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Resumo 
 

Objetivo: Comparar in vitro e ex vivo, a eficácia antimicrobiana de diferentes pastas de 

medicação intracanalar na eliminação de Enterococcus faecalis. 

Métodos: Recolheram-se 48 dentes humanos unirradiculares, que foram sujeitos a uma 

preparação químico-mecânica. As amostras foram divididas pelos seguintes grupos: A – 

Calasept Plus; B – UltraCal XS; C – Hidróxido de cálcio [Ca(OH)2] puro; D – Pasta bi-

antibiótica (ciprofloxacina e metronidazol); E – Controlo negativo; F – Controlo positivo. 

Avaliou-se preliminarmente a atividade antimicrobiana de cada pasta medicamentosa 

recorrendo à técnica spot-on-lawn. Inocularam-se o interior dos canais radiculares com a estirpe 

de referência E. faecalis ATCC 51299, e incubaram-se as amostras a 37ºC durante 24h. 

Aplicou-se a respetiva pasta e incubaram-se novamente as amostras durante 1 semana. Após 

esse período, retirou-se a medicação e avaliou-se a presença ou ausência de multiplicação 

bacteriana às 24, 48 e 72h, segundo um método qualitativo de turvação. Os dados foram 

analisados através do teste exato de Fisher, sendo o valor de p<0,05 considerado como 

estatisticamente significativo.   

Resultados: Na avaliação in vitro, a pasta bi-antibiótica apresentou um melhor halo de inibição, 

aquando da comparação com as pastas à base de Ca(OH)2. Nos resultados ex vivo, é possível 

observar diferenças estatisticamente significativas entre os grupos A, B e C e o grupo D, 

demonstrando que as pastas à base de Ca(OH)2 são ineficazes numa correta eliminação de E. 

faecalis, contrastando com a pasta bi-antibiótica. 

Conclusão: A melhor eficácia antimicrobiana foi demonstrada pela pasta bi-antibiótica. 

Contudo, é sempre necessário avaliar individualmente o benefício da utilização de qualquer 

uma destas pastas medicamentosas. 

 

 

 

 

 

Palavras-Chave: Eficácia antimicrobiana, Enterococcus faecalis, Hidróxido de Cálcio, 

Medicação Intracanalar, Pasta Bi-Antibiótica. 
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Abstract 
 

Objective: Compare in vitro and ex vivo, the antimicrobial efficacy of different intracanal 

medication pastes in eliminating Enterococcus faecalis. 

Methods: 48 single rooted human teeth were collected and subjected to chemo-mechanical 

preparation. The samples were divided into the following groups: A – Calasept Plus; B – 

UntraCal XS; C – Pure calcium hydroxide [Ca(OH)2]; D – Double antibiotic paste 

(ciprofloxacin and metronidazole); E – negative control; F – positive control. The antimicrobial 

activity of each intracanal medication was preliminarily evaluated using spot-on-lawn 

technique. The root canals were inoculated with the reference strain E. faecalis ATCC 51299 

and the samples were incubated at 37ºC for 24h. The respective paste was applied and the 

samples were incubated again for 1 week. After this period, the medication was removed and 

the presence or absence of bacterial multiplication was evaluated at 24, 48 and 72h according 

to a qualitative turbidity method. Data were analyzed using Fisher's exact test, with a p-value 

of <0.05 considered as statistically significant.   

Results: In the in vitro evaluation, the double antibiotic paste showed a better halo of inhibition 

when compared to the Ca(OH)2 based pastes. In the ex vivo results, it is possible to observe 

statistically significant differences between groups A, B and C and group D, demonstrating that 

the Ca(OH)2 based pastes are ineffective in correctly eliminating E. faecalis, in contrast to the 

double antibiotic paste. 

Conclusion: Best antimicrobial efficacy was shown by the double antibiotic paste. However, 

it is always necessary to evaluated individually the benefit of using any of these intracanal 

medication. 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Antimicrobial efficacy, Enterococcus faecalis, Calcium Hydroxide, Intracanalar 

Medication, Double antibiotic paste. 
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1. Introdução 
 

Durante o processo do tratamento endodôntico, as bactérias presentes no canal radicular 

são o principal fator etiológico no desenvolvimento, propagação e reinfeção de lesões pulpares 

e peri-apicais. (1) Considerando a complexa anatomia do canal radicular e a impossibilidade de 

uma preparação mecânica adequada que permita a completa remoção dos microrganismos, 

recomenda-se a utilização complementar de agentes antimicrobianos para ajudar na sua 

remoção e desinfeção. (2-4)  

Enterococcus é conhecido por ser intrinsecamente resistente a vários antimicrobianos, 

tendo a capacidade de adquirir uma resistência adicional aos antibióticos através de elementos 

genéticos móveis e da formação de biofilmes, constituindo um grande desafio para uma 

terapêutica antimicrobiana eficaz. (5) De facto, a Organização Mundial de Saúde classificou as 

estirpes de Enterococcus faecium como de prioridade elevada para o desenvolvimento de novas 

estratégias antimicrobianas. (6) 

A preexistência dos microrganismos em apical do canal radicular é a principal causa do 

insucesso do tratamento endodôntico, sendo Enterococcus faecalis a espécie bacteriana mais 

comumente encontrada, devido à sua capacidade de invasão dos túbulos dentinários bem como 

os seus mecanismos de defesa. (1,2,7,8) 

Sabe-se que se o canal permanecer vazio entre consultas, as bactérias replicam-se e a 

sua concentração aumenta, podendo chegar ao número presente no início do tratamento. (9,10) 

Posto isto, a colocação de medicação intracanalar entre consultas contribui para a eliminação 

eficaz dos microrganismos, promovendo o sucesso do tratamento endodôntico. (7,8) 

A medicação intracanalar tem como principal papel auxiliar na desinfeção dos canais 

radiculares, tendo um papel secundário nas fases de cleaning e shaping, não as substituindo. 

Para justificar a escolha da medicação intracanalar a sua atividade antibacteriana tem de ser 

significativamente superior à sua citotoxicidade, numa concentração adequada permitindo um 

elevado espectro de atividade. (9) 

Atualmente, a medicação intracanalar mais utilizada na prática clínica é o hidróxido de 

cálcio [Ca(OH)2], devido à sua atividade antimicrobiana, capacidade de dissolver o tecido 

orgânico e de inativar as endotoxinas bacterianas. (4,11) Contudo, alguns estudos consideram que 
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o Ca(OH)2 é ineficaz na eliminação de E. faecalis, uma vez que não consegue penetrar nos 

túbulos dentinários. (2,4,12) 

Recentemente a pasta bi-antibiótica, constituída por uma combinação de metronidazol 

e ciprofloxacina, substituiu a pasta tri-antibiótica que continha minociclina, composto que 

representava uma preocupação pela sua capacidade de descoloração dentária. (13-15) 

De acordo com a pesquisa efetuada, não existe consenso em relação à escolha da 

medicação intracanalar ideal, havendo necessidade de mais estudos. (7,9,12,15) Assim, este estudo 

teve como objetivo a comparação da eficácia antimicrobiana de diferentes pastas de medicação 

intracanalar na eliminação de E. faecalis dos canais radiculares. A hipótese nula é que todas as 

pastas testadas não apresentem diferenças estatisticamente significativas. 
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2. Materiais e Métodos 
 

O modelo descrito por Haapasalo and Ørstavik foi modificado e utilizado como 

protocolo experimental deste estudo. (16)  

Entre agosto e outubro de 2021, recolheram-se 48 dentes humanos unirradiculares em 

clínicas dentárias na região de Lisboa. Os dentes com múltiplos canais, variações anatómicas, 

curvaturas acentuadas, tratamentos endodônticos ou calcificações foram excluídos. As amostras 

foram primeiramente desinfetadas através da incubação em hipoclorito de sódio (NaOCl) a 5% 

durante 15 minutos, e posteriormente conservadas numa solução salina estéril (NaCl) a 0,9% 

para manter a hidratação. 

 

2.1 Preparação da amostra  

Seccionou-se a coroa dentária com uma broca diamantada, tendo como referência a 

junção amelocementária, e estabeleceu-se um comprimento canalar e de trabalho de 13 e 12 

mm, respetivamente. Em seguida, para a preparação química e mecânica dos dentes, utilizaram-

se as limas Small e Primary do sistema Wave One Gold (Dentsply-Maillefer, Suíça) com o 

intuito de padronizar o lúmen do sistema canalar, sendo que entre cada lima mecanizada 

efetuou-se a irrigação com NaOCl a 5%. Por fim, removeu-se a smear layer através da irrigação 

com ácido cítrico a 10% durante 1 minuto, e para inativar os irrigantes procedeu-se à irrigação 

com água destilada durante 30 segundos. As amostras foram distribuídas, de forma aleatória, 

por 6 grupos experimentais, tal como descrito na Tabela 1.  
 

Tabela 1 - Distribuição dos dentes amostrados pelos diferentes grupos experimentais e de controlo 

Grupos experimentais 

Grupo A 

(n=9) 

Hidróxido de Cálcio (Calasept Plus, 4U, Nordiska Dental, Suécia, 

211002, 2022-07) 

Grupo B 

(n=9) 

Hidróxido de Cálcio (UltraCal XS, Ultradentl Products, EUA, 

BLXYB, 2023-07)  

Grupo C 

(n=9) 

Mistura de Hidróxido de Cálcio puro (Dentaflux, Espanha, 

011021, 2025-07) com uma solução salina 

Grupo D 

(n=9) 

Pasta bi-antibiótica – Mistura de Ciprofloxacina (Nivoflox, 

Aristo, 29991M1, 2023-11) e Metronidazol (Flagyl, Laboratórios 

Vitória, 3169, 2025-05) com uma solução salina 



 4 

Grupos controlo 

Grupo E 

Controlo negativo 

(n=6) 

Incubação em meio Brain Heart Infusion  

Grupo F 

Controlo positivo 

(n=6) 

Incubação com E. faecalis 

 

Posteriormente, selaram-se os ápices e toda a superfície radicular com verniz de unhas, 

e esterilizaram-se em autoclave a 121ºC por 60 minutos.  

 

2.2 Preparação da cultura bacteriana  

Utilizou-se uma cultura da estirpe referência E. faecalis ATCC 51299, que foi inoculada 

em meio não seletivo Brain Heart Infusion (BHI) e incubada em ambiente anaeróbico por 24 

horas a 37ºC. (17) De seguida, realizou-se uma suspensão bacteriana em NaCl a 0.9%, preparada 

de forma a coincidir com uma turvação de 0,5 na escala de McFarland (≈ 10!CFU/mL), 

posteriormente diluída de 1:10 em BHI líquido. 

 

2.3 Preparação das pastas 

A pasta de hidróxido de cálcio puro foi preparada misturando 1 g de Ca(OH)2 com 0,8 

mL de NaCl. (18) Por sua vez, a pasta bi-antibiótica foi preparada misturando 500 mg de 

metronidazol e 500 mg de ciprofloxacina com 0,75 mL de NaCl. (2) 

 

2.4 Avaliação preliminar da atividade antimicrobiana (in vitro) 

A suspensão bacteriana foi inoculada através da técnica de sementeira em tapete, na 

superfície de uma placa com meio BHI agár, na qual foram realizados 4 poços com um volume 

padronizado de 0,12 cm3, para a colocação das substâncias do Grupo A, B, C e D. (19) A placa 

foi incubada por 24 horas a 37ºC, e no segundo dia observou-se a formação de halos de inibição 

microbiana ao redor de cada poço, tendo-se medido o valor do diâmetro dos mesmos em mm. 
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2.5 Contaminação das amostras 

Os dentes foram colocados em tubos Eppendorf que continham 100 μL de água destilada 

estéril, de forma a assegurar um ambiente húmido. De seguida, os canais radiculares foram 

inoculados com a suspensão de E. faecalis, à exceção do controlo negativo, que foi inoculado 

com BHI estéril. Após inoculação, as amostras foram incubadas a 37ºC durante 24h. 

 

2.6 Protocolo de tratamento das amostras infetadas 

Quanto às amostras do Grupo A, B, C e D, secaram-se os canais com cones de papel e 

aplicou-se a respetiva pasta medicamentosa até ao comprimento de trabalho recorrendo a um 

Lêntulo nº25 (Dentsply-Maillefer, Suíça). As amostras do Grupo E e F, não submetidas a 

qualquer tipo de tratamento, foram transferidas para meio BHI, para realizar um teste de 

esterilidade e verificar a viabilidade do biofilme, respetivamente. Por fim, as amostras foram 

incubadas a 37ºC por 1 semana, em condições húmidas. 

Após esse tempo, a medicação intracanalar foi removida por irrigação com 5 mL de 

NaCl e pela utilização de uma lima K25 (Dentsply-Maillefer, Suíça) em movimentos 

circunferenciais. (15,20) 

Os ensaios foram realizados em câmara de fluxo laminar e em triplicado, por forma a 

evitar a contaminação e assegurar a reprodutibilidade dos resultados. 

 

2.7 Análise do tratamento com medicação intracanalar 

Após a remoção do tratamento intracanalar, introduziu-se um cone de papel no interior 

de cada canal, durante 1 minuto, que depois foi introduzido num tubo de ensaio com 5 mL de 

BHI. Ainda, cada dente foi colocado num Eppendorf com 1 mL de BHI.  

Os tubos de ensaio e os microtubos foram incubados a 37ºC durante 72h, e sujeitos a 

homogeneização através de um Vortex a cada 24h. Através de um método qualitativo de 

turvação, avaliou-se às 24, 48 e 72h a multiplicação bacteriana de todos os grupos de estudo. 

 

2.8 Análise Estatística  

A análise estatística foi efetuada usando o programa SPSS (Statistical Package for the 

Social Sciences; SPSS Inc, versão 28, USA). Compararam-se os resultados pelo cruzamento de 

variáveis utilizando o teste exato de Fisher, sendo que os valores de p <0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos.   
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3. Resultados 
 

3.1 Avaliação preliminar da atividade antimicrobiana (in vitro) 

Após 24h de incubação, observou-se que os compostos testados apresentavam 

diferenças quanto ao seu potencial antimicrobiano. Assim, o grupo A produziu um halo de 

inibição com 10mm de diâmetro, o grupo B um halo com 11mm, o grupo C um halo com 12mm 

e o grupo D, que apresentou um melhor resultado, um halo com 37mm.  
 

 
 

Figura 1 - Avaliação preliminar (A- Calasept Plus; B- UltraCal XS; C- Ca(OH)2 puro; D- Pasta bi-

antibiótica) (Original) 

 

3.2 Avaliação do potencial antimicrobiano (ex vivo) 

O potencial antimicrobiano dos diferentes compostos foi avaliado de forma dicotômica 

quer nos cones de papel (Figura 2), quer nos dentes (Figura 3), através da verificação visual da 

presença ou ausência de turvação do meio líquido após incubação, sendo que a presença de 

turvação significa que ocorreu multiplicação bacteriana.  

 

Figura 2 - Avaliação do potencial antimicrobiano através da visualização da turvação em cones de 

papel. À esquerda, sem turvação e à direita, com turvação. (Original) 
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Figura 3 - Avaliação do potencial antimicrobiano através da visualização da turvação em dentes. À 

esquerda, sem turvação e à direita, com turvação. (Original) 

Ainda, todos resultados foram registados às 24, 48 e 72h, e esquematizados conforme 

representado no Gráfico 1.  

 

 

Gráfico 1 - Representação da ocorrência ou ausência de multiplicação bacteriana nos grupos de 

estudo, comparando os resultados dos cones de papel com os resultados dos dentes. 

 
Relativamente aos resultados obtidos para os cones de papel, descritos na Tabela 2, é 

possível observar diferenças estatisticamente significativas entre os resultados obtidos para os 

grupos A, B e C e o grupo D.  

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Grupo D (dentes) - Pasta bi-antibiótica

Grupo D (cones) - Pasta bi-antibiótica

Grupo C (dentes) - Ca(OH)2 puro

Grupo C (cones) - Ca(OH)2 puro

Grupo B (dentes) - UltraCal XS

Grupo B (cones) - UltraCal XS

Grupo A (dentes) - Calasept Plus

Grupo A (cones) - Calasept Plus

Sem multiplicação Início da multiplicação às 24h

Início da multiplicação às 48h Início da multiplicação às 72h
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Tabela 2 - Comparação dos resultados obtidos para os cones de papel sujeitos aos vários grupos de 

medicação intracanalar 

Medicação 

Intracanalar 
Comparação com 

Sig. Exata 

(2 lados) 

Grupo A – 

Calasept Plus 

Grupo B –  

UltraCal XS 
0,206 

Grupo A – 

Calasept Plus 

Grupo C –  

Ca(OH)2 puro 
0,576 

Grupo A – 

Calasept Plus 

Grupo D –  

Pasta bi-antibiótica 
0,009 

Grupo B – 

UltraCal XS 

Grupo C – 

Ca(OH)2 puro 
1,000 

Grupo B – 

UltraCal XS 

Grupo D –  

Pasta bi-antibiótica 
<0.001 

Grupo C – 

Ca(OH)2 puro 

Grupo D –  

Pasta bi-antibiótica 
<0,001 

 

Relativamente aos dentes, foi possível observar que ocorreu sempre multiplicação 

bacteriana nos grupos A, B e C, contrastando com o grupo D, em que nunca ocorreu 

multiplicação bacteriana. Posto isto, e tendo em consideração que as variáveis são constantes, 

as diferenças estatisticamente significativas encontram-se apenas entre os grupos de compostos 

com Ca(OH)2 e o grupo da pasta bi-antibiótica (p<0,001). 
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4. Discussão 
 

O sucesso do tratamento endodôntico está fortemente associado a uma correta 

preparação químico-mecânica do canal radicular. Contudo, os microrganismos têm a 

capacidade de sobreviver à preparação do canal radicular, sendo a aplicação de medicação 

intracanalar utilizada como forte aliada na desinfeção e eliminação destes microrganismos. (2,4,9) 

Assim, a sua aplicação permite reduzir a inflamação, neutralizar os resíduos de tecido pulpar e 

necrótico, controlar o exsudado apical e prevenir a contaminação entre consultas. (9,21) Em 

contrapartida, esta apresenta efeitos na estrutura dentária. Segundo um estudo de Yassen et al., 

o Ca(OH)2 e as pastas tri e bi-antibióticas afetam prejudicialmente as propriedades mecânicas 

da dentina radicular, aumentando a suscetibilidade para a fratura. (22) 

Ao longo dos últimos anos, várias pastas antimicrobianas têm sido utilizadas, todavia a 

incidência de infeções resistentes às mesmas parece ter aumentado drasticamente. (2) Como tal, 

Enterococcus faecalis foi selecionado para este estudo por representar a espécie bacteriana mais 

frequentemente encontrada em casos de infeção secundária persistente no canal radicular, tendo 

a capacidade de tolerar níveis de pH tão elevados como 11,9. (2,23) A perturbação das condições 

ambientais faz com que esta bactéria entre num estado viável, mas não cultivável, podendo 

sobreviver, adaptar-se e manter o seu potencial patogénico. (24) 

O objetivo deste estudo foi comparar a eficácia antimicrobiana de diferentes pastas de 

medicação intracanalar na eliminação de E. faecalis. É pertinente salientar que a sua eficácia 

foi avaliada ao fim de 7 dias, pois este período corresponde ao intervalo de tempo recomendado 

entre consultas durante os procedimentos endodônticos. (15,20) 

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que o Ca(OH)2 demonstra ser ineficaz na 

completa eliminação de E. faecalis, estando em conformidade com vários estudos que referem 

a sua incapacidade de destruir a estrutura do biofilme. (2,4,7,23,25) A explicação dada pelos autores 

é que, apesar das suas propriedades antimicrobianas atribuídas ao seu elevado pH e à sua 

capacidade de libertar iões Ca2+ e OH-, o Ca(OH)2 necessita de um contacto direto com as 

bactérias, sendo que E. faecalis tem uma capacidade inerente para resistir ao seu elevado pH. 

Ainda, o Ca(OH)2 tende a ser neutralizado pelo sistema tampão da dentina e apresenta uma 

baixa difusão e elevada solubilidade.  (18,20) 

Por outo lado, a pasta bi-antibiótica permitiu a eliminação eficaz de E. faecalis. Esta 

medicação intracanalar parece ser benéfica devido à associação dos antibióticos e à natureza 



 10 

polimicrobiana das infeções, estando demostrado que é tão eficaz quanto a pasta tri-antibiótica. 

(2,14,15) Contudo, levanta problemas como a promoção da resistência antibiótica, a reação 

alérgica ou a toxicidade medicamentosa. (2,15,23) Na avaliação do efeito desta pasta sobre as 

células-tronco da papila apical, um estudo de Ruparel et al. sugeriu existir um potencial de 

toxicidade, levantando uma consideração clínica importante, como a necessidade de padronizar 

as concentrações de antibiótico. (26)  Porém, este é um assunto não totalmente esclarecido, sendo 

questionável a real relevância clínica desta toxicidade.  

No presente estudo considerou-se necessário avaliar a diferença da multiplicação 

bacteriana tanto nos cones de papel como nos dentes, de modo a verificar a atividade 

antimicrobiana tanto no lúmen do canal radicular principal como em profundidade nos túbulos 

dentinários. (25) A sua importância é observada quando os microrganismos permanecem nos 

túbulos dentinários ou em outros espaços irregulares, podendo proliferar e reinfectar o sistema 

de canais radiculares. (27) Por conseguinte, nos grupos com Ca(OH)2, as diferenças entre os 

resultados obtidos em 4 dos cones de papel quando comparados com os respetivos dentes 

podem ser explicadas por no lúmen existir um contacto direto com a pasta medicamentosa capaz 

de eliminar eficazmente E. faecalis. No entanto, aquando da observação dos dentes é possível 

averiguar a presença do microrganismo, o que não acontece nos cones de papel uma vez que 

estes não conseguem alcançar o interior dos túbulos dentinários, os canais laterais e os canais 

acessórios. (27) 

Este estudo apresenta algumas limitações, entre as quais se destacam o não ter sido 

possível reproduzir a nível laboratorial a totalidade das condições da cavidade oral, nem 

demonstrar o completo potencial clínico dos materiais testados, bem como o número da amostra 

ser reduzido. Assim, sugere-se a realização de estudos futuros em meio clínico com um maior 

tamanho da amostra, e ainda, a investigação de novos materiais que apresentem uma elevada 

capacidade antimicrobiana e uma baixa toxicidade, como é o exemplo da nanotecnologia. (3)  

Deste modo, a hipótese nula foi rejeitada pois observaram-se diferenças estatisticamente 

significativas entre as pastas medicamentosas, em especial entre os grupos com hidróxido de 

cálcio e o grupo da pasta bi-antibiótica.  
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5. Conclusão 
 

Nas condições deste estudo, podemos concluir que a pasta bi-antibiótica poderá ser 

considerada como a medicação intracanalar mais eficaz, em especial quando comparada com a 

pasta de hidróxido de cálcio. Porém, em contexto clínico é sempre necessário avaliar o benefício 

da utilização de qualquer uma destas pastas, isto porque apesar de não ocorrer uma completa 

eliminação de Enterococcus faecalis, a sua não utilização pode implicar um aumento 

significativo da colonização por espécies bacterianas.  

Assim, e tendo em conta as limitações das pastas medicamentosas aqui estudadas são 

necessários mais estudos, quer em ambiente clínico, quer de outros materiais e das suas 

concentrações mais adequadas.  
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