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RELATÓRIO FINAL 

 

1. TÍTULO 

Influência da ativação ultrassônica do ácido glicólico na penetração do irrigante nos 

túbulos dentinários através da microscopia confocal a laser - estudo in vitro. 

 

2. EQUIPE EXECUTORA 

2.1. Aluna 

            Nome: Eduarda Reuter 

 Matrícula: 171203 

 

2.2. Orientador 

 Nome: Prof. Dr. Matheus Albino Souza 

 Matrícula: 8948 

 

2.3 Mestrando 

      Nome: Karolina Frick Bischoff 

      Matricula: 132392 

 

3. RESUMO 

Este estudo tem como objetivo avaliar, in vitro, a influência da ativação ultrassônica 

do ácido glicólico na penetração do irrigante nos túbulos dentinários através da 

microscopia confocal a laser. Trinta pré-molares inferiores foram obtidos e a porção 

coronária foi seccionada para que o remanescente radicular tivesse 15 mm. Os mesmos 

foram instrumentados com Reciproc R25 (VDW), a lavagem final foi realizada com 5ml 

de soro fisiológico e secos com papel absorvente (Dentsply Maillefer), sendo que, a cada 

5ml de irrigante final, teve marcação com rodamina B fluorescente isotiocianato a 0,1% 

em peso (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). As amostras foram divididas em 3 grupos, 

seguindo a irrigação final: água destilada, ácido glicólico 17% e ácido glicólico 17% + 

US, pelo período de 1 minuto cada protocolo. Após a finalização dos protocolos, todos 

os canais foram aspirados e secos com cones de papel absorvente (Dentsply Maillefer) e 

seccionados com 500 µm de espessura. As amostras foram examinados por um 

microscópio confocal a laser (Zeiss LSM-Pascal; Carl Zeiss, Goëttingen, Alemanha). As 
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imagens digitais foram importadas para o Programa ImageJ (software ImageJ, NIH),  para 

análise da penetração no túbulo dentinário. A análise estatística foi realizada com 

ANOVA e testes Post–Hoc de Tukey (α= 0,05).  Os resultados mostraram diferença 

estatisticamente significante entre o grupo com o ultrassom e os demais grupos (p<0.05). 

Conclui-se que o uso da ativação ultrassônica sobre o ácido glicólico aumenta a 

capacidade de penetração do irrigante na dentina tubular. 

  

Palavras-chave: ácido glicólico, ultrassom, irrigante para canal radicular. 

 

4. PROBLEMA DE PESQUISA 

Durante o preparo químico mecânico, ocorre a liberação de raspas de dentina, que 

associadas aos componentes orgânicos, microrganismos e substâncias químicas 

auxiliares, forma a camada de smear layer (TORABINEJAD et al., 2002). Dessa forma, 

o uso de protocolos de irrigação final é necessário no intuito de promover a remoção dessa 

camada, ao mesmo tempo em que não induza efeitos tóxicos nos tecidos adjacentes e se 

preserve ao máximo a estrutura dentinária.  

O EDTA 17%, irrigante final mais utilizado atualmente em endodontia, possui 

algumas limitações, dentre as quais se incluem uma limitada ação antimicrobiana contra 

o biofilme de Enterococcus faecalis (DE ALMEIDA et al., 2016), uma reduzida ação de 

limpeza no terço apical de canais radiculares (KURUVILLA et al., 2015), a redução da 

microdureza dentinária (ASLANTAS et al., 2014) e o seu efeito tóxico quando em contato 

com células do tecido conjuntivo (KOLAOUZIDOU et al., 1999; BOTTON et al., 2016). 

Além disso, uma série de componentes tóxicos são liberados na sua produção, o que pode 

trazer um impacto prejudicial ao meio ambiente (SILLANPÄÄ, 1997). 

 

5. JUSTIFICATIVA 

O Ácido Glicólico vem sendo estudado como uma nova substância irrigadora dos 

canais radiculares, foi previamente testado no condicionamento ácido de substrato 

dentinário, utilizado como substituto do ácido fosfórico, se mostrando efetivo no 

condicionamento e resistência de união semelhante ao ácido fosfórico. Em estudos mais 

recentes mostrou-se também com excelente capacidade de remoção de smear layer, 

mostrando seu potencial para ser utilizado como um irrigante endodôntico (CECCHIN et 

al., 2018; BELLO et al., 2019). Também promove de forma efetiva a desmineralização 
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do esmalte e da dentina, favorecendo a adesão de materiais adesivos nestas superfícies 

(CECCHIN et al., 2018). 

A ativação ultrassônica (US) é uma agitação mecânica de uma substância química, 

em contato com as paredes do canal radicular. A ação desse dispositivo ultrassônico induz 

turbulência hidrodinâmica nessa solução dentro do canal radicular, produzindo cavitação 

e bolhas que irá colidir contra as paredes. Estes elementos aumentam a temperatura e a 

pressão hidrostática, produzindo ondas que removem a camada de esfregaço pela 

irrigação continua com dispositivo de ultrassom (RIBEIRO et al., 2012; VAN DER 

SLUIS et al., 2007). 

No entanto, se torna justificável a busca por novas substâncias irrigadoras, 

associada a meios auxiliares, que possam se mostrar mais efetivos na sua capacidade de 

remoção de smear layer, ao mesmo tempo em que preserve a estrutura dentinária para que 

esta apresente condições favoráveis à adesão do material obturador. 

 

6. REVISÃO DE LITERATURA 

CECCHIN, et al., em 2018, analisaram o uso de ácido glicólico como pré 

tratamento de superfície para restaurações. Foi-se utilizado microscópio eletrônico de 

varredura para observar o condicionamento do AG em tecidos duros, dois modos de 

aplicação (esfregando e sem esfregar) para análise da força de ligação do AG sobre 

dentina e esmalte e três sistemas adesivos Single Bond, One Step Plus e Scotchbond 

Universal. Referente aos testes, a microdureza foi analisada através da superfície do 

esmalte e dentina polidas antes e depois do uso de AG 35%, ácido fosfórico 35% ou agua 

destilada por 30s, a resistência de união através do esmalte + dentina e a interação 

superficial e interfacial através do MEV. O uso de AG e ácido fosfórico diminuíram a 

microdureza do esmalte e dentina, o MEV mostrou ataque semelhante do AG e ácido 

fosfórico, embora a camada hibrida do AG fosse mais delgada. Na dentina, a força de 

união foi semelhante entre as substancias independendo da técnica de aplicação, porem 

no esmalte o AG esfregado mostrou maior resistência de união. Quanto os sistemas 

adesivos, o AG e ácido fosfórico juntamente com Scotchbond Universal tiveram maior 

resistência de união quando comparados a Single Bond e One Step Plus. Concluiu-se que 

o AG condicionou bem o esmalte e dentina e demonstrou resistência de união semelhante 

a ácido fosfórico.  

BELLO, et al., em 2019, analisaram “in vitro” os efeitos do ácido glicólico na 

microdureza, rugosidade e distribuição do conteúdo mineral na dentina, remoção da 



6 

 

smear layer e citotoxicidade. Foram distribuídos cem dentes em seis grupos de 

substancias sendo eles: EDTA 17%, ácido cítrico 10%, AG 5%, 10% e 17% usando como 

grupo controle a agua destilada. Utilizou-se de imagens microscópicas de varredura para 

análise da smear layer, espectroscopia de raios X por dispersão em energia para análise 

química, medidas no lúmen no canal para microdureza e rugosidade e a viabilidade 

celular foi feita com fibroblastos. Concluiu-se então que o ácido glicólico possui 

capacidade de remoção da smear layer semelhante ao EDTA e ácido cítrico, sem 

diferença nas concentrações e com potencial como agente endodôntico para irrigação 

final. Já o AG 17% possui a menor microdureza e a maior rugosidade. Quando a 

citotoxicidade, o AG e AC são dependentes da dose utilizada. 

BELLO, et al., em 2020, examinaram “in vitro”, o ácido glicólico no pó e 

resistência a flexão da dentina, utilizando a espectroscopia de raios X por dispersão em 

energia para análise química, sendo que os níveis de pH e tensão do EDTA, ácido cítrico 

e ácido glicólico foram avaliados em várias temperaturas e épocas. Os feixes de dentina 

em pó mineralizada foram submetidos a espectroscopia no infravermelho por Fourier para 

análise da razão apatita / colágeno e teste de flexão de 3 pontos após serem imersos por 1 

minuto nas soluções descritas. Concluiu-se que o ácido glicólico pode ser uma boa opção 

na irrigação final radicular, já que na tensão superficial possui a maior partícula, tensão 

semelhante ao EDTA e ácido cítrico que diminuem quando em soluções mais 

concentradas. O AG também apresentou estabilidade no pH em todas as etapas e houve 

diminuição na relação apatita / colágeno com o aumento da concentração do AG sendo 

que a força de flexão não foi afetada pela mesma. 

RAMACHANDRAN, et al., em 2018, realizaram “in vitro” um estudo afim de 

avaliar a limpeza dos canais e liberação de íons de cálcio com uso de irrigantes 

desmineralizantes e uso de ultrassom. Foram utilizados 62 incisivos centrais divididos em 

grupos de acordo com os irrigantes finais: ácido cítrico 10%, ácido maleico 7%, EDTA 

17%, ácido cítrico 10% com ativação US, ácido maleico 7% com ativação US, EDTA 

17% com US. Os dados foram analisados em microscópio eletrônico de varredura com 

base na espectroscopia de emissão atômica com plasma indutivamente acoplada e 

quantidade de detritos. Os dados concluíram que o ácido cítrico com ativação ultrassônica 

liberou mais íons de cálcio e removeu o máximo de smear layer, podendo ser uma boa 

escolha de irrigante.  

WIESSE, et al., em 2018, avaliaram “in vitro” a ativação ultrassônica e sônica de 

dois selantes para adaptação interfacial e resistência de união push-out a dentina do canal 
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radicular. Foram utilizados 78 caninos irrigados com NaCIO 2,5% e EDTA 17%, 

preenchidos com guta-percha e AH Plus ou MTA Fillapex, os mesmos foram divididos 

em 3 subgrupos de acordo com a ativação do selante: sem ativação, ativação sônica (NA) 

e ativação ultrassônica (US). Em 3 amostras de cada subgrupo foi adicionado ao selante 

rodamina B a 0,1%. Três fatias de 1mm foram obtidas de cada terço da raiz, a primeira e 

segunda fatia foram usadas para push-out e a terceira para análise da adaptação interfacial 

com microscópio confocal de varredura a laser (a penetração do selante também foi 

avaliada neste aparelho). Os resultados foram que o AH Plus possui maior push-out que 

o MTA Fillapex, UA possui push-out maior que NA e AS, que não mostraram diferenças 

entre si. O terço cervical apresentou push-out mais elevado que o terço médio e apical. 

Para os selantes o UA foi o material de enchimento mais homogêneo, com melhor 

adaptação interfacial e maior preenchimento nos túbulos. Concluiu-se que a ativação 

ultrassônica possui altos valores de push-out, maior penetração nos túbulos e melhor 

adaptação interfacial do que a ativação sônica e sem ativação. O AH Plus demonstrou 

maiores valores de push-out do que MTA Fillapex independente da ativação. 

MATOS, et al., em 2019, realizaram um estudo para comparar a eficácia do QMIX 

e EDTA 17% com irrigação passiva com ultrassom (PUI) ou agitação manual (MA) na 

redução de Enterococcus faecalis, Escherichia coli e LPS nos canais. Utilizou-se 40 

dentes humanos divididos em 4 grupos de acordo com EDTA + MA, QMiX + MA, EDTA 

+ PUI, QMiX + PUI como protocolo de irrigação final. Os dados foram coletados nos 

canais antes do preparo, após instrumentação, após protocolo final de irrigação e 7 dias 

depois da irrigação + irrigação final.  Concluiu-se que QMiX + MA e QMiX + PUI 

diminuem em 100% as bactérias E. coli, E. faecalis e impedem o crescimento de E. 

faecalis após os 7 dias, apresentando melhor eficácia entre os grupos. O EDTA reduziu 

E. coli mas não demonstrou redução da E. faecalis. O QMiX + MA ou PUI possuem 

melhor eficácia quando comparadas ao EDTA. O QMIX + PUI reduziram em 97,61% de 

LPS eliminando 100% das cepas.    

SOUZA, et al., em 2019, realizaram “in vitro” um estudo para analisar a ativação 

ultrassônica nos irrigantes finais com atividade antimicrobiana, remoção de smear layer 

e resistência de união. Utilizou-se 180 dentes divididos em três grupos e as amostras 

subdivididas em seis de acordo com cada tipo de irrigação, podendo ser com agua 

destilada (G1), agua destilada + ultrassom (G2), 17% EDTA (G3), QMix (G4), 17% 

EDTA + ultrassom (G5), QMix + ultrassom (G6). Através dos dados observou-se a 

atividade antimicrobiana pela contagem de unidades formadoras de colônias, remoção de 
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smear layer com microscópio eletrônico de varredura e teste push-out para resistência de 

união. A maior redução bacteriana foi registrada pelos grupos 4 e 6. Os grupos 5 e 6 

apresentaram maior remoção de smear layer e os grupos 3,4,5 e 6 maior resistência de 

união. Por fim, o uso de ultrassom não demonstrou melhor eficiência antimicrobiana nem 

na resistência, porem melhorou a remoção de smear layer. 

GU, et al., em 2017, compararam “in vitro”, técnicas de agitação intracanal na 

penetração de irrigantes e selantes nos túbulos, foram utilizados pré-molares superiores 

preparados com limas rotativas ProTaper Next, limas NiTi (Dentsply Maillefer) até 4x 

(tamanho ISO 40) e hipoclorito de sódio com rodamina B para irrigação final associado 

a agitação convencional (seringa) como grupo controle, sônica, ultrassonica, laser 

Nd:YAP ou V-Clean. Os canais foram obturados com AH Plus marcado com guta-percha 

e isotiocianato, seccionados no ápice nos tamanhos de 2, 5 e 8mm e observados com 

microscópio confocal de varredura a laser. Também se utilizou dos testes de Kruskal-

Wallis e Mann-Whitney e coeficiente de Spearman para análise da relação 

irrigante/selante. O estudo mostrou que as agitações sônicas e ultrassônicas apresentam 

maior profundidade do que o grupo controle a 2mm e houve correlação da penetração dos 

irrigantes e selantes em todas as técnicas. Conclui-se que o laser Nd: YAP apresentou 

melhor desempenho comparados as outras técnicas. 

MACHADO, et al., em 2017 realizaram estudos afim de comparar a eficácia de 

soluções quelantes EDTA 17% e ácido cítrico 10% para remoção da smear layer e 

penetração na dentina. Utilizou-se 60 canais radiculares divididos em 4 grupos de acordo 

com a irrigação final: agua destilada (G1), hipoclorito de sódio (G2), EDTA 17% (G3) e 

ácido cítrico 10% (G4) deixando 5 amostras sem serem preenchidas para análise da 

remoção da smear layer. 10 amostras de cada grupo foram analisadas em microscópio 

confocal de varredura a laser afim de observar a penetração dos selantes. Fez-se uso 

também dos testes de Kruskal-Wallis, Dunn e F e Tukey para análise da remoção da smear 

layer e penetração dos selantes respectivamente. Concluiu-se que o G3 e G4 possuem 

maior remoção da smear layer e penetração de selantes quando comparados com G1 e 

G2. A smear layer foi mais removida no terço cervical e médio quando foram utilizadas 

as soluções quelantes e a penetração dos selantes aumento quando as amostras foram 

tratadas com ambas as soluções.  

GALLER, et al., em 2019, compararam “in vitro” profundidades entre os irrigantes 

endodônticos nos túbulos dentinários em noventa dentes extraídos preparados utilizando 

vários métodos de ativação, os mesmos foram divididos em seis grupos, sendo assim: 
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(G1) ativação dinâmica manual, (G2) Ultrassônico, (G3) Sônica, (G4) PIPS (fluxo 

fotoacústico induzido por fótons, (G5) SWEEPS (fluxo fotoacústico de emissão 

aprimorada por ondas de choque) e (G0) controle sem irrigação ou ativação final, e a 

irrigação final foi feita com EDTA e hipoclorito de sódio. Subsequentemente o azul de 

metileno foi inserido nos canais e ativado seguindo as técnicas de cada grupo. Todos os 

dentes preparados foram seccionados e observados em seis seções e vinte e quatro pontos, 

mostrando que as penetrações medianas foram de 700-900 μm para o grupo IV havendo 

diferença no terço apical do grupo I e os demais, já as penetrações mínimas foram maiores 

no terço apical no grupo IV (P ≤ 0,046). Concluindo maiores profundidades nos terços 

apicais na ativação ultrassônica, sônica e induzida por laser quando comparadas a 

ativação dinâmica manual, em contrapartida o modo SWEEPS não apresentou aumento 

na penetração e o PIPS foi o método que demonstrou possuir a maior profundidade de 

penetração dos irrigantes na dentina radicular. 

 

7. OBJETIVOS 

 

7.1. Objetivos gerais 

      Avaliar, in vitro, a influência da ativação ultrassônica sobre irrigantes finais na 

penetração nos túbulos dentinários através da microscopia confocal a laser. 

 

7.2. Objetivos específicos 

Avaliar, in vitro, influência da ativação ultrassônica sobre o Ácido Glicólico 17%, 

na penetração nos túbulos dentinários através da microscopia confocal a laser. 

 

8. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

8.1 Obtenção e preparo das amostras 

Trinta pré-molares inferiores foram obtidos junto ao Biobanco da Faculdade de 

Odontologia da Universidade de Passo Fundo. A porção coronária foi seccionada na 

junção amelocementária, de modo que se obteve um remanescente radicular de 15 mm 

de comprimento.  Uma lima tipo K #10 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suíça) foi 

inserida no canal até que a ponta seja vista no forame apical, e o comprimento de trabalho 

foi estabelecido diminuindo 1mm dessa medida. Os canais radiculares foram preparados 

usando o sistema Reciproc R25 (VDW). As amostras foram instrumentadas nos três 
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terços (figura 1), e a cada terço foi interrompida a instrumentação e feita irrigação com 

5ml de soro fisiológico. Após o fim da instrumentação foi realizada uma lavagem final 

com 5 ml de água destilada e secagem com papel absorvente (Dentsply Maillefer). O 

ápice foi fechado com resina composta para impedir a extrusão do irrigante durante os 

procedimentos de irrigação. 

 

 

Figura 1: Instrumentação das amostras 

 

8.2 Protocolos de irrigação final 

Afim de realizar a fluorescência para ser observado na microscopia confocal de 

varredura a laser, cada 5 ml do irrigante final foi marcado com rodamina B fluorescente 

isotiocianato a 0,1% em peso (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Os irrigantes marcados 

foram submetidos a análise em tensiometro com o’ring método da triplicada para observar 

se a mistura alterava a tensão superficial (figura 2). 
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Figura 2: analise da tensão superficial em tensiometro  

 

As amostras foram divididas aleatoriamente em três grupos de acordo com o 

protocolo final de irrigação (n = 10): G1-  Água Destilada, G2 – Ácido glicólico 17% e 

G3 – Ácido glicólico 17% + US.  

Nos grupos onde não foi realizada ativação ultrassônica, os canais radiculares foram 

preenchidos com 5 ml do irrigante final marcado com Rhodamine B (figura 3), que 

permaneceu em contato com as paredes do canal pelo período de 1 minuto. Após este 

período, foi realizada irrigação com 5 ml com soro fisiológico. No grupo onde foi 

realizada a ativação ultrassônica, os canais radiculares foram preenchidos com o irrigante 

final marcado com Rhodamine B, uma ponta endodôntica de aço inoxidável foi inserida 

dois milímetros aquém do comprimento de trabalho, em contato com o irrigante final 

testado, e ativada por 1 minuto (Nac Plus - Adiel, Ribeirão Preto, SP, Brasil) havendo 

agitação ultrassônica do mesmo (figura 4). Após este período, foi realizada irrigação com 

5 ml de soro fisiológico.  

Ao término dos protocolos de irrigação final, os canais radiculares de todos os 

grupos foram aspirados e secos com cones de papel absorvente (Dentsply Maillefer) 
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Figura 3: irrigação das amostras  

 

 

Figura 4: agitação do irrigante com ultrassom  

 

8.3 Observação em Microscopia confocal a laser 

Ao final do protocolo de irrigação, as amostras foram seccionadas transversalmente 

com disco diamantado resfriado com água em baixa velocidade afim de se obter uma 

porção cervical, media e apical (figura 5). As superfícies das secções foram padronizadas 

em 500 µm de espessura, polidas com papéis abrasivos de carboneto de silício 1200, 2500 

e 4000 (Struers, Westlake, OH).  
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Figura 5: secção das amostras  

 

As amostras foram montados em lâminas de vidro e examinados por um 

microscópio confocal a laser (Zeiss LSM-Pascal; Carl Zeiss, Goëttingen, Alemanha) em 

× 10 com um comprimento de onda de 560 a 600 nm. As imagens digitais foram 

importadas para o Programa ImageJ (software ImageJ, NIH) para medir a penetração do 

túbulo dentinário (figuras 6, 7 e 8) A profundidade de penetração máxima (µm) foi 

medida através da distância do orifício do túbulo na parede do canal até o ponto mais 

profundo de penetração ao longo do túbulo dentinário. 

 

Figura 6: analise no programa imagej (agua destilada) 
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Figura 7: analise no programa imagej (GA) 

 

 

Figura 8: analise no programa imagej (GA+ US) 

 

8.4 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada através da análise de variância (ANOVA), seguido 

pelo Post – Hoc de Tukey (α= 0,05). 
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9. RESULTADOS  

A média e desvio padrão da profundidade máxima de penetração (μm) nos túbulos 

dentinários radiculares dos protocolos finais de irrigação testados estão dispostos na 

tabela 1. Os resultados do presente estudo mostraram que não houve diferença 

estatisticamente entre o grupo controle de agua destilada (DW) e ácido glicólico 17% 

(GA). Já o grupo com ultrassom (GA+US) apresentou diferença diante dos outros grupos 

(p<0,05), sendo mais efetivo na penetração do irrigante final nos túbulos dentinários.  

 

Table 1: Média (desvio padrão) da máxima profundidade de penetração (μm) nos túbulos 

dentinários dos protocolos de irrigação final testados. 

 

Group Maximum penetration depth (μm) 

 

DW   

 

     92.45 (14.04) A 

17% GA    96.22 (11.79) A 

17% GA+US  146.08 (12.28) B 

 

* Letras maiúsculas diferentes, na coluna, indicam diferenças significativas entre os grupos (p<0,05); 

** DW = água destilada; GA = ácido glicólico; US = ativação ultrassônica. 

 

10. DISCUSSÃO 

No processo de instrumentação dos canais radiculares se forma a smear layer, uma 

camada de microrganismos, substancias químicas e raspas de dentina encontrada na 

superfície dos canais e nos túbulos dentinarios devido a agitação de instrumentos, a 

mesma pode ser encontrada tanto superficialmente e pouco aderida, como em plugs 

localizados dentro dos túbulos (BELLO et al., 2019). A não remoção da smear layer está 

associada ao insucesso da endodontia, pois mantem as bactérias no canal e retarda a 

penetração dentinaria de medicações e cimento obturador (TORABINEJAD et al., 2002).   

A substancia mais utilizada atualmente para remover esta camada é o EDTA 17%, 

porem o mesmo remove cálcio da dentina o que reduz a microdureza dentinaria, causa 

erosão, possui limitada ação antimicrobiana, baixa limpeza do ápice dentário e por ser 

artificial possui efeito nocivo para os tecidos periapicais (SARKEES et al, 2020). Diante 

disso existe a necessidade de novos estudos para suprir esses impasses que podem levar 

o tratamento endodôntico a falha. 
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O ácido glicólico é uma substancia usada em produtos de beleza que possui baixo 

peso molecular e é de natureza orgânica. BELLO et al 2019, concluiu que o GA 17% 

obteve maior rugosidade da superfície final que auxilia na adesão do material obturador, 

maior redução na microdureza superficial em comparação ao EDTA, menor efeito 

citotóxico e capacidade de remover a smear layer a um nível semelhante. Estudos 

sugerem a associação da agitação ao irrigante, a agitação nos canais desempenha um 

papel crítico na limpeza e desinfecção. Proporciona melhor desbridamento nos 3mm 

apicais e pode aumentar a penetração do irrigante (GU et al, 2017).  

A microscopia confocal a laser é um dos métodos mais usados atualmente para 

avaliar a penetração de alguma substancia nos túbulos dentinarios, entretanto nesta 

metodologia há alguns fatores que podem influenciar a penetração do irrigante: (a) 

temperatura, tempo de contato e concentração do irrigante. (b) área analisada reduzida 

quando comparada ao espaço total do canal radicular. (c) túbulos dentinarios mais 

calibrosos na região cervical e media. (d) subjetividade de penetração devido a diferentes 

interpretações de cada examinador. (e) dentes com curvaturas na raiz podem interferir na 

penetração do irrigante. (GU et al, 2017.; MACHADO et al, 2017) 

O tempo que o irrigante final permanece em contato com a superfície dentaria pode 

interferir na estrutura da dentina. YAMADA et al 1983, afirmou que o uso de 10 ml de 

EDTA 17% por alguns segundos já apresenta uma superfície essencialmente livre de 

detritos. Em contra ponto GOLDBERG et al 1982, mostrou que EDTAC em contato por 

5 minutos resulta no desaparecimento de uma quantidade de detritos e com 15 minutos a 

superfície parecia mais limpa. Entretanto ÇALT et al 2002, afirma que apenas 1 minuto 

é o suficiente para remoção da smear layer e que quando aplicado por mais tempo possui 

efeitos erosivos e dissolução da dentina.  

De acordo com os resultados do presente estudo a penetração nos túbulos 

dentinarios do ácido glicólico foi próximo ao do grupo controle (agua destilada). Tal 

resultado pode ser explicado pela semelhança no valor da tensão superficial indicada 

pelos testes realizados em tensiometro com o’ring utilizando método da triplicata. 

Segundo BELLO et al 2019, o ácido glicólico possui a característica de fácil penetração 

devido ao seu baixo peso molecular. 

Uma seringa comum tem a capacidade de irrigar apenas 1mm mais profundo que a 

ponta da agulha, o que dificulta a irrigação do terço apical (GU et al, 2017). Desta forma 

se faz necessária a associação de outros métodos para aumentar a irrigação apical. A 

ativação ultrassônica compreende um dispositivo que é introduzido sem tocar nas paredes 
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do canal, que promove agitação mecânica de uma substância química e auxilia na sua 

penetração e limpeza (SOUZA et al, 2019). Os resultados apresentados mostraram que a 

associação do ácido glicólico 17% + US aumentou a capacidade de penetração do 

irrigante, tal resultado pode ser explicado pelas vibrações de alta frequência transmitidas 

ao longo do instrumento (BLANK-GONÇALVES L. M. et al, 2011). 

Considerando os estudos apresentados o ácido glicólico 17% se mostra promissor 

quando comparado aos irrigantes finais utilizados atualmente na pratica clínica, visando 

o benefício do paciente e a longevidade do dente submetido ao tratamento endodôntico. 

Apesar das limitações do estudo observamos que a utilização da ativação ultrassônica 

auxilia na penetração da substancia escolhida como irrigante final, apresentando bom 

resultado com pouco tempo de exposição ao agente minimizando efeitos adversos na 

dentina tubular. Estudos complementares se tornam importantes devido as limitações 

apresentadas.  

 

11. CONCLUSÃO 

Diante das limitações  do presente estudo, podemos concluir que a ativação 

ultrassônica influenciou aumentando a capacidade de penetração do ácido glicólico 17% 

como irrigante final na profundidade dos túbulos dentinários. 
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Abstract 

Objectives: This study evaluated the effectiveness of US over GA on the microhardness, 

cohesive strength, flexural strength and fracture resistance of root dentin. 

Methods: The samples obtained from 140 extracted bovine teeth were distributed into 

four test groups: microhardness (50 teeth), cohesive strength (15 teeth), flexural strength 

(15 teeth) and fracture resistance (60 teeth). In all four tests, specimens were subdivided 
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into five groups, according to final irrigation protocols: G1: DW; G2: EDTA; G3: GA; 

G4: EDTA+US;  G5: GA+US. After the irrigation protocols, the Vickers tester was used 

to evaluate the microhardness and the universal testing machine was used to evaluate the 

cohesive strength, flexural strength and fracture resistance of root dentin. The one-way 

ANOVA test and the Tukey HSD were used for multiple comparison tests in all 

evaluations (α=5%). 

Results: In general, groups 2 (EDTA), 4 (EDTA+US) and 5 (GA+US) promoted the 

highest reduction of microhardness, being statistically different to other groups (p<0.05). 

The cohesive strength, flexural strength and fracture resistance data revealed that no 

differences between the groups were observed (p>0.05). 

Conclusions: The association of GA and US results on reduction of microhardness, with 

no influence in the cohesive strength, flexural strength and fracture resistance of root 

dentin. 

Clinical significance: GA + US is an alternative of final irrigation protocol. 

 

Keywords: dentin structure, EDTA, glycolic acid, ultrasonic activation. 
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Introduction 

Microorganisms are the main etiologic agents of pulp and periapical pathologies. 

Furthermore, several anatomical variables have been found within the root canal system, 

corresponding to spaces that are widely propitious for their colonization and proliferation 

(1). Thus, the chemo-mechanical preparation associated with auxiliary resources are 

essential to promote an effective elimination of microorganisms from root canal system. 

During this stage, the smear layer is produced, being composed by organic and inorganic 

material, bacteria and their by-products. It prevents the penetration of intracanal agents 

in the depth of dentinal tubules and influence the adhesion of filling materials to canal 

walls (2). Thus, it is mandatory the smear layer removal by using chemical agents and 

auxiliary resources. 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) is a chelating agent with recognized 

ability to promote smear layer removal (3). At the same time, EDTA induces cytotoxic 

effects in the periapical tissues (4) and significant modifications in the structure and 

mechanical properties of root dentin (5,6). This led to the search for new alternatives for 

final irrigants in endodontics. Glycolic acid (GA) was initially tested in the dentistry as a 

surface pretreatment agent for dental restorative applications, presenting effective results 

in the etching of enamel and dentin surfaces (7). After this, GA revealed effectiveness for 

smear layer removal and lower cytotoxicity when compared to EDTA (8), as well as 

preservation of root dentin structure (9). In common, this chemical agents present low 

effectiveness to promote smear layer removal in the apical third of root canal (8,10), 

bringing the need to use auxiliary resources for this proposal. 

Several activation techniques have been used in the endodontics to improve the 

effectiveness and delivery of chemical agents in the root canal system. The ultrasonic 

activation (US) is performed by acoustic streaming transmitted from an oscillating tip 
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connected at ultrasonic device. It enhances the hydrostatic pressure and temperature of 

irrigant solutions, inducing hydrodynamic turbulence and higher smear layer removal 

when compared to conventional irrigation protocols (11). Moreover, Machado et al. (12) 

revealed that chelating ability of irrigant solutions associated to concomitant use of US is 

essential to the proper filling of root canal system. In this scenario, the use of activation 

techniques also improve the penetration of irrigant solutions on dentin structure (8). 

However, the impact of this association on mechanical properties of root dentin has not 

yet been well elucidated in the literature, specially when GA and US are associated. 

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of US over GA on the 

microhardness, cohesive strength, flexural strength and fracture resistance of root dentin. 

The hypotheses were that this association (i) does not promote significant modification 

on the microhardness, (ii) cohesive strength, (iii) flexural strength and (iv) fracture 

resistance of root dentin.  

 

Materials and Methods 

The study was not be submitted to the Ethics Committee for the Use of Animals, 

due to the fact that the samples were composed of extracted bovine teeth that would be 

discarded. For this study, 140 bovine teeth from animals slaughtered for commercial 

purposes were used. All selected teeth were intact, with straight roots and formed root 

apex. After extraction, the teeth were cleaned with periodontal instruments, immersed in 

0.9% saline and stored under refrigeration for a maximum of 3 months before use. 

 

 

Microhardness 
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Fifty extracted bovine teeth were used for this evaluation. Dental crowns were 

sectioned with a diamond disc, obtaining 15-mm length roots. All roots were prepared up 

to the apical foramen with #45 K-files (Dentsply Sirona, Tulsa, OK, United States) and 

distilled water (DW) in order to remove pulp tissue and to standardize the canal diameter. 

Subsequently, two longitudinal grooves were made in the external root surface using a 

diamond disc, without reaching the canal space. Roots were split into two halves with 

microtome slides, totalizing 100 samples. The convex surface covered with cement was 

planned with a diamond drill, maintaining 2 mm thickness between the worn surface and 

the root canal lumen. The dentin layer between the root canal lumen and the cementum 

was also abraded with approximately 45° angulation to facilitate the polishing of the root 

canal and its visualization in the microhardness tester. 

All samples were fixed in acrylic resin blocks, leaving the root dentin exposed 

upwards, polished with silicon carbide abrasive paper (180, 320 and 600 grit) and 0.25-

mm diamond polishing paper (Metkon, Bursa, Turkey) under cooling with DW, washed 

with DW and dried with aspiration cannula. After this, the samples were divided into 5 

groups (n=20), according to tested irrigation protocol: G1 – DW; G2 – 17% EDTA; G3 

– 17% GA; G4 – 17% EDTA + US; G5 – 17% GA + US.  

In groups with no US, samples were placed in plastic tubes and completely covered 

with 3 mL of the tested solution. The contact time was 1 minute. In groups with US, it 

was performed the same procedure, with the tested solution being activated by US for 1 

minute. The US was performed using ultrasonic device (Nac Plus Ultrasonics, Adiel, 

Ribeirão Preto, SP, Brazil) and stainless-steel E1-irrisonic endodontic tip (Helse 

Ultrasonic, Ribeirão Preto, SP, Brazil), with active portion of 16 mm in length, 2 mm in 

diameter and 0.01 ISO taper. The tip was inserted into the plastic tube containing the 

tested solution and activated for 1 min. Scale power 1 for endodontics (10% power) was 
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used for US. After irrigation protocols, the samples were washed with 5 mL of DW and 

dried with aspiration cannula. 

 Microhardness was measured after irrigation protocols, by using Durascan 20 

Vickers tester (HMV-2000, Shimadzu, Kyoto, Japão) at 40x magnification, 300-g load 

and 20-second dwell time. Three indentations were made along parallel lines to the edge 

of the root canal lumen, being the first 1.000 µm from the root canal entrance, and two 

other at distance of 200 µm from each other. The microhardness value for each specimen 

was obtained as the average value obtained for the three indentations. 

 

Cohesive strength 

Fifteen extracted bovine teeth were used for this evaluation. After coronal section, 

the roots were sectioned along the long axis of the tooth and a perpendicular cut to the 

long axis was performed on both halves to produce 4 fragments of root dentin. The 

specimens were manually cut into an hourglass shape using a cylindrical drill with a 

cross-sectional area of approximately 0.8 mm2. In total, 60 hourglass-shaped dentin 

samples were obtained, being distributed in the same previously described groups (n=12) 

and submitted to the same irrigation protocols.  

Following, each specimen was fixed on a microtensile test loop with cyanoacrylate 

(Loctite Super Bonder; Henkel Loctite Corporation, Rocky Hill, CT, USA) and submitted 

to a cohesive load at 0.5 mm/min in an universal machine test (EMIC DL 2000, São José 

dos Pinhais, PR, Brazil). The cross-sectional area at the fracture site was measured with 

a digital caliper and the cohesive strength was calculated by the following formula: σ = 

F/A, where σ represents the maximum cohesive strength, F (N) represents the force used 

and A (mm2) represents the area at the fracture site. The obtained data were expressed in 

megapascals (Mpa). 
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Flexural strength 

Fifteen extracted bovine teeth were used for this evaluation. After coronal section, 

the roots were sectioned along the tooth long axis to produce the dentin laminae, which 

needed to be sanded using abrasive sandpapers with 500, 800, 1000 and 1200 grit (3 M 

ESPE, St. Paul, MN, USA) to obtain 60 dentin sticks in a rectangular shape (0.18 mm 

thick x 1.8 mm wide x 5.0 mm long). The 60 dentin sticks were distributed in the same 

previously described groups (n=12) and submitted to the same irrigation protocols.  

The flexural strength test was performed using a miniature three-point device with 

a 3 mm support extension, in which each toothpick was inserted into the support span. A 

load was applied to the central portion of the toothpick using a universal testing machine 

(EMIC DL 2000) at a speed of 0.5 mm/min until the fracture occurred. The flexural 

strength was calculated using the formula 3 PL / 2bh2, where P = maximum load until the 

moment of fracture (N), L = distance between the sup-port points (mm), b = sample width 

(mm) and h = sample height (mm). The obtained data were expressed in MPa.  

 

Fracture resistance 

Sixty extracted bovine teeth were used for this evaluation. After coronal section, 15 

mm long straight roots were obtained. To standardise the roots, reference markings were 

made on the root surfaces using an overhead projector pen, of which the location was 

obtained using a digital pachymeter ruler. The first mark was made 2 mm below the 

uppercut, the second 2 mm above the root apex and the third mark at mid-distance 

between the two marks. The buccolingual diameter was 6.5 mm in the cervical third, 5.5 

mm in the middle third and 4 mm in the apical third, and the mesio-distal diameter was 

5.0 mm in the cervical third, 4.5 mm in the middle third and 3.5 mm in the apical third. 
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The root canals were scaled with the aid of a cylindrical diamond bur no. 1090 (KG 

Sorensen, São Paulo, SP, Brazil). During this procedure, constant measurements were 

performed with a digital pachymeter adapted for internal canals, until dentin walls of 1 

mm thick were obtained in all roots, and DW was used to remove remnants from the root 

canal preparation.  

The roots were embedded in acrylic resin using 1⁄2 inch thick and 20 mm long 

plastic cylindrical PVC moulds (Tigre do Brasil, Osasco, SP, Brazil), maintaining a root 

exposure of 3 mm to simulate the biological space. The 60 roots were distributed in the 

same previously described groups (n=12) and submitted to the same irrigation protocols. 

In groups with no US, the root canals were filled with the tested solution, until 

extravasation to the root canal entrance. The contact time was 1 minute. In groups with 

US, it was performed the same procedure, with the tested solution being activated by US 

for 1 minute. The US was performed, by using the same parameters, as previously 

described. The tip was inserted 2mm short to the root canal apex, in contact with tested 

solution, and activated for 1 min. After irrigation protocols, the samples were washed 

with 5 mL of DW and dried with aspiration cannula. 

Then, the specimens were positioned in the lower part of the universal testing 

machine (EMIC DL 2000), and a compressive load was applied vertically to the coronal 

surface of the roots with a loading speed of 1 mm/ min until fracture. The load at which 

fracture occurred was recorded and expressed in Newtons (N). 

 

Statistical analysis 

The Kolmogorov–Smirnov test for normality was used. The one-way ANOVA test 

and the Tukey HSD were used for multiple comparison tests in all evaluations (α=5%). 
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All statistical analyses were performed using the Stat Plus software (Stat Plus Analyst 

Soft Inc. version 6.0, Vancouver, BC, Canada). 

 

Results 

The mean and standard deviation of microhardness, cohesive strength (Mpa), 

flexural strength (Mpa) and fracture resistance (N) are presented in Table 1.  

 The microhardness data showed a statistically significant difference between the 

groups, where the 17% EDTA, 17% EDTA + US and 17% GA + US groups had 

significantly reduced microhardness values when compared to the control group and 17% 

GA groups (p<0.05). The cohesive strength, flexural strength and fracture resistance data 

revealed that no differences between the groups, with the tested irrigation protocols 

presenting similar results to control group (p>0.05). 

 

Discussion 

The smear layer removal is essential during endodontic treatment, in order to 

promote cleaning and adhesion of filling materials to the root canal walls (2). At the same 

time, the use of chemical substances for this purpose induces significant changes in the 

dentin structure (6,9). The reduction of dentin microhardness results in a less tough and a 

more brittle substrate, that might precipitate fatigue crack propagation during cyclic 

stresses (13). The reduction of flexural strength results in a lower stress that a dental 

structure can be submitted before fracture (14) and the reduction of cohesive strength 

interferes in the hard connective tissues and elasticity modulus (15). Finally, the reduction 

of fracture resistance leads to propagation of cracks and erosion in peritubular and 

intertubular dentin (16). Then, the modification of all these mechanical properties 

increases the susceptibility to vertical root fracture (13). However, information is lacking 
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about the influence of US over GA on these properties of root dentin. For these reasons, 

the present study aimed to evaluate the impact of this final irrigation protocol on the 

mechanical properties of root dentin. 

The present study proposed the evaluation of a GA-based final irrigant associated 

with US, comparing with EDTA, the most conventional final irrigant used in endodontics. 

According to previous studies, the GA revealed effectiveness in the smear layer removal, 

preservation of dentin structure and some advantages in relation to EDTA (8,9). At the 

same time, it is known that US improve the action and penetration of irrigant solutions 

into the dentin structure (8). But, the impact of US over GA in the mechanical properties 

of root dentin is unknown and not well elucidated in the literature. Çalt & Serper (17) 

showed that a short period time is enough to promote effective smear layer removal and 

long time exposure to chelating agents induces significant modification in the root dentin. 

Cruz-Filho et al. (18) reported that modifications in the root dentin can be observed within 

the first minute after application of EDTA. Thus, the final irrigation time of the tested 

protocols was set at 1 minute in the present study. 

The effects of final irrigants on dentin microhardness can be evaluated by using 

different methods, being the Knoop and Vickers microhardness tester the most usual 

devices in this proposal. The Vickers indentation method provides higher measurement 

range and sensitivity when equal loads are applied in the dentin surface. In addition, 

indentations must be performed along parallel lines to the edge of the root canal lumen, 

because the microhardness values decrease close to the pulp tissue (18). Thus, the 

indentations from root canal entrance were performed with the Vickers microhardness 

tester in the present study. Regarding the another mechanical properties evaluation, all 

samples were prepared and all methods were performed with basis in a previous study, 

which evaluated the effect of GA and EDTA on dentin mechanical properties, with no 
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US, by testing the dentin cohesive and flexural strength, as well as the root fracture 

resistance, in the universal testing machine (6). According to literature, it is a commonly 

used method, compatible with the clinical situation and induces less stress to dentin 

structure (6,16,19).  

According to results of present study, the EDTA group promoted a higher 

microhardness reduction when compared to GA group. Similar results were found in 

previous studies, where the use of EDTA reduced significantly the dentin microhardness 

(5,18,19,20). The EDTA has recognized potential to promote demineralization of the 

inorganic components of dentin by chelating calcium ions. Consequently, an adverse 

softening potential is induced on the calcified components of dentin promoting this 

reduction (18). At the same time, the use of US over GA improved the reduction of the 

dentin microhardness, when compared to using alone of GA, rejecting the first hypothesis 

of present study. As previously described, the US improves the the ability of irrigant 

solutions to penetrate into the dentin structure (8,11,12). Thus, it can be the explanation 

for these results.  

Although there were significant differences between the tested groups, the dentin 

microhardness values of EDTA, EDTA+US and GA+US groups were approximately 

close to control and GA groups, which can reveal a superficial reduction of dentin 

microhardness. According to literature, it could be beneficial under clinical conditions as 

it would allow easier access and instrumentation a of tight root canals (20), does not 

inducing severe damage to dentin structure. In addition, the use of US over the tested final 

irrigants did not promote significant modification on the cohesive strength and flexural 

strength of root dentin, confirming the second and third hypotheses of present study. 

These results can be explained by the methodology used in the present study. The tip was 

inserted into the plastic tube containing the root samples and tested final irrigants. Thus, 
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the irrigant solutions could not be driven against the root canal walls, favoring the 

penetration into the root dentin. Moreover, the short time of exposure set at 1 minute 

could not be enough to promote depth modifications in the flexural strength and cohesive 

strength of root dentin, being not in accordance with results found by de Andrade 

Marafiga et al. (6). However, in this cited study,  the  EDTA and GA were used in direct 

contact with the sample for 5 minutes, revealing significant decreasing of these 

mechanical properties of root dentin. 

Root fracture is a common clinical situation in everyday endodontic practice, being 

related to the fracture resistance of root dentin. Roots with thin dentinal walls are more 

prone to fracture due to the lack of adequate structural support (21). In addition, the 

adhesion of the filling materials to root canal walls decreases in these situations, which 

can result in fracture strength reduction (22). It is known that this mechanical property is 

directly related to some factors, including the influence of chemical substances inside the 

root canal. The chelating agents used for smear layer removal may alter the chemical 

composition of dentine, compromising the fracture resistance of root dentin (23). 

However, the results of present study showed that tested final irrigation protocols did not 

promote modifications in the fracture resistance of root dentin, even when US was used, 

confirming the fourth hypotheses of present study. Since previous study revealed 

effective smear layer removal by using GA (8), it means that association of GA+US could 

be an effective alternative in this proposal, at the the same time that also preserves the 

mechanical properties of root dentin. 

The GA has significant ability to promote smear layer removal (8), being the main 

proposal of the final irrigants. Moreover, the small size of GA molecules and its acidic 

pH contributes to an effective penetration and demineralization of root dentin (9). Further 

this important ability, the GA presents low cytotoxicity and does not induce several 
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damages to dentin mechanical properties (9). These are some advantages when GA is 

compared to conventional final irrigants, such as EDTA. The EDTA is the most used final 

irrigant in the endodontic therapy, decalcifying root dentin and providing effective 

removal of smear layer (3). In the other side,  some disadvantages were revealed when 

EDTA was used as final irrigant, such as low effectiveness for smear layer removal in the 

apical third (24), cytotoxicity (4) and induction of modifications on root dentin structure 

(5,6), which can compromise the success of endodontic therapy.  

The association of GA and US promotes superficial reduction of microhardness and 

preserves the cohesive strength, flexural strength and fracture resistance of root dentin, 

according to results of present study. Although improvement of irrigant solution 

penetration in the depth of dentin structure is recognized by using the US (12), 

modifications on mechanical properties of root dentin were not observed in the present 

study. The short time of exposure to GA and cycles of US may have played a key role in 

these results. But, it is possible to hypothesize that a cleaner root canal wall can be 

obtained, with dispersed collagen, favoring the adhesion of the filling/restorative material 

to the root dentin. In this scenario, US is essential to obtain these results in all thirds of 

root canal. Thus, the present study suggest the use of GA+US as an alternative that 

preserves important mechanical properties of root dentin during the smear layer removal 

from root canal walls.  

 

Conclusion 

Under the study limitations, it was possible to conclude that the association of GA 

and US results on superficial reduction of root dentin microhardness and preservation of 

cohesive strength, flexural strength and fracture resistance of root dentin. 
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