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Resumo

Ferreira, DCA. Formulacdo a base de Epigalocatequina-3-galato, derivada do cha
verde, desenvolvida para uso endodontico: estudo fisico-quimico e biologico.
Ribeirdo Preto, 2015. 129p. [Tese de Doutorado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia
de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo; 2015.

O cha verde, obtido da Camellia sinensis, € uma das bebidas mais populares em todo o0 mundo
e, recentemente, tem sido foco de pesquisas cientificas por apresentar efeitos benéficos na
saude geral. Estudos laboratoriais e epidemioldgicos sugerem que, dentre os polifendis que
compdem o cha verde, a Epigalocatequina-3-galato (EGCG) é o mais bioativo e responsavel
por sua acao antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, inativadora de LPS bacteriano,
anticarcinogénica, antitumoral, anti-angiogénica, anti-hipertensiva e reparadora tecidual,
podendo atuar na prevencdo e tratamento do cancer, doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, hepaticas e renais. Em diversas doencas osseas, a EGCG também
desempenha um importante papel protetor, atuando na indugao da mineralizagao e inibigao
da osteoclastogénese. No entanto, seus possiveis efeitos na inflamacao e na reabsorcdo dssea
associadas a lesdo periapical ainda nao foram avaliados. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi desenvolver uma formulacdo para uso endodbntico a base de EGCG com
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas que permitam seu uso como curativo de demora
entre sessOes. As formulacdes testadas incluiram: EGCG diluida em agua e diferentes
concentragdes de EGCG (1,25; 5; 10 e 20 mg/mL) veiculadas em polietilenoglicol 400 (PEG).
O éxido de zinco foi utilizado como agente radiopacificador. Em funcdo da possivel degradagao
dos produtos fendlicos em funcao do ambiente e do tempo, uma solugdo obtida por meio do
contato prolongado da EGCG com o dente também foi avaliada (produto da degradacdo).
Inicialmente, foi realizada a caracterizagdo fisico-quimica da formulagao de EGCG por meio de
espectrofotometria em Ultravioleta/Visivel (UV/Vis), em contato com solugdes contendo zinco,
oxido de zinco e acetato de zinco. Os estudos bioldgicos foram realizados para avaliar sua
compatibilidade tecidual no tecido subcutaneo de camundongos, por meio da avaliacao do
extravasamento plasmatico apds 24 horas e da analise de aspectos macroscopicos e
microscépicos aos 7, 21 e 63 dias apds a insercao de tubos de polietileno contendo as
formulacOes. Neste estudo, uma pasta a base de hidréxido de calcio (Calen®) foi utilizada
como controle. Na andlise macroscopica, realizada por meio de fotografias, foram atribuidos
escores aos parametros de ulceracdo epitelial, vascularizacdo, necrose e edema. Na analise
microscépica, realizada em microscopia de luz convencional e de fluorescéncia, foram

avaliados os parametros de infiltrado inflamatorio, vascularizacao, focos de abscessos, capsula



fibrosa, edema e necrose. Os escores dos resultados bioldgicos foram submetidos a analise
estatistica utilizando o teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher e para analise dos resultados
quantitativos do extravasamento plasmatico foi utilizada analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo pds-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os estudos fisico-quimicos
mostraram que a EGCG manteve seu comprimento de onda original em 274 nm quando
associada ao Oxido de zinco, tendendo a formagao de uma banda de absorgao em 325 nm. A
associacao da EGCG com acetato de zinco ocasionou diminuicdo da banda de absorcdao em
274 nm e formagao de uma nova banda em 323 nm. Os estudos bioldgicos mostraram, nos
parametros macroscépicos que, em todos os periodos avaliados, todas as formulagdes
apresentaram compatibilidade tecidual, com auséncia de ulceracao epitelial, presenca de leve
necrose tecidual superficial, edema e vascularizagao, nao havendo diferenca significante entre
0s grupos avaliados (p>0,05). Na analise microscdpica, em todos os periodos foi verificada
auséncia de focos de abscesso, edema e necrose e presenca de suave ou moderado infiltrado
inflamatdrio, capsula fibrosa e neovascularizacdo, semelhante entre todos os grupos (p>0,05).
A avaliacao dos espécimes corados com HE em microscopia de fluorescéncia favoreceu a
visualizagdo dos vasos sanguineos e de fibras colagenas, constituindo metodologia adicional
para esta finalidade. Na avaliacdo do extravasamento plasmatico, o produto da degradacao
da ECGG apresentou extravasamento de corante azul de Evans por grama de tecido inferior
(0,0514 +0,0220 mg/mL) as demais formulacdes testadas (p<0,05). Conclui-se que a
formulagdo tdpica a base de EGCG, desenvolvida para uso endodoOntico, apresenta

propriedades fisico-quimicas estaveis e compatibilidade tecidual.

Palavras Chaves: Epigalocatequina-3-galato, Analise fisico-quimica, Compatibilidade

Tecidual, Medicagao Intracanal.



ABSTRACT

Ferreira, DCA. Formulation based on Epigallocatechin-3-gallate, derived from green
tea, developed for endodontic use: physicochemical and biological study. Ribeirao
Preto, 2015. 129p. [Tese de Doutorado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirao
Preto da Universidade de Sao Paulo; 2015.

The green tea, obtained from the Camellia sinensis, is one of the most popular drinks in the
world and has recently been in the focus of scientific research due its beneficial effects on
general health. Laboratory and epidemiological studies suggest that, among the polyphenols
found on green tea, the epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is the most bioactive and
responsible for its antioxidant, anti-inflammatory, anti-microbial, bacterial LPS inactivation,
anticarcinogenic, anti-tumoral, anti-angiogenic, anti-hypertensive and tissue repair and can act
in the prevention and treatment of cancer, cardiovascular disease, neurodegenerative, liver
and kidney diseases. In several bone diseases, EGCG also plays a major protective role, acting
in inhibition of osteoclastogenesis and induction of mineralization. However, their possible
effects on inflammation and bone resorption associated to apical periodontitis have not been
evaluated. Therefore, the aim of this study was to develop a EGCG based formulation for
endodontic use with physicochemical and biological properties that allow its use as intracanal
dressing between sessions. The formulations tested included: EGCG diluted in water and
different concentrations of EGCG (1.25, 5, 10 and 20 mg/ml) diluted in polyethylene glycol 400
(PEG). Zinc oxide was used as radiopacifier agent. Due to the possible degradation of phenolic
compounds as a function of the environment and time, a solution obtained through prolonged
contact with the tooth EGCG was also evaluated (degradation product). Initially, physico-
chemical characterization of EGCG formulation was performed by ultraviolet
spectrophotometry/Visible (UV/Vis) in contact with solutions containing zinc, zinc oxide and
zinc acetate. Biological studies were conducted to evaluate its tissue compatibility with
subcutaneous tissue of mice by means of the evaluation of plasma leakage after 24 hours and
the examination of macroscopic and microscopic features at 7, 21 and 63 days after insertion
of polyethylene tubes containing the formulations. In this study, a calcium hydroxide paste-
base (Calen®) was used as control. The macroscopic analysis performed by means of
photographs, assigned scores to epithelial ulceration, vascularization, necrosis and edema
parameters. Microscopic examination performed in conventional and fluorescence microscopy
assessed the inflammatory infiltrate, vascularization, abscesses spots, fibrous capsule, edema
and necrosis parameters. The scores of biological results were statistically analyzed by the chi-
square test or Fisher's exact and for the quantitative analysis of the results of plasma



extravasation the analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's post-test were used. The
significance level was 5%. The physico-chemical studies showed that EGCG maintained its
original wavelength at 274 nm when added to zinc oxide, tending to the formation of an
absorption band at 325 nm. The combination of EGCG with zinc acetate led to decreased
absorption band at 274 nm and formation of a new band at 323 nm. Biological studies showed,
in the macroscopic parameters in all periods, that all formulations showed tissue compatibility,
with no epithelial ulceration, presence of mild superficial tissue necrosis, edema and
vascularization, with no significant difference between the groups (p > 0.05). On microscopic
examination, in all periods was verified absence of abscess foci, edema and necrosis and the
presence of mild or moderate inflammatory infiltrate, fibrous capsule and neovascularization,
similar among all groups (p> 0.05). The evaluation of the specimens stained with HE under
fluorescence microscopy enhancve the visualization of the blood vessels and collagen fibers,
constituting an additional methodology for this purpose. In the evaluation of plasma
extravasation, the product of degradation of ECGG presented values of Evans blue dye
extravasation by gram of tissue (0.0514 = 0.0220 mg / mL) lower to the other tested
formulations (p <0.05). It is concluded that the topical formulation based on EGCG developed

for endodontic use, presented stable physical and chemical properties and tissue compatibility.
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1 INTRODUCAO

Os chas de forma geral sao ricos em compostos biologicamente ativos, tais como
flavonodides, catequinas, polifendis, alcaldides, vitaminas e sais minerais, que podem contribuir
na prevencao e no tratamento de diversas doencas (Trevisanato e Kim, 2000). A Camellia
sinensis € uma planta que pode dar origem ao cha a partir de suas folhas, botdes ou hastes.
Dependendo do processo de fabricagdo, podem ser originados trés principais tipos de chas, os
quais podem ser diferenciados em termos de sabor, cor e composicao: o cha verde, que ndo
esta sujeito a fermentacdo; o cha oolong, que sofre uma semifermentacao, e o cha preto, que
€ resultante de uma plena fermentacdo da planta (Wierzejska, 2014).

O cha verde é uma das bebidas mais populares em todo o mundo e tem recebido
atencdo especial por apresentar comprovados efeitos na saude geral (Chung et al., 2001;
Pianetti et al., 2002; Chung et al., 2003; Dreger et al., 2008; Lee et al., 2009; Hodgson e Croft,
2010; Prabhakar et al., 2010; Rao e Pagidas, 2010; Yang e Wang, 2010; Subramaniam et al.,
2012; Jung et al., 2012; Cai et al., 2013; Wierzejska, 2014; Fang et al., 2015; Tenore et al.,
2015). Seus principais componentes quimicos sao flavonoides e catequinas, que correspondem
a aproximadamente 26,7% do seu conteldo. Dentre as catequinas, a Epigalocatequina-3-
galato (EGCG) corresponde a 11% do seu contelido e é considerada o componente mais
bioativo (Schmitz et al., 2005).

A EGCG vém sendo considerada responsavel pelo efeito protetor do cha verde por
apresentar acao antioxidante (Cook e Samman, 1996; Yang et al., 1998; Anghileri e
Thouvenot, 2000; Erba et al., 2005; Khan e Mukhtar, 2007; Sanna et al., 2014), anti-
inflamatodria (Nagle et al., 2006; Bahoruna et al., 2010; Heber et al., 2014), antimicrobiana
(Ikigai et al., 1993; Stapleton e Taylor, 2002; Blanco et al., 2003; Rocaro et al., 2004; Jeon et
al., 2014; Lee e Tan, 2015), anticarcinogénica (Lee et al., 2009; Yang e Wang, 2010; Kang et
al., 2010; Rao e Pagidas, 2010; Li et al., 2014; Maruyama et al., 2014; Butt et al., 2015), anti-
angiogénica (Tudoran et al., 2012; Heber et al., 2014; Koh et al., 2014), mineralizadora
(Hegarty et al., 2000; Vestergaard et al., 2001; Choi et al., 2003), anti-hipertensiva (Basu e
Lucas, 2007), antitumoral (Lee et al., 2009; Yang e Wang, 2010; Kang et al., 2010; Rao e
Pagidas, 2010; Lemarie et al., 2013; Khan et al., 2014) e reparadora tecidual (Sinha et al.,
2014).

A administracdo sistémica da EGCG vem sendo utilizada com sucesso no tratamento
de diversas patologias, incluindo diferentes tipos de cancer (Shukla et al., 2012; Landis-
Piwowar et al., 2013; Khan et al., 2014; Wang et al., 2014), artrite reumatdide (Ahmed, 2010;
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Rieghsecker et al., 2013), inflamagdo da retina e cérnea (Cavet et al., 2011; Stoddard et al.,
2013), doengas cardiovasculares (Khurana et al., 2013; Adikesavan et al., 2013; Aslan et al.,
2014), doencas neuronais degenerativas (Gundimeda et al., 2014), doencas hepaticas (Liu et
al., 2014; Zhou et al., 2014), infecgOes virais (Zhao et al., 2012; Yang et al., 2014), infecgOes
urindrias (Reygaert e Jusufi, 2013) ou na melhora nas fungdes cerebrais cognitivas (Srividhya
et al., 2012; Walker et al., 2015). A utilizacao da EGCG também foi proposta em cosméticos
com efeito protetor solar para a pele (Scalia et al., 2013; Yoshino et al., 2014; Chen et al.,
2014) ou como aditivo de alimentos com finalidade de melhora nutricional e atividade
antimicrobiana (Klancnik et al., 2014).

Na Odontologia, sugere-se que esse extrato apresente agao antimicrobiana devido ao
seu elevado espectro de acao contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Hamilton-
Miller, 2001). Estudos mostram que essa substancia desempenha efeito anticariogénico
decorrente de sua efetiva acao antimicrobiana contra S. mutans e S. sobrinus (Sakanaka et
al., 1989; Yoshino et al., 1996; Ferrazzano et al., 2011; Tamura et al., 2011; Xu et al., 2011;
Xu et al., 2012; Shumi et al., 2014; Anita et al., 2015; Sarin et al., 2015), por impedir a
aderéncia bacteriana ao dente por meio da inibicdo da enzima glicosiltransferase e da amilase
bacteriana (Hamilton-Miller, 2001; Subramaniam et al., 2012; Jung et al., 2012; Cai et al.,
2013). Devido a sua comprovada eficacia contra os micro-organismos e na inibicao de
metaloproteinases, esse extrato tem sido incorporado em materiais odontoldgicos, tais como,
adesivos dentinarios (Du et al., 2012), resinas compostas (Saito et al., 2011; Mankovskaia et
al., 2013) e cimentos de iondmero de vidro (Hu et al., 2013). Além disso, seu uso tem sido
sugerido na reducdo da erosdo e abrasdo dentaria (Magalhaes et al., 2009; Kato et al., 2010),
em solucao para bochechos (Hirasawa et al., 2006; Jenabian et al., 2012; Neturi et al., 2014
Sarin et al., 2015), em dentifricios (Maruyama et al., 2011; Hrishi et al., 2015) e como meio
para a conservagao de dentes avulsionados apds traumatismos, mantendo a vitalidade das
células do ligamento periodontal (Hwang et al., 2011; Jung et al., 2011; Poi et al., 2013;
Ghasempour et al., 2015).

Na Periodontia, a EGCG inibiu a reabsorcao déssea alveolar induzida por LPS, quando
utilizada na agua de consumo ou por injecao local no ligamento periodontal, sugerindo a
ocorréncia da inativagdo do mesmo. (Nakamura et al., 2010). Outro estudo realizou a
administracdo da EGCG via gavagem em camundongos apds a indugao experimental da
doenca periodontal e observou-se que houve uma inibicdo de TNF, IL-6 e diminuicdao do
numero e atividade dos osteoclastos reduzindo, assim, a perda 6ssea alveolar (Cho et al.,
2013). Estudos clinicos em humanos foram realizados utilizando-se uma formulacado de tiras
do extrato do cha (Kudva et al., 2011; Gadagi et al., 2013) ou em formulagdes a base de gel
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(Rattanasuwan et al., 2014) colocadas subgengivalmente apds o procedimento de raspagem
e polimento radicular. Em todos esses estudos houve uma melhora significativa da condigao
Ossea e periodontal em comparagao ao grupo controle. Outros autores propuseram até mesmo
o consumo diario do cha para tratamento e controle da doenga periodontal (Chatterjee et al.,
2012; Nugala et al., 2012).

Estudos epidemioldgicos revelam que a EGCG também pode trazer beneficios para os
tecidos mineralizados, aumentando a densidade mineral 6ssea (Hegarty et al., 2000;
Vestergaard et al., 2001; Choi et al., 2003) e reduzindo os riscos de osteoporose ou fratura
(Kanis et al., 2000). Diversos estudos realizados /in vitro e in vivo revelam que os beneficios
ao tecido dsseo sdo decorrentes da acao da EGCG na inibicdao da osteoclastogénese (Lin et al.,
2008; Lee et al., 2010; Oka et al., 2012) ou na inducdao da morte celular de osteoclastos por
apoptose (Yun et al., 2007).

Na Cirurgia, recentemente foi realizado um estudo em caes onde foi observado melhor
reparo 0sseo no grupo que recebeu EGCG (Hong et al., 2014). Em estudo clinico, apds a
exodontia de dentes posteriores, a aplicacdo de compressa de gaze impregnada com EGCG
sobre o alvéolo, por 5 minutos, resultou em prevencdo de hemorragia e diminuicdo de
exsudato (Soltani et al., 2014). A associacao de EGCG com BMPs (Proteinas Morfogenéticas
Osseas) em membranas de titdnio, também promoveu a reparacao do alvéolo ao redor de
implantes (Shin et al., 2014).

Especialmente na Endodontia, a administracao sistémica (intraperitoneal) de EGCG
resultou em acentuada reducdao na extensao e severidade da reabsorcao dssea periapical
associada a dentes portadores de necrose pulpar, experimentalmente induzida em ratos (Lee
et al., 2009). A EGCG também foi proposta como solucdo irrigadora de canais radiculares, por
apresentar efetiva acao antimicrobiana contra £. faecalis (Prabhakar et al., 2010; Lee et al.,
2015), P. gengivalis (Jung et al., 2012; Cai et al., 2013), P. aeruginosa e E. coli (Jeon et al.,
2014). Esses achados sao muito importantes, pois uma das maiores preocupagdes da
Endodontia atual é o tratamento de canais radiculares de dentes com necrose pulpar e lesao
periapical, uma vez que pesquisas envolvendo avaliacdes histopatoldgicas, microbioldgicas,
clinicas e radiograficas mostram que o indice de sucesso pos-tratamento, nesses dentes,
atinge apenas a média de 70% (Kerekes e Tronstad, 1979; Sjogren et al., 1990; Orstavik,
1996; Valderhaug et al., 1997; Sundqvist et al., 1998; Heling et al., 2001; Siqueira Jr, 2001;
Imura et al., 2007; Molander et al., 2007), mesmo quando respeitados 0s mais rigorosos
principios técnicos. Sabe-se que o principal objetivo do tratamento endodontico € a reducao
ou eliminacgao da infeccao microbiana do sistema de canais radiculares e regiao periapical, pois
estes constituem o agente etioldgico principal das lesGes periapicais (Kakehashi et al., 1965;
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Tronstad, 1992). Assim, falhas nesse tratamento vém sendo principalmente associadas a
persisténcia de micro-organismos e seus subprodutos (Nair et al., 1990; Nair et al., 1999)
devido, a inadequada desinfeccdo dos sistemas de canais radiculares ou obturacdo dos canais
radiculares (Kerekes e Tronstad, 1979; Orstavik, 1996), que resultam na manutencao da
reacdo inflamatdria e da reabsorcdo dssea, impedindo o processo de reparacao tecidual.

Apesar dos recentes avancos tecnoldgicos, a infeccdo endodbntica nos casos de
periodontite apical, somente pode ser combatida com o uso de substancias antimicrobianas,
anti-inflamatodrias e mineralizadoras eficazes, que devem ser utilizadas topicamente no interior
do canal radicular entre sessdes, denominadas curativo de demora (Bystrom e Sundqvist,
1985; Dalton et al., 1998; Siqueira et al., 1999; Shuping et al., 2000; Tan e Messer, 2002;
Siqueira et al., 2002; Schafer e Schlingemann, 2003). Inumeras foram as substancias
propostas para serem utilizadas no canal radicular como curativo de demora e dentre elas, os
derivados fendlicos, os aldeidos e os esterdides em combinacao com os antibidticos foram,
durante algum tempo, amplamente pesquisados, mostrando-se insatisfatorios do ponto de
vista biolégico e antimicrobiano (Leonardo e Silva, 1998).

O hidréxido de calcio, um pd branco, alcalino (pH 12,8) e pouco solUvel em agua
(Staehle et al., 1997), atualmente tem sido a medicagao mais estudada, discutida e empregada
com esta finalidade, devido ao seu baixo custo, acdo antimicrobiana (Georgopoulou et al.,
1993; Assed, 1994; Leonardo et al., 1995; Leonardo et al., 2000; de Souza et al., 2011; Ito et
al.,, 2011), anti-exudativa (Heithersay, 1970; Allard et al., 1987), indutora da formacao de
tecido mineralizado por ativacdo da fosfatase alcalina e da sintese de colageno (Schroder,
1985; De Rossi et al., 2005; Leonardo et al., 2006), biocompatibilidade (Nelson-Filho et al.,
1999; Silva t al., 2010; Queiroz et al., 2011), propriedade de dissolucdo dos tecidos necréticos
(Hasselgren et al., 1988; Tirkin e Cengiz, 1997; Wadachi et al., 1998) e de promover a
hidrélise da endotoxina (LPS) bacteriana /n vitro (Safavi e Nichols, 1994; Barthel et al., 1997;
Jiang et al., 2003; Guo et al., 2014), /n vivo (Silva et al., 2002; Nelson-Filho et al., 2002;
Tanomaru et al., 2003) e em estudos clinicos (Adl et al., 2015). No entanto, até o momento
nao existe um tratamento ideal ou uma medicacao eficaz que resulte em 100% de sucesso
clinico, radiogréfico, microbioldgico e histopatoldgico. Ainda, nenhum estudo foi encontrado
propondo o uso da EGCG como medicagao intracanal.

A escolha correta de uma medicacgao intracanal deve ser bastante criteriosa, pois essas
podem ser capazes de controlar a infecgao, mas também podem causar irritagdo ou destruicao
dos tecidos vivos (Soares e Goldberg, 2001). Por isso, a biocompatibilidade € um parédmetro
com bastante enfoque quando se trata de materiais de uso endodontico, visto que é um termo
que abrange varios aspectos do material, incluindo desde suas propriedades fisicas, mecanicas
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e quimicas até seu potencial citotdxico, alergénico, mutagénico, ndo apresentando efeitos
tdxicos ou causando injurias na fungao bioldgica (Costa, 2001; Silveira et al., 2004) e pode ser
avaliada por meio de testes inflamatdrios, os quais sdo os mais comumente utilizados.
Atualmente, a biocompatibilidade pode ser definida como a capacidade de um material de
desencadear uma resposta apropriada do hospedeiro frene a uma aplicacao especifica ou a
capacidade de estar em contato com um sistema vivo, sem produzir um efeito adverso (Vert
et al., 2012). Outra definicdo também pode ser entre a relacdo de um material e o organismo
de tal forma que ndo produza efeitos indesejaveis promovendo, assim, uma resposta bioldgica
apropriada em uma determinada aplicacao (Lima et al., 2003; Silveira et al., 2004).

Muitos extratos naturais contendo polifendis biologicamente ativos em sua composicao
vem sendo incorporados em formulagdes cosméticas ou farmacéuticas com diferentes
finalidades. No entanto, o preparo de formulagdes para uso tdpico é delicado, pois os polifenois
naturais ndo apresentam estabilidade ao longo do tempo, sendo muito sensiveis aos fatores
ambientais, incluindo condigdes fisico-quimicas e bioldgicas. Estes podem oxidar rapidamente,
0 que leva ao aparecimento gradual de coloracdo castanha e indesejavel, ou sofrer perda
consideravel de sua atividade. Além disso, os polifendis apresentam baixa solubilidade em
agua (Munin e Edwards-Lévy, 2011), bem como falta de estabilidade quimica e falta de
biodisponibilidade /n vivo (Coimbra et al., 2011). Estudos /in vitro revelaram que os polifenois
do cha verde apresentam eficacia antimicrobiana contra grande parte das linhagens de
bactérias isoladas do canal radicular (Horiba et al., 1991), incluindo o £. faecalis (Prabhakar
et al., 2010), espécie comumente detectada em lesdes refratarias ao tratamento (Stuart et al.,
2006). No entanto os beneficios dessa atividade antimicrobiana ndo foram sugeridos ou
demonstrados /n vivo ap6s sua aplicacao como curativo entre sessGes, bem como a avaliagao
da eficacia do seu produto de degradacdo, apds o completo processo de oxidacao. Diante do
exposto, verifica-se que as propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas, mineralizadora,
antioxidante, inibidora da reabsorcao dssea induzida pelo LPS bacteriano, presentes na EGCG,
que ja desempenham acdo sistémica comprovada na prevencao e tratamento de diferentes
doencas inflamatdrias e infecciosas, também poderiam desempenhar importante papel no
tratamento endoddntico.

Em estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa verificou-se que a EGCG
apresenta propriedades fisico-quimicas estaveis, permanecendo ativa em contato com o tecido
dental e em pH acido, ambiente presente em areas de reabsorgao e inflamacdo, e ndo provoca
alteracao de cor dental (Ferreira, 2013). No entanto, até o momento ndo ha na literatura
especifica estudos avaliando /n vivo sua compatibilidade tecidual. Assim, objetiva-se
desenvolver uma nova formulagao a base de EGCG que apresente viabilidade de uso clinico e



32

compatibilidade tecidual, utilizando um medicamento natural e biocompativel. A hipétese do
presente estudo é de que a EGCG apresenta compatibilidade tecidual.



Objetivo
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2 OBIJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi desenvolver uma formulacao tdpica de EGCG com
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas que permitam sua aplicacdo no interior do canal

radicular para uso como curativo de demora durante o tratamento endodontico.

2. 1 OB3ETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver uma formulacdo a base de EGCG, que contenha veiculo e radiopacificador
para uso endodontico;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas da EGCG e sua estabilidade na presenca
dos componentes da formulagao para utilizagao intracanal;

e Analisar macroscopicamente e microscopicamente a compatibilidade tecidual da
formulacdo a base de EGCG no tecido conjuntivo subcutaneo de camundongos.






Moaterial e Métodos
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3 MATERIAL E METODOS

Material

Foi utilizada a EGCG (E41430; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), derivada do cha
verde, disponivel em particulas de 5 um, apresentadas no estado sélido. Sua estrutura quimica
(C22H15011) estd ilustrada na Figura 1.

OH

OH

Figura 1. Estrutura quimica da EGCG (CxHi1sO11),
massa molecular 458,37 g/mol.

Foram avaliadas formulagdes de EGCG, em diferentes concentragdes: 1,25; 5; 10 e 20
mg/mL. A determinacdo dessas concentracOes foi baseada em estudos prévios (Hirasawa et
al., 2004; Schmitz, 2005; Lee et al., 2009; Xu et al., 2011), contendo como veiculo o
polietilenoglicol 400 (PEG 400 - Galena Quimica e Farmacéutica Ltda., Campinas, SP, Brasil).
A composicao das formulagOes e materiais avaliados estao apresentados na Tabela 1. O veiculo
PEG 400 foi utilizado por manter a EGCG por tempo prolongado no canal radicular, sem alterar
suas propriedades fisico-quimicas (Ferreira, 2013). Também, foi acrescido o éxido de zinco
(0Z - S.S. White Artigos Dentarios Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) por fornecer radiopacidade,
permitindo sua verificacdo na imagem radiografica. Uma formulagao de EGCG veiculada em
agua destilada e deionizada (proveniente da osmose reversa - Laboratério de Ciéncias
Farmacéuticas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sao Paulo), também foi avaliada, por ser a agua o solvente preconizado nas especificacdes do
fabricante da EGCG (Tabela 1- Anexo A). Uma vez que os polifendis sofrem degradacdo em
funcdo do tempo e do ambiente (Munin e Edwards-Lévy, 2011), também foi avaliada uma
solucao de EGCG previamente submetida a esse processo. Para a degradacao da EGCG, apos
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sua manipulacdo final, foi adicionado um dente molar higido, obtido de humano, por um

periodo de 27 horas. O veiculo, PEG 400, foi utilizado como controle.

Tabela 1- Composicdao dos materiais avaliados.

Material Veiculo Radiopacificador Conté?é;agéo
EGCG (0,12 mg) + H,0 Agua (3mL) - 0,04 mg/mL
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 PEG 400 (3mL) - 0,04 mg/mL
EGCG (1 mg) + PEG 400 PEG 400 (800pL) 0Z (2g) 1,25 mg/mL
EGCG (4 mg) + PEG 400 PEG 400 (800pL) 0Z (29) 5 mg/mL
EGCG (8 mg) + PEG 400 PEG 400 (800pL) 0Z (2g) 10 mg/mL
EGCG (16 mg) + PEG 400 PEG 400 (800pL) 0Z (2g) 20 mg/mL
Produto da Degradagao da EGCG Agua (3mL) - 0,04 mg/mL
PEG 400 PEG 400 (3mL) - -

PEG 400: Polietilenoglicol 400
0OZ: Oxido de Zinco
EGCG: Epigalocatequina-3-galato

Todos os materiais foram manipulados e avaliados em temperatura ambiente. Para o
preparo das formulacdes foi utilizada uma placa de vidro (1,0 cm de espessura), espatula de
manipulacdo (n° 24), micropipeta (200 pL) e béqueres de vidro (10 mL). Os materiais solidos
(EGCG e radiopacificador) foram pesados em balanca analitica de precisao (Modelo AL500;
Marte Balancgas, Equipamentos e Aparelhos de Precisao Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil). O preparo
das formulacOes de EGCG (0,12 mg) com agua, PEG 400 e produto de degradagdo, foi descrito
previamente (Ferreira, 2013), onde a EGCG foi pesada e diluida nos respectivos veiculos com
auxilio de um béquer e uma cuba ultrassonica (Banho de Ultra-Som Modelo: USC — 1400,
Indaiatuba, SP, Brasil). Para as formulacdes de EGCG com PEG 400 nas concentragdes de
1,25; 5; 10 e 20 mg/mL, apo6s a pesagem dos materiais sélidos, a EGCG foi misturada ao
radiopacificador (em um béquer) e posteriormente depositada integralmente na placa de vidro.
Com auxilio de uma micropipeta foram adicionados 800 pL (de 200 em 200 pL) do veiculo
(PEG 400) e a espatulacdo foi realizada até a obtencdo de uma massa homogénea de

consisténcia pastosa.
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Meétodos

Inicialmente foi realizado estudo fisico-quimico da EGCG manipulada com o veiculo
viscoso (PEG 400) e com o agente radiopacificador (6xido de zinco), por meio da
espectroscopia de absorcao UV/Vis, visando avaliar possiveis alteracdes na estrutura da EGCG
na presenca do oxido de zinco, com base no comportamento espectral.

A seguir, foram realizados estudos bioldgicos de compatibilidade tecidual em
camundongos, incluindo andlise do extravasamento de proteinas e analises macrocdpicas e

microscopicas.

3.1. EsTupo Fisico-QuiMico

As analises fisico-quimicas das formulagGes foram realizadas no Laboratdrio de Ciéncias
Farmacéuticas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sao Paulo (FCFRP-USP), em colaboracao com o Prof. Dr. Roberto Santana da Silva e a Profa.

Dra. Juliana Cristina Biazzotto de Moraes.

Espectroscopia de Absor¢cdo UV)/Vis

A interacao da EGCG com o radiopacificador (éxido de zinco - OZ) foi avaliada por meio
de espectroscopia de absorcao UV/Vis com auxilio do espectrofotémetro Agilent 8453 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, United States), acoplado a um sistema de computador e
analisada com o software Origin 6.0 (Microcal-TM -OriginR versao 6.0; Microcal Software Inc.,
USA) (Figura 1). A concentracao da EGCG utilizada foi calculada baseando-se no valor de €
que € igual a 11920 (Pelillo et al., 2004) pela formula a = €.b.c, onde a= absorbancia, €=
coeficiente de absortividade molar, b= caminho dptico e c= concentracao de mol/L, sendo

diretamente proporcional a absorbancia.
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sy

Figura 2. Espectrofotometro Agilient 8453 acoplado ao sistema
computadorizado.

Foi realizada inicialmente a caracterizacao da EGCG em associacdao com a solugao de
0OZ que, por ser pouco soluvel, foi submetida a centrifugacao (Centrifuga Excelsa Baby mod.
208N FANEM, Sao Paulo, SP, Brasil), sendo coletada apenas a solugao sobrenadante. Como
controle do procedimento, foi verificado o comportamento da EGCG em solugao de acetato de
zinco, que é uma substancia altamente sollvel, para verificar se houve algum tipo de interacdo
entre a EGCG e o zinco. A realizagao do procedimento de avaliacao espectral esta ilustrado na
Figura 3.



CARACTERIZAGAO DA EGCG

ESPECTRO DE ABSORCAO
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Figura 3. Esquema representativo da metodologia empregada na analise fisico-quimica da EGCG associada

ao 6xido de zinco e acetato de zinco.
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3.2 ESTUDOS BIOLOGICOS

O presente estudo foi submetido a apreciacao pela Comissao de Etica no uso de Animais
da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (CEUA/FORP-
USP), sendo aprovado (Processo n® 11.1.1405.53.8) (Anexo B). Os cuidados com o bem estar
dos animais de experimentacdo seguiram as Normas e Principios Eticos Adotados pela
CEUA/FORP-USP, as Resolugdes Normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagao Animal (CONCEA), regulamentados pela Constituicao Federal Brasileira na Lei
no 11.794 de 8 de outubro 2008. Os protocolos experimentais dos estudos bioldgicos em
camundongos seguiram normas preconizadas pela International Organization for
Standardization (1ISO 10993-6/2007).

3.2.1 Compatibilidade Tecidual em Camundongos

Animais

Foram utilizados 180 camundongos isogénicos da linhagem Balb/c, machos, com 6 a 8
semanas de idade, pesando em média 20 a 25 gramas, provenientes do Biotério Central do
Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo. Durante o periodo experimental, os
animais foram mantidos no Biotério I da FORP-USP, alocados em caixas de polipropileno e
tampas de aco inoxidavel perfurado, forradas com cama de maravalha autoclavada, em
temperatura (22+2°C) e umidade relativa do ar (55+10%) constantes, em um ciclo de claro-
escuro de 12:12 horas, com dieta padrao de laboratério e livre acesso a agua. O

comportamento e bem estar dos animais foram monitorados diariamente.

Grupos experimentais

Os grupos experimentais, materiais testados, nimero de animais utilizados e tempos
de avaliacdo estdo listados na Tabela 2. Além dos materiais avaliados no estudo fisico-quimico,
também foi utilizada a pasta Calen® (S.S. White Artigos Dentarios Ltda., Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), como controle, que possui em sua composicao: hidréxido de calcio (2,5g), dxido de
zinco (0,5g), colofénia (0,05g) e polietilenoglicol 400 (1,75mL) (Leonardo e Leonardo, 2012).
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Tabela 2 — Materiais, distribuicdo do nimero de animais por grupo e periodos experimentais

Grupo Material Numero de animais Ex:eerﬁ::ztal
1 EGCG (0,12 mg) + H,O 5 animais (10 tubos) 1,7, 21 e 63 dias
2 EGCG (0,12 mg) + PEG 400 5 animais (10 tubos) 1,7, 21 e 63 dias
3 EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL) 5 animais (10 tubos) 1,7, 21 e 63 dias
4 EGCG + PEG 400 (5 mg/mL) 5 animais (10 tubos) 1,7, 21 e 63 dias
5 EGCG + PEG 400 (10 mg/mL) 5 animais (10 tubos) 1,7, 21 e 63 dias
6 EGCG + PEG 400 (20 mg/mL) 5 animais (10 tubos) 1,7, 21 e 63 dias
7 Degradacgao da EGCG 5 animais (10 tubos) 1,7, 21 e 63 dias
8 PEG 400 (Controle) 5 animais (10 tubos) 1,7, 21 e 63 dias
9 Pasta Calen (Controle) 5 animais (10 tubos) 1,7, 21 e 63 dias

EGCG: Epigalocatequina-3-galato
PEG 400: Polietilenoglicol 400

Procedimento operatorio

Os camundongos foram anestesiados via intramuscular com ketamina (Ketamina 10%,
Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu, SP, Brasil), na dosagem de
150 mg/kg de peso corporal, e xylasina (Dopaser, Laboratdrios Calier, Barcelona, CT,
Espanha), na dosagem de 7,5 mg/kg de peso, na coxa traseira (Figura 4A). Em seguida, foi
realizada a tricotomia da regido dorsal e antissepsia com solucao de clorexidina a 2,0% (FGM
Produtos Odontoldgicos, Joinville, SC, Brasil) (Figura 4B).

O procedimento cirdrgico consistiu de uma incisdo de 0,5 cm, efetuada com lamina de
bisturi n® 15 (Embramac, Itajai, SC, Brasil) na regidao escapular do dorso de cada animal (Figura
4C), seguida de divulsao com tesoura romba, onde foram formadas duas bolsas no tecido
subcutdneo com bases a 20 mm das linhas de incisdo (Figura 4D e 4E).

Os tubos de polietileno tiveram uma das extremidades seladas com o auxilio de uma
pinga clinica aquecida e foram submetidos ao processo de esterilizagao por 6xido de etileno.
Os materiais foram colocados no interior de tubos de polietileno (Embramed, Sao Paulo, SP,
Brasil) de 1,5 mm de diametro interno e 5 mm de comprimento, sob condicdes de assepsia,
imediatamente antes de sua implantagao (Figura 4F, 4G e 4H). Em cada bolsa foi implantado
um tubo de polietileno com a formulacao a ser testada, inseridos cuidadosamente para que os
mesmos nao ficassem paralelos a linha de incisao para evitar sua expulsdo e mobilidade
(Figura 4I). Apds o término do ato operatdrio foi realizada sutura com fio de seda 4-0 (Ethicon
Johnson & Johnson, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 43J).



46

Figura 4. A. Anestesia via intramuscular com ketamina (150 mg/kg) e xylasina
(7,5 mg/kg); B. Tricotomia da regiao dorsal; C. Incisao na regidao escapular do
dorso D,E. Divulsdo com tesoura romba, formando duas bolsas no tecido
subcutaneo; F,G,H. Preenchimento do implantes com o material a ser testado;
I. Instalagdo dos implantes no tecido subcutaneo; J. Sutura com fio de seda.



47

Avaliacdo do extravasamento plasmatico (24 horas)

Para a avaliacao do extravasamento plasmatico, realizada no periodo de 24 horas apds
a cirurgia, cada animal recebeu uma injecao do corante azul de Evans 2,5%, na dosagem de
60mg/Kg peso (Garcia-Leme e Shapoval, 1975), via epicanto do olho, 2 horas antes da coleta
dos tecidos (Figura 5A e 5B). Um total de 45 animais foram submetidos a eutanasia apds 1
dia (24 horas), em camara de didxido de carbono (CO,), com 60% de saturacao, apds a
anestesia prévia do animal, conforme recomendacdo do Comité de Etica em Pesquisas animais
do Campus Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (Figura 5C).

Nesse periodo experimental foi realizada a quantificagao do extravasamento plasmatico.
Para a remogao das amostras foi realizada incisdo e corte da area tricotomizada com tesoura
romba até o tecido mucoso e divulsdo para separacao do tecido subcutédneo contendo os
tubos, juntamente com o tecido epitelial. O corte e separagao foram realizados com margem
de seguranca para evitar danos a regido a ser analisada, sendo que os fragmentos de tecido
contendo os tubos tiveram aproximadamente 1 cm? e o tubo estava presente na regido central
do tecido (Figura 5D).

O tecido coletado foi colocado em solucdao aquosa de formamida (1/1) por 48 horas a
37°C. A densidade éptica do sobrenadante contendo o corante extravasado foi determinada
por meio de um espectrofotometro (630 nm, Modelo U-2001, Hitachi, Chiyoda-ku, TYO, Japao)
e a concentracao do corante foi determinada por meio de regressao linear, a partir de uma
curva com concentracdes conhecidas do corante. Os resultados foram expressos em

Densidade Optica de Azul de Evans (Hg/mL) por grama de tecido.
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Figura 5. A. Injecdo de corante Azul de Evans na regido do epicanto do olho do animal; B. Periodo de 2 horas
antes da eutanasia e coleta das amostras; C. Eutanasia dos animais em camara de CO,; D. Coleta da
amostra dos animais.

Avaliacdo Macroscdpica e Microscopica

Nos periodos experimentais de 7, 21 e 63 dias os tecidos subjacentes ao implante
foram submetidos a analise macro e microscépica. Os animais foram eutanasiados como
descrito previamente, sendo realizada novamente a tricotomia dorsal para a remogao do tubo
de polietileno juntamente com os tecidos circundantes (tecido conjuntivo subcutaneo e pele).
Apds a remogao dos tecidos, estes foram submetidos a avaliacdo macroscdpica por meio de
fotografias dos tecidos, com relacao a ulceracao epitelial, vascularizagao, necrose e edema.

Os parametros e escores para a avaliagdo macroscépica estao descritos na Tabela 3.



49

Tabela 3- Pardmetros e escores macroscopicos empregados para analise da compatibilidade
tecidual da EGCG, em camundongos

Parametros Escores

Ulceragao epitelial : ausente
: leve
: moderada

. severa

Vascularizacao : normal
: levemente aumentada
: moderadamente aumentada

: severamente aumentada

Necrose : ausente
leve
: moderada

. severa

Edema : ausente
leve

: moderado

W N P O W N P O W N B»H O W NN » O

. Severo

EGCG: Epigalocatequina-3-galato

Apds a andlise macroscopica, as amostras foram submetidas ao processamento
histotécnico para analise microscopica, sendo fixadas em formol tamponado a 10% por 24
horas, a temperatura ambiente. A seguir, foram desidratadas em solugGes crescentes de alcool
etilico (80% e 95%, 30 minutos cada; e 100%, com 4 trocas de 1 hora cada) e foram efetuados
trés banhos de xilol (30 minutos cada), dois banhos de parafina (2 horas cada) e inclusdo em
parafina, de maneira a permitir cortes histoldgicos da regido do implante (tubo) em seu sentido
longitudinal. Cortes seriados foram obtidos com 6 pm de espessura (Micrétomo Leica RM 2145,
Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha) e corados com hematoxilina e eosina (HE), para
analise em microscdpio éptico (Axio Imager. M1, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Gottingen,
Alemanha), sob luz convencional e de fluorescéncia.

Para a analise descritiva foi utilizada videomicroscopia com o programa Leica Qwin
v.3.2.1 (Leica Imaging Systems Ltd, Cambridge, Inglaterra), em conjunto com microscdpio e
videocamera Leica (DFC 300FX, Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Suica) e um computador
on-line. Foram realizadas avaliacdes quanto a intensidade do infiltrado inflamatorio,
vascularizacao, presenca de focos de abscesso, capsula fibrosa, edema e necrose. Os vasos
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sanguineos foram definidos como estruturas com luz e com presenca ou ndo de hemacias. Os

parametros e escores utilizados na andlise microscopica estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4- Parametros e escores microscopicos empregados para andlise da compatibilidade
tecidual da EGCG, em camundongos

Parametros Escores

Infiltrado inflamatorio : ausente
: leve
: moderado

. severo

Vascularizagao : ausente
: leve
: moderada

. severa

Foco de Abscesso : ausente
: leve
: moderado

. Severo

Capsula fibrosa : ausente
: fina
: moderada

. espessa

Edema : ausente
: leve
: moderado

. Severo

Necrose : ausente
: leve

: moderada

W N B O W N B O W N »H O W N #H O W N =+ O W NN =+ O

. severa

EGCG: Epigalocatequina-3-galato
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ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando-se o programa estatistico Graph Pad
Prims 5 (Graph Pad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Para andlise dos resultados de escores
foi utilizado o teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher e para analise dos resultados
quantitativos do extravasamento plasmatico foi utilizada analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo pos-teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%.






Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 Estudos Fisico-quimicos

Visando avaliar a possivel interacdo da EGCG com o OZ, utilizado como radiopacificador,
foi caracterizado seu espectro de absorcao em associacdo com uma solucao de OZ em
suspensao (Figura 6) e de seu sobrenadante (Figura 7). Em ambas as situacOes verificou-se
manutencao de seu comprimento de onda (274 nm) e uma pequena diminuicdo da banda de
absorcao, acompanhados de discreto aparecimento de uma pequena banda de 325 nm, que

foi menos expressiva na avaliagdo do sobrenadante.

EGCG com suspensdo de OZ
—50uL

100 uL
274 ———150 uL
A 200 uL
250 uL

-
1

Absorbancia

T T = 1
400 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 6. Espectro de absorgao UV/Vis da EGCG em associagdo com a
solucdo de dxido de zinco, com concentracdo da EGCG= 8,6x10
Smol/L; pH= 6,2; A= 274 nm; absorbancia= 1,5 u.a.
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2 EGCG com OZ (sobrenadante)

—50uL
100 uL
— 150 uL
200 uL
— 250 uL
—— 300 uL
——350uL

Absorbancia

O T T T T T T T T T T T T T T 1

250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 7. Espectro de absorcao UV/Vis da EGCG em associacdo com a solucdo

sobrenadante de dxido de zinco, com concentragdo da EGCG=
8,6x10°mol/L; pH= 6,2; A= 274 nm; absorbancia= 1,5 u.a.

No estudo controle, a associacao da EGCG com uma solucao aquosa de acetato de
zinco (Figura 8) apresentou diminuicao da banda em 274 nm e formagao de uma banda em
323nm, com ponto isosbéstico em 288 nm.

EGCG com solucao de acetato de zinco

— 50 uL
100 uL
—— 150 uL
200 uL
—— 250 uL
—— 350 uL
—— 450 uL
— 550 uL
—— 800 uL

Absorbancia

T T T ' 1
300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 8. Espectro de absorcdo UV/Vis da EGCG em associacdo com a
solucdo de acetato de zinco, com concentragao da EGCG=
8,6x10>mol/L; pH= 6,2; A= 274 nm; absorbancia= 1,5 u.a.

A EGCG se manteve estavel na presenca dos componentes presentes na formulagdes

avaliadas.
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4.2 Estudos Biologicos

4.2.1 Compatibilidade Tecidual em Camundongos

Avaliagdo do Extravasamento Plasmatico - 24 horas

No periodo de 24 horas, todos os grupos apresentaram extravasamento de plasma
ao redor do local do implante, com valores sem diferengas estatisticamente significantes entre
si, exceto o produto da degradacao, que apresentou valores inferiores (p<0,05), comparado
aos demais grupos. Os valores (média + desvio padrao da média) de extravasamento
plasmatico em cada grupo avaliado estao apresentados na Figura 9. Os tecidos em contato
com a pasta Calen® apresentaram valores de extravasamento (0,1200 +0,0778 mg/mL)
semelhantes aos tecidos em contato com EGCG (0,12 mg) + H20 (0,0807 +£0,0361 mg/mL),
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 (0,0851 +0,0 mg/mL), EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL) (0,0861
+0,0 mg/mL), EGCG + PEG 400 (5 mg/mL) (0,0730 +0,0 mg/mL), EGCG + PEG 400 (10
mg/mL) (0,0744 +0,0037 mg/mL), EGCG + PEG 400 (20 mg/mL) (0,0597+0,0133 mg/mL). O
produto da degradacao apresentou um extravasamento de corante azul de Evans por grama
de tecido menor que os demais grupos testados (0,0514 +0,0220 mg/mL). O aspecto
macroscépico das amostras pode ser observado na Figura 10.
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Extravasamento Plasmatico
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Figura 9. Valores médios (+ desvio padrdo) da quantidade de Corante azul de Evans (OD: Densidade
Optica) encontrado por grama de tecido, medido por espectrofotometria de 24 horas apds
implantacdo dos materiais no tecido subcutaneo. (1) Pasta Calen (controle), (2) EGCG (0,12 mg) +
H0, (3) EGCG (0,12 mg) + PEG 400, (4) Degradagao da EGCG, (5) EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL),
(6) EGCG + PEG 400 (5 mg/mL), (7) EGCG + PEG 400 (10 mg/mL), (8) EGCG + PEG 400 (20
mg/mL),9) PEG 400. * P<0,05.



Grupo 1 Grupo 2

Grupo 3
Pasta Calen EGCG (0,12 mg) + H:0

EGCG (0,12 mg) + PEG 400

Grupo 4 Grupo 5

Grupo 6
Produto da Degradagdo EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL)

EGCG + PEG 400 (5 mg/mL)

AF- V3

Grupo 7

Grupo 8 Grupo 9
EGCG + PEG 400 (10 mg/mL) EGCG + PEG 400 (20 mg/mL) PEG 400

Figura 10. Aspecto macroscopico do tecido conjuntivo subcutéaneo removido no periodo experimental
de 24 horas para avaliacao de extravasamento plasmatico na regido de implantacdo do
tubo. 1. Pasta Calen (controle), 2. EGCG (0,12 mg) + H;0, 3. EGCG (0,12 mg) + PEG 400,
4. Degradacdo da EGCG, 5. EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL), 6. EGCG + PEG 400 (5 mg/mL),
7. EGCG + PEG 400(10 mg/mL), 8. EGCG + PEG 400 (20 mg/mL), 9. PEG 400 (controle).

59
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Avaliagdo Macroscopica
7 dias

Os parametros macroscopicos avaliados estdo descritos a seguir e podem ser
verificados na figura 11 e tabelas 7 e 8. De acordo com os resultados analisados aos 7 dias,
todos os grupos avaliados apresentavam caracteristicas semelhantes em todos parametros
analisados, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significante (p>0,05).

Grupo 1. Pasta Calen (Controle)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
presenca de ulceracdo epitelial, necrose e edema suaves, e a vascularizacdao do tecido
conjuntivo apresentava-se levemente aumentada; 100% das amostras apresentavam escore

1, nos parametros avaliados.
Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H>0

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras. Este grupo
apresentava escore 0 em 100% das amostras como relacao aos parametros ulceracao epitelial,

necrose e edema. A vascularizacao do tecido conjuntivo apresentava-se normal.
Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceragdo epitelial e edema, em 100% das amostras. A vascularizacdo do tecido
conjuntivo apresentava-se levemente aumentada e havia presenga de necrose superficial

suave. Os parametros analisados foram classificados em escore 0 e 1.
Grupo 4: Produto da degradacdo da EGCG

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras, com auséncia de
ulceracao epitelial, necrose e edema em 100% das amostras e aspecto de normalidade da
vascularizacdo do tecido conjuntivo. Na avaliagdo macroscopica estas amostras foram

classificadas com escore 0.
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Grupo 5: EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceracdo epitelial em 100% das amostras. Os parametros de necrose e
vascularizacdao apresentavam escore 1 e 2, sendo considerado suave a moderado. O aspecto
edema foi classificado como leve (escore 1) em 100% das amostras.

Grupo 6. EGCG + PEG 400 (5 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras, sendo classificadas
com escore 0, pois apresentava auséncia de ulceracao epitelial, necrose e edema em 100%
das amostras e aspectos de normalidade quanto a vascularizacdo do tecido conjuntivo.

Grupo 7: EGCG + PEG 400 (10 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
presenca de ulceracao epitelial e edema leves, e a vascularizacgdao do tecido conjuntivo
apresentava-se levemente aumentada, podendo ser classificada com escore 1. Observou-se

auséncia de necrose em 100% das amostras.
Grupo 8: EGCG + PEG 400 (20 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras, foram classificadas
em escore 0, devido a auséncia de ulceracao epitelial, necrose e edema em 100% das
amostras e aspecto de normalidade da vascularizagao do tecido conjuntivo.

Grupo 9: PEG 400

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras, foram classificadas
em escore 0, devido a auséncia de ulceracao epitelial, necrose e edema em 100% das
amostras e aspecto de normalidade da vascularizagdo do tecido conjuntivo.
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Figura 11. Porcentagem dos escores referente aos parametros avaliados
macroscopicamente nos diferentes grupos aos 7 dias. Escore 0:
Ausente, Escore 1: Suave, Escore 2: Moderado e Escore 3: severo.
1. Pasta Calen (controle), 2. EGCG (0,12 mg) + H;0, 3. EGCG (0,12
mg) + PEG 400, 4. Degradagao da EGCG, 5. EGCG + PEG 400 (1,25
mg/mL), 6. EGCG + PEG 400 (5 mg/mL), 7. EGCG + PEG 400(10
mg/mL), 8. EGCG + PEG 400 (20 mg/mL), 9. PEG 400 (controle).

HO0ME

HO0ME

HO0ME

Escore 0
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Tabela 7. Percentual dos escores encontrados na analise macroscopica das formulagdes Calen, EGCG (0,12
mg) + H20, EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradacao da EGCG aos 7 dias.

7 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H20 EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradacgao Da EGCG
1] 1 2 3 V] 1 2 3 0 1 2 3 1] 1 2 3
Ulceracao Epitelial
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Edema
0= Ausente / 1= Leve 0 100% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0

2= Moderado / 3= Severo

Vascularizacdo do Tecido

Conjuntivo

0= Ausente

1= Levemente aumentada 0 100% 0 0 100% 0 0 0 50% 50% 0 0 100% 0 0 0
2=Moderadamente

aumentada

3= Severamente aumentada

Necrose

0= Ausente / 1= Leve 0 100% 0 0 100% 0 0 0 50% 50% 0 0 100% 0 0 0

2= Moderado / 3= Severo

Tabela 8. Percentual dos escores encontrados na analise macroscépica das formulagdes EGCG + PEG 400 (1,25
mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL) aos 7 dias.

7 dias EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 PEG 400
(1,25 mg/mL) (5 mg/mL) (10 mg/mL) (20 mg/mL)
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2
Ulceracao Epitelial
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Edema
0= Ausente / 1= Leve 0 100% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Vascularizagdao do Tecido
Conjuntivo
0= Ausente
1= Levemente aumentada 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0
2=Moderadamente
aumentada
3= Severamente aumentada
Necrose
0= Ausente / 1= Leve 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0

2= Moderado / 3= Severo
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21 dias

Os parametros macroscopicos avaliados estdo descritos a seguir e podem ser
verificados na figura 12 e nas tabelas 9 e 10. De acordo com os resultados obtidos aos
21 dias, todos os grupos apresentavam caracteristicas semelhantes em todos os
parametros analisados e nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos avaliados (p>0,05). Nesse periodo de avaliacdo ndo houve presenca de

ulceracao epitelial em nenhuma amostra.
Grupo 1. Pasta Calen (Controle)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceracdo epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras e a
vascularizagao do tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentada em 50% das

amostras, sendo classificada com escore 1.
Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H-0

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras, com auséncia de
ulceracao epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras. Era visivel o aspecto de
normalidade da vascularizacao do tecido conjuntivo. Todas as amostras foram

classificadas com escore 0.
Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras, com auséncia de
ulceragao epitelial, necrose e edema, em todas as amostras (100%) e o aspecto de
normalidade na vascularizacdo do tecido conjuntivo pode ser verificado, classificando

as amostras com escore 0.
Grupo 4: Produto da Degradacdo da EGCG

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceracao epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras. A
vascularizagao do tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentada em 25% das

amostras avaliadas.

Grupo 5: EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL)
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As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
vascularizacdao e edema (100%) em grau leve. A o aspecto necrose encontrava-se
levemente aumentado (25%).

Grupo 6.: EGCG + PEG 400 (5 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceragao epitelial e necrose em 100% das amostras. A vascularizacao do
tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentada (100%), sendo classificada

com escore 1. Observou-se presenca de edema em 50% das amostras.
Grupo 7: EGCG + PEG 400(10 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceracao epitelial (100%). Havia presenca de vascularizacao em 100%

das amostras. Observou-se presenca de edema em 75% das amostras.
Grupo 8: EGCG + PEG 400 (20 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras, com auséncia de
ulceragao epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras e aspecto de normalidade

da vascularizagao do tecido conjuntivo, sendo classificada com escore 0.
Grupo 9: PEG 400

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceracdo epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras avaliadas e
a vascularizagao do tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentada em 25%

da amostra.
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Figura 12. Porcentagem dos escores referente aos parametros avaliados

macroscopicamente aos 21 dias. Escore 0: Ausente, Escore 1:
Suave, Escore 2: Moderado e Escore 3: severo. 1. Pasta Calen
(controle), 2. EGCG (0,12 mg) + H20, 3. EGCG (0,12 mg) + PEG
400, 4. Degradacao da EGCG, 5. EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL),
6. EGCG + PEG 400 (5 mg/mL), 7. EGCG + PEG 400(10 mg/mL),
8. EGCG + PEG 400 (20 mg/mL), 9. PEG 400 (controle).
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Tabela 9. Percentual dos escores da analise macroscdpica das formulagdes Calen, EGCG (0,12 mg) + H20, EGCG
(0,12 mg) + PEG 400 e Degradacado da EGCG aos 21 dias.

21 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H20 EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradacédo da EGCG
0 1 2 3 0 1 2 3 (1] 1 2 3 0 1 2 3
Ulceracao Epitelial
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Edema
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0

2= Moderado / 3= Severo

Vascularizacdo do Tecido

Conjuntivo

0= Ausente

1= Levemente aumentada 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 75% 25% 0 0
2=Moderadamente

aumentada

3= Severamente aumentada

Necrose

0= Ausente / 1= Leve 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0

2= Moderado / 3= Severo

Tabela 10. Percentual dos escores da analise macroscépica das formulacdes EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL, 5

mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL) aos 21 dias.

21 dias EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 PEG 400

(1,25 mg/mL) (5 mg/mL) (10 mg/mL) (20 mg/mL)
1 2 1 2 1 2 3 o 1 2

3 (1}

Ulceracao Epitelial

0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0
2= Moderado / 3= Severo

Edema

0= Ausente / 1= Leve 0 100% 0 0 50% 50% 0 0 25% 75% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0
2= Moderado / 3= Severo

Vascularizagdao do Tecido

Conjuntivo

0= Ausente

1= Levemente aumentada 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0 75% 25% 0 0
2=Moderadamente

aumentada

3= Severamente aumentada

Necrose

0= Ausente / 1= Leve 75% 25% 0 0 100% 0 0 0 75% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0
2= Moderado / 3= Severo
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63 dias

Os parametros macroscopicos avaliados estdo descritos a seguir e podem ser
verificados na figura 13 e nas tabelas 11 e 12. De acordo com os resultados analisados
aos 63 dias, os grupos avaliados apresentavam caracteristicas semelhantes nos
parametros analisados e nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre

0s grupos avaliados (p>0,05).

Grupo 1: Pasta Calen (Controle Negativo)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
presenca de ulceragao epitelial, necrose e edema em grau leve, e a vascularizagao do

tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentada em 50% da amostra.
Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H-0

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras, com auséncia de
ulceragao epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras e aspecto de normalidade

da vascularizagao do tecido conjuntivo.
Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
presenca de ulceracao epitelial leve (75%) a moderada (25%), necrose (100%) e
edema (100%) em grau leve, e a vascularizacao do tecido conjuntivo apresentava-se

levemente aumentada em 100% das amostras.
Grupo 4: Produto da degradacdo da EGCG

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceracao epitelial e necrose, 50% da amostra apresentava edema em
grau leve, bem como 50% da amostra apresentava vascularizagao do tecido conjuntivo

levemente aumentada.
Grupo 5: EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
presenca de ulceracao epitelial em 25% da amostra em grau leve e 50% em grau

moderado. Quanto a necrose, a amostra apresentou 25% sendo em grau leve e 50%
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sendo em grau severo. O edema também foi avaliado e observou-se que 25% da
amostra apresentava grau leve e 50% grau moderado, e a vascularizacao do tecido

conjuntivo apresentava-se moderadamente aumentada em 50% da amostra.
Grupo 6. EGCG + PEG 400 (5 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceracao epitelial em 100% da amostra, os aspectos de necrose, edema

e vascularizacao apresentava-se em grau leve.
Grupo 7: EGCG + PEG 400 (10 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceracao epitelial em 100% da amostra, os aspectos de necrose, edema

e vascularizacao apresentavam grau leve/ausente.
Grupo 8: EGCG + PEG 400 (20 mg/mL)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente integras, com
auséncia de ulceragao epitelial em 100% da amostra. Os aspectos de necrose e edema
apresentavam-se em grau leve em 25% da amostra. O processo de vascularizagao do

tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentado em 50% da amostra.
Grupo 9: PEG 400 (Controle Negativo)

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se integras, com auséncia de
ulceragao epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras e aspecto de normalidade

da vascularizagao do tecido conjuntivo.
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Figura 13. Porcentagem dos escores referente aos parametros avaliados

macroscopicamente aos 63 dias. Escore 0: Ausente, Escore 1: Suave,
Escore 2: Moderado e Escore 3: severo. 1. Pasta Calen (controle
negativo), 2. EGCG (0,12 mg) + H;0, 3. EGCG (0,12 mg) + PEG 400,
4. Degradacao da EGCG, 5. EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL), 6.
EGCG + PEG 400 (5 mg/mL), 7. EGCG + PEG 400(10 mg/mL), 8.
EGCG + PEG 400 (20 mg/mL), 9. PEG 400 (controle negativo).
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Tabela 11. Percentual dos escores da analise macroscdpica das formulagdes Calen, EGCG (0,12 mg) + H20,
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradacao da EGCG aos 63 dias

63 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H20 EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradacgao da EGCG
1] 1 2 3 V] 1 2 3 0 1 2 3 1] 1 2 3
Ulceracao Epitelial
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Edema
0= Ausente / 1= Leve 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 50% 50% 0 0

2= Moderado / 3= Severo
Vascularizacdo do Tecido

Conjuntivo

0= Ausente

1= Levemente aumentada 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 50% 50% 0 0
2=Moderadamente

aumentada

3= Severamente aumentada

Necrose

0= Ausente / 1= Leve 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0

2= Moderado / 3= Severo

Tabela 12. Percentual dos escores da analise macroscopica das formulacdes EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL, 5
mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL) aos 63 dias

63 dias EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 PEG 400
(1,25 mg/mL) (5 mg/mL) (10 mg/mL) (20 mg/mL)
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Ulceracao Epitelial
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 o0 100% 0 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Edema
0= Ausente / 1= Leve 25% 25% 50% 0 50%0 50% 0 0 75% 25% 0 0 70% 25% 0 o0 100% 0 0 0

2= Moderado / 3= Severo
Vascularizagdao do Tecido
Conjuntivo

0= Ausente

1= Levemente aumentada 25% 25% 50% 0 25% 25% 50% 0 25% 75% 0 0 50% 50% 0 0 100% 0 0 0

2=Moderadamente

aumentada

3= Severamente aumentada

Necrose

0= Ausente / 1= Leve 25% 25% 50% 0 25% 25% 50% 0 25% 75% 0 0 70% 25% 0 0 100% 0 0
2= Moderado / 3= Severo
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Na Figura 14 observa-se um espécime de cada formulacdo avaliada que é

representativo de todos os periodos experimentais deste estudo.

Figura 14. Aspecto macroscopico do periodo experimental de 21 dias. A. Grupo Pasta Calen (controle), B. Grupo
EGCG (0,12 mg) + H,0, C. Grupo EGCG (0,12 mg) + PEG 400, D. Grupo Degradacdo da EGCG, E.
Grupo EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL), F. Grupo EGCG + PEG 400 (5 mg/mL), G. Grupo EGCG +
PEG 400 (10 mg/mL), H. Grupo EGCG + PEG 400 (20 mg/mL), I. Grupo PEG 400,

Avaliagdo Microscopica
7 dias

Os parametros microscopicos avaliados estdo descritos a seguir e podem ser
verificados na figura 15 e nas tabelas 13 e 14. Aos 7 dias, nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos avaliados, quanto aos parametros
infiltrado inflamatdrio, angiogénese e capsula fibrosa. Nao foi evidenciada a presenca
de focos de abscessos, edema e necrose em nenhum grupo (p>0,05).
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Grupo 1: Pasta Calen (Controle Negativo)

Observou-se inicio da formacao de tecido reparativo cicatricial, com presenca de
fibras colagenas finas e organizadas, determinando a formacao de uma capsula fibrosa
fina, envolvendo todo o implante. Verificou-se infiltrado inflamatdrio ausente ou suave,

sem focos de abscesso.
Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H-0

Os espécimes desse grupo foram caracterizados pela presenca de tecido reparativo
cicatricial, com presenca suave de células inflamatdrias tipo neutréfilos na extremidade
aberta do tubo. Havia a presenca de fibras colagenas finas, presenca de fibroblastos
jovens sem o aspecto de um fibrosamento uniforme, determinando a presenga de uma
capsula fibrosa de espessura bem fina, envolvendo todo o implante. Havia a formagao
de poucos vasos sanguineos de pequeno calibre. Nao foi verificado a presenca de focos

de abscesso, edema e necrose.
Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400

Observou-se o inicio da formacdo de tecido reparativo cicatricial, com presenca
suave de células inflamatdrias neutrofilicas. As fibras colagenas presentes
apresentavam-se bem delimitadas e organizadas, com presenca de fibroblastos jovens
e maduros, determinando a presenca de uma capsula fibrosa de espessura média,
envolvendo todo o implante. Foi verificada a auséncia de focos de abscesso, formagao

de novos vasos, edema e necrose.
Grupo 4: Produto da degradacédo da EGCG

Os espécimes avaliados apresentavam inicio da formacdo de tecido reparativo
cicatricial, com auséncia de fibras colagenas. Nao se verificou a presenca de infiltrado

inflamatdrio, nem de focos de abscesso.
Grupo 5: EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL)

Neste grupo foi possivel verificar a formacdo de um tecido de granulagdo, com a
presenca de infiltrado inflamatdrio suave com predominancia de neutrdfilos. Observou-

se a presenca de fibras colagenas finas e imaturas, bem como a presenca de
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fibroblastos jovens, determinando a presenca de uma capsula fibrosa fina e pouco
organizada. Havia formacao de novos vasos sanguineos de pequeno e médio calibre.
N3o foi observado presenca de focos de abscesso, edema e necrose nos grupos
avaliados.

Grupo 6 (EGCG + PEG 400 (5 mg/mL), 7 (EGCG + PEG 400 (10 mg/mL), EGCG +
PEG 400 (20 mg/mL)

Neste grupo foi possivel verificar a formacao de um tecido de granulacdo, com a
presenca de infiltrado inflamatdrio suave com predominancia de neutrdfilos. Observou-
se a presenca de fibras colagenas finas e imaturas, bem como a presenca de
fibroblastos jovens, determinando a presenca de uma capsula fibrosa fina e pouco
organizada. Havia formagdo de novos vasos sanguineos de pequeno e médio calibre.
Nao foi observado presenca de focos de abscesso, edema e necrose nos grupos

avaliados.
Grupo 9: PEG 400 (Controle Negativo)

A resposta tecidual observada neste grupo foi a formagao de tecido de reparagao,
com presenca de fibras colagenas finas continuas e organizadas, envolvendo todo o
implante. Também foi possivel verificar a presenca de um leve infiltrado inflamatorio,
composto por neutrdfilos polimorfonucleares na abertura do tubo, com auséncia de

foco de abscessos.
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Figura 15. Porcentagem dos escores referente aos parametros avaliados
microscopicamente aos 7 dias. Escore 0: Ausente, Escore 1: Suave,
Escore 2: Moderado e Escore 3: severo. 1. Pasta Calen (controle
negativo), 2. EGCG (0,12 mg) + H;0, 3. EGCG (0,12 mg) + PEG 400,
4. Degradacao da EGCG, 5. EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL), 6.
EGCG + PEG 400 (5 mg/mL), 7. EGCG + PEG 400(10 mg/mL), 8.
EGCG + PEG 400 (20 mg/mL), 9. PEG 400 (controle negativo).
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Tabela 13. Percentual dos escores da analise microscépica das formulagdes Calen, EGCG (0,12 mg) + H20,
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradacao da EGCG aos 7 dias

7 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H20 EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradacgdo da EGCG
1] 1 2 V] 1 2 3 1] 1 2 3 0 1 2 3
Vascularizacao
0= Ausente / 1= Leve 40% 60% 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Capsula Fibrosa
0= Ausente / 1= Fina 40% 60% 0 100% 0 0 0 40% 40% 20% 0 80% 20% 0 0
2= Moderada / 3= Espessa
Infiltrado Inflamatério
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 100% 0 0 0 0 80% 20% 0 80% 20% 0 0

2=Modero / 3= Severo

Tabela 14. Percentual dos escores da analise microscdpica das formulacdes EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL, 5
mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL) aos 7 dias

7 dias EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 PEG 400
(1,25 mg/mL) (5 mg/mL) (10 mg/mL) (20 mg/mL)
0 1 2 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2

Vascularizagao
0= Ausente / 1= Leve 60% 40% 0 60% 40% 0 0 20% 80% 0 0 20% 80% 0 0 100% 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Capsula Fibrosa
0= Ausente / 1= Fina 60% 40% 0 60% 40% 0 0 0 100% 0 0 0 80% 20% 0 100% 0 0
2= Moderada / 3= Espessa
Infiltrado Inflamatdrio
0= Ausente / 1= Leve 60% 40% 0 60% 40% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0

2=Modero / 3= Severo
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21 dias

Os parametros microscdpicos avaliados estdo descritos a seguir e podem ser
verificados na figura 16 e nas tabelas 15 e 16. Aos 21 dias, observou-se que nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos avaliados quanto ao parametro
infiltrado inflamatdrio, angiogénese e capsula fibrosa quando realizada a comparacao
entre os grupos e o grupo controle (p>0,05). Nao foi evidenciada a presenca de focos

de abscessos, edema e necrose em nenhum grupo avaliado.
Grupo 1: Pasta Calen (Controle Negativo)

Observou-se formagao de tecido reparativo cicatricial, com presenca de fibras
colagenas continuas e organizadas, caracterizando uma capsula fibrosa fina,
envolvendo todo o implante. Verificou-se a presenga de um infiltrado inflamatério suave
mononuclear, permeado por neutrdfilos, na abertura do tubo ndao sendo verificada a

presenca de focos de abscesso.
Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H-O

Nos espécimes avaliados foi possivel observar a formacao de tecido de granulacao,
com presenca de infiltrado inflamatdrio moderado, permeado por neutrdfilos, células
mononucleares. Foi observada presenca de fibras colagenas continuas e organizadas,
presenca de fibroblastos jovens e grande quantidade de fibroblastos maduros,
caracterizando uma capsula fibrosa de espessura média e bem organizada, envolvendo
todo o implante. Os espécimes apresentavam formacao de muitos vasos sanguineos

de pequeno calibre. Nao havia a presenca de focos de abscesso, edema e necrose.
Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400

A resposta tecidual a formulacdo EGCG (0,12 mg) + PEG 400 foi a formagao de
tecido reparativo cicatricial, com presenca de infiltrado inflamatdrio suave quase
ausente, sendo encontrado poucos neutrdfilos. A capsula fibrosa era fina, e envolvia
todo o implante, este estrutura estava caracterizada por fibras colagenas continuas,
organizadas e bem delimitadas, com presenca de fibroblastos maduros. Nao houve a
formagao de novos vasos, bem como de presenca de focos de abscesso, edema e

necrose.
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Grupo 4. Produto da degradacdo da EGCG

Neste grupo foi possivel verificar a formacdo intensa de um tecido de granulacgao,
com a presenca de infiltrado inflamatorio suave a moderado com predominancia de
neutrofilos polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos. Havia a presenca de fibras
colagenas de espessura média, continuas, organizadas e bem delimitadas,
caracterizando uma capsula fibrosa de espessura moderada, envolvendo todo o
implante. Houve a formagdo de novos vasos sanguineos de calibre pequeno e nao foi
verificada presenca de focos de abscessos, edema e necrose.

Grupo 5: EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL), 6 (EGCG + PEG 400 (5 mg/mL), 8 (EGCG
+ PEG 400 (20 mg/mL)

Nos espécimes avaliados foi possivel observar a formacdo de um tecido de
granulagdo, com presenca de um infiltrado inflamatério moderado, permeado por
neutrofilos, mondcitos e linfocitos. Presenca de fibras colagenas continuas e
organizadas, presenca de fibroblastos jovens e grande quantidade de fibroblastos
maduros, caracterizando uma capsula fibrosa de espessura média e bem organizada,
envolvendo todo o implante. Os espécimes apresentavam formacdo de muitos vasos
sanguineos de pequeno calibre. Nao havia a presenca de focos de abscesso, edema e
necrose.

Grupo 7: EGCG + PEG 400 (10 mg/mL)

A resposta tecidual a formulagao £GCG + PEG 400(10 mg/mL) foi a formagdo de
um tecido de granulagao, com presenca de um infiltrado inflamatdrio suave a
moderado, permeado por neutrofilos, linfécitos e mondcitos. A capsula fibrosa era
espessa, e envolvia todo o implante, esta estrutura estava caracterizada por fibras
colagenas de espessura média, continuas, organizadas e bem delimitadas, com
presenca de fibroblastos maduros. Os espécimes apresentavam formagao de muitos
vasos sanguineos de pequeno e médio calibre. Ndo houve a presenca de focos de
abscesso, edema e necrose.

Grupo 9: PEG 400 (Controle)

Observou-se formacao de tecido reparativo cicatricial, com presenca de fibras
colagenas continuas, organizadas e bem delimitadas, caracterizando uma cdapsula
fibrosa fina, envolvendo todo o implante. Também foi possivel verificar a presenca de
um leve infiltrado inflamatdrio, composto por alguns neutréfilos, mas principalmente
macrofagos e linfdcitos na abertura do tubo e sem focos de abscesso.
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Tabela 15. Percentual dos escores da analise microscépica das formulagdes Calen, EGCG (0,12 mg) + H20,
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradagao da EGCG aos 21 dias

21 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H20 EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradacgdo da EGCG
1] 1 2 V] 1 2 3 1] 1 2 3 0 1 2 3
Vascularizacao
0= Ausente / 1= Leve 40% 60% 0 20% 80% 0 0 100% 0 0 0 40% 60% 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Capsula Fibrosa
0= Ausente / 1= Fina 80% 20% 0 0 80% 20% 0 40% 60% 0 0 40% 0 60% 0
2= Moderada / 3= Espessa
Infiltrado Inflamatério
0= Ausente / 1= Leve 600% 40% 0 0 60% 40% 0 40% 60% 0 0 40% 0 60% 0

2=Modero / 3= Severo

Tabela 16. Percentual dos escores da analise microscépica das formulagdes EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL, 5 mg/mL, 10

mg/mL e 20 mg/mL) aos 21 dias

21 dias EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 PEG 400
(1,25 mg/mL) (5 mg/mL) (10 mg/mL) (20 mg/mL)
0 1 2 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2

Vascularizagao
0= Ausente / 1= Leve 20% 0 80% 20% 80% 0 0 20% 20% 60% 0 40% 40% 20% 0 100% O 0
2= Moderado / 3= Severo
Capsula Fibrosa
0= Ausente / 1= Fina 20% 0 80% 20% 0 80% 0 0 40% 40% 20% 40% 40% 20% 0 100% O 0
2= Moderada / 3= Espessa
Infiltrado Inflamatdrio
0= Ausente / 1= Leve 20% 40% 40% 20% 80% 0 0 40% 60% 0 0 40% 40% 20% 0 100% O 0

2=Modero / 3= Severo
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63 dias

Os parametros microscdpicos avaliados estdo descritos a seguir e podem ser
verificados na figura 17 e nas tabelas 17 e 18. Aos 63 dias, observou-se que nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos nos parametros infiltrado
inflamatdrio, angiogénese e capsula fibrosa (p>0,05). Nao foi evidenciada a presenca

de focos de abscesso, edema e necrose em nenhum grupo avaliado.
Grupo 1: Pasta Calen (Controle Negativo)

Nao verificado a presenca de capsula fibrosa, angiogénese e infiltrado inflamatorio,

focos de abscesso, edema e necrose.
Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H-0

Foi possivel observar a formacdo de tecido reparativo cicatricial, com infiltrado
inflamatdrio moderado com predominancia de células mononucleares A capsula fibrosa
apresentava-se com espessura média, com fibras colagenas espessas, bem definidas e
organizadas. Nao havia presenca de formagao de novos vasos sanguineos, assim como,

nao havia presenca de focos de abscesso, edema e necrose.
Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400

A resposta tecidual a formulacdo EGCG (0,12 mg) + PEG 400 foi a formagao de
tecido reparativo cicatricial, com presenca de um infiltrado inflamatdrio discreto, sendo
encontrados poucos neutrofilos. A capsula fibrosa era fina e envolvia todo o implante.
Esta estrutura estava caracterizada por fibras colagenas continuas, organizadas e bem
delimitadas, com presenca de fibroblastos maduros. Nao houve a formagao de novos

vasos, bem como de presenca de focos de abscesso, edema e necrose.
Grupo 4: Produto da degradacédo da EGCG

Neste grupo foi possivel verificar a formagao de um tecido reparativo cicatricial,
com a presenca de infiltrado inflamatdrio suave com predominancia de células
mononucleares. Havia a presenca de fibras colagenas de espessas, continuas, bem
organizadas e definidas, com predominancia de fibroblastos maduros, caracterizando
uma capsula fibrosa espessa, envolvendo todo o implante. Havia a formagao de poucos
vasos sanguineos de calibre pequeno, e nao havia a presenca de focos de abscesso,

edema e necrose.
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Grupo 5: EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL) e 6 (EGCG + PEG 400 (5 mg/mL)

Nestes grupos foi possivel verificar a formacao de um tecido de granulacao, com a
presenca de infiltrado inflamatério suave com predominancia de células
mononuclearess. Havia a presenca de fibras colagenas de espessura fina e média,
continuas, pouco organizadas, com predominancia de fibroblastos jovens,
caracterizando uma capsula fibrosa de espessura moderada, envolvendo todo o
implante. Nao havia a formacao de novos vasos sanguineos, bem como, presenca de

focos de abscesso, edema e necrose.
Grupo 7: EGCG + PEG 400 (10 mg/mL) e 8 (EGCG + PEG 400 (20 mg/mL)

A resposta tecidual as formulagdes £GCG + PEG 400(10 mg/mL) e EGCG + PEG
400 (20 mg/mL) foi a formagao de tecido de granulagao, com presenca de infiltrado
inflamatdrio suave, permeado por neutrofilos e células mononucleares. A capsula
fibrosa apresentava-se espessa e envolvia todo o implante. Esta estrutura estava
caracterizada por fibras coldgenas de espessas e maduras, continuas, organizadas e
bem delimitadas, com presenca predominante de fibroblastos maduros, podendo ser
verificada a presenca suave de alguns fibroblastos jovens. Os espécimes apresentavam
formacdo de muitos vasos sanguineos de pequeno e médio calibre. Nao houve a

presenca de focos de abscesso, edema e necrose.
Grupo 9: PEG 400 (Controle Negativo)

Nao foi observada a formacao de capsula fibrosa e nao houve resposta inflamatoria

ou focos de abscesso.

Nas figuras 18 e 19, 20 e 21 é possivel observar espécimes representativos, nas
coloracoes de HE e fluorescéncia, do que ocorreu microscopicamente nos periodos de

7, 21 e 63 dias com as diferentes formulagdes avaliadas.
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Figura 17. Porcentagem dos escores referente aos parametros avaliados
microscopicamente aos 63 dias. Escore 0: Ausente, Escore 1: Suave,
Escore 2: Moderado e Escore 3: severo. 1. Pasta Calen (controle), 2.
EGCG (0,12 mg) + H20, 3. EGCG (0,12 mg) + PEG 400, 4. Degradacao
da EGCG, 5. EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL), 6. EGCG + PEG 400 (5
mg/mL), 7. EGCG + PEG 400(10 mg/mL), 8. EGCG + PEG 400 (20
mg/mL), 9. PEG 400 (controle).
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Tabela 17. Percentual dos escores da analise microscépica das formulacdes Calen, EGCG (0,12 mg) + H20,
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradacao da EGCG aos 63 dias

63 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H20 EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradacgdo da EGCG
1] 1 3 V] 1 2 3 1] 1 2 3 0 1 2
Vascularizacao
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 60% 40% 0
2= Moderado / 3= Severo
Capsula Fibrosa
0= Ausente / 1= Fina 100% 0 0 0 20% 80% 0 80% 20% 0 0 0 0 20% 80%
2= Moderada / 3= Espessa
Infiltrado Inflamatério
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 0 20% 80% 0 80% 20% 0 0 0 100% 0

2=Modero / 3= Severo

Tabela 18. Percentual dos escores da analise microscopica das formulagdes EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL,

5 mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL) aos 63 dias

63 dias EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 EGCG + PEG 400 PEG 400
(1,25 mg/mL) (5 mg/mL) (10 mg/mL) (20 mg/mL)
0 1 2 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2

Vascularizagao
0= Ausente / 1= Leve 100% 0 0 100% 0 0 0 40% 60% 0 0 60% 40% 0 0 100% 0 0
2= Moderado / 3= Severo
Capsula Fibrosa
0= Ausente / 1= Fina 40% 60% 0 80% 0 20% 0 40% 60% 0 0 40% 60% 0 0 100% 0 0
2= Moderada / 3= Espessa
Infiltrado Inflamatdrio
0= Ausente / 1= Leve 0 100% 0 80% 20% 0 0 40% 60% 0 0 40% 60% 0 0 100% 0 0

2=Modero / 3= Severo
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Grupo 5
EGCG + PEG 400 (1,25mg/mL)

Grupo 7 Grupo 6
EGCG + PEG 400 (10mg/mL) EGCG + PEG 400 (5mg/mL)

Grupo 8
EGCG + PEG 400 (20mg/mL)

Figura 19. Imagens microscdpicas representativas da reagdo do tecido conjuntivo
subcuténeo de camundongos frente as formulagdes testadas. Nas
imagens destaca-se a regido de tubo de polietileno (t), o material
testado no interior do tubo (m), regido de abertura do tubo (a), o vasos
sanguineos presentes (vs) e a capsula fibrosa (cf) Coloracdo de HE.
Aumento: 1: 5x; 2: 20x.
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Pasta Calen
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Grupo 3

EGCG (0,12 mg) + PEG 400

Grupo 4
Degradacao da EGCG
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20. Imagens microscopicas representativas da reacdo do tecido
conjuntivo subcutdneo de camundongos frente as
formulacdes testadas. Nas imagens destaca-se as fibras
colagenas (fc), os vasos sanguineos presentes (vs). 3:
microscopia de luz convencional. 4: microscopia de
fluorescéncia. Coloragao de HE. Aumento: 40x.
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5 Discussao

As plantas medicinais vém sendo utilizadas com finalidade terapéutica ha milhares de
anos e embora seu uso tenha sido propagado popularmente entre geragdes ou descrito em
farmacopéias, também despertou o interesse da comunidade cientifica atual. O
desenvolvimento da quimica organica tornou possivel a obtencdo de substancias puras por
meio do isolamento de principios ativos de extratos de plantas (Turolla e Nascimento, 2006).
A EGCG, uma das catequinas isoladas e purificadas a partir do cha-verde, avaliada no presente
estudo, tornou-se uma das substancias naturais mais estudadas atualmente, sendo a principal
responsavel pelos efeitos bioldgicos que resultam na prevencao e tratamento de diferentes
doencas (Yun et al., 2007; Yang et al., 2010; Hodgson e Croft, 2010; Prabhakar et al., 2010;
Rao e Pagidas, 2010; Yang e Wang, 2010; Rodriguez et al., 2011; Subramaniam et al., 2012;
Jung et al., 2012; Cai et al., 2013; Wierzejska, 2014; Fang et al., 2015; Tenore et al., 2015).
No entanto, muitas vezes o isolamento da substancia responsavel pelos efeitos terapéuticos
da planta (principio ativo), seu mecanismo de acdo e seus efeitos bioldgicos nao sao
totalmente conhecidos (Ferreira, 2013), existindo muito a se pesquisar acerca da totalidade
das aplicagdes da EGCG.

Atualmente, muitos extratos de plantas contendo polifendis biologicamente ativos
vem sendo incorporados em formulacdes cosméticas ou farmacéuticas com diferentes
finalidades. No entanto, o preparo de formulagdes para uso topico é delicado pois os polifendis
naturais nao apresentam estabilidade ao longo do tempo, sendo muito sensiveis aos fatores
ambientais, incluindo condigdes fisico-quimicas e bioldgicas. Estes podem oxidar rapidamente,
0 que leva ao aparecimento gradual de coloracao castanha e indesejavel, ou sofrer perda
consideravel de sua atividade (Munin e Edwards-Lévy, 2011). Ainda, estudos tém revelado
qgue as multiplas funcdes e mecanismos exercidos pelos compostos fendlicos no organismo
estao relacionados nao apenas a sua acdo antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria,
antitumoral e reparadora diretas, mas também a habilidade dessas substancias de se ligarem
a proteinas, receptores celulares e transportadores de membrana, podendo influenciar a
expressao génica, sinalizagao e adesao celular (Kroow e Williamson, 2005; Silva et al., 2010).
Tais caracteristicas fazem com que tais compostos possam exercer variadas fungdes no
organismo humano (Giada e Mancini Filho, 2006). Assim, o desenvolvimento de novas
formulacdes a base de extratos naturais visando avaliar potenciais aplicacdes no tratamento
de doencas, como no presente estudo, devem incluir ndo apenas a andlise de suas
propriedades fisico-quimicas, mas também de seus possiveis efeitos bioldgicos (Reto et al.,
2007).
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Apesar dos inumeros beneficios apresentados pela EGCG na saude, atuando de forma
sisttmica em doencas cardiovasculares, neuronais, degenerativas, hepaticas, oftalmicas,
Osseas ou dérmicas (Zhao et al., 2012; Scalia et al., 2013; Reygaert e Jusufi, 2013, Rieghsecker
et al., 2013; Aslan et al., 2014; Gundimeda et al., 2014; Zhou et al., 2014; Yoshino et al.,
2014; Chen et al., 2014; Wang et al., 2014; Walker et al., 2015), seu uso tdpico intracanal,
como curativo de demora durante o tratamento endoddntico, nao havia sido proposto pela
literatura. Um Unico estudo avaliou o efeito sistémico da EGCG em lesOes periapicais,
administrada por via intra-peritoneal (80 mg/kg peso) em camundongos, onde verificou-se
acentuada reducao na extensao e severidade de lesdes periapicais associadas a dentes
portadores de necrose pulpar (Lee et al., 2009). No entanto, este estudo empregou a da EGCG
de forma sistémica para o tratamento de uma doenca que apresenta etiopatogenia local. Sabe-
se que o sucesso no tratamento de dentes portadores de necrose pulpar e lesao periapical
visivel radiograficamente depende da atuacdo essencialmente local realizada por meio da
desinfeccao do sistema de canais radiculares e regidao periapical, que abrigam os micro-
organismos responsaveis pelo aparecimento e manutengao da doenca (Kakehashi et al., 1965;
Tronstad, 1992). Por esse motivo, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar uma
formulagao a base de EGCG para uso endodontico, que além de atividade antimicrobiana,
apresentasse compatibilidade tecidual e favorecesse o reparo.

Atualmente, o hidroxido de calcio (pasta Calen®) tem sido a medicagdo mais
empregada como curativo de demora por apresentar requisitos necessarios para esta
finalidade, incluindo agao antimicrobiana, inativacao da endotoxina bacteriana (LPS), redugao
do processo imunoinflamatdrio e edema, inibicdo da reabsorcdo e estimulo a reparacao dos
tecidos mineralizados, biocompatibilidade e baixo custo (Georgopoulou et al., 1993; Safavi e
Nichols, 1994; Nelson-Filho et al., 1999, Leonardo et al., 2000). O acréscimo de diferentes
substancias, bem como os veiculos utilizados nas pastas a base de hidréxido de calcio (pasta
Calen), tém sido propostos com o objetivo de melhorar algumas de suas propriedades, como
a acao antibacteriana contra bactérias resistentes ao tratamento, como a £.7/aecalis (De Rossi
et al., 2005; Verma et al., 2015), a velocidade de dissociagdo idnica e outras propriedades
fisico-quimicas que também possam favorecer as condicdes clinicas para seu emprego
(Almyroudi et al., 2002). No entanto, até o0 momento ndo existe um tratamento ideal ou uma
medicacdo que resulte em 100% de sucesso clinico, radiografico, microbiolégico e
histopatoldgicos. Estudos /in vitro evidenciam que os polifendis do cha verde apresentam
eficacia antimicrobiana contra grande parte de microrganismos endodontopatogénicos (Horiba
et al., 1991), incluindo o E. faecalis (Prabhakar et al., 2010), espécie comumente detectada

em lesOes refratarias ao tratamento (Stuart et al., 2006), além de apresentar compatibilidade
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com células do ligamento periodontal (Hwang et al., 2011; Jung et al., 2011; Poi et al., 2013;
Ghasempour et al., 2015). Diante destas e das demais propriedades benéficas da EGCG, o
objetivo deste estudo foi desenvolver uma formulacdo que possibilitasse sua aplicacao e
manutengao no interior dos canais radiculares por tempo prolongado, que se mantivesse na
sua forma bioldgica ativa e fosse biocompativel. Assim, foi inicialmente necessaria a
caracterizacao de suas propriedades fotofisicas e fotoquimicas em diferentes meios e
condicOes locais.

Em estudo anterior, realizado por nosso grupo de pesquisa, a caracterizagao fisico-
quimica da EGCG revelou que esta ndo altera a cor dos dentes e apresenta estabilidade em
contato com os tecidos dentais e em pH acido, ambiente presente em areas de inflamacao e
reabsor¢ao, como nas lesdes periapicais (Ferreira, 2013). Apds a caracterizagao fisico-quimica
inicial da EGCG em agua, buscamos sua associagdo com um veiculo que apresentasse
condicdes de uso clinico e pudesse ser levada no interior dos canais radiculares e mantida por
periodos prolongados. A agua, apesar de ser um solvente universal e ser indicada pelo
fabricante da EGCG como diluente, ndo apresenta caracteristicas fisicas favoraveis para
utilizacdo como medicacao intracanal, pois € rapidamente solubilizada e reabsorvida pelo
organismo (Ballal et al., 2010), o que manteria o canal radicular vazio na maioria do periodo
entre as sessoes de tratamento. Assim, foi testada a associagao da EGCG com um veiculo
viscoso, o PEG 400, um polimero flexivel, que foi selecionado por ser biocompativel e permitir
gue a substancia seja liberada de forma lenta por um periodo tempo prolongado (Klibanov et
al., 1990; Allen et al., 1991; Torchilin, 2005). As diferentes concentracdes avaliadas no
presente estudo (1,25; 5; 10 e 20 mg/mL), foram determinadas com base em estudos prévios
(Hirasawa et al., 2004; Schmitz, 2005; Lee et al., 2009; Xu et al., 2011). O PEG é também o
veiculo presente no curativo de demora mais consagrado na literatura e utilizado na pratica
clinica por nosso grupo de pesquisa, a pasta Calen. No entanto, outros veiculos também
poderiam ser testados em estudos futuros, como o propilenoglicol ou glicerina (Zhao et al.,
2012), ou mesmo outras formas de aplicacao, como os sistemas de liberacao de drogas
nanoestruturados, como o encapsulamento de farmacos com nanoparticulas poliméricas,
sistemas lipossomais ou nano particulas lipidicas sélidas (Marcato et al., 2014).

Além da presenca do principio ativo (EGCG) e do veiculo, uma formulacdo de uso
intracanal deve apresentar um agente radiopacificador, para que possa ser evidenciada
radiograficamente, visando avaliar o completo preenchimento do canal radicular. Uma vez que
0 Oxido de zinco é um radiopacificador consagrado (Antonijevic et al., 2014) e também esta
presente na pasta Calen, com comprovada compatibilidade tecidual, no presente estudo este

também foi incluido na formulacdo proposta. A adicdo do pd do éxido de zinco proporcionou
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obtencao de uma coloracdo branca opaca e de uma consisténcia mais pastosa que permitiu
nao apenas sua visualizacao radiografica, mas também sua adesdo a lima endodobntica e as
paredes do canal radicular, tornando sua aplicacdo clinica facilitada em comparacao com a
pasta Calen (dados ndo publicados). Outros radiopacificadores, tais como éxido de bismuto,
de eficacia clinica e bioldgica comprovadas também poderiam ter sido adicionados.

Assim, fez-se necessario avaliar as propriedades fisico-quimicas da EGCG na presencga do
radiopacificador, visto que seu comportamento poderia ser influenciado na presenca de ions
metalicos, tais como, Fe?*, Cu?*, Zn** (Kagaya et al., 2002; Yang et al., 2009; Zeng e Tan,
2015). Um estudo realizado por meio de espectroscopia de absorcao UV/Vis demonstrou que
a atividade hepatoprotetora da EGCG foi consideravelmente aumentada pela sua complexagao
com o Zn**(Kagaya et al., 2002). Resultados semelhantes foram encontrados no presente
estudo, onde a espectroscopia de absorcdo UV/Vis também revelou a ocorréncia de
complexacdo da EGCG com o Zn?*. A interacdo dessas substancias pode ser justificada por
meio da complexagao do Zn?* com os grupos carboxilatos presentes na estrutura quimica da
EGCG. No entanto essa interacdo parece nao interferir em sua acao bioldgica pois a EGCG em
associacdao com o Zn?* além de aumentar sua eficacia (Kagaya et al., 2002), pode apresentar
potencial anti-apoptotico em células cancerigenas (Yang et al., 2009), bem como em células
cardiacas (Zeng e Tan, 2015).

Apds a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas da formulagao desenvolvida, que
demonstraram manutencao das propriedades da EGCG na presenca dos componentes da
férmula, foi realizado o estudo de compatibilidade tecidual no tecido subcutédneo de
camundongos. O teste de compatibilidade tecidual em tecido subcutdneo é utilizado para
avaliar a resposta bioldgica do tecido frente ao material implantado (ISO, 2007). Essa
metodologia é muito utilizada em estudos de compatibilidade de novos materiais de uso
endodontico (Queiroz et al., 2011; Andolfato et al., 2012; Trichés et al., 2013; Garcia et al.,
2014; Mori et al., 2014; Lima et al., 2015). De acordo com normas estabelecidas pela ISO
10993-6 (2007), os periodos de avaliacdo dos materiais podem ser curtos, de até 12 semanas,
onde avaliam-se os efeitos subcronicos do material ou longos, superiores a 12 semanas, onde
avaliam-se os efeitos cronicos do material. No presente estudo utilizamos os periodos
experimentais de 7, 21 e 63 dias, a semelhanca do que foi realizado em outros estudos
(Queiroz et al., 2011; Lima et al., 2015), sendo classificados como periodos curtos onde foram
avaliados os efeitos subcronicos dos materiais. A opgao por estes periodos também foi baseada
no fato de o tempo clinico de permanéncia de um curativo de demora no interior dos canais
radiculares ser de no minimo 14 dias e no maximo 60 dias. Periodos longos também nao foram

avaliados visando atender a legislacdo brasileira relativa aos procedimentos para o uso
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cientifico de animais (Lei 11.794, de 8 de Outubro de 2008), que estabelece em seu artigo
13°, paragrafo 4°, que “...0 tempo de duragdo de um experimento serd o minimo indispensavel
para a produzir o resultado conclusivo, poupando-se ao maximo, o animal de sofrimento.”

A normatizacdo da ISO (2007) preconiza que para estudos de avaliagao em periodos
curtos podem ser utilizados animais de pequeno porte, tais como, camundongos, ratos,
hamsters ou coelhos. No presente estudo optou-se pelo uso de camundongos isogénicos por
se tratar de animais de pequeno porte, de facil manejo, com baixo custo de manutencao,
necessidade de menor quantidade de drogas anestésicas e facilidade de obtencdo, bem como
ao fato de serem geneticamente semelhantes e produzirem um padrao de resposta mais
homogénea frente aos mesmos estimulos (Queiroz et al., 2011; Lima et al., 2015). Por
apresentarem consisténcia liquida ou semi-solida, as formulacdes foram inseridas no interior
de tubos de polietileno de caracteristicas e dimensdes padronizadas pela I1SO, possuindo
apenas uma extremidade aberta, onde o material entra em contato com o tecido conjuntivo,
de forma semelhante ao apice de um canal radicular onde a medicacdao também entra em
contato com o tecido conjuntivo periapical. A regiao selecionada para implante dos materiais
nos animais foi a regido dorsal, regidao também preconizada pelas normas da ISO, por evitar
a tentativa de remocao pelo animal, o que pode interferir no resultados (Queiroz et al., 2011;
Andolfato et al., 2012; Trichés et al., 2013; Garcia et al., 2014; Mori et al., 2014; Lima et al.,
2015).

Na primeira avaliacdo bioldgica das formulagOes a serem testadas foi realizado o teste
edemogénico de Azul de Evans, que quantifica o extravasamento plasmatico apds 24 horas da
insercao do implante. Esse teste tem sido utilizado com frequéncia para avaliar a intensidade
da reacdo inflamatdria aguda, mensurando por meio de espectrofotometria, a densidade optica
de uma solugao com corante extraido de um fragmento de tecido inflamado (Gehlen et al.,
2004; Martinez-Colomer et al., 2015). No presente estudo, o extravasamento de plasma foi
avaliado 24 horas apds a implantacdo subcutanea dos tubos, sendo a exsudagado nos tecidos
circundantes observada com maior intensidade nos animais implantados com Pasta Calen e
com menor intensidade naqueles implantados com produto da degradagao da EGCG. Outra
metodologia utilizada para verificacdo da presenca ou auséncia de edema na regidgo do
implante no periodo de 24hs, inclui a analise histopatoldgica e coloragao em HE (Nelson-Filho
et al., 1999), que oferece dados descritivos. Nao existem na literatura estudos que tenham
avaliado o edema nas formulagdes a base de EGCG testadas, no entanto um estudo apresentou
resultados onde a EGCG desempenhou um efeito anti-exudativo em animais que foram
submetidos a lesdo medular induzida apds 24, 48 e 72 horas (Ge et al., 2013) e outro estudo
demonstrou que doses mais elevadas de EGCG (50mg/Kg) podem reduzir o edema no cérebro
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apds isquemia unilateral (Lee et al., 2004). O teste edemogénico, aplicado no presente estudo
permitiu verificar que a maioria das formulagdes a base de EGCG testadas tiveram um pequeno
extravasamento plasmatico, em comparagao com o grupo controle embora ndo fossem
estatisticamente diferentes. A Unica formulacdao que resultou em reducdo significativa do
edema, quando comparada a pasta Calen, foi o produto da degradagao da EGCG, sugerindo
efeito antiedemogénico superior, caracteristicas que poderia ser benéfica embora esta
diferenca ndo tenha ocorrido nas demais formulacOes. Este resultado pode ter ocorrido pelo
fato da EGCG necessitar algum tempo para liberagao de outro subproduto biologicamente ativo
para exercer seu efeito, e este subproduto apareceu apenas nesta formulacao que foi
preparada com antecedéncia, permitindo sua degradacao e liberagao do composto. Estudos
futuros poderiam ser realizados visando determinar se a principal substancia ativa da
formulagao € a EGCG ou algum outro componente, ainda ndo conhecido.

Os resultados histopatoldgicos macroscdpicos e microscopicos do presente estudo
confirmaram a compatibilidade tecidual de todas as formulagdes avaliadas. Nos parametros
macroscopicos, em todos os periodos avaliados, todas as formulagbes apresentaram
compatibilidade tecidual, auséncia de ulceracdo epitelial, presenca de leve necrose tecidual
superficial, edema e vascularizagao, nao havendo diferenca estatisticamente significante entre
0S grupos e com o grupo controle. A ocorréncia de necrose superficial inicial, constitui processo
benéfico para iniciar o reparo dos tecidos, e embora seja mecanismo de agao conhecido pelo
hidréxido de calcio, ndo havia sido relatada pela EGCG. Na andlise microscépica, em todos os
periodos foi verificada auséncia de focos de abscesso, edema e necrose e presenca de suave
ou moderado infiltrado inflamatdrio, capsula fibrosa e neovascularizacao, semelhante entre
todos os grupos. Interessantemente, a EGCG diluida em agua, veiculo sugerido pelo fabricante,
apresentou a resposta inflamatdria de severidade aumentada ao longo o periodo experimental
avaliado, apresentando valores de escores maiores que sua associacao com PEG 400 aos 63
dias. Embora esta diferenca ndo tenha sido estatisticamente significante, estes resultados
sugerem que a EGCG seja mais ativa em veiculo aquoso, quando recém manipulada. Sabe-se
que a ativagao da resposta inflamatdria é fundamental no processo de reparacao tecidual, no
entanto esta deve ocorrer de forma suave, como verificado em todas as formulagdes e em
todos os periodos avaliados.

Quanto ao parametro de vascularizagdo do tecido conjuntivo ou angiogénese, todas
as formulagdes avaliadas resultaram na formacdao de novos vasos sanguineos de maneira
semelhante. A avaliacdo da neovascularizacdo é de grande importancia, pois durante no
processo de reparo, é necessario que se tenha irrigacdo abundante de sangue, para atender

as demandas locais de debridamento, proliferagdo de fibroblastos, sintese de matriz
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extracelular e epitelizacao (Thompson et al., 1991; Arnold e West, 1991; Bodary et al., 2002).
Os recentes avangos no entendimento da neovascularizagao tem feito da angiogénese um alvo
principal no estudo sobre reparo (Liapakis et al., 2008). Portanto ha um grande interesse da
ciéncia em se investigar farmacos que possuem essa capacidade de inducdo de neoformagao
vascular (Suganami et al., 2004). No presente estudo podemos afirmar que todas as
formulagOes tiveram essa capacidade de formacao de vasos sanguineos de maneira suave.
Essa capacidade pode ser justificada pela presenca da EGCG que possui a capacidade de
controlar o processo de neoformacao vascular. Um estudo mostrou a vascularizagao de forma
controlada da EGCG na neovascularizacao de cornea em coelhos, por meio da inibicdo de fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e cicloxigenase-2 (COX-2) os quais sao fatores
conhecidamente pré-angiogénicos (Koh et al., 2014). Outro estudo sobre o tratamento de
células cancerigenas com a utilizagdo da EGCG, observou que esta foi capaz de modular as
vias angiogénicas, interferindo com o padrao de transcricao de diversos genes que atuam
tanto em células endoteliais, quanto em células tumorais. O tratamento com EGCG também
pode diminuir a taxa de proliferacao de células tumorais, inibir a adesao celular, motilidade e
capacidade de invasao celular (Tudoran et al., 2012).

Os resultados do presente estudo resultaram no depodsito de patente da formulacao de
EGCG desenvolvida (De Rossi et al., 2014). Considerando que todas as concentragoes de EGCG
avaliadas foram igualmente eficazes e biocompativeis de acordo com os parametros avaliados
no presente estudo a opgao de escolha poderia ser a de menor concentracao (1,25 mg/mL),
visando reduzir custos, manipulada com PEG 400. No entanto, a concentracao ideal deve ser
avaliada em estudos /n vivo para avaliar o reparo de lesOes periapicais pois outras propriedades
importantes, como acao antimicrobiana, inibidora de LPS ou indutora de mineralizacao
também podem ser alteradas. A obtencdo de um sistema de aplicacdo nanoestruturado de
EGCG também podera oferecer inUmeras vantagens com relagao ao sistema de aplicacao
convencional incluindo maior eficacia terapéutica, liberacdo progressiva e controlada do
farmaco, administracao segura, sem reacdes inflamatdrias locais ou efeitos colaterais e
possibilidade de direcionamento a alvos especificos (Mufamandi et al., 2011). Assim, estudos
futuros devem ser realizados para avaliar a possibilidade de reducdo de custo e maximizacao
de efeito desta formulagao, como por meio da aplicagao de tecnologias de liberagao controlada

de substancias para uso terapéutico.
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6 Conclusao

No presente estudo foi possivel desenvolver uma formulacdo para uso endodontico
composta por um veiculo viscoso (PEG 400) e um agente radiopacificador (0OZ). As
propriedades fisico-quimicas da EGCG foram mantidas, quando esta foi avaliada na
presenca dos componentes das formulagdes. As formulagOes avaliadas apresentaram

compatibilidade tecidual com o tecido subcutaneo de camundongos.
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Productinformation

(-)}-EPIGALLOCATECHIN GALLATE
Sigma Prod. No. E4143
Store at 2-8°C

CAS NUMBER: 989-51-5

SYNONYM: (2R,3R})-2-(3,4,5-Trihydroxyphenyl}- oH
3,4-dihydro-1{2H}-benzopyran-3,5, 7-triol 3-(3,4,5

trihydroxybenzoate); (-)}-Epigallocatechin 3-O-

gallate’; EGCG’

PHYSICAL DESCRIPTION:

Appearance: powder ",
Molecular formula; CxHq044 O\
Molecular weight: 458.4 /4,
Meling point: 218°C’ oH

E"(275 nm) = 11,500 (ethanal)'

Optical rotation: -185° +2° (ethanol)’

STORAGE / STABILITY AS SUPPLIED:

SOLUBILITY:

This is soluble in water at least to 5 mg/mL, giving a clear faint yellow solution. The stability of a solution of
this product in water at a concentration of 0.3 mg/mL was tested. A sample left for 2.5 hours at room
temperature was found to have significantly decreased in purity (from 99.6% to 81.7%, by HPLC). A sample
left for 2 hours at 4°C was found to have decreased only slightly (from 99.5% to 99.3%).

GENERAL NOTES:

Epigallocatechin gallate (EGCG) is a polyphenclic compound found in green tea leaves. Studies with EGCG
indicate it has antitumor promoting activity.'*

METHOD OF PREPARATION:

It is isolated by extracting the tea leaves with hot water, back-extracted with ethyl acetate. The EGCG is
chromatographically isolated from the organic phase.”
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(-}-EPIGALLOCATECHIN GALLATE
Sigma Prod. No. E4143

HPLC SYSTEM:*

Column: ¥MC ODS-A 15 cm x 4.6 mm ID Particle size 5 ym
Mobile phase:acetonitrile:ethyl acetate:0.05% H.PO. (12:2:86)

Flow rate: 1.0 mLimin

Solvent: Product dissolved at 0.3 mg/mL in water, 20 ulL injected
Detection at 280 nm

Retention time for major peak =12 minutes

Determination of this compound in plasma and urine by HPLC has been reported.®
REFERENCES:

Merck Index, 12th ed., #3568 {1996).

Yamane, T. et al., Cancer Res., 55, 2081 (1895).

Supplier information.

Sigma quality control.

Lee, M.-J. et al., Cancer Epidemiol. Biomark. Prev., 4, 393 (1995).

S

Sigma warrants that its products conform to the information contained in this and other Sigma-
Aldrich publications. Purchaser must determine the suitability of the product(s) for their particular
use. Additional terms and conditions may apply. Please see reverse side of the invoice or
packing slip.
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ANEXO B

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

Campus de Ribeirdo Preto
Comiissiio de Etica no Uso de Auimais

CERTIFICADO

Certificamos que o trabatho (Proc. n® 11.1.1405.53.8) intitulado
"Caracterizacio das Propriedades Fisico-Quimicas e Biologicas da Epigalocatequina-3-
galato, Derivada do Cha Verde, para uso Terapéutico na Odontologia”, de autoria de
Danielly Cunha Aradijo Ferreira e de Andiara De Rossi, por estar de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA} da USP de Ribeirdo Preto foi aprovado em reunido da CEUA
de 04/07/2012.

This is to certify that the work {(Proc. n® 11.1.1405.53.8), entitled:
"Caracterizacdo das Propriedades Fisico-Quimicas e Bioldgicas da Epigalocatequina-3-
galato, Derivada do Cha Verde, para uso Terapéutico na Odontologia", by Danielly
Cunha Aratjo Ferreira and Andiara De Rossi, is in accordance with the Ethic
Principles in Animal Experimentation adopted by Ethic Commission for the Use of
Animals (CEUA) of the USP of Ribeirdo Preto, and was approved in the meeting, July
04, 2012.

Ribeirdo Preto, 6 de julho de 2012,

Ll

,:.,'f Y
Presidénte da CEUA

Profa. Dra. Claudia Maria Padovan

UL .,
Secretaria da CEUA
Mar(a iAngélica Depiro
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