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CAIRES, J.C. Andlise da acdo antimicrobiana, em diferentes periodos, do
cimento endodéntico Acroseal em comparacdo com Sealapex, apds 0 uso
de hidroxido de calcio sobre biofilme de Enterococcus faecalis. 2017. 31 f.
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2017.

RESUMO

O insucesso do tratamento endodéntico estd relacionado com a
persisténcia de infecgdes no sistema de canais radiculares. O uso de cimentos
endodénticos com acdo antimicrobiana auxilia na eliminagdo de
microrganismos remanescentes. Entretanto estudos tém mostrado que o uso
prévio de medicagao intracanal, como o hidroxido de calcio, aumenta o indice
de sucesso do tratamento endodéntico. Diante dessa realidade, o presente
estudo teve por objetivo avaliar comparativamente a agao antimicrobiana dos
cimentos endodbnticos Acroseal e Sealapex pods-presa, apds o uso de
hidréxido de calcio em um modelo de biofilme in vitro. Para a realizagdo do
estudo foram confeccionados espécimes de dentina que permaneceram em
placas contendo meio de cultura inoculado com Enterococcus faecalis (ATCC
29212) para permitir a formacgao de biofilme. Decorridos o periodo de formacgao,
os espécimes foram lavados em solugao salina e transferidos para outra placa
onde foram colocados em contado com uma solucéo saturada de hidroxido de
calcio por 14 dias. Apos esse periodo, os espécimes foram lavados em solugéo
salina, e transferidos para uma nova placa onde os discos dos cimentos a
serem testados foram colocados sobre o biofilme. As placas de cultura foram
deixadas em estufa a 37°C por 7 e 14 dias. Espécimes sem aplicagdo dos
cimentos e sem aplicagao do hidroxido de calcio foram utilizados como controle
para cada tempo experimental. Apds cada tempo experimental de contato com
o cimento, os espécimes foram lavados em solugéo salina, agitados em vortex,
diluidos e plagueados em ftriplicata em meio de cultura especifico. As unidades
formadoras de coldnias foram contadas, e os dados analisados
estatisticamente usando one-way ANOVA, Shapiro-Wilk and Kruskal-Wallis
(p<0,05) para determinar o potencial antimicrobiano. O Sealapex apés o uso de
hidroxido de calcio mostrou diferenga estatistica em todos os tempos avaliado,
em comparagdo com O0sS outros grupos, em relacdo a atividade

antimicrobiana.Nenhum dos materiais testados foi capaz de eliminar



completamente o biofilme. Em conclus&o, o uso do hidréxido de calcio mostrou

melhores resultados quando associados com o Sealapex.

Palavras-chave: Endodontia, Cimentos Endodénticos, Hidroxido de

Calcio, Biofilme, Enterococcus faecalis.



CAIRES, J.C. Analysis of the antimicrobial action, in different periods, of
the endodontic sealer Acrosal in comparison with Sealapex, after the use
of calcium hydroxide on Biofilm of Enterococcus faecalis. 2017. 31 f.

Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2017.

ABSTRACT

Failure of the endodontic treatment is related to the persistence of
infection in the root canal system, thus the use of sealers with antimicrobial
activity can help eliminating the remnants microorganism. However, studies
have shown that the previous use of intracanal medication show best results.
Given that, the present study aimed at comparing the antimicrobial activity of
the root canal sealers Acroseal and Sealapex after setting, after the use of
calcium hydroxide in an in vitro biofilm model. For the study dentin specimens
were prepared, which remained in plates containing a culture medium
inoculated with Enterococcus faecalis (ATCC 29212) to allow biofilm formation.
After 14 days, the samples were washed in saline and they were transferred to
other plate, which were placed in contact with a saturated solution of calcium
hydroxide for 14 days. After this period, the specimens were washed in saline
and they were transferred to other plate where the disks of sealer to be tested
were placed on the biofilm. The culture plates were kept at 37°C for 7 and 14
days. Samples without sealers and calcium hydroxide were used as control for
each experimental time. After each experimental time, the samples were
washed in saline, agitated in vortex and the suspensions serially diluted, and
spread in triplicate in specific medium. Colony forming units were counted, and
the data were statistically analyzed using one-way ANOVA, Shapiro-Wilk and
Kruskal-Wallis tests (p<0.05) to determine antimicrobial potential. Sealapex
after use calcium hydroxide showed significant differences at all the
experimental time points, in comparison with all the other groups, in relation to
the antimicrobial activity. Neither of the materials tested were able to completely
eliminate the biofilm. In conclusion the use of calcium hydroxide showed better

results when associated with Sealapex.

Key words: Endodontic, Dental Cements, Calcium Hydroxide, biofilm,

Enterococcus faecalis.
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1. INTRODUCAO

Eliminar os microrganismos presentes no sistema de canais radiculares
através da instrumentacédo, irrigacdo, medicagdo intracanal e obturacdo sé&o
objetivos do tratamento endodontico. Entretanto, os microrganismos ndo séo
totalmente eliminados (Mickel et al., 2003). Microrganismos comumente
recuperados dos casos de falhas do tratamento endodéntico sdo Enterococcus
faecalis (Sundqvist et al., 1998). O E. faecalis € um coco Gram-positivo, anaerébio
facultativo que possui a capacidade de sobreviver em pH alcalino (11,5)( McHugh
et al., 2004), invadir e viver dentro de tubulos dentinarios (Love, 2001) e
permanecer longos periodos sem nutrientes (Figdor & Sundqvist, 2003). Além
disso, o E. faecalis pode formar biofilme tornando-o mais resistente ao agentes
antimicrobianos (Distel et al., 2002), por essas razées € um dos microrganismos
mais estudados na area da endodontia.

Assim, o uso de materiais obturadores com acdo antimicrobiana pode
auxiliar a eliminar microrganismos que resistiram ao tratamento endodéntico
(Zhang et al., 2009). Atualmente diversos tipos de cimentos obturadores estao
disponiveis no comércio, como cimentos a base de hidroxido de calcio (Sealapex
e Acroseal). A atividade antimicrobiana do Acroseal e Sealapex ja foi relatada
contra E. faecalis em teste de contato direto (Heyder et al., 2013). Propriedades
antimicrobianas contra o E. faecalis também foram encontradas para o Sealapex
(Faria-Junior et al.,2013) e Acroseal (Pinheiros et al., 2009).

Embora os cimentos endodonticos Acroseal e Sealapex tenham
demostrado atividade antimicrobiana contra o E. faecalis, nenhum desses
cimentos foram capazes de eliminar o biofilme apds 14 dias de contato direto.
Estudos elaborados em dentes de caes mostraram que o uso de hidroxido de
calcio por 14 dias, prévio a obturagdo mostraram melhores resultados, quando
comparados ao tratamento em sessao unica (Holland et al., 2003). O hidréxido de
calcio libera ions calcio e hidroxila que difundem nos tubulos dentinarios

(Wakabayashi et al., 1995) e o calcio se liga ao CO, necessario para a respiragao
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bacteriana (Eldeniz et al., 2007). Além disso, o hidréxido de calcio altera as
propriedades biologicas dos lipopolissacarideos das paredes celulares de
bactérias Gram-negativas (Safavi & Nichols, 1994) inativando mecanismos de
transporte de membrana, resultando na toxicidade celular (Estrela et al., 2008).
Assim o uso do hidroxido de calcio por 14 dias prévio a obturagcao pode diminuir o
numero de microrganismos presentes no sistema de canais radiculares.

Com isso o objetivo do presente estudo foi avaliar a agdo antimicrobiana
dos cimentos endoddnticos Acroseal e Sealapex pds presa, apos o uso de

hidroxido de calcio por 14 dias, sobre biofilme de E. faecalis.



16

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar comparativamente a acéo
antimicrobiana dos cimentos endodénticos Acroseal e Sealapex poés-presa,

apos o uso de hidroxido de céalcio em um modelo de biofilme monoespécie in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais Experimentais

Foram empregados os cimentos endoddnticos Acroseal (Septodont, Saint-
Maur-des-Fossés, Franga) e Sealapex (Sybron Kerr Co, Romulus, Estados
Unidos). Discos dos cimentos selecionados foram preparados em moldes de
silicone (7,0 x 1,0 mm). Os discos foram mantidos em estufa a 37°C com 100% de
humidade para tomar presa por 2 dias antes de serem aplicados sobre o biofilme.
Biofilme ndo exposto a nenhum cimento foi usado como controle para todos os

tempos experimentais.

3.1.1 Cimento Acroseal

Composicdo do Cimento Acroseal:

Base: TCD-diamina, carbonato de bismuto, Colofane esterificada e Aerosil
200.

Catalisador: hidroxido de calcio, DGBASub-carbonato de bismuto e
Pigmento Amarelo 10.

Protocolo de preparo do Cimento Acroseal:

Sobre o bloco de espatulagdo, foram colocadas duas por¢des iguais da
BASE e de CATALIZADOR extraidas de cada um dos tubos, as quais foram

espatuladas até a obtencdo de uma consisténcia homogénea.

3.1.2 Cimento Sealapex

Composicao do Cimento Sealapex:

Resina Isobutil salicilato, silica coloidal (diéxido de silicio), trioxido de
bismuto, pigmento de didxido de titanio.

N-etil resina solfanamide tolueno, silica coloidal (diéxido de silicio), zinco,
oxido de calcio.

Protocolo do Cimento Sealapex:
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Porcdes de base e catalisador, iguais em comprimento, serdo misturadas
por 15-20 segundos ou até que sejam completamente homogeneizadas. A
espatulagao foi feita em movimentos circulares, pressionando-se a espatula com

firmeza.

3.1.3 Solucéao Saturada de Hidroxido de Calcio:

Composicao da Solucéo de Hidroxido de Calcio:

Hidréxido de célcio e agua destilada.

Protocolo de preparo da Solucéo de Hidréxido de Calcio:

Foi colocado 0,1g de hidroxido de calcio P.A. e 1 ml de agua destilada
estérii em tubo de ensaio estéril, misturado e levado para agitadora a uma

temperatura de 37°C por 24h.

3.2 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com a tabela abaixo:

Tabela 1. Grupos experimentais e seus tempos experimentais:

o Tempos Experimentais
Materiais )
(Dias)

Sealapex 7 14
Acroseal 7 14
Hidréxido de Calcio + Sealapex 7 14
Hidréxido de Calcio + Acroseal 7 14
Sem nenhum material 7 14

FONTE: Elaborada pelo autor

Os tempos experimentais indicam o tempo em dias que as amostras
ficaram expostas aos materiais experimentais. Amostras adicionais foram
utilizadas como controle positivo (contaminadas) e controles negativo (ndo

contaminadas) mantidos em solucao salina.
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3.3 Anadlise da atividade antimicrobiana em modelo de biofilme

3.3.1 Obtencéao e preparo dos blocos de dentina

Para a realizacdo deste estudo foram obtidos dentes incisivos de bovinos
com idade aproximada de trés anos. Estes dentes foram mantidos em timol 2% pH
7,0 durante 30 dias antes de qualquer procedimento experimental. Blocos de
dentina (4x4x1 mm) foram obtidos a partir da por¢do mais plana da raiz do dente.
Em seguida, realizou-se o ajuste da dentina para obtencao de superficies planas
com auxilio da politriz APL-4 AROTEC e lixas de granulagdo 400. Durante todos
os procedimentos e entre um passo e outro, os blocos foram mantidos em
ambiente umedecido com timol 2% pH 7,0. Para cada material experimental e em
cada tempo experimental foram confeccionados 12 blocos de dentina, totalizando
80 blocos para cada cepa padrao de E. faecalis. Os blocos resultantes (substratos
para crescimento do biofilme) foram colocados em um tubo de ensaio contendo
agua destilada e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 min (Faria-Junior et al.,
2013).

3.3.2 Condicao de crescimento do Enterococcus faecalis

As cepas padrao de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foram
primeiramente plaqueadas em meio de cultura BHI agar (Brain Heart Infusion)
(HIMEDIA, Himedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Maharashtra, India) e
deixadas em estufa a 37°C, por 24 a 48 horas. Apds esse periodo, uma coldnia de
E. faecalis foi inoculada em 5mL de meio de cultura BHI caldo (HIMEDIA, Himedia
Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Maharashtra, India) e mantidas em estufa a 37°C
overnight para permitir o crescimento microbiano (Kimyai et al., 2011).

Apos o crescimento overnight, 50ul da cultura de E. faecalis foi
resuspendida em 5ml de meio de cultura fresco BHI caldo (HIMEDIA, Himedia
Laboratories Pvt. Ltd.,, Mumbai, Maharashtra, India), em seguida a densidade

Optica foi ajustada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 550nm
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(Espectrofotdmetro UV/Vis — 1800, Shimadzu Corporation, Nakagyo-Ku, Kyoto,

Japao), para obtengdo de concentracdes de 10’CFU/mL (Faria-Janior et al., 2013).

3.3.3 Formacao do biofilme de E. faecalis

Para a formacado do biofilme, os blocos de dentina foram colocados de
forma asséptica em placas de cultura com 24 pogos (TPP Techno Plastic Products
AG, Suiga), onde foram adicionados 200uL da suspensdo com a concentragao
conhecida de E. faecalis (10"CFU/mL) preparado previamente e acrescentando
1,8mL de meio de cultura fresco BHI caldo (HIMEDIA, Himedia Laboratories Pvt.
Ltd., Mumbai, Maharashtra, India). As placas de cultura foram incubadas a 37°C
por 14 dias e 0 meio de cultura foi completamente trocado a cada 48 horas, sem

adicdo de novos microrganismos (Faria-Junior et al., 2013).

3.3.4. Atividade antimicrobiana

Decorridos o periodo de formacgao de biofiime, as amostras foram lavadas
uma vez com 2 mL de solugao salina a 0,9% para eliminar o meio de cultura e as
bactérias ndo aderidas (Kimyai et al., 2011). Os espécimes foram transferidos para
outra placa onde foram deixadas em contato com 2 ml de solugcdo saturada de
hidréxido de caélcio (pH 12,5) (Merck, Darmstadt, Germany) (Brandle, 2008) por 14
dias em estufa a 37°C. Apds esse periodo, as espécimes foram lavadas em 2 mi
de solugao salina e transferidas para uma nova placa onde os discos dos cimentos
a serem testados (Acroseal e Sealapex) foram colocados sobre o biofilme formado.
As placas de cultura foram deixadas em estufa a 37°C por 7 e 14 dias. Espécimes
sem aplicagdo dos cimentos foram utilizados como controle para cada tempo
experimental. Apds cada tempo experimental de contato com o cimento, as
amostras foram lavadas uma vez com 2 mL de solugao salina 0,9%.

Os espécimes de E. faecalis foram transferido para outro frasco contendo 1
mL de solugdo salina e agitadas em vortex por 1 minuto para que os
microrganismos a eles aderidos fossem transferidos para a solucao salina (Faria-
Junior et al., 2013). As suspensdes foram entdo agitadas em vortex durante 30

segundos e foi realizada uma diluicao seriada decimal em solucéao salina.
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3.3.5 Anédlise microbiolégica das suspensdes de microrganismos
totais

As suspensdes foram sequencialmente diluidas (107", 102, 103, 10, 107,
10°) e inoculadas em triplicata no meio de cultura m-Enterococcus agar (HIMEDIA,
Himedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, Maharashtra, India) para determinar a
quantidade de E. faecalis.

Para a determinagdo do numero de microrganismos, 3 gotas de 10uL das
diluicbes pré-estabelecidas foram inoculadas pela técnica da semeadura por gotas,
em triplicata, na superficie de placas de Petri contendo o meio de cultura
especifico para cada espécime.

Quando as gotas estavam secas, as placas foram incubadas durante 24-
48h a 37°C para a contagem de bactérias viaveis. As coldnias resultantes foram
contadas (foram contadas apenas as gotas que apresentarem um numero entre 3
e 30 colonias) e transformadas em Log1o UFC e padronizados de acordo com a

area dos espécimes (Log1o UFC/cm?).

3.4 . Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando Sigma Plot 12.0 (Systat Software
Inc., San Jose, USA). A média de UFC do biofilme de cada grupo foi calculada. Os
dados foram analisados usando um modelo de One-Way ANOVA e Shapiro-Wilk,
quando a amostra nao foram distribuidos normalmente, e as variagcbes nao eram
iguais. O teste unidirecional de Kruskal-Wallis também foi usado. Os dados
encontrados foram submetidos a andlise estatistica com nivel de significancia de 5%
(p<0,05).
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4. RESULTADOS

A tabela 2 mostra a média, desvio padrdo e mediana de UFC/ml™”" apds 7 e 14 dias
em contato direto com os materiais testados. A comparagdo entre os grupos
revelou que o Sealapex reduziu E. faecalis nos periodos avaliados, com e sem a
aplicacao previa do hidréxido de calcio. Entretanto, o uso prévio da aplicagdo do
hidroxido de calcio por 14 dias no grupo do Sealapex mostrou uma maior redugao
microbiana quando comparada com o cimento sozinho. Ja quando comparado
com o uso do hidroxido de calcio previamente ao cimento Acroseal, observou-se
que nao houve diferenga estatistica com grupo do Acroseal sozinho em nenhum

dos periodos avaliados.

Tabela 2. Média, desvio padrio e mediana de UFC (UFC ml™ ) nos diferentes grupos e periodos:

Grupos 7 dias Mediana 14 dias Mediana
( 7dias ) (14 dias)
Controle 2,7 x10° 2,1x10° 6,1 x10° 4,8x10°
(29,1x10% A, a (+8,9x10°) A, a
Acroseal 3,7x10° 3,0x10° 4,6 x 10* 3,5x10°
(+2,6x10°) A, a (+4,9x10*) A, b
Sealapex 5,9 x10° 4,7x10* 1,9 x 10° 1,5x10*
(x1,5x10%) B, a (+2,8x10%)B, a
Hc + Ac 7,1 x10* 8,3x10* 1,4 x 10° 1,1x10°
(¢6,3x10%) A, a (+1,6x10°)A, a
Hc + Se 1,3x 103 1,0x10* 3,7 x 10? 3,0x10°
(+1,4x10°) B, a (¢5,2x10%)B, b

FONTE: Elaborada pelo autor
* Diferentes letras maiusculas indicam diferencas estatisticas (p <0,05) entre os grupos.

* Diferentes letras minusculas indicam diferengas estatisticas (p<0,05) entre os periodos

de tempo.
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5. DISCUSSAO

Cimentos endodénticos com atividade antimicrobiana como o Sealapex e Acroseal
podem ajudar a eliminar os microrganismos que sobreviveram ao tratamento
endodéntico. Entretanto estudos recentes demonstraram que o E. faecalis ndo
pode ser completamente eliminados mesmo apds 14 dias de contato direto com
esses cimentos ( REZENDE et al., 2016). Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a acdo antimicrobiana do Sealapex e Acroseal apds o uso prévio de
hidréxido de calcio sobre biofilme de E. faecalis nos periodos de 7 e 14 dias. Para
esse trabalho foi utilizado o teste de contato direto para avaliar a acédo da atividade
antimicrobiana dos materiais testados, pois embora o teste de difusdo em agar
tenha sido muito utilizado é um teste pouco sensivel, onde os resultados
dependem da difusao e propriedades fisicas dos materiais testados. Ja o teste de
contato direto foi projetado para superar essas limitagcbes para avaliar as
atividades antibacterianas in vitro de numerosos selantes endoddnticos (SALEH et
al., 2004 e KAYAOGLU et al., 2005).

O Enterococcus faecalis € um microrganismos resistentes que esta
frequentemente relacionado a infecgdes endodénticas primarias ou reinfec¢ao de
canais radiculares previamente tratados endodonticamente, devido a sua
resisténcia aos medicamentos intracanais e por ser encontrado em biofilmes,
juntamente com outros microrganismos ou isolados. (KUMAR et al.,, 2015 e
BENBELAID et al., 2014 e VIVACQUA-GOMES et al., 2005).

O Sealapex é um cimento a base de hidroxido de calcio que nesse estudo
mostrou atividade antimicrobiana maior do que o Acroseal, resultados que apoiam
estudos anteriores que encontraram excelente atividade antimicrobiana nos
periodo de 24h, 48h, 72h e 7 dias por difusdo em agar (AAL-SARAJ et al., 2012 e
BODRUMLU et al., 2006 e QUEIROZ et al., 2009 e SIPERT et al., 2005) e em
teste de contato direto no periodo de 24h contra E. faecalis (HEYDER et al., 2013).
Sealapex mostrou atividade antimicrobiana contra E. faecalis apés 7 e 14 dias
concordando com Zhang et al., que relataram que Sealapex possuia o efeito

antimicrobiano maior contra E. faecalis apds 7 dias em contato direto. Resultados
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semelhantes foram encontrados por Faria-Junior et al, com metodologia similar
neste estudo, usando teste de contato direto contra o biofiime de E. faecalis e
mostrou que Sealapex foi associado com uma redugdo maior do que os outros
materiais em 7 dias em comparagdo com o grupo controle. A ionizagdo pode ser
responsavel pela atividade antimicrobiana de Sealapex que libera os ions hidroxila
aumentando o pH e deixando o ambiente desfavoravel ao crescimento de
microrganismos (WANG et al., 2014). SCHAFER et al., mostraram que Sealapex
era significativamente mais soluvel em agua, o que pode explicar a agéo
antimicrobiana de Sealapex apés 2 dias.

Acroseal também é um selador a base de hidréxido de calcio, mas no
presente estudo ndo mostrou atividade antimicrobiana contra E. faecalis,
discordando do resultado encontrado por Pinheiro et al., que ao realizarem um
experimento por teste de difusdo em agar com o Acroseal encontrou atividade
antimicrobiana contra E. faecalis apés 48h. Os diferentes resultados podem ser
explicados pelas diferentes metodologias empregadas. A atividade antimicrobiana
de cimentos endodénticos a base de hidroxido pode ser causada pela liberagao de
ions hidroxila, que tornam o meio alcalino. No entanto, o Acroseal apresenta
menor quantidade de liberagcdo de ions de calcio e hidroxila, devido a relativa
insolubilidade de seus compostos (ELDENIZ et al., 2007) . A baixa solubilidade do
Acroseal e a solubilidade do Sealapex podem explicar a diferenca da eficacia
desses cimentos contra E. faecalis apesar de ambos serem cimentos a base de
hidroxido de calcio.

Apesar dos cimentos Acroseal e Sealapex reduzirem a contagem de
microrganismo, nenhum dos cimentos avaliados eliminaram completamente o
biofiime de E. faecalis. Por essa razdo, o presente estudo avaliou se o0 uso de
hidréxido de calcio prévio a aplicagcdo dos cimentos reduz a contagem de
microrganismo. O hidroxido de calcio € um medicamento intracanal muito utilizado
devido seu efeito antibacteriano, proporcionado pela liberagdo de ions hidroxila,
aumentando o pH do meio ambiente (AHANGARI et al., 2017). Além disso, o
hidréxido de calcio pode induzir monécitos e desencadear a liberagao do fator de

necrose tumoral a (TNFa), prostaglandina E2 (PGE2) que s&o responsaveis pela
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destruicdo do TA e seus efeitos sobre o componente LPG de bactérias gram-
negativas ( SAFAVI et al., 1993 e BARTHEL et al., 1997).

Nesse estudo o uso prévio de hidroxido de calcio melhorou a eficacia
antimicrobiana apenas apds o uso do Sealapex. Acreditamos que o pH alcalino
provocado pelo hidroxido de calcio inicialmente, manteve a alcalinidade alcancada
na presenga do Sealapex. Como foi dito anteriormente o Sealapex € um cimento a
base de hidréxido de calcio, e que por ser um material com solubilidade libera ions
hidroxila e aumenta o pH do meio. Levando em consideracdo que o hidroxido de
calcio apés 14 dias deixa o meio com um pH entre 12-13 (BAUMGARTNER et al.,
2006), o uso de um cimento que também mantém o pH alcalino tornaria o meio

inviavel para a sobrevivéncia bacteriana.
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6. CONCLUSAO

O uso prévio do hidroxido de calcio por 14 dias in vitro reduziu o numero de
E. faecalis em todos os periodos avaliados quando o cimento Sealapex foi
utilizado. Ja quando o Acroseal foi utilizado, o uso prévio do hidréxido de calcio
como medicagdo, ndo resultou na reducao do E. faecalis em nenhum tempo

avaliado.
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