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Avaliação in vitro da ação anti-bacteriana de um adesivo auto-

condicionante acrescido de clorexidina 

 

RESUMO 

  

A tecnologia adesiva vem se desenvolvendo rapidamente desde que foi introduzida há 

mais de 50 anos. Seu principal objetivo é alcançar um íntimo contato entre a estrutura 

dental e o material restaurador e fornecer adequada adesão entre o esmalte e a dentina. 

Falhas nesse processo adesivo podem resultar em microinfiltração marginal com 

passagem de bactérias, fluidos ou íons entre a parede cavitária e o material restaurador. 

Recentes estudos têm demonstrado que a utilização da clorexidina associada ao sistema 

adesivo pode ser capaz de inibir a ação das bactérias. O objetivo do presente estudo foi 

avaliar o efeito antibacteriano de um sistema adesivo auto-condicionante de dois passos 

associado a diferentes concentrações de solução de digluconato de clorexidina. A 

solução de digluconato de clorexidina a 20% foi adicionada ao primer do sistema 

adesivo nas concentrações de 0,5, 1,0 e 2,0% e distribuídas em quatro grupos (G1, G2, 

G3 e G4). Para o teste de atividade antibacteriana foram utilizadas amostras de saliva 

(N=10) semeadas em meio de ágar sangue e discos de papel filtro contendo os 

diferentes grupos. Após incubação, as amostras foram inspecionadas quanto à formação 

de halo de inibição dos microrganismos através da utilização do paquímetro digital de 

precisão(0,0001mm) (Mitutoyou Sul Americana Ltda/ Starret Tools®). Este trabalho 

demonstrou que, in vitro, a adição de diferentes concentrações de digluconato de 

clorexidina ao sistema adesivo produziu halo de inibição dos microrganismos presentes 

nas amostras de saliva, independente da concentração utilizada.  

 

Palavras-chave: Adesivo dentinário; Dentina; Adesivo de dois passos; Agente 

antibacteriano 
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In vitro evaluation of the antibacterial behavior of a self-etch adhesive 

incorporated with chlorhexidine  

 

ABSTRACT 

 

Adhesive technology has been developed quickly since its introduction about fifty years 

ago. Its goal is to produce a close contact within enamel and dentin. Failures in this 

process could result in microleakage, and allow the infiltration of bacteria, fluids and 

ions. Recent studies have been shown the use of chlorhexidine associated with adhesive 

systems can be able to inhibit the bacteria action. The aim of this study was to evaluate 

the addiction of different percentages of chlorhexidine to a self-etch adhesive. The 

solution of digluconate chlorhexidine was increased to the primer of the two pass self-

etch adhesive to create a 0,5%, 1,0% and 2,0% chlorhexidine primer solution and after 

they were distributed in four groups (G1, G2, G3 and G4). Saliva samples (N=10) were 

used to test bacteria activity. They were spread in a blood medium with filter paper 

disks containing the different treatments. After the incubation, the inhibitions halos 

formation were evaluated. This study demonstrated that, in vitro, the addition of 

different percentages of chlorhexidine digluconate to the self-etch adhesive induced 

inhibited halos at bacteria of saliva samples, independent from their concentration.   

 

Keywords: Dentin adhesive, Dentin, Self-etch systems, Antibacterial agent. 
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Introdução 

 

A tecnologia adesiva vem se desenvolvendo rapidamente desde que foi 

introduzida há mais de 50 anos (Masarwa et al, 2016; Gianinni et al, 2015; Van 

Meerbeek  et al, 2011; Tyas, M.J. & Burrow, M.F., 2004). O principal objetivo da 

adesão é alcançar um íntimo contato entre a estrutura dental e o material restaurador e 

fornecer adequada união entre o esmalte e a dentina. Devido a sua histologia com 

estrutura menos mineralizada e com maior quantidade de fibras colágenas, e água a 

adesão à dentina é mais difícil de acontecer em comparação ao esmalte que é uma 

estrutura altamente mineralizada (Van Meerbeek, 2011; Masarwa et al, 2016). 

A manutenção da integridade da união e do selamento marginal são essenciais 

para manter a vitalidade pulpar e aumentar a longevidade clínica das restaurações 

(Majety & Pujar, 2011). Estes correspondem a alguns dos desafios a serem contornados 

em restaurações com término cervical sem esmalte. Em íntimo contato com o 

periodonto marginal e com o fluido crevicular gengival, essas cavidades exigem bom 

selamento marginal, sem falhas ou excessos de material restaurador a fim de evitar o 

acúmulo de placa e a inflamação gengival (Kubo et al, 2005).As falhas nas margens de 

restaurações cervicais podem ser atribuídas às tensões geradas por forças oclusais que se 

concentram na região cervical e resultam em descolamento,manchamento, insuficiência 

de retenção e, por fim, infiltração na interface adesiva (Araújo et al, 2015). 

A degradação na interface adesiva e a formação de GAPS podem resultar na 

passagem de bactérias, fluidos ou íons entre a parede cavitária e a resina composta, 

processo este chamado de microinfiltração marginal (Van Meerbeek, 2003). No entanto, 

a degradação pode afetar outros componentes além da camada híbrida, como a matriz de 

colágeno. Quando as fibras colágenas ficam desprotegidas dos monômeros resinosos 

elas se tornam vulneráveis a ação das enzimas colagenolíticas ativadas pela segregação 

de bactérias oriundas da placa bacteriana ou pela ativação da matriz de metaloproteinase 

(MMPs) e cisteínascatepsinas, que atuam degradando a interface de união entre o 

material restaurador e o substrato dental. (Araújo et al, 2015; Montagner et al, 2014; 

Nishitani et al, 2013; Campos et al, 2009) 

Diferentes sistemas adesivos foram introduzidos para reduzir a microinfiltração 

marginal das restaurações com resina composta, no entanto a grande maioria continua 

não sendo totalmente eficaz na prevenção desta (Cobanoglu, 2014). Recentes estudos 

têm demonstrado a utilização da clorexidina (CHX) associada ao sistema adesivo pode 
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ser capaz de inibir a ação das metaloproteínases e cisteínascatepsinas. (Araújo, 2015; 

Nishitani et al, 2013; Imazato, 2003). 

As vantagens de adicionar agentes antimicrobianos dentro de materiais 

resinosos, como os compósitos e os sistemas adesivos dentinários, com o intuito de 

impedir a formação de biofilme ao redor de restaurações foram discutidas por Imazato 

em 2003, e o uso de CHX pode ser uma opção. Descoberta em 1940, começou a ser 

utilizada em 1954 como anti-séptico tópico. Sua forma mais comum de apresentação é 

como digluconato, podem ser encontrada também nas formas de acetato e hidrocloreto. 

É um anti-séptico químico, antifúngico e bactericida capaz de eliminar tanto bactérias 

Gram+ quanto Gram-. Além disso, possui capacidade bacteriostática, impedindo a 

proliferação de bactérias (Hugo, 1964; Hjeljord et al, 1973). A possibilidade de 

adicionar CHX, em baixa concentração, em materiais resinosos sem grandes alterações 

em suas propriedades físico-químicas, foi demonstrada em estudos prévios (Morais et 

al, 2008; Pashley et al, 2013;  Pashley et al, 2016; Inagaki et al, 2016). A avaliação da 

capacidade antimicrobiana é um importante passo durante o desenvolvimento de novos 

materiais restauradores (Pupo et al, 2014).  

O objetivo deste estudo, portanto, foi avaliar o efeito antibacteriano de um 

adesivo auto-condicionante de dois passos associado a diferentes concentrações de 

solução de digluconato de clorexidina (DCHX). 
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Metodologia  

 

2.1) Obtenção das amostras  

As amostras de saliva da microbiota bucal(n=10) utilizadas nesta pesquisa fazem 

parte de amostras que apresentaram culturas descartadas pelo Laboratório de Análises 

Clínicas - setor de Bacteriologia do Hospital Universitário do Oeste do Paraná, 

Cascavel/PR.   

 

2.2) Preparação do adesivo autocondicionante contendo clorexidina 

O adesivo autocondicionantede dois passos AdheSe® (IvoclarVivadent, Sacha, 

Lichestein,Alemanha) foi utilizado nesse estudo. A solução aquosa de digluconato de 

clorexidina 20% foi adicionada ao primer do adesivo autocondicionante para preparar 

misturas contendo três diferentes concentrações de clorexidina: 0,5%, 1% e 2%. (Tabela 

02) e distribuídos em 4 grupos experimentais (G1, G2, G3 e G4) e dois grupos controle 

(CP,CN) conforme tabela 03. 

 

 

Tabela 01 – descrição do material 

MATERIAL COMPOSIÇÃO 

Adesivo AdheSe (Ivoclair/Vivadent) Primer: dimetacrilato, acrilato do ácido 

fosfônico, inicadores e estabilizadores , 

água 

Adesivo: 2-hidroxietilmetacrilato 

(HEMA), dimetacrilato, dióxido de silício, 

iniciadores e estabilizadores 

Digluconato de Clorexidina 20% Solução aquosa de clorexidina a 20% 

 

 
Tabela 02 – Composição de adesivo AdheSe®e do digluconato de clorexidina em diferentes 

concentrações 

MATERIAL Quantidade 

0,5% 1% 2% 

Adesivo AdheSe® (Ivoclar/Vivadent) 487,5 µl 475µl 450 µl 

Digluconato de Clorexidina 20% 12,5µl 25µl 50µl 

 

 

 
Tabela 03 -  Distribuição do material em diferentes concentrações nos grupos amostrais(G1, G2, G3 e 

G4)  e controle 

Grupo Composição dos grupos 

G1 ADH 500 µl 

G2 ADH+ CHX -0,5% 

G3 ADH + CHX – 1% 

G4 ADH + CHX – 2% 
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CP CHX 20% 

CN discos de papel filtroestéril 

ADH - Adesivo AdheSe®; CHX - digluconato de clorexidina; CP - controle positivo; CN – controle 

negativo 

 

 

2.3) Teste de difusão em ágar (TDA) 

As amostras de saliva da microbiota bucal foram semeadas em placas de ágar 

sangue, incubadas a 37 
± 

2°C durante 24 horas e após o crescimento das colônias foram 

preparados inóculos para a realização do Teste de difusão em ágar (TDA).  Para isso foi 

utilizado swab estéril, raspando aleatoriamente sobre as diferentes colônias presentes no 

ágar sangue e inoculadas em salina até turvação 05 da escala de MacFarland, 

equivalente a 1,5 x10
8 

UFC/mL de salina.  O TDA foi realizado em placas de Petri 

contendo meio de ágar sangue. Sobre este foram posicionados quatro discos de papel 

absorvente de 04 mm de diâmetro conforme os grupos descritos na tabela 02, 

juntamente com os controles positivo e negativo. As placas de ágar contendo as 

amostras ficaram incubadas por 24hs, em estufa bacteriológica a 37 
± 

2°C, e foram então 

inspecionadas quanto à ocorrência de formação de halo de inibição dos microrganismos. 

O maior diâmetro do halo foi mensurado com a ajuda de um aparelho de medição de 

precisão denominado de paquímetro digital de precisão(0,0001mm) (Mitutoyou Sul 

Americana Ltda/ Starret Tools®). Todas as amostras foram realizadas em duplicata. 

Também foram feitos esfregaços de cada amostra da microbiota bucal e coradas pela 

técnica de Gram com posterior análise das características morfotintoriais (Figura 1). 

 

 

   

Fig 1 – – Imagens representativas dos meios de cultura: grupos experimentais e controle.   
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Após realizar os esfregaços de cada amostra da microbiota bucal, os quais foram 

corados pela técnica de Gram e posterior análise das características morfotintoriais, 

foram encontrados os seguintes resultados: 

 

 

 

Tabela 04 – Características morfotintoriais das amostras coradas pela técnica de Gram. 

AMOSTRAS CARACTERÍSTICAS MORFOTINTORIAL 

CGP CGN BGP BGN LEV 

01 +++ + + ++ NE 

02 raros +++ NE raros NE 

03 + +++ NE raros NE 

04 + +++ ++ raros + 

05 ++ +++ + NE NE 

06 ++ +++ + NE NE 

07 +++ ++ ++ + NE 

08 +++ ++ ++ raros NE 

09 +++ raros ++ NE NE 

10 ++ +++ raros raros NE 

CGP – cocos Gram positivos; CGN – cocos Gram negativos; BGP – bacilos Gram positivos;  

BGN – bacilos Gram negativos; LEV -  leveduras 

 

2.5) Análise estatística  

Os dados médios obtidos para os halos de inibição foram analisados por meio do 

software Bioestat 5.3 (Instituto de Desenvolvimento Sustentável Mamirauá, Tefé- AM). 

Para isso, os valores foram submetidos inicialmente ao teste de aderência a curva de 

normalidade, Shapiro Wilk. Considerando o resultado positivo de aderência a curva de 

normalidade, os dados foram submetidos à Análise de Variância, ANOVA, e em 

seguida pós teste de Tukey, p < 0,05. 
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Resultados  

 

Halos de inibição foram encontrados ao redor de todos os discos de filtro em que 

foram aplicados o primer acrescido de clorexidina mais o adesivo, bem como ao redor 

dos discos do controle positivo. Ao redor dos discos do controle negativo e dos discos 

com primer e adesivo não modificadonão foram observados halos de inibição (Tabela 

04 e 05). 

Tabela 05 –Leitura dos diâmetros dos halos de inbição (mm) nos grupos G1. G2. G3 e G4, em duplicata. 

N - negativo 

 

 
Tabela 06- Leitura dos diâmetros dos halos de inbição (mm) dos controles positivo e negativo, em 

duplicata. 

Amostra CP CP’ CN CN’ 

01 13,26 13,17 N N 

02 13,23 11,86 N N 

03 14,14 12,97 N N 

04 17 12,94 N N 

05 16,93 15,7 N N 

06 18,27 16,2 N N 

07 14,05 16,43 N N 

08 11,92 12,57 N N 

09 14,3 15,86 N N 

10 14,14 15,99 N N 

CP – controle positivo; CN – controle negativo 

 

 

 

 

Amostra G1  G1 ‘  G2 G2’ G3 G3’ G4 G4’ 

1 N N  8,37 8,33 5,62 6,51 8,59 7,15 

2 N N  6,76 9 8,86 8,54 7,84 5,98 

3 N N  9,01 9,37 10,16 13,49 7,72 7,2 

4 N N  6,82 12,22 6,17 6,59 7,75 5,43 

5 N N  5,67 6,52 5,27 7,28 10,4 7,09 

6 N N  9,11 15,72 7,27 9,26 8,07 6,12 

7 N N  9,12 8,98 8,84 13,86 9,39 7,14 

8 N N  5,91 15,64 5,24 7,31 7,14 7,15 

9 N N  5,67 6,81 8,24 10,69 11,09 6,83 

10 N N  7,11 6,22 7,18 8,23 11,52 11,35 
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Figura 1 - Média +- desvio padrão da variável quantitativa em relação aos grupos experimentais. Letras 

diferentes indicam diferenças estatísticas entre os grupos (p<0.05). 

 

 

 

Figura 2 – Escala de contaminação. CGP – cocos Gram positivo; CGN – cocos Gram negativo; BGP – 

bacilos Gram positivo;BGN – bacilos Gram negativos; LEV – leveduras. 
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Discussão 

 

No presente estudo foi possível observar a presença de halos de inibição para 

todos os grupos, com exceção do controle negativo. Este fato pode ter ocorrido em 

função da presença de diferentes concentrações de CHX, um agente antibacteriano de 

largo espectro. Autores (Jacobo et al, 2013; Chaharom et al, 2014; Penmetsa et al, 2014) 

sugerem que a atividade bactericida dos sistemas adesivos é afetada por propriedades 

inerentes de cada material como pH, viscosidade, capacidade de difusão e, claro, a 

presença de agentes antibacterianos. Devido ao pH ácido dos adesivos auto-

condicionantes, sugere-se que essa maior acidez dos primers seria a chave da atividade 

bactericida desses materiais. No entanto, outros estudos recentes não encontraram uma 

relação significativa entre a acidez dos adesivos auto-condicionantes e seus efeitos 

antibacterianos (Li et al, 2009; Zhang et al, 2012), o presente estudo também não 

demonstrou tal característica, visto que para todas as amostras de microbiota, não houve 

formação de halo de inibição (G1).  

A modificação dos materiais adesivos pode ser realizada, basicamente, por dois 

métodos: adição de agentes antibacterianos solúveis e a imobilização de componentes 

antibacterianos na matriz ou sistemas adesivos (Imazato, 2003). Trabalhos citaram 

situações prejudiciais após a adição de agentes antibacterianos solúveis, entre elas a 

diminuição drástica e rápida dos níveis do agente antibacteriano e dificuldade de 

entendimento da cinética desse processo e os efeitos adversos nas propriedades físico-

mecânicas (Imazato et al, 2003; Shafei et al, 2013; Cocco et al, 2015). No entanto, 

alguns estudos in vitro mostram que adição de CHX em pequenas concentrações não 

altera as propriedades físico-mecânicas (Loguercio et al, 2013; Breschi et al, 2010; 

Zhou et al, 2009) bem como in vivo (Ricci et al, 2010; Dua et al, 2013). Castilho et al 

(2013) avaliaram in vivo e in vitro o comportamento de um cimento de ionômero de 

vidro modificado por resina quando a ele se adicionou diferentes concentrações de 

CHX, os resultados mostraram que o uso de 1,25% CHX aumentou significativamente 

os efeitos antibacterianos encontrados no cimento, sem prejudicar as propriedades 

mecânicas bem como a resposta dos odontoblastos, o que pode possibilitar a remoção 

parcial da cárie abrindo novas perspectivas para o tratamento conservador. 

O biofilme oral é um material altamente complexo, formado por centenas de 

espécies bacterianas (Li et al, 2014; Sim et al, 2016). Existe enorme variedade de 

modelos de biofilmes utilizados em pesquisas in vitro no intuito de avaliar agentes 
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anticariogênicos (Sim et al, 2016). Um biofilme ideal in vitro deve apresentar algumas 

características, tais como: ser representativo da diversidade natural do meio bucal e 

biofilme, o meio de crescimento deve simular o comportamento salivar e demonstrar a 

farmacocinética do agente pesquisado tal como em boca (Sim et al, 2016). No entanto, 

Li et al (2016) consideram que um bom modelo de biofilme para o estudo in vitro é 

aquele que  pode ser retirado diretamente do meio bucal, através de swabs, e então 

transportados para um modelo de meio de crescimento que represente a cavidade oral. 

No presente estudo utilizamos as amostras de saliva da microbiota bucal com este 

mesmo intuito.  

Dentro dos sistemas fechados de modelos para promover o crescimento 

bacteriano, a placa de Agar representa o mais simples deles, e o meio de crescimento 

em placas de Petri garantem a mesma facilidade de trabalho do meio em Agar, mas com 

maior garantia do crescimento bacteriano devido à presença de proteínas e carboidratos. 

Para que esse meio de cultura se tornasse ideal, seria necessária a presença de enzimas 

salivares e também um suprimento de gradual de sacarose simulando o ambiente bucal 

(Li et al, 2015; Sim et al, 2016). Neste trabalho foi utilizado um meio de cultura, e as 

espécies bacterianas inoculadas após o tempo de crescimento de 24horas, foram 

avaliadas em suas características morfológicas e tintoriais. Em relação à escala de 

contaminação por microrganismos, foi possível observar entre as amostras avaliadas 

que todas (100%) apresentaram contaminação por CGN (cocos gram-negativos), 

apresentando um grau de contaminação médio de 2.35+0.94 +, bem como por CGP 

(cocos gram-positivos), com um grau de contaminação de 2.05+0.96 +, fato semelhante 

ao que se encontra nas placas dentárias com potencial cariogênico, sendo o S. mutans o 

principal formador das mesmas. Esteves et al (2014) avaliaram a atividade 

antibacteriana de vários adesivos auto-condicionantes em relação a diferentes espécies 

de estreptococos, utilizando como meio de crescimento BHI (brain-heart-infusion), e 

como dentre as espécies estudadas, o S. oralis foi o mais sensível a todos os sistemas 

adesivos testados, apresentando o maior diâmetro dos halos de inibição.   
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Conclusão 

 

O presente trabalho demonstrou que a adição de diferentes concentrações de 

Digluconato de clorexidina ao primer do adesivo auto-condicionante Adhese® (Ivoclair 

Vivadent) se mostrou eficaz em promover inibição, in vitro, da atividade bacteriana 

sobre as amostras de saliva  
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ANEXOS 

 

Figura 01 – Estrutura molecular da clorexidina. 
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