou 4 ml de solugdo. Os bochechos foram
realizados uma vez ao dia, duas vezes ao dia ou semanal; durante 30 segundos ou 1 minuto,
por periodos de tratamentos desde um Unico bochecho até seis semanas. Na concentracdo de
0,2% de clorexidina, a quantidade de solucgéo utilizada em cada bochecho variou entre 5 e 10
ml; com bochechos realizados uma, duas ou quatro vezes ao dia; durante 1 minuto e, com
tempo de tratamento de uma a quatro semanas.

A maioria dos trabalhos incluidos nesta revisdo avaliou o efeito de bochechos com
solucdo de clorexidina a 0,12% e 0,2% logo ap6s o término do tratamento (DAHLEN, 1984;

HOOVER e TO, 1990; CLARK e GUEST, 1994; ELDRIDGE et al., 1998; KULKARNI e
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DAMLE, 2003; DE ALBUQUERQUE et al., 2004). Todos observaram reducéo significativa
até 24 horas apds a realizacdo dos bochechos com excec¢édo do estudo de Dahlen (1984).

Dos estudos que avaliaram o efeito a longo prazo do tratamento com solucdo de
clorexidina, somente um (CLX 0,12%) apresentou efeito duradouro (seis semanas) na reducgéo
dos niveis salivares de EGM (PERSSON et al., 1991). Neste estudo o periodo de tratamento
foi realizado por um periodo prolongado (seis semanas). Tratamentos com solucdo de CLX a
0,12% realizados durante uma ou duas semanas, com freqliéncia diaria de um ou dois
bochechos ndo resultaram em reducdo significativa nos niveis salivares de EGM a longo
prazo (LIMA et al., 2001; GROPPO et al., 2002; MENENDEZ et al., 2005). O aumento na
concentracdo de CLX para 0,2% e no periodo de tratamento para quatro semanas apresentou
resultado semelhante aos estudos com menor concentragcdo ou menor periodo de tratamento
(ZANELA, BIJELLA e ROSA, 2002).

Dentre os 11 artigos relacionados a solucao de clorexidina, apenas cinco estudos foram
randomizados e controlados. Destes, dois avaliaram o efeito até 24 horas apds o término dos
bochechos, sendo que um observou reducdo significativa nos niveis de EGM (HOOVER e
TO, 1990) e outro ndo (DAHLEN, 1984). Trés avaliaram o efeito da solucdo de clorexidina a
longo prazo (GROPPO et al., 2002; ZANELA, BIJELLA e ROSA, 2002; MENENDEZ et al.,
2005) onde dois ndo demonstraram reducdo significativa em nenhum dos periodos avaliados e
um apresentou reducdo apenas durante o tratamento (terceiro e sexto dia apds o inicio dos
bochechos). Sendo assim, os estudos com maior evidéncia cientifica (randomizados e
controlados) nao indicam um efeito a longo prazo ap6s bochechos com solugéo de clorexidina

nos niveis salivares de EGM.
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Gel de Clorexidina

O gel contendo 1% de clorexidina foi o mais estudado na reducdo dos niveis de EGM
na saliva e/ou biofilme dental, entretanto, outras concentraces também foram investigadas,
como: 0,2% (WAN et al., 2003), 0,5% (EMILSON e FORNELL, 1976) e 5% (SCHAEKEN
etal., 1984; SCHAEKEN et al., 1986).

O gel de clorexidina a 0,2%, 0,5% e 1% € aplicado através da escova dental
(EMILSON e FORNELL, 1976; TWETMAN e GRINDEFJORD, 1999; WAN et al., 2003) e
nas concentracdes de 1% e 5% é aplicado através da profilaxia profissional (OSTELA,
KARHUVAARA e TENOVUO, 1991) do auxilio de moldeiras individuais (EMILSON,
1981; MALTZ, ZICKERT e KRASSE, 1981; CLARK, MORGAN e MACENTEE, 1991;
ROCHA et al., 2003).

A aplicacdo do gel de clorexidina a 0,2% e 0,5% através da escova dental nédo
apresentou reducdo significativa nos niveis de EGM quando comparada ao gel placebo
(EMILSON e FORNELL, 1976; WAN et al., 2003). Em ambos os estudos observou-se um
decréscimo nos niveis destes microorganismos tanto no grupo teste quanto no grupo controle.
O gel de clorexidina a 1% aplicado através da escova dental, duas vezes ao dia no periodo de
duas semanas, reduziu os niveis de EGM até quatro semanas apés o término do tratamento
(TWETMAN e GRINDEFJORD, 1999). Entretanto, este estudo ndo apresentou um grupo
controle.

O gel de clorexidina a 1% é aplicado com o auxilio de moldeiras individuais no
consultério e/ou em casa. Nos tratamentos estudados foram realizadas aplicagGes de forma
intensiva em um ou dois dias consecutivos ou aplicacBes didrias por um periodo de tempo
variavel entre 7 a 14 dias consecutivos.

O tratamento intensivo com gel de clorexidina a 1% (trés aplicagGes de 5 minutos) em

uma Unica sessdo resultou em reducdo significativa nos niveis de EGM apenas por um
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periodo até trés dias (EMILSON, GISSELSSON e BIRKHED, 1999). Kristoffersson e
Bratthall (1982) em um estudo de boca-dividida avaliaram o efeito de uma, duas ou trés
aplicacBes de 3 minutos, em duas sessdes. Observaram que uma semana apos 49% a 64% dos
sitios apresentavam-se colonizados por EGM.

Maltz, Zickert e Krasse (1981) estudaram o efeito de um tratamento de forma
intensiva, com quatro aplicagdes no primeiro dia e trés aplicagdes no segundo dia, em
estudantes com 14 a 15 anos de idade e contagem inicial de EGM maior ou igual a 2,0 x 10°
UFC/ml saliva. Observaram que apds 24 semanas do término do tratamento 20% dos
voluntarios ainda apresentavam valores abaixo daqueles encontrados antes das aplicacdes do
gel de clorexidina a 1%. Entretanto, uma grande variacdo no tempo de recolonizagédo do EGM
foi observada entre os individuos. Resultado semelhante foi observado por Rocha et al.
(2003). Devido a esta variabilidade na resposta ao tratamento, Wallman et al. (1998)
individualizaram o tratamento em pacientes com contagem inicial de EGM maior que 5,0 x
10° UFC/ml saliva e nimero elevado de dentes restaurados. O efeito do tratamento foi
monitorado durante 12 semanas sendo repetido de trés a nove vezes para a manutencdo dos
valores de EGM abaixo dos niveis de deteccao.

Tratamentos realizados durante 10 e 14 dias consecutivos (uma aplicacdo diaria
durante 5 minutos) ocasionaram reducdo nos niveis de EGM por um periodo de quatro
(CLARK, MORGAN e MACENTEE, 1991) e 14 semanas (EMILSON, 1981). A associacao
do tratamento intensivo com gel de clorexidina a 1%, antes e ap0s, aplicagdes realizadas em
casa durante 7 dias consecutivos potencializa seu efeito sobre os EGM com reducdes
significativas até 26 semanas apdés o término do tratamento (EMILSON, LINDQUIST e
WENNERHOLM, 1987).

Profilaxia profissional com gel de clorexidina a 1% ocasiona uma redugdo nos niveis

de EGM por curto periodo de tempo. Trés sessdes de profilaxia profissional, executadas no
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periodo de uma semana, resultaram em reducao significativa por duas semanas (OSTELA,
KARHUVAARA e TENOVUO, 1991). Quando a profilaxia foi realizada uma Unica vez, a
reducdo de EGM foi observada por trés dias (EMILSON, GISSELSSON e BIRKHED, 1999).

O aumento da concentracdo do gel de clorexidina de 1% para 5% parece néo
intensificar seu efeito na reducdo dos niveis de EGM (SCHAEKEN et al., 1984; SCHAEKEN
et al., 1986).

Dos 14 artigos relacionados ao gel de clorexidina, 7 foram estudos clinicos
randomizados sendo que dentre estes 5 eram controlados. Embora muitos estudos (n = 9) ndo
tenham preenchido o critério de randomizacgdo e/ou controle é possivel observar que ha uma
coeréncia nos resultados encontrados. A administracdo do gel de clorexidina em uma Unica
sessdo (1-3 aplicagdes / sessdo) resultou em uma pequena e curta reducdo nos niveis de EGM.
Reducdo significativa nos niveis destes microorganismos pode ser obtida apds tratamentos
intensivos (3-4 aplicacGes diarias, em dois dias) ou em aplicacdes diarias por periodos de 10 e
14 dias. Entretanto, observa-se uma grande variacdo na resposta individual ao tratamento

tornando necessaria uma reavaliacdo dos niveis de EGM durante o tratamento.

Verniz de Clorexidina

O primeiro verniz, contendo 10% de clorexidina na sua formulagéo, foi desenvolvido
por Balanyk e Sandham (1985) com o objetivo de aumentar a substantividade e a efetividade
de liberag&o da clorexidina na cavidade bucal. Desde entdo, varios estudos tém sido realizados
com este tipo de material, em diferentes concentragdes (1%, 3%, 20%, 30%, 40% e 50%),
com a finalidade de avaliar seu efeito na redugdo dos niveis de EGM na saliva e no biofilme
dental. Atualmente, tem-se a disposicdo no mercado 0s vernizes nas concentraces de
clorexidina igual a 1% (Cervitec®), 10% (Chlorzoin®), 20% (BioC®) e 35% (EC40®). Dentre

estes, 0 verniz de clorexidina a 1% € o mais investigado.
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O tratamento com verniz de clorexidina a 1% pode ser intensivo (2-4 aplicacbes com
intervalo de 2-7 dias entre elas) ou ndo (aplicagbes com intervalos > 30 dias). Observa-se,
portanto, uma grande variacdo quanto ao numero total e intervalo entre suas aplicacdes. A
maioria dos estudos que avaliaram o efeito do verniz de clorexidina a 1% nos niveis de EGM
ndo sdo controlados (n = 6). Dentre os estudos controlados, alguns utilizaram o desenho
experimental de boca-dividida (n = 4) e apenas um estudo apresentou grupo controle (tabela
3). O desenho experimental de boca-dividida é problematico quando se quer avaliar o efeito
de agentes antimicrobianos. A clorexidina devido a sua caracteristica de substantividade
possui a capacidade de ficar retida nas superficies moles e duras da cavidade bucal com
consequente liberacao por periodo prolongado. Esta propriedade faz com que o tratamento de
um quadrante possa interferir na ecologia bucal. Os trabalhos com este tipo de desenho
experimental ndo foram excluidos desta revisdao porque: (1) em dois estudos ndo observou-se
nenhum efeito no quadrante controle (TWETMAN, HALLGREN e PETERSSON, 1995;
SKOLD-LARSSON, BORGSTROM e TWETMAN, 2001); (2) em dois estudos observou-se
uma reducdo nos niveis de EGM do biofilme dental no quadrante controle, entretanto, o
quadrante teste apresentou um decréscimo mais acentuado, p<0,05 (PETERSSON et al.,
1991; ARAUJO et al., 2002); (3) a reducdo nos niveis de EGM observada nestes trabalhos foi
semelhante a de outros trabalhos com desenho experimental em paralelo.

Os resultados relacionados ao periodo de reducdo dos niveis de EGM ap06s aplicagdes
do verniz de clorexidina a 1% sdo controversos. Estudos com tratamento intensivo (duas
aplicacdes, no periodo de duas semanas) demonstraram uma redugdo nos niveis de EGM do
biofilme dental de trés meses (PETERSSON et al., 1991). Entretanto, 0 mesmo grupo de
pesquisadores observou uma variacdo nos resultados com reducéo de trés dias a duas e trés
semanas (TWETMAN, HALLGREN e PETERSSON, 1995; TWETMAN e PETERSSON,

1997b; SKOLD-LARSSON, BORGSTROM e TWETMAN, 2001). Wallman e Birkhed
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(2002) e Petersson et al. (1991) também avaliaram o efeito do verniz de clorexidina a 1% nos
niveis salivares de EGM, enquanto o primeiro ndo observou diferenca nestes niveis, o
segundo encontrou uma reducdo significativa no periodo de trés meses. O aumento de duas
para trés aplicacGes parece ndo alterar seu efeito. Attin et al. (2003) encontraram reducao nos
niveis de EGM no biofilme dental ap6s um més do término do tratamento e apds 3 meses na
saliva, enquanto que, Twetman e Petersson (1998, 1999) observaram o contrario, reducdo até
um més pos-tratamento na saliva e de trés meses no biofilme dental.

Aplicagbes mensais (3 aplicagfes) do verniz de clorexidina a 1% resultaram em uma
reducdo significativa nos niveis de EGM no biofilme dental um més apds a primeira
aplicacdo, porém, sem efeito apos as aplicacdes subseqiientes. Na saliva, ndo houve diferenca
significativa em nenhum dos periodos avaliados (TWETMAN e PETERSSON, 1997a).
Aplicagdes adicionais a um tratamento intensivo, um més e trés meses ap6s o inicio do
tratamento, ndo prolongaram seu efeito (TWETMAN, HALLGREN e PETERSSON, 1995).

O tratamento com verniz de clorexidina a 1% tem resultado em um pequeno
decréscimo nos niveis de EGM. Além disso, trabalhos demonstraram que uma proporcao
consideravel do total de sitios tratados ndo responde favoravelmente ao tratamento com o
verniz de clorexidina a 1%, permanecendo com niveis de EGM inalterados ou com acréscimo
em relacdo aos valores iniciais (TWETMAN e PETERSSON, 1997b; HEINTZE e
TWETMAN, 2002). Apenas um estudo ndo detectou a presenca destes microorganismos pos-
tratamento. Seus resultados sdo discrepantes da literatura também em relagdo ao periodo de
reducdo uma vez que o verniz foi aplicado na superficie oclusal de um dente (molar) e houve
reducdo significativa na saliva até seis meses apds o término do tratamento (ARAUJO et al.,
2002).

No unico estudo com grupo controle (verniz placebo), o verniz de clorexidina a 1% foi

aplicado duas vezes com intervalo de 3-4 dias entre as aplicacdes. O tratamento apresentou
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efeito apenas no biofilme dental, ndo sendo observado na saliva. No biofilme dental houve um
decréscimo significativo nos niveis de EGM uma semana apds o término das aplicagfes. Na
avaliacdo do efeito do tratamento um més e dois meses apds, foi observado um aumento
progressivo nos niveis de EGM, entretanto, com valores significativamente menores em
relacdo aos valores encontrados antes do tratamento apenas no primeiro més. Entre o segundo
e terceiro més foi observado um decréscimo nos niveis de EGM com conseqtiente diferenga
significativa em relacdo aos valores iniciais. Os autores concluiram que os niveis de EGM
permaneceram abaixo dos niveis iniciais até o terceiro més ap6s o término do tratamento.
Entretanto, os resultados encontrados no primeiro, segundo e terceiro més sugerem que a
partir do primeiro més houve uma variagdo normal nos niveis de EGM e ndo um efeito do
tratamento em si (WALLMAN e BIRKHED, 2002).

A reducdo prolongada dos niveis de EGM apds aplicacdo topica do verniz contendo
clorexidina na sua composi¢cdo parece ser dependente da sua concentragcdo. O verniz de
clorexidina a 40% € mais efetivo contra os EGM do que vernizes contendo 10 ou 20%
(SCHAEKEN, VAN DER HOEVEN e HENDRIKS, 1989) e 25 ou 33% (SCHAEKEN et al.,
1991). Entretanto, ndo foram encontradas diferencas entre tratamentos realizados com verniz
de clorexidina nas concentra¢des de 10% e 20% (SANDHAM, NADEAU e PHILLIPS, 1992)
e, entre 40% e 50% (SCHAEKEN e DE HAAN, 1989).

A aplicacdo do verniz com uma concentracdo maior ou igual a 40% causa gosto
desagradavel por vérias horas apés o tratamento (SCHAEKEN e DE HAAN, 1989; ATTIN et
al., 2003). Este efeito indesejavel pode ser diminuido através da reducdo da concentracdo de
clorexidina ou do seu tempo de contato com a superficie de aplicacdo. Por este motivo, a
maioria dos estudos com verniz de clorexidina a 40% utilizam como metodologia uma menor
frequéncia de aplicagdo, periodo de intervalo maior entre as aplicacGes e remoc¢do do verniz

com o auxilio de instrumentos ap6s 8 a 15 minutos (tabela 4).



28

O verniz de clorexidina a 40% tem sido aplicado uma Unica vez (SCHAEKEN, VAN
DER HOEVEN e VAN DEN KIEBOOM, 1994; PIENIHAKKINEN et al., 1995; GERARDU
et al., 2003), de forma intensiva (duas aplicacbes no intervalo de 1 semana) (IE e
SCHAEKEN, 1993) ou mensalmente (SCHAEKEN, KELTJENS e VAN DER HOEVEN,
1991; SODERLING et al., 2000). Os trabalhos que realizaram uma Unica aplicacdo do verniz
de clorexidina a 40% e utilizaram a mesma metodologia de quantificacdo dos niveis de EGM
(diluigdo das amostras e cultivo) apresentaram resultados variaveis de uma semana
(GERARDU et al., 2003), um més (PIENIHAKKINEN et al., 1995) e dois meses (IE e
SCHAEKEN, 1993). Com 0 aumento da frequiéncia para uma vez por més durante trés meses
o efeito observado foi de trés meses (SCHAEKEN, KELTJENS e VAN DER HOEVEN,
1991). Este efeito foi ainda mais duradouro (quatro meses) quando foi realizado tratamento de
forma intensiva (duas aplicagdes, no intervalo de uma semana) (IE e SCHAEKEN, 1993).

Um novo método de aplicacdo do verniz contendo 3% de clorexidina foi criado com o
objetivo de promover uma liberacdo ainda mais lenta da clorexidina no meio bucal. Nesta
metodologia, moldeiras individuais séo revestidas uma vez com verniz de clorexidina a 3% e
utilizadas por sete horas, a noite, durante sete dias consecutivos. Steinberg et al. (1991)
demonstraram reducdo significativa nos niveis salivares durante todo o periodo de avaliagdo
(35 dias apo6s o inicio do tratamento) e, Hildebrandt et al. (1992) observaram reducdo de até
trés meses. Hildebrandt (1996) avaliou o efeito deste método de tratamento realizado por um
periodo de tempo maior, ou seja, os voluntarios utilizaram a moldeira conforme descrito
anteriormente por quatro semanas, com intervalo de uma semana entre cada semana de
tratamento. O tratamento repetido demonstrou uma reducgdo progressiva na reducgdo dos niveis
de EGM, porém, o resultado a longo prazo ndo foi avaliado.

A andlise conjunta dos trabalhos indica que: (1) ndo é possivel afirmar que o verniz de

clorexidina a 1% apresenta melhores resultados quando aplicado de forma intensiva em
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comparacdo as aplicacdes realizadas com intervalo de um ou mais meses. Somente dois
estudos avaliaram o efeito de aplicacbes mensais e, 0s estudos com aplicagdo intensiva
apresentaram resultados controversos e com variacdes no efeito sobre os niveis de EGM
(desde auséncia de efeito até periodos de redugdo de trés dias a trés meses). Além disso,
apenas um estudo preenche os critérios ideais de randomizacdo e controle; (2) o verniz de
clorexidina a 40% apesar da variabilidade dos resultados apresentou um maior efeito no
periodo de reducdo dos niveis de EGM, em relagcdo ao verniz de clorexidina a 1%; (3) a
aplicagéo interna do verniz de clorexidina em moldeiras parece ser uma forma promissora de
lenta liberacdo da clorexidina no meio bucal; (4) uma grande variacdo na resposta individual
ao tratamento foi observada sendo necessario 0 monitoramento dos niveis de EGM logo ap6s

a aplicacdo do verniz para avaliacdo individual do efeito deste agente.

Gel X Verniz

Foram encontrados quatro estudos que compararam o efeito do gel e verniz contendo
clorexidina na reducdo dos niveis de EGM (KELTJENS et al., 1992; TWETMAN e
PETERSSON, 1998; HEINTZE e TWETMAN, 2002; WALLMAN e BIRKHED, 2002)
(Tabela 5).

A utilizacdo do gel de clorexidina a 1% em uma Unica aplicagdo (profilaxia
profissional) ou com maior freqiiéncia (escovacdo dental diaria durante duas semanas)
apresentaram resultados inferiores ao verniz de clorexidina a 1% e 40%. Nestas aplica¢des
além do gel ter sido utilizado em menor quantidade do que quando é aplicado através de
moldeiras também foi diluido na saliva (HEINTZE e TWETMAN, 2002)

Keltjens et al. (1992) compararam o efeito de uma aplicacéo do verniz de clorexidina a
40% com aplicaces diarias do gel de clorexidina a 1%, realizadas em casa durante sete dias

consecutivos. Tanto o verniz quanto o gel reduziram de forma significativa os niveis de EGM
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no biofilme dental, ndo havendo diferenca entre os dois grupos. Entretanto, o tratamento com
gel ocasionou um efeito mais duradouro (verniz - quatro semanas; gel - oito semanas).
Twetman e Petersson (1998) e Wallman e Birkhed (2002) também n&o observaram diferengas
significativas entre as duas formulacGes de clorexidina (gel CLX 1% e verniz CLX 1%),
embora o gel tenha demonstrado uma redugéo levemente maior em relagéo ao verniz. Apesar
destes dois estudos encontrados na literatura ndo terem demonstrado superioridade
significativa do gel em relagdo ao verniz existe uma tendéncia de melhores resultados com o

uso do gel. Mais estudos sdo necessarios.

CONCLUSOES

De acordo com os estudos analisados € possivel concluir que: (1) bochechos com
solucdo de clorexidina ndo apresentam efeito a longo prazo nos niveis salivares de EGM; (2)
o0 gel de clorexidina resulta em reducdo significativa nos niveis de EGM ap0s tratamentos
intensivos (3-4 aplicacGes diarias, em dois dias) ou em aplicacdes diarias por periodos de 10 e
14 dias; (3) o tratamento com verniz de clorexidina apresenta uma grande varia¢do no nivel e
no periodo de reducdo dos niveis de EGM; (4) existe a necessidade de monitoramento do
efeito do tratamento com clorexidina devido a grande variabilidade individual de resposta a

este tipo de tratamento.
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Introduction

The importance of mutans streptococci (MS) in the etiology of dental caries has been
clearly established (21, 35). By converting diet sugars to lactic acid, MS have the ability to
lower the dental biofilm pH, which can promote tooth demineralization. These
microorganisms also have the ability to adhere to the tooth surface and to produce
extracellular and intracellular polysaccharides and an aciduric profile, confirming their
cariogenic potential (12).

One strategy for controlling dental caries in patients with high levels of cariogenic
microorganisms is their suppression by chemotherapeutic agents (19, 36, 41). Chlorhexidine
(CHX) is an antimicrobial agent used extensively in dentistry. Among dental biofilm
microorganisms, MS are one of the most sensitive to CHX (8, 18, 22).

There are several vehicles used for CHX delivery, such as dentifrices (33), solutions
(15, 40), gels (23, 38), and varnishes (16, 31). The latter were specially designed as a slow-
release CHX agent, with the purpose of maintaining therapeutic concentrations over a period
of several days (4). The varnishes commercially available contain 1% (Cervitec®), 10%
(Chlorzoin®), 20% (BioC®), or 35% (EC40®) of CHX. Among these, the 1% CHX varnish
has been investigated the most.

Results on the reduction period of MS in the saliva or dental biofilm are controversial.
Some studies demonstrated a reduction in the levels of MS in the dental biofilm 1 and 3
months after CHX varnish treatment (2, 14, 25). However, the same group of researchers
reported different MS reduction periods in distinct experiments, i.e., the treatment was
effective after 3 days, 2 weeks or 3 weeks (29, 30, 32). In addition, there is no agreement with
respect to the total number of 1% CHX varnish applications (ranging from 1 to 3) and the

interval between them (ranging from 1-7 days or monthly) (1, 5, 7, 17, 34).
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The aim of the present investigation was to use a randomized controlled study to
evaluate the effect of different regimens of topical application of a varnish containing 1%

CHX on the levels of MS in the saliva and dental biofilm.

Material and methods

Subjects

One hundred and fifty-eight schoolchildren (Porto Alegre/RS, Brazil), 11-16 years old
(mean £ SD, 12.9 + 1.39 years), were screened for MS salivary levels. Those patients with
MS > 10° CFU/ml saliva (colony forming units per milliliter of saliva) in 2 saliva samples
were invited to participate in the study (n = 60). Sample size was calculated for ANOVA (4
groups) using the mean of MS counts (logip CFU + 1/ml saliva) on the basis of results
obtained from Wallman & Birkhed (37). With standard deviation set at 0.7, probability at
0.05, power at 0.90 and treatment effect at 1.0, a total of 12 subjects per group were required.
Considering a probability of dropout, 15 subjects per group were allocated. Cavities needing
restoration were restored prior to the treatment and a third collection of saliva sample was
taken to confirm salivary levels of MS. The study was approved by the Ethics Committee of
the Faculty of Dentistry of the Federal University of Rio Grande do Sul. All participants’

parents signed an informed consent.

Study design

Sixty subjects were stratified according to the MS levels and randomly allocated in
four groups according to varnish treatment. Five of the children left school. Therefore, the
final sample comprised 55 subjects. Group A (n = 14): one application of 1% CHX varnish
(Cervitec®, Vivacare, Schaan, Liechtenstein); group B (n = 14): varnish applied once daily on

3 consecutive days; group C (n = 15): varnish applied 3 times with an interval of 4 days
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between each application; and group D (n = 12): placebo varnish (without the 2 active
ingredients, CHX and thymol) applied once daily on 3 consecutive days. Saliva and dental
biofilm samples were collected at baseline and 1, 4, and 8 weeks after the final varnish

application.

Antibacterial activity of CHX varnish

The antibacterial activity of 1% CHX varnish was evaluated in vitro using the agar
diffusion method (10). Cultures of Streptococcus mutans UA159 were inoculated in 7 ml
brain-heart infusion broth (Merck, USA) and incubated at 37°C for 24 h. Microbial cells were
re-suspended in sterilized phosphate buffer saline (PBS, 0.05 M, pH 7.3) and the suspension
was adjusted spectrophotometrically to yield a final concentration of about 3 x 10° cells/ml.
Plates with mitis salivarius agar (Difco, USA) supplemented with 2 IU of bacitracin and 15%
sucrose (MSB) (11) were inoculated with 0.1 ml of the microbial suspensions that were
spread on the medium using sterile glass beads. Sterilized paper disks (9 mm in diameter)
were immersed in the experimental substances (1% CHX varnish, 1% CHX solution, and
placebo varnish) for 1 min and placed over the MSB surface. The plates were maintained at
room temperature for 1 h, and then incubated microaerophilically at 37°C for 48 h. Three
replicates were made and the zones of microbial growth inhibition were measured, in mm,

using a digital calliper rule (= 0.01 mm).

Saliva and dental biofilm sampling

Subjects were asked to refrain from oral hygiene of the posterior teeth 48 h before the
sampling. Dental biofilm samples were collected with a sterile curette along the supragingival
margins of the tooth surfaces. Stimulated saliva samples were collected for 5 min by asking

the subjects to chew an unflavored, sugar-free gum. All samples were kept at 4°C and
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cultivated within 3 h.

Varnish application

Prior to varnish application, the teeth were professionally cleaned and the interdental
areas were flossed. Before varnish application, each quadrant was isolated with cotton rolls
and dried. The varnish was then applied on all teeth surfaces using a small brush supplied by
the manufacturer. The patients were instructed to avoid eating for 3 h and brushing their teeth

for 24 h following the manufacturer’s instructions.

Bacteriological procedures

The saliva samples were vortexed for 10 s (Phoenix AP56, Brazil) and serially diluted
in sterelized PBS. Aliquots of 25 ul from each dilution were placed in duplicate on MSB agar
for MS quantification (39). The dental biofilm samples were weighed (+ 0.01 mg, Sartorius
BP 210D, Germany) and transferred to tubes containing sterelized PBS (ml PBS / mg plaque
wet weight), dispersed by sonication (10 s, 40 W, Vibra Cell Tm), homogenized for 10 s
(Phoenix AP56, Brazil), and serially diluted in the PBS. Aliquots of 25 ul from the different
dilutions were placed in duplicate on MSB agar for MS quantification and on brain-heart
infusion agar (Difco, USA), supplemented with 5% sheep blood and 1% K-hemin vitamin
(BHI) to determine the total bacterial viable counts. The MSB plates were incubated
microaerophilically at 37°C for 48 h and BHI plates were incubated in 95% N, and 5% CO, at
37°C for 7 days. MS were identified on the basis of colonial morphology and confirmed with
biochemical tests (28). MS counts were expressed as colony forming units per milliliter of
saliva (CFU/ml saliva) and colony forming units per milligram of dental biofilm (CFU/mg

dental biofilm). All counts were blindly performed by the same researcher (LGMR).
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Statistical analysis

The zones of microbial growth inhibition were evaluated by t-test. Prior to statistical
analysis, the bacterial counts were transformed to log;o (CFU + 1). The results were evaluated
using ANOVA for repeated measures and a Tukey test (SAS, 9.1). The level of significance

was set at 5%.

Results

Antibacterial activity of CHX varnish

The antibacterial activity of 1% CHX varnish was confirmed in vitro. The mean and
standard deviation of the zones of microbial growth inhibition was 3.20 + 0.40 mm for the 1%
CHX varnish and 3.18 + 0.20 mm for the 1% CHX solution. There was no difference between

these substances (p = 0.45). The placebo varnish showed no antibacterial activity.

Saliva

At baseline, there was no statistically significant difference between the groups as far
as salivary levels of MS. No changes could be observed in the placebo varnish group at any
point during the experiment. After 1 week, a slight reduction was observed in groups A, B,
and C (-0.70, -0.90, and -0.41 logip CFU/mI saliva; respectively), however, only groups A and
B showed a significant difference in relation to baseline (p < 0.05). After 4 weeks, the
salivary levels of MS returned to baseline values. No difference was observed in the salivary
levels of MS between the experimental groups (A, B, C) during the different experimental
periods (Table 1). After 1 week, 43%, 36%, and 67% of the subjects (groups A, B, and C,
respectively) showed that the salivary levels of MS were unaffected or exhibited increased

values (Fig. 1a).
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Dental biofilm

At baseline, there was no statistically significant difference between the groups as far
as total viable bacterial counts (Table 2) and MS levels (Table 3) in the dental biofilm. No
changes in total viable bacterial counts and MS levels could be observed in the placebo
varnish group at any point during the experiment. In the first week after treatment, the
experimental groups showed a slight increase in the total viable bacterial counts in the dental
biofilm, statistically significant only for groups B and C (p < 0.05). However, all experimental
groups displayed significantly higher counts of total viable bacteria compared to the placebo
group. After 1 week, only group A showed a statistically significant decrease in the levels of
MS in the dental biofilm (p < 0.05). Considerable individual variation in the treatment
outcome following CHX varnish application was observed. After 1 week, 64%, 79%, and
93% of the subjects (groups A, B, and C, respectively) exhibited levels of MS in the dental

biofilm similar or higher than those observed in baseline (Fig. 1b).

Discussion

The present study was performed to evaluate the effect of different regimens of a
varnish containing 1% CHX on the levels of MS in the saliva and dental biofilm. Three
regimens were tested: (i) single application; (ii) once daily application, on 3 consecutive days;
(i) 3 applications with an interval of 4 days between each. The MS suppression was slight
and short-lasting. No difference could be observed between the different treatments.

The 1% CHX varnish has been applied in intensive modes with 2-3 applications
within a 2-week period (2, 7, 14, 32-34) or once a month (3, 5, 13, 17). However, only one
study was specifically designed to compare its effects on the levels of MS (31). Intensive
short-term CHX gel application (3-4 daily applications on 2 consecutive days) (23, 27)

showed MS reduction similar to less intensive treatment for a prolonged period of time (10-14
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days) (6, 9). Frequent CHX administration has been justified by the speculation that a
repeated consecutive treatment strategy could increase the suppressive effect on MS levels by
inhibiting re-growth. As a consequence, it would favor tooth surface colonization by other
microorganisms, promoting modifications in the dental biofilm composition. With the aim of
testing this hypothesis, an intensive 3-consecutive-day regimen of the 1% CHX varnish
application was included in the present study. However no additional effect of this mode of
treatment was observed.

When analyzing different CHX varnish treatment regimens, two important aspects
should be considered, i.e., the level and the period of time for which the MS are maintained
reduced. The present study, as well as the great majority of the investigations, showed a
statistically significant but slight reduction of MS after 1% CHX varnish application. Only
one study found no detectable levels of MS in the dental biofilm (1). In the present
investigation, MS reduction after intensive treatment lasted 1 week. A short-term reduction of
2 weeks (32) and 3 weeks (30) has also been observed. However, these treatments display
controversial results, ranging from 3 days to 3 months (2, 14, 25, 29). This investigation could
not differentiate between a single application and the two intensive treatments. This result was
unexpected. Conflicting results were also observed using a 1% CHX varnish application.
Twetman and Petersson (1997a) observed a significant reduction in MS levels in the dental
biofilm after 1 application. Subsequent monthly applications had no effect.

Different methods can be used for MS quantification: the simplified method and the
standard method. The simplified method (Dentocult SM® Strip Mutans) consists of a plastic
strip treated to simulate the tooth surface in a way to facilitate MS adhesion. After a period of
incubation, different MS levels are grouped into categories according to a chart model. In
most studies to evaluate the effect of 1% CHX varnish on MS levels, the simplified method

has been employed. The standard method is a more accurate and laborious one for MS
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quantification and consists of cultivating appropriate dilutions of the samples on an agar
medium. Results from a great number of 1% CHX varnish studies using the simplified
method have demonstrated a significant MS suppression for a period of 3 months (14, 25, 31,
33, 34). Most CHX varnish studies employing the standard method have demonstrated only a
short-term suppression of MS levels, with reduction periods ranging from 3 days to 1 month
(7, 29, 30, 37). Some studies have used both methods for quantification of MS and have
demonstrated that the simplified method yields a longer inhibitory effect than methods based
on cultivation on agar plates (24, 26). It was also observed that in some samples from the
subjects treated with chlorhexidine, MS did not grow on the strip, although these
microorganisms were found in large numbers on the MSB agar plates (38). These results
suggest the presence of a measurement bias in the simplified method and might explain the
long-term effect that has been found by others. In the present study, a standard cultivation
method was also used, yielding a short-term effect.

The salivary levels of MS are generally thought to reflect the number and level of
colonized tooth surfaces in the oral cavity (20). Thus, as the sampling and processing
procedures for saliva are less complicated than those for dental biofilm, saliva samples have
been used to monitor treatment effects on MS levels. In the present study, it was found that
the reduction in salivary levels of MS were not mirrored in the dental biofilm in groups B
(once daily CHX varnish applications on 3 consecutive days) and C (3 CHX varnish
applications, at 4-day intervals). The slight reduction observed during the experiment could
explain these apparently conflicting results. Attin et al. (2) have also demonstrated a 4-week
significant decrease in MS counts in the dental biofilm and a 12-week decrease in salivary
levels.

Considerable individual variation in the treatment outcome following varnish

application was observed. Interestingly, as many as 64%-93% of the subjects were non-
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responders to the given treatments. Other studies have demonstrated that 24%-53% of the
interdental sites were unaffected or exhibited increased levels of MS after varnish treatments
(14, 32). This finding suggests that the antibacterial effects of CHX varnish should be
evaluated shortly after treatment.

The present study demonstrated that 1% CHX varnish caused a slight, short-term
reduction in MS levels. Repeated applications of 1% CHX varnish do not increase its effects.
The great variation observed among the subjects after CHX varnish application suggests that

the treatment should always be individually monitored.
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Table 1 - Mean = standard deviation of MS in saliva at baseline and 1, 4 and 8 weeks after

different 1% CHX varnish regimens and placebo varnish application (logip CFU + 1/ml

saliva).
Group Baseline 1wk 4 wk 8 wk
A 5.63 + 0.31"° 4.94 + 0.70%% 5.45 + 0.60"%2 5.79 + 0.59"
B 5.64 + 0.36" 4.74 +0.80%° 5.38 £0.77%® 5.40 + 0.58"
C 5.69 + 0.44% 5.28 + 0.54"% 5.42 +0.58" 5.46 +0.75"
D 5.61 +0.26" 5.65 + 0.45" 5.68 +0.50 " 5.93 +0.48"

Group A: 1 varnish application; group B: once daily, 3 consecutives days; group C: 3 times, at
4-day intervals; group D: placebo varnish. Means = standard deviation followed by different
capital letters (line) and small letters (column) differ significantly, ANOVA for repeated

measures and Tukey test (p < 0.05).



52

Table 2 - Mean * standard deviation of total viable bacterial counts in dental biofilm at
baseline and 1, 4 and 8 weeks after different 1% CHX varnish regimens and placebo varnish

application (logio CFU + 1/mg dental biofilm).

Group Baseline 1wk 4 wk 8 wk
A 7.85+0.19™ 8.04 + 0.20™ 7.93 +0.28™ 7.75+ 0.15"
B 7.69 +0.30%“® 8.17+0.33% 7.95 + 0.25"° 7.62+0.16%
C 7.69 £0.25% 8.22+0.29% 7.86 + 0.24" 7.75+ 0.13™
D 7.68 £0.27" 7.68+0.20"" 7.78 £0.13™ 7.67+0.15™

Group A: 1 varnish application; group B: once daily, 3 consecutives days; group C: 3 times, at
4-day intervals; group D: placebo varnish. Means followed by different capital letters (line)
and small letters (column) differ significantly, ANOVA for repeated measures and Tukey test
(p <0.05).
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Table 3 - Mean =+ standard deviation of MS in dental biofilm at baseline and 1, 4 and 8 weeks
after different 1% CHX varnish regimens and placebo varnish application (log;o CFU + 1/mg
dental biofilm).

Group Baseline 1wk 4 wk 8 wk
A 5.05 + 0.76" 4.03 +1.84%° 4.65 + 0.85"%2 5.16 +0.78"
B 5.02 +0.82* 5.03 + 0.64"%" 4.81 +0.94% 5.22 + 0.59%
C 4.87 +£1.03" 4.93 +0.69"%° 4.78 £ 0.55" 5.25+0.67"
D 4.60 £ 0.71" 5.31 +0.60* 4.75 £ 0.66™ 5.31+£0.73"

Group A: 1 varnish application; group B: once daily, 3 consecutives days; group C: 3 times, at
4-day intervals; group D: placebo varnish. Means followed by different capital letters (line)
and small letters (column) differ significantly, ANOVA for repeated measures and Tukey test
(p <0.05).
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Figure 1- Percentage of subjects with alterations on MS levels in saliva (a) and dental biofilm
(b) after 1 week in relation to baseline in groups treated with different 1% CHX varnish
regimens and placebo varnish. Group A: 1 varnish application; group B: once daily, 3

consecutives days; group C: 3 times, at 4-day intervals; group D: placebo varnish. Increased:

> log 0.5; unchanged: £ log 0.5; decreased: < log 0.5.
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ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Efeito de diferentes posologias do verniz de clorexidina nos estreptococos do grupo mutans da cavidade
bucal.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Profd. Marisa Maltz, Prof2. Lina N. Hashizume e Luciana G. Maia

A cérie é causada por bactérias que colonizam as superficies dentais (formando a placa dental) e
produzem 4&cidos que pode ocasionar perda de mineral da superficie dental (podendo formar cavidades nos
dentes) com o decorrer do tempo. As principais bactérias responsaveis pelo aparecimento da carie sdo sensiveis
ao tratamento com um anti-séptico chamado clorexidina. AplicacBes de clorexidina sdo capazes de reduzir o
nimero destas bactérias na saliva e na placa dental, por um longo periodo de tempo, contribuindo assim na
prevencao da carie dental. No entanto, ndo existe na literatura um consenso sobre qual é a melhor forma de
aplicacdo do verniz de clorexidina a 1%.

Objetivo do estudo: Estudar diferentes posologias do verniz de clorexidina a 1% ap6s aplicagéo topica nas
superficies dentais.

Distribuicdo dos Grupos: Grupo A: 1 aplicacdo do verniz de clorexidina a 1%; Grupo B: 1 aplicacdo diaria do
verniz de clorexidina a 1% em 3 dias consecutivos; Grupo C: 3 aplicacdes do verniz de clorexidina a 1% com
intervalo de 4 dias entre cada aplicacdo; Grupo D: 3 aplicagdes do verniz de placebo (sem clorexidina) em 3
dias consecutivos. A distribuicdo dos pacientes seré realizada na forma de sorteio. O grupo placebo receberd
tratamento com verniz de clorexidina no término do experimento.

Aplicacdo do Verniz: antes da aplicacdo do verniz sera realizada a profilaxia de todos os dentes e uso de fio-
dental no espaco interproximal. A aplicagdo do verniz Cervitec® sera realizada em todos os dentes, com o auxilio
de pincéis, fornecidos pelo fabricante. Apos a aplicagdo serd necessario ficar sem se alimentar por até 3 horas e a
escovacdo dos dentes neste dia ndo devera ser realizada.

Coleta de Saliva e Placa dental: amostras da saliva e da placa dental serdo coletadas e analisadas no inicio do
estudo, uma semana apés o término da aplicacdo do verniz clorexidina 1% e uma vez por més até que o nimero
de estreptococos do grupo mutans retorne ao valor inicial ou até o periodo maximo de seis meses. Sera
necessario ficar 2 dias sem escovar os dentes posteriores antes de cada consulta.

Acompanhamento e Assisténcia: O participante do estudo recebera atendimento odontolégico durante o
periodo do experimento.

Direito de desisténcia: O paciente pode desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem qualquer
onus para si.

Sigilo: Todas as informacgBes obtidas neste estudo poderdo ser publicadas com finalidade cientifica, sem
divulgacdo dos nomes das pessoas envolvidas.

Consentimento: Declaro ter lido e compreendido integralmente as informacfes acima antes de assinar este

formulario, ndo restando duavidas quanto ao conteldo deste termo. Assim, livre de qualquer forma de
constrangimento e coacao, permito a participacdo do meu filho(a) neste estudo.

Nome do Participante:

Assinatura do Responsavel: Data:

Assinatura do Pesquisador:

Este consentimento sera impresso em duas cépias, sendo uma de propriedade do participante da pesquisa , e
outra de propriedade dos pesquisadores responsaveis.
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