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RESUMO 

Ferreira, DCA. Formulação à base de Epigalocatequina-3-galato, derivada do chá 

verde, desenvolvida para uso endodôntico: estudo físico-químico e biológico. 

Ribeirão Preto, 2015. 129p. [Tese de Doutorado]. Ribeirão Preto: Faculdade de Odontologia 

de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo; 2015. 

O chá verde, obtido da Camellia sinensis, é uma das bebidas mais populares em todo o mundo 

e, recentemente, tem sido foco de pesquisas científicas por apresentar efeitos benéficos na 

saúde geral. Estudos laboratoriais e epidemiológicos sugerem que, dentre os polifenóis que 

compõem o chá verde, a Epigalocatequina-3-galato (EGCG) é o mais bioativo e responsável 

por sua ação antioxidante, anti-inflamatória, antimicrobiana, inativadora de LPS bacteriano, 

anticarcinogênica, antitumoral, anti-angiogênica, anti-hipertensiva e reparadora tecidual, 

podendo atuar na prevenção e tratamento do câncer, doenças cardiovasculares, 

neurodegenerativas, hepáticas e renais. Em diversas doenças ósseas, a EGCG também 

desempenha um importante papel protetor, atuando na indução da mineralização e inibição 

da osteoclastogênese. No entanto, seus possíveis efeitos na inflamação e na reabsorção óssea 

associadas à lesão periapical ainda não foram avaliados. Portanto, o objetivo do presente 

estudo foi desenvolver uma formulação para uso endodôntico à base de EGCG com 

propriedades físico-químicas e biológicas que permitam seu uso como curativo de demora 

entre sessões. As formulações testadas incluíram: EGCG diluída em água e diferentes 

concentrações de EGCG (1,25; 5; 10 e 20 mg/mL) veiculadas em polietilenoglicol 400 (PEG). 

O óxido de zinco foi utilizado como agente radiopacificador. Em função da possível degradação 

dos produtos fenólicos em função do ambiente e do tempo, uma solução obtida por meio do 

contato prolongado da EGCG com o dente também foi avaliada (produto da degradação). 

Inicialmente, foi realizada a caracterização físico-química da formulação de EGCG por meio de 

espectrofotometria em Ultravioleta/Visível (UV/Vis), em contato com soluções contendo zinco, 

óxido de zinco e acetato de zinco. Os estudos biológicos foram realizados para avaliar sua 

compatibilidade tecidual no tecido subcutâneo de camundongos, por meio da avaliação do 

extravasamento plasmático após 24 horas e da análise de aspectos macroscópicos e 

microscópicos aos 7, 21 e 63 dias após a inserção de tubos de polietileno contendo as 

formulações. Neste estudo, uma pasta a base de hidróxido de cálcio (Calen®) foi utilizada 

como controle. Na análise macroscópica, realizada por meio de fotografias, foram atribuídos 

escores aos parâmetros de ulceração epitelial, vascularização, necrose e edema. Na análise 

microscópica, realizada em microscopia de luz convencional e de fluorescência, foram 

avaliados os parâmetros de infiltrado inflamatório, vascularização, focos de abscessos, cápsula 



 

fibrosa, edema e necrose. Os escores dos resultados biológicos foram submetidos à análise 

estatística utilizando o teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher e para análise dos resultados 

quantitativos do extravasamento plasmático foi utilizada análise de variância (ANOVA), seguida 

pelo pós-teste de Tukey. O nível de significância adotado foi de 5%. Os estudos físico-químicos 

mostraram que a EGCG manteve seu comprimento de onda original em 274 nm quando 

associada ao óxido de zinco, tendendo à formação de uma banda de absorção em 325 nm. A 

associação da EGCG com acetato de zinco ocasionou diminuição da banda de absorção em 

274 nm e formação de uma nova banda em 323 nm. Os estudos biológicos mostraram, nos 

parâmetros macroscópicos que, em todos os períodos avaliados, todas as formulações 

apresentaram compatibilidade tecidual, com ausência de ulceração epitelial, presença de leve 

necrose tecidual superficial, edema e vascularização, não havendo diferença significante entre 

os grupos avaliados (p>0,05). Na análise microscópica, em todos os períodos foi verificada 

ausência de focos de abscesso, edema e necrose e presença de suave ou moderado infiltrado 

inflamatório, cápsula fibrosa e neovascularização, semelhante entre todos os grupos (p>0,05). 

A avaliação dos espécimes corados com HE em microscopia de fluorescência favoreceu a 

visualização dos vasos sanguíneos e de fibras colágenas, constituindo metodologia adicional 

para esta finalidade. Na avaliação do extravasamento plasmático, o produto da degradação 

da ECGG apresentou extravasamento de corante azul de Evans por grama de tecido inferior 

(0,0514 ±0,0220 mg/mL) às demais formulações testadas (p<0,05). Conclui-se que a 

formulação tópica à base de EGCG, desenvolvida para uso endodôntico, apresenta 

propriedades físico-químicas estáveis e compatibilidade tecidual.  

 

Palavras Chaves: Epigalocatequina-3-galato, Análise físico-química, Compatibilidade 

Tecidual, Medicação Intracanal. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Ferreira, DCA. Formulation based on Epigallocatechin-3-gallate, derived from green 

tea, developed for endodontic use: physicochemical and biological study. Ribeirão 

Preto, 2015. 129p. [Tese de Doutorado]. Ribeirão Preto: Faculdade de Odontologia de Ribeirão 

Preto da Universidade de São 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 INTRODUÇÃO 
 

Os chás de forma geral são ricos em compostos biologicamente ativos, tais como 
flavonóides, catequinas, polifenóis, alcalóides, vitaminas e sais minerais, que podem contribuir 
na prevenção e no tratamento de diversas doenças (Trevisanato e Kim, 2000). A Camellia 
sinensis é uma planta que pode dar origem ao chá a partir de suas folhas, botões ou hastes. 
Dependendo do processo de fabricação, podem ser originados três principais tipos de chás, os 
quais podem ser diferenciados em termos de sabor, cor e composição: o chá verde, que não 
está sujeito à fermentação; o chá oolong, que sofre uma semifermentação, e o chá preto, que 
é resultante de uma plena fermentação da planta (Wierzejska, 2014). 

O chá verde é uma das bebidas mais populares em todo o mundo e tem recebido 
atenção especial por apresentar comprovados efeitos na saúde 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 químicos são flavonóides e catequinas, que correspondem 
a aproximadamente 26,7% do seu conteúdo. Dentre as catequinas, a Epigalocatequina-3-
galato (EGCG) corresponde a 11% do seu conteúdo e é considerada o componente mais 
bioativo (Schmitz et al., 2005). 

A EGCG vêm sendo considerada responsável pelo efeito protetor do chá verde por 
apresentar ação 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-
inflamatória (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), anticarcinogênica (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-
angiogênica (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 administração sistêmica da EGCG vem sendo utilizada com sucesso no tratamento 
de diversas patologias, incluindo diferentes tipos de câncer (Shukla et al., 2012; Landis-
Piwowar et al., 2013; Khan et al., 2014; Wang et al., 2014), artrite reumatóide (Ahmed, 2010; 
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Rieghsecker et al., 2013), inflamação da retina e córnea (Cavet et al., 2011; Stoddard et al., 
2013), doenças cardiovasculares (Khurana et al., 2013; Adikesavan et al., 2013; Aslan et al., 
2014), doenças neuronais degenerativas (Gundimeda et al., 2014), doenças hepáticas (Liu et 
al., 2014; Zhou et al., 2014), infecções virais (Zhao et al., 2012; Yang et al., 2014), infecções 
urinárias (Reygaert e Jusufi, 2013) ou na melhora nas funções cerebrais cognitivas (Srividhya 
et al., 2012; Walker et al., 2015). A utilização 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 (Klančnik et al., 2014).  

Na Odontologia, sugere-se que esse extrato apresente ação antimicrobiana devido ao 
seu elevado espectro de ação contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Hamilton-
Miller, 2001). Estudos mostram que essa substância desempenha efeito anticariogênico 
decorrente de sua efetiva ação 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 
aderência bacteriana ao dente por meio da inibição da enzima glicosiltransferase e da amilase 
bacteriana (Hamilton-Miller, 2001; Subramaniam et al., 2012; Jung et al., 2012; Cai et al., 
2013). Devido à sua comprovada eficácia contra os micro-organismos e na inibição de 
metaloproteinases, esse extrato tem sido incorporado em materiais odontológicos, tais como, 
adesivos dentinários (Du et al., 2012), resinas compostas (Saito et al., 2011; Mankovskaia et 
al., 2013) e cimentos de ionômero de vidro (Hu et al., 2013). Além disso, seu uso tem sido 
sugerido na redução da erosão e abrasão dentária (Magalhães et al., 2009; Kato et al., 2010), 
em solução para bochechos (Hirasawa et al., 2006; Jenabian et al., 2012; Neturi et al., 2014; 
Sarin et al., 2015), em dentifrícios (Maruyama et al., 2011; Hrishi et al., 2015) e como meio 
para a conservação de dentes avulsionados após 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 reabsorção óssea alveolar induzida por LPS, quando 
utilizada na água de consumo ou por injeção local no ligamento periodontal, sugerindo a 
ocorrência da inativação do mesmo. (Nakamura et al., 2010). Outro estudo realizou a 
administração da EGCG via gavagem em camundongos após a indução experimental da 
doença periodontal e observou-se que houve uma inibição de TNF, IL-6 e diminuição do 
número e atividade dos osteoclastos reduzindo, assim, a perda óssea alveolar (Cho et al., 
2013). Estudos clínicos em humanos foram realizados utilizando-se uma formulação de tiras 
do extrato do chá (Kudva et al., 2011; Gadagi et al., 2013) ou em formulações à base de gel 
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(Rattanasuwan et al., 2014) colocadas subgengivalmente após o procedimento de raspagem 
e polimento radicular. Em todos esses estudos houve uma melhora significativa da condição 
óssea e periodontal em comparação ao grupo controle. Outros autores propuseram até mesmo 
o consumo diário do chá para tratamento e controle da doença periodontal (Chatterjee et al., 
2012; Nugala et al., 2012).  

Estudos epidemiológicos revelam que a EGCG também pode trazer benefícios para os 
tecidos mineralizados, aumentando a densidade mineral óssea (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 benefícios 
ao tecido ósseo são decorrentes da ação da EGCG na inibição da osteoclastogênese (Lin et al., 
2008; Lee et al., 2010; Oka et al., 2012) ou na indução da morte celular de osteoclastos por 
apoptose (Yun et al., 2007).  

Na Cirurgia, recentemente foi realizado um estudo em cães onde foi observado melhor 
reparo ósseo no grupo que recebeu EGCG (Hong et al., 2014). Em estudo clínico, após a 
exodontia de dentes posteriores, a aplicação de compressa de gaze impregnada com EGCG 
sobre o alvéolo, por 5 minutos, resultou em prevenção de hemorragia e diminuição de 
exsudato (Soltani et al., 2014). A associação de EGCG com BMPs (Proteínas Morfogenéticas 
Ósseas) em membranas de titânio, também promoveu a reparação do alvéolo ao redor de 
implantes (Shin et al., 2014). 

Especialmente na Endodontia, a administração sistêmica (intraperitoneal) de EGCG 
resultou em acentuada redução na extensão e severidade da reabsorção óssea periapical 
associada a dentes portadores de necrose pulpar, experimentalmente induzida em ratos (Lee 
et al., 2009). A EGCG também foi proposta como solução irrigadora de canais radiculares, por 
apresentar efetiva ação antimicrobiana contra E. 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 são muito importantes, pois uma das maiores preocupações da 
Endodontia atual é o tratamento de canais radiculares de dentes com necrose pulpar e lesão 
periapical, uma vez que pesquisas envolvendo avaliações histopatológicas, microbiológicas, 
clínicas e radiográficas mostram que o índice de sucesso pós-tratamento, nesses dentes, 
atinge apenas a média de 70% (Kerekes e Tronstad, 1979; Sjögren 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 os mais rigorosos 
princípios técnicos. Sabe-se que o principal objetivo do tratamento endodôntico é a redução 
ou eliminação da infecção microbiana do sistema de canais radiculares e região periapical, pois 
estes constituem o agente etiológico principal das lesões periapicais (Kakehashi et al., 1965; 



30 

 

Tronstad, 1992). Assim, falhas nesse tratamento vêm sendo principalmente associadas à 
persistência de micro-organismos e seus subprodutos (Nair et al., 1990; Nair et al., 1999) 
devido, à inadequada desinfecção dos sistemas de canais radiculares ou obturação dos canais 
radiculares (Kerekes e Tronstad, 1979; Orstavik, 1996), que resultam na manutenção da 
reação inflamatória e da reabsorção óssea, impedindo o processo de reparação tecidual.  

Apesar dos recentes avanços tecnológicos, a infecção endodôntica nos casos de 
periodontite apical, somente pode ser combatida com o uso de substâncias antimicrobianas, 
anti-inflamatórias e mineralizadoras eficazes, que devem ser utilizadas topicamente no interior 
do canal radicular entre sessões, denominadas curativo de demora (Byström 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). Inúmeras foram as substâncias 
propostas para serem utilizadas no canal radicular como curativo de demora e dentre elas, os 
derivados fenólicos, os aldeídos e os esteróides em combinação com os antibióticos foram, 
durante algum tempo, amplamente pesquisados, mostrando-se insatisfatórios do ponto de 
vista biológico e antimicrobiano (Leonardo e Silva, 1998).  

O hidróxido de cálcio, um pó branco, alcalino (pH 12,8) e pouco solúvel em água 
(Staehle et al., 1997), atualmente tem sido a medicação mais estudada, discutida e empregada 
com esta finalidade, devido ao seu baixo custo, ação 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 formação de 
tecido mineralizado por ativação da fosfatase alcalina e da síntese de colágeno (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 dissolução dos tecidos necróticos 
(Hasselgren et al., 1988; Türkün e Cengiz, 1997; Wadachi et al., 1998) e de promover a 
hidrólise da endotoxina (LPS) bacteriana in vitro (Safavi e Nichols, 1994; Barthel et al., 1997; 
Jiang et al., 2003; Guo et al., 2014), in vivo (Silva et al., 2002; Nelson-Filho et al., 2002; 
Tanomaru et al., 2003) e em estudos clínicos (Adl et al., 2015). No entanto, até o momento 
não existe um tratamento ideal ou uma medicação eficaz que resulte em 100% de sucesso 
clínico, radiográfico, microbiológico e histopatológico. Ainda, nenhum estudo foi encontrado 
propondo o uso da EGCG como medicação intracanal. 

A escolha correta de uma medicação intracanal deve ser bastante criteriosa, pois essas 
podem ser capazes de controlar a infecção, mas também podem causar irritação ou destruição 
dos tecidos vivos (Soares e Goldberg, 2001). Por isso, a biocompatibilidade é um parâmetro 
com bastante enfoque quando se trata de materiais de uso endodôntico, visto que é um termo 
que abrange vários aspectos do material, incluindo desde suas propriedades físicas, mecânicas 



31 

 

e químicas até seu potencial citotóxico, alergênico, mutagênico, não apresentando efeitos 
tóxicos ou causando injúrias na função biológica (Costa, 2001; Silveira et al., 2004) e pode ser 
avaliada por meio de testes inflamatórios, os quais são os mais comumente utilizados. 
Atualmente, a biocompatibilidade pode ser definida como a capacidade de um material de 
desencadear uma resposta apropriada do hospedeiro frene à uma aplicação específica ou a 
capacidade de estar em contato com um sistema vivo, sem produzir um efeito adverso (Vert 
et al., 2012). Outra definição também pode ser entre a relação de um material e o organismo 
de tal forma que não produza efeitos indesejáveis promovendo, assim, uma resposta biológica 
apropriada em uma determinada aplicação (Lima et al., 2003; Silveira et al., 2004). 

Muitos extratos naturais contendo polifenóis biologicamente ativos em sua composição 
vem sendo incorporados em formulações cosméticas ou farmacêuticas com diferentes 
finalidades. No entanto, o preparo de formulações para uso tópico é delicado, pois os polifenóis 
naturais não apresentam estabilidade ao longo do tempo, sendo muito sensíveis aos fatores 
ambientais, incluindo condições físico-químicas e biológicas. Estes podem oxidar rapidamente, 
o que leva ao aparecimento gradual de coloração castanha e indesejável, ou sofrer perda 
considerável de sua atividade. Além disso, os polifenóis apresentam baixa solubilidade em 
água (Munin e Edwards-Lévy, 2011), bem como falta de estabilidade química e falta de 
biodisponibilidade in vivo (Coimbra et al., 2011). Estudos in vitro revelaram que os polifenóis 
do chá verde apresentam eficácia antimicrobiana contra grande parte das linhagens de 
bactérias isoladas do canal radicular (Horiba et al., 1991), incluindo o E. faecalis (Prabhakar 
et al., 2010), espécie comumente detectada em lesões refratárias ao tratamento (Stuart et al., 
2006). No entanto os benefícios dessa atividade antimicrobiana não foram sugeridos ou 
demonstrados in vivo após sua aplicação como curativo entre sessões, bem como a avaliação 
da eficácia do seu produto de degradação, após o completo processo de oxidação. Diante do 
exposto, verifica-se que as propriedades anti-inflamatórias, antimicrobianas, mineralizadora, 
antioxidante, inibidora da reabsorção óssea induzida pelo LPS bacteriano, presentes na EGCG, 
que já desempenham ação sistêmica comprovada na prevenção e tratamento de diferentes 
doenças inflamatórias e infecciosas, também poderiam desempenhar importante papel no 
tratamento endodôntico.  

Em estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa verificou-se que a EGCG 
apresenta propriedades físico-químicas estáveis, permanecendo ativa em contato com o tecido 
dental e em pH ácido, ambiente presente em áreas de reabsorção e inflamação, e não provoca 
alteração de cor dental (Ferreira, 2013). No entanto, até o momento não há na literatura 
específica estudos avaliando in vivo sua compatibilidade tecidual. Assim, objetiva-se 
desenvolver uma nova formulação à base de EGCG que apresente viabilidade de uso clínico e 



32 

 

compatibilidade tecidual, utilizando um medicamento natural e biocompatível. A hipótese do 
presente estudo é de que a EGCG apresenta compatibilidade tecidual. 
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2 OBJETIVO GERAL 
 
O objetivo deste estudo foi desenvolver uma formulação tópica de EGCG com 

propriedades físico-químicas e biológicas que permitam sua aplicação no interior do canal 
radicular para uso como curativo de demora durante o tratamento endodôntico.  

 
 

2. 1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 Desenvolver uma formulação à base de EGCG, que contenha veículo e radiopacificador 

para uso endodôntico; 
 Caracterizar as propriedades físico-químicas da EGCG e sua estabilidade na presença 

dos componentes da formulação para utilização intracanal; 

 Analisar macroscopicamente e microscopicamente a compatibilidade tecidual da 
formulação à base de EGCG no tecido conjuntivo subcutâneo de camundongos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material 
 

Foi utilizada a EGCG (E41430; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), derivada do chá 

verde, disponível em partículas de 5 m, apresentadas no estado sólido. Sua estrutura química 
(C22H18O11) está ilustrada na Figura 1. 

 
 
 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura química da EGCG (C22H18O11), 
massa molecular 458,37 g/mol. 

 

Foram avaliadas formulações de EGCG, em diferentes concentrações: 1,25; 5; 10 e 20 
mg/mL. A determinação dessas concentrações foi baseada em estudos prévios (Hirasawa et 
al., 2004; Schmitz, 2005; Lee et al., 2009; Xu et al., 2011), contendo como veículo o 
polietilenoglicol 400 (PEG 400 - Galena Química e Farmacêutica Ltda., Campinas, SP, Brasil). 
A composição das formulações e materiais avaliados estão apresentados na Tabela 1. O veículo 
PEG 400 foi utilizado por manter a EGCG por tempo prolongado no canal radicular, sem alterar 
suas propriedades físico-químicas (Ferreira, 2013). Também, foi acrescido o óxido de zinco 
(OZ - S.S. White Artigos Dentários Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) por fornecer radiopacidade, 
permitindo sua verificação na imagem radiográfica. Uma formulação de EGCG veiculada em 
água destilada e deionizada (proveniente da osmose reversa - Laboratório de Ciências 
Farmacêuticas, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de 
São Paulo), também foi avaliada, por ser a água o solvente preconizado nas especificações do 
fabricante da EGCG (Tabela 1- Anexo A). Uma vez que os polifenóis sofrem degradação em 
função do tempo e do ambiente (Munin e Edwards-Lévy, 2011), também foi avaliada uma 
solução de EGCG previamente submetida a esse processo. Para a degradação da EGCG, após 
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sua manipulação final, foi adicionado um dente molar hígido, obtido de humano, por um 
período de 27 horas. O veículo, PEG 400, foi utilizado como controle. 

Tabela 1- Composição dos materiais avaliados. 

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

 

Todos os materiais foram manipulados e avaliados em temperatura ambiente. Para o 
preparo das formulações foi utilizada uma placa de vidro (1,0 cm de espessura), espátula de 
manipulação (n° 24), micropipeta (200 µL) e béqueres de vidro (10 mL). Os materiais sólidos 
(EGCG e radiopacificador) foram pesados em balança analítica de precisão (Modelo AL500; 
Marte Balanças, Equipamentos e Aparelhos de Precisão Ltda., São Paulo, SP, Brasil). O preparo 
das formulações de EGCG (0,12 mg) com água, PEG 400 e produto de degradação, foi descrito 
previamente (Ferreira, 2013), onde a EGCG foi pesada e diluída nos respectivos veículos com 
auxílio de um béquer e uma cuba ultrassônica (Banho de Ultra-Som Modelo: USC – 1400, 
Indaiatuba, SP, Brasil). Para as formulações de EGCG com PEG 400 nas concentrações de 
1,25; 5; 10 e 20 mg/mL, após a pesagem dos materiais sólidos, a EGCG foi misturada ao 
radiopacificador (em um béquer) e posteriormente depositada integralmente na placa de vidro. 
Com auxílio de uma micropipeta foram adicionados 800 µL (de 200 em 200 µL) do veículo 
(PEG 400) e a espatulação foi realizada até a obtenção de uma massa homogênea de 
consistência pastosa.  

 

Material Veículo Radiopacificador Concentração 
EGCG 

EGCG (0,12 mg) + H2O Água (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 (800µL) OZ (2g) 1,25 mg/mL

EGCG (4 mg) + PEG 400 PEG 400 (800µL) OZ (2g) 5 mg/mL

EGCG (8 mg) + PEG 400 PEG 400 (800µL) OZ (2g) 10 mg/mL

EGCG (16 mg) + PEG 400 PEG 400 (800µL) OZ (2g) 20 mg/mL

Produto da Degradação da EGCG Água (3mL) - 0,04 mg/mL 

PEG 400 PEG 400 (3mL) - - 
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Métodos 
 

Inicialmente foi realizado estudo físico-químico da EGCG manipulada com o veículo 
viscoso (PEG 400) e com o agente radiopacificador (óxido de zinco), por meio da 
espectroscopia de absorção UV/Vis, visando avaliar possíveis alterações na estrutura da EGCG 
na presença do óxido de zinco, com base no comportamento espectral.  

A seguir, foram realizados estudos biológicos de compatibilidade tecidual em 
camundongos, incluindo análise do extravasamento de proteínas e análises macrocópicas e 
microscópicas. 
 
 

3.1. ESTUDO FÍSICO-QUÍMICO 

 
As análises físico-químicas das formulações foram realizadas no Laboratório de Ciências 

Farmacêuticas, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de 
São Paulo (FCFRP-USP), em colaboração com o Prof. Dr. Roberto Santana da Silva e a Profa. 
Dra. Juliana Cristina Biazzotto de Moraes. 

 

Espectroscopia de Absorção UV/Vis 
 

A interação da EGCG com o radiopacificador (óxido de zinco - OZ) foi avaliada por meio 
de espectroscopia de absorção UV/Vis com auxílio do espectrofotômetro 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 versão 6.0; Microcal Software Inc., 
USA) (Figura 1). A concentração da EGCG utilizada foi calculada baseando-se no valor de ε 
que é igual a 11920 (Pelillo et al., 2004) pela fórmula a = ε.b.c, onde a= absorbância, ε= 
coeficiente de absortividade molar, b= caminho óptico e c= concentração de mol/L, sendo 
diretamente proporcional à absorbância.  
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Figura 2. Espectrofotômetro Agilient 8453 acoplado ao sistema 
computadorizado.  

 
Foi realizada inicialmente a caracterização da EGCG em associação com a solução de 

OZ que, por ser pouco solúvel, foi submetida à centrifugação (Centrífuga Excelsa Baby mod. 
208N FANEM, São Paulo, SP, Brasil), sendo coletada apenas a solução sobrenadante. Como 
controle do procedimento, foi verificado o comportamento da EGCG em solução de acetato de 
zinco, que é uma substância altamente solúvel, para verificar se houve algum tipo de interação 
entre a EGCG e o zinco. A realização do procedimento de avaliação espectral está ilustrado na 
Figura 3. 
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Figura 3. Esquema representativo da metodologia empregada na análise físico-química da EGCG associada 
ao óxido de zinco e acetato de zinco. 
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3.2 ESTUDOS BIOLÓGICOS 

 
O presente estudo foi submetido à apreciação pela Comissão de Ética no uso de Animais 

da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (CEUA/FORP-
USP), sendo aprovado (Processo nº 11.1.1405.53.8) (Anexo B). Os cuidados com o bem estar 
dos animais de experimentação seguiram as Normas e Princípios Éticos Adotados pela 
CEUA/FORP-USP, as Resoluções Normativas do Conselho Nacional de Controle de 
Experimentação Animal (CONCEA), regulamentados pela Constituição Federal Brasileira na Lei 
no 11.794 de 8 de outubro 2008. Os protocolos experimentais dos estudos biológicos em 
camundongos seguiram normas preconizadas pela International Organization for 
Standardization (ISO 10993-6/2007).  
 
 
3.2.1 Compatibilidade Tecidual em Camundongos 

 
Animais 

Foram utilizados 180 camundongos isogênicos 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 Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. Durante o período experimental, os 
animais foram mantidos no Biotério I da FORP-USP, alocados em caixas de polipropileno e 
tampas de aço inoxidável 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 padrão de laboratório e livre acesso à água. O 
comportamento e bem estar dos animais foram monitorados diariamente. 

 

Grupos experimentais 

Os grupos experimentais, materiais testados, número de animais utilizados e tempos 
de avaliação estão listados na Tabela 2. Além dos materiais avaliados no estudo físico-químico, 
também foi utilizada a pasta Calen® (S.S. White Artigos Dentários Ltda., Rio de Janeiro, RJ, 
Brasil), como controle, que possui em sua composição: hidróxido de cálcio (2,5g), óxido de 
zinco (0,5g), colofônia (0,05g) e polietilenoglicol 400 (1,75mL) (Leonardo e Leonardo, 2012).   
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Tabela 2 – Materiais, distribuição do número de animais por grupo e períodos experimentais 

Grupo Material Número de animais Período 
Experimental 

1 EGCG (0,12 mg) + H2O 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 Degradação 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 operatório 

Os camundongos foram anestesiados via intramuscular com ketamina (Ketamina 10%, 
Agener União Química Farmacêutica Nacional S/A, Embu-Guaçu, SP, Brasil), na dosagem de 
150 mg/kg de peso corporal, e xylasina (Dopaser, Laboratórios 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 região dorsal e antissepsia com solução de clorexidina a 2,0% (FGM 
Produtos Odontológicos, Joinville, SC, Brasil) (Figura 4B).  

O procedimento cirúrgico consistiu de uma incisão de 0,5 cm, efetuada com lâmina de 
bisturi nº 15 (Embramac, Itajaí, SC, Brasil) na região escapular do dorso de cada animal (Figura 
4C), seguida de divulsão com tesoura romba, onde foram formadas duas bolsas no tecido 
subcutâneo com bases a 20 mm das linhas de incisão (Figura 4D e 4E).  

Os tubos de polietileno tiveram uma das extremidades seladas com o auxílio de uma 
pinça clínica aquecida e foram submetidos ao processo de esterilização por óxido de etileno. 
Os materiais foram colocados no interior de tubos de polietileno (Embramed, São Paulo, SP, 
Brasil) de 1,5 mm de diâmetro interno e 5 mm de comprimento, sob condições de assepsia, 
imediatamente antes de sua implantação (Figura 4F, 4G e 4H). Em cada bolsa foi implantado 
um tubo de polietileno com a formulação a ser testada, inseridos cuidadosamente para que os 
mesmos não ficassem paralelos à linha de incisão para evitar sua expulsão e mobilidade 
(Figura 4I). Após o término do ato operatório foi realizada sutura com fio de seda 4-0 (Ethicon 
Johnson & Johnson, São Paulo, SP, Brasil) (Figura 4J). 
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Figura 4.  A. Anestesia via intramuscular com ketamina (150 mg/kg) e xylasina                  
(7,5 mg/kg); B. Tricotomia da região dorsal; C. Incisão na região escapular do 
dorso D,E. Divulsão com tesoura romba, formando duas bolsas no tecido 
subcutâneo; F,G,H. Preenchimento do implantes com o material a ser testado; 
I. Instalação dos implantes no tecido subcutâneo; J. Sutura com fio de seda.   
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Avaliação do extravasamento plasmático (24 horas) 

Para a avaliação do extravasamento plasmático, realizada no período de 24 horas após 
a cirurgia, cada animal recebeu uma injeção 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 à eutanásia após 1 
dia (24 horas), em câmara de dióxido de carbono (CO2), com 60% de saturação, após a 
anestesia prévia do animal, conforme recomendação do Comitê de Ética em Pesquisas animais 
do Campus Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (Figura 5C).  

Nesse período experimental foi realizada a quantificação do extravasamento plasmático. 
Para a remoção das amostras foi realizada incisão e corte da área tricotomizada com tesoura 
romba até o tecido mucoso e divulsão para separação do tecido subcutâneo contendo os 
tubos, juntamente com o tecido epitelial. O corte e separação foram realizados com margem 
de segurança para evitar danos à região a ser analisada, sendo que os fragmentos de tecido 
contendo os tubos tiveram aproximadamente 1 cm2 e o tubo estava presente na região central 
do tecido (Figura 5D). 

O tecido coletado foi colocado em solução aquosa de formamida (1/1) por 48 horas a 
37ºC. A densidade óptica do sobrenadante contendo o corante extravasado foi determinada 
por meio de um espectrofotômetro (630 nm, Modelo U-2001, Hitachi, Chiyoda-ku, TYO, Japão) 
e a concentração do corante foi determinada por meio de regressão linear, a partir de uma 
curva com concentrações conhecidas do corante. Os resultados foram expressos em 
Densidade Óptica de Azul de Evans (µg/mL) por grama de tecido. 
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Figura 5. A. Injeção de corante Azul de Evans na região do epicanto do olho do animal; B. Período de 2 horas 
antes da eutanásia e coleta das amostras; C. Eutanásia dos animais em câmara de CO2; D. Coleta da 
amostra dos animais. 

 

Avaliação Macroscópica e Microscópica 

Nos períodos experimentais de 7, 21 e 63 dias os tecidos subjacentes ao implante 
foram submetidos à análise macro e microscópica. Os animais foram eutanasiados como 
descrito previamente, sendo realizada novamente a tricotomia dorsal para a remoção do tubo 
de polietileno juntamente com os tecidos circundantes (tecido conjuntivo subcutâneo e pele). 
Após a remoção dos tecidos, estes foram submetidos à avaliação macroscópica por meio de 
fotografias dos tecidos, com relação à ulceração epitelial, vascularização, necrose e edema. 
Os parâmetros e escores para a avaliação macroscópica estão descritos na Tabela 3. 
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Tabela 3- Parâmetros e escores macroscópicos empregados para análise da compatibilidade 

tecidual da EGCG, em camundongos 
 

Parâmetros  Escores
Ulceração epitelial 0: ausente
 1: leve
 2: moderada
 3: severa

Vascularização  0: normal
 1: levemente aumentada
 2: moderadamente aumentada 
 3: severamente aumentada

Necrose 0: ausente
 1: leve
 2: moderada
 3: severa

Edema 0: ausente
 1: leve
 2: moderado
 3: severo

EGCG: Epigalocatequina-3-galato 

 
Após a análise macroscópica, as amostras foram submetidas ao processamento 

histotécnico para análise microscópica, sendo fixadas em formol tamponado a 10% por 24 
horas, à temperatura ambiente. A seguir, foram desidratadas em soluções crescentes de álcool 
etílico (80% e 95%, 30 minutos cada; e 100%, com 4 trocas de 1 hora cada) e foram efetuados 
três banhos de xilol (30 minutos cada), dois banhos de parafina (2 horas cada) e inclusão em 
parafina, de maneira a permitir cortes histológicos da região do implante (tubo) em seu sentido 
longitudinal. Cortes seriados foram obtidos com 6 μm de espessura (Micrótomo Leica RM 2145, 
Leica Microsystem GmbH, Wetzlar, Alemanha) e corados com hematoxilina e eosina (HE), para 
análise em microscópio óptico (Axio Imager. M1, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Gottingen, 
Alemanha), sob luz convencional e de fluorescência. 

Para a análise descritiva foi utilizada videomicroscopia com o programa Leica Qwin 
v.3.2.1 (Leica Imaging Systems Ltd, Cambridge, Inglaterra), em conjunto com microscópio e 
videocâmera Leica (DFC 300FX, Leica Microsystems AG, Heerbrugg, Suíça) e um computador 
on-line. Foram realizadas avaliações quanto à intensidade do infiltrado inflamatório, 
vascularização, presença de focos de abscesso, cápsula fibrosa, edema e necrose. Os vasos 
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sanguíneos foram definidos como estruturas com luz e com presença ou não de hemácias. Os 
parâmetros e escores utilizados na análise microscópica estão descritos na Tabela 4.  

 
Tabela 4- Parâmetros e escores microscópicos empregados para análise da compatibilidade 

tecidual da EGCG, em camundongos 
 

Parâmetros  Escores
Infiltrado inflamatório 0: ausente
 1: leve
 2: moderado
 3: severo

Vascularização 0: ausente
 1: leve
 2: moderada
 3: severa

Foco de Abscesso 0: ausente
 1: leve
 2: moderado
 3: severo

Cápsula fibrosa 0: ausente
 1: fina
 2: moderada
 3: espessa

Edema 0: ausente
 1: leve
 2: moderado
 3: severo

Necrose 0: ausente
 1: leve
 2: moderada
 3: severa

EGCG: Epigalocatequina-3-galato 
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ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram analisados utilizando-se o programa estatístico Graph Pad 
Prims 5 (Graph Pad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Para análise dos resultados de escores 
foi utilizado o teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher e para análise dos resultados 
quantitativos do extravasamento plasmático foi utilizada análise de variância (ANOVA), seguida 
pelo pós-teste de Tukey. O nível de significância adotado foi de 5%. 
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4.  RESULTADOS 

 
 

4.1 Estudos Físico-químicos  
 

Visando avaliar a possível interação da EGCG com o OZ, utilizado como radiopacificador, 
foi caracterizado seu espectro de absorção em associação com uma solução de OZ em 
suspensão (Figura 6) e de seu sobrenadante (Figura 7). Em ambas as situações verificou-se 
manutenção de seu comprimento de onda (274 nm) e uma pequena diminuição da banda de 
absorção, acompanhados de discreto aparecimento de uma pequena banda de 325 nm, que 
foi menos expressiva na avaliação do sobrenadante. 
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Figura 6. Espectro de absorção UV/Vis da EGCG em associação com a 

solução de óxido de zinco, com concentração da EGCG= 8,6x10-
5mol/L; pH= 6,2; λ= 274 nm; absorbância= 1,5 u.a. 
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Figura 7. Espectro de absorção UV/Vis da EGCG em associação com a solução 

sobrenadante de óxido de zinco, com concentração da EGCG= 
8,6x10-5mol/L; pH= 6,2; λ= 274 nm; absorbância= 1,5 u.a. 

 
No estudo controle, a associação da EGCG com uma solução aquosa de acetato de 

zinco (Figura 8) apresentou diminuição da banda em 274 nm e formação de uma banda em 

323nm, com ponto isosbéstico em 288 nm.  
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Figura 8. Espectro de absorção UV/Vis da EGCG em associação com a 

solução de acetato de zinco, com concentração da EGCG= 
8,6x10-5mol/L; pH= 6,2; λ= 274 nm; absorbância= 1,5 u.a. 

 

A EGCG se manteve estável na presença dos componentes presentes na formulações 

avaliadas. 
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4.2 Estudos Biológicos  
 

4.2.1 Compatibilidade Tecidual em Camundongos 

Avaliação do Extravasamento Plasmático - 24 horas 

No período de 24 horas, todos os grupos apresentaram extravasamento de plasma 
ao redor do local do implante, com valores sem diferenças estatisticamente significantes entre 
si, exceto o produto da degradação, que apresentou valores inferiores (p<0,05), comparado 
aos demais grupos. Os valores (média ± desvio padrão da média) de extravasamento 
plasmático em cada grupo avaliado estão 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) + H2O (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 degradação 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 
macroscópico das amostras pode ser observado na Figura 10.  
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 Figura 9. Valores médios (± desvio padrão) da quantidade de Corante azul de Evans (OD: Densidade 

Óptica) encontrado por grama de tecido, medido por espectrofotometria de 24 horas após 
implantação dos materiais no tecido subcutâneo. (1) Pasta Calen (controle), (2) EGCG (0,12 mg) + 
H2O, (3) EGCG (0,12 mg) + PEG 400, (4) Degradação 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. 
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Figura 10. Aspecto macroscópico do tecido conjuntivo subcutâneo removido no período experimental 

de 24 horas para avaliação de extravasamento plasmático na região de implantação do 
tubo. 1. Pasta Calen (controle), 2. EGCG (0,12 mg) + H20, 3. EGCG (0,12 mg) + PEG 400, 
4. Degradação 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). 

 

 

 

 

 

Grupo 1 
Pasta Calen 

Grupo 2 
EGCG (0,12 mg) + H2O 

Grupo 3 
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 

Grupo 4 
Produto da Degradação 

Grupo 5 
EGCG + PEG 400 (1,25 mg/mL) 

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

Grupo 7 
EGCG + PEG 400 (10 mg/mL) 
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EGCG + PEG 400 (20 mg/mL) 
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PEG 400 
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Avaliação Macroscópica 

7 dias 

Os parâmetros macroscópicos avaliados estão 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 características semelhantes em todos parâmetros 
analisados, não sendo observada diferença estatisticamente significante (p>0,05). 

Grupo 1: Pasta Calen (Controle) 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 
presença de ulceração epitelial, necrose e edema suaves, e a vascularização do tecido 
conjuntivo apresentava-se levemente aumentada; 100% das amostras apresentavam escore 
1, nos parâmetros avaliados. 

Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H2O 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se íntegras. Este grupo 
apresentava escore 0 em 100% das amostras como relação aos parâmetros ulceração epitelial, 
necrose e edema. A vascularização do tecido conjuntivo apresentava-se normal.  

Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 
ausência de ulceração epitelial e edema, em 100% das amostras. A vascularização do tecido 
conjuntivo apresentava-se levemente aumentada e havia presença de necrose superficial 
suave. Os parâmetros analisados foram classificados em escore 0 e 1. 

Grupo 4: Produto da degradação da EGCG 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se íntegras, com ausência de 
ulceração epitelial, necrose e edema em 100% das amostras e aspecto de normalidade da 
vascularização do tecido conjuntivo. Na avaliação macroscópica 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 íntegras, com 
ausência de ulceração epitelial em 100% das amostras. Os parâmetros de necrose e 
vascularização 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 íntegras, sendo classificadas 
com escore 0, pois apresentava ausência de ulceração epitelial, necrose e edema em 100% 
das amostras e aspectos de normalidade quanto à vascularização do tecido conjuntivo. 

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

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 
presença de ulceração epitelial e edema leves, e a vascularização do tecido conjuntivo 
apresentava-se levemente aumentada, podendo ser classificada com escore 1. Observou-se 
ausência de necrose em 100% das amostras. 

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

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se íntegras, foram classificadas 
em escore 0, devido à ausência de ulceração epitelial, necrose e edema em 100% das 
amostras e aspecto de normalidade da vascularização do tecido conjuntivo. 

Grupo 9: PEG 400 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se íntegras, foram classificadas 
em escore 0, devido à ausência de ulceração epitelial, necrose e edema em 100% das 
amostras e aspecto de normalidade da vascularização do tecido conjuntivo. 
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Figura 11. Porcentagem dos escores referente aos parâmetros 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) + H20, 3. EGCG (0,12 
mg) + PEG 400, 4. Degradação 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 7. Percentual dos escores encontrados na análise macroscópica das formulações Calen, EGCG (0,12 
mg) + H2O, EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradação da EGCG aos 7 dias.  

7 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H2O EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradação Da EGCG 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Ulceração Epitelial 

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

100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Edema 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

0 100% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Vascularização do Tecido 

Conjuntivo 
0= Ausente  
1= Levemente aumentada  
2=Moderadamente 
aumentada  
3= Severamente aumentada 

0 100% 0 0 100% 0 0 0 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 

Necrose 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

0 100% 0 0 100% 0 0 0 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 

 

Tabela 8. Percentual dos escores encontrados na análise macroscópica das formulações 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  

(1,25 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(5 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(10 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(20 mg/mL) 

PEG 400 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Ulceração Epitelial 
0= Ausente / 1= Leve  

2= Moderado / 3= Severo 

100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Edema 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

0 100% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Vascularização do Tecido 

Conjuntivo 
0= Ausente  
1= Levemente aumentada  
2=Moderadamente 
aumentada  
3= Severamente aumentada 

50% 50% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Necrose 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

50% 50% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 
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21 dias 

Os parâmetros macroscópicos avaliados estão 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 características semelhantes em todos os 

parâmetros analisados e não foi observada diferença estatisticamente significante entre 

os grupos avaliados (p>0,05). Nesse período de avaliação não houve presença de 

ulceração epitelial em nenhuma amostra.  

Grupo 1: Pasta Calen (Controle) 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

ausência de ulceração epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras e a 

vascularização do tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentada em 50% das 

amostras, sendo classificada com escore 1. 

Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H2O 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se íntegras, com ausência de 

ulceração epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras. Era visível o aspecto de 

normalidade da vascularização 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 íntegras, com ausência de 

ulceração epitelial, necrose e edema, em todas as amostras (100%) e o aspecto de 

normalidade na vascularização do tecido conjuntivo pôde ser verificado, classificando 

as amostras com escore 0. 

Grupo 4: Produto da Degradação da EGCG 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

ausência de ulceração epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras. A 

vascularização 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 íntegras, com 

vascularização 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 íntegras, com 

ausência de ulceração epitelial e necrose em 100% das amostras. A vascularização do 

tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentada (100%), sendo classificada 

com escore 1. Observou-se presença de edema em 50% das amostras. 

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

 As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

ausência de ulceração epitelial (100%). Havia presença de vascularização em 100% 

das amostras. Observou-se presença de edema em 75% das amostras. 

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

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se íntegras, com ausência de 

ulceração epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras e aspecto de normalidade 

da vascularização do tecido conjuntivo, sendo classificada com escore 0. 

Grupo 9: PEG 400 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

ausência de ulceração epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras avaliadas e 

a vascularização do tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentada em 25% 

da amostra. 
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Figura 12. Porcentagem dos escores referente aos parâmetros 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. Degradação 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 análise macroscópica das formulações Calen, EGCG (0,12 mg) + H2O, EGCG 

(0,12 mg) + PEG 400 e Degradação da EGCG aos 21 dias.  

21 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H2O EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradação da EGCG 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Ulceração Epitelial 

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

100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Edema 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Vascularização do Tecido 

Conjuntivo 
0= Ausente  
1= Levemente aumentada  
2=Moderadamente 
aumentada  
3= Severamente aumentada 

50% 50% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 75% 25% 0 0 

Necrose 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

50% 50% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

 

Tabela 10. Percentual dos escores da análise macroscópica das formulações 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  

(1,25 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(5 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(10 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(20 mg/mL) 

PEG 400 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Ulceração Epitelial 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Edema 
0= Ausente / 1= Leve  

2= Moderado / 3= Severo 

0 100% 0 0 50% 50% 0 0 25% 75% 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Vascularização do Tecido 
Conjuntivo 
0= Ausente  
1= Levemente aumentada  
2=Moderadamente 

aumentada  
3= Severamente aumentada 

0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0 75% 25% 0 0 

Necrose 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

75% 25% 0 0 100% 0 0 0 75% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 
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63 dias 

Os parâmetros macroscópicos avaliados estão 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 características semelhantes nos 

parâmetros analisados e não foi observada diferença estatisticamente significante entre 

os grupos avaliados (p>0,05).  

 

Grupo 1: Pasta Calen (Controle Negativo) 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

presença de ulceração epitelial, necrose e edema em grau leve, e a vascularização do 

tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentada em 50% da amostra. 

Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H2O  

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se íntegras, com ausência de 

ulceração epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras e aspecto de normalidade 

da vascularização do tecido conjuntivo. 

Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

presença de ulceração epitelial leve (75%) a moderada (25%), necrose (100%) e 

edema (100%) em grau leve, e a vascularização do tecido conjuntivo apresentava-se 

levemente aumentada em 100% das amostras. 

Grupo 4: Produto da degradação da EGCG 

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

ausência de ulceração epitelial e necrose, 50% da amostra apresentava edema em 

grau leve, bem como 50% da amostra apresentava vascularização do tecido conjuntivo 

levemente aumentada. 

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

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

presença de ulceração epitelial em 25% da amostra em grau leve e 50% em grau 

moderado. Quanto à 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 vascularização 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 íntegras, com 

ausência de ulceração epitelial em 100% da amostra, os aspectos de necrose, edema 

e vascularização apresentava-se em grau leve. 

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

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

ausência de ulceração epitelial em 100% da amostra, os aspectos de necrose, edema 

e vascularização apresentavam grau leve/ausente. 

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

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se parcialmente íntegras, com 

ausência de ulceração epitelial em 100% da amostra. Os aspectos de necrose e edema 

apresentavam-se em grau leve em 25% da amostra. O processo de vascularização do 

tecido conjuntivo apresentava-se levemente aumentado em 50% da amostra. 

Grupo 9: PEG 400 (Controle Negativo)  

As estruturas dérmicas e epidérmicas encontravam-se íntegras, com ausência de 

ulceração epitelial, necrose e edema, em 100% das amostras e aspecto de normalidade 

da vascularização do tecido conjuntivo. 
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Figura 13. Porcentagem dos escores referente aos parâmetros 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) + H20, 3. EGCG (0,12 mg) + PEG 400, 
4. Degradação 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 análise macroscópica das formulações Calen, EGCG (0,12 mg) + H2O, 
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradação da EGCG aos 63 dias 

63 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H2O EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradação da EGCG 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Ulceração Epitelial 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Edema 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

50% 50% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 50% 50% 0 0 

Vascularização do Tecido 
Conjuntivo 
0= Ausente  

1= Levemente aumentada  
2=Moderadamente 
aumentada  
3= Severamente aumentada 

50% 50% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 50% 50% 0 0 

Necrose 

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

50% 50% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0 

 

Tabela 12. Percentual dos escores da análise macroscópica das formulações 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  

(1,25 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(5 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(10 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(20 mg/mL) 

PEG 400 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Ulceração Epitelial 
0= Ausente / 1= Leve  

2= Moderado / 3= Severo 

100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 

Edema 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

25% 25% 50% 0 50%0 50% 0 0 75% 25% 0 0 70% 25% 0 0 100% 0 0 0 

Vascularização do Tecido 
Conjuntivo 

0= Ausente  
1= Levemente aumentada  
2=Moderadamente 
aumentada  
3= Severamente aumentada 

25% 25% 50% 0 25% 25% 50% 0 25% 75% 0 0 50% 50% 0 0 100% 0 0 0 

Necrose 

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

25% 25% 50% 0 25% 25% 50% 0 25% 75% 0 0 70% 25% 0 0 100% 0 0 0 
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Na Figura 14 observa-se um espécime de cada formulação avaliada que é 

representativo de todos os períodos experimentais deste estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Aspecto macroscópico do período experimental de 21 dias. A. Grupo Pasta Calen (controle), B. Grupo 
EGCG (0,12 mg) + H2O, C. Grupo EGCG (0,12 mg) + PEG 400, D. Grupo Degradação 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,   

      

Avaliação Microscópica 

7 dias 

Os parâmetros microscópicos avaliados estão descritos a seguir e podem ser 

verificados na figura 15 e nas tabelas 13 e 14. Aos 7 dias, não houve diferença 

estatisticamente significante entre os grupos avaliados, quanto aos parâmetros 

infiltrado inflamatório, angiogênese e cápsula fibrosa. Não foi evidenciada a presença 

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 início da formação de tecido reparativo cicatricial, com presença de 

fibras colágenas finas e organizadas, determinando a formação de uma cápsula fibrosa 

fina, envolvendo todo o implante. Verificou-se infiltrado inflamatório ausente ou suave, 

sem focos de abscesso. 

Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H2O  

Os espécimes desse grupo foram caracterizados pela presença de tecido reparativo 

cicatricial, com presença suave de células inflamatórias tipo neutrófilos na extremidade 

aberta do tubo. Havia a presença de fibras colágenas finas, presença de fibroblastos 

jovens sem o aspecto de um fibrosamento uniforme, determinando a presença de uma 

cápsula fibrosa de espessura bem fina, envolvendo todo o implante. Havia a formação 

de poucos vasos sanguíneos de pequeno calibre. Não foi verificado a presença de focos 

de abscesso, edema e necrose. 

Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400 

Observou-se o início da formação de tecido reparativo cicatricial, com presença 

suave de células inflamatórias neutrofílicas. As fibras colágenas presentes 

apresentavam-se bem delimitadas e organizadas, com presença de fibroblastos jovens 

e maduros, determinando a presença de uma cápsula fibrosa de espessura média, 

envolvendo todo o implante. Foi verificada a ausência de focos de abscesso, formação 

de novos vasos, edema e necrose. 

Grupo 4: Produto da degradação da EGCG 

Os espécimes avaliados apresentavam início da formação de tecido reparativo 

cicatricial, com ausência de fibras colágenas. Não se verificou a presença de infiltrado 

inflamatório, nem de focos de abscesso. 

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

Neste grupo foi possível verificar a formação de um tecido de granulação, com a 

presença de infiltrado inflamatório suave com predominância de neutrófilos. Observou-

se a presença de fibras colágenas finas e imaturas, bem como a presença de 
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fibroblastos jovens, determinando a presença de uma cápsula fibrosa fina e pouco 

organizada. Havia formação de novos vasos sanguíneos de pequeno e médio calibre. 

Não foi observado presença 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 possível verificar a formação de um tecido de granulação, com a 

presença de infiltrado inflamatório suave com predominância de neutrófilos. Observou-

se a presença de fibras colágenas finas e imaturas, bem como a presença de 

fibroblastos jovens, determinando a presença de uma cápsula fibrosa fina e pouco 

organizada. Havia formação de novos vasos sanguíneos de pequeno e médio calibre. 

Não foi observado presença de focos de abscesso, edema e necrose nos grupos 

avaliados. 

Grupo 9: PEG 400 (Controle Negativo) 

A resposta tecidual observada neste grupo foi a formação de tecido de reparação, 

com presença de fibras colágenas finas contínuas e organizadas, envolvendo todo o 

implante. Também foi possível verificar a presença de um leve infiltrado inflamatório, 

composto por neutrófilos polimorfonucleares na abertura do tubo, com ausência de 

foco de abscessos. 
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Figura 15. Porcentagem dos escores referente aos parâmetros 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) + H20, 3. EGCG (0,12 mg) + PEG 400, 
4. Degradação 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 análise microscópica das formulações Calen, EGCG (0,12 mg) + H2O, 

EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradação da EGCG aos 7 dias 

7 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H2O EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradação da EGCG 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

 
Vascularização 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

40% 60% 0 0 100% 0 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0 

Cápsula Fibrosa 

0= Ausente / 1= Fina  
2= Moderada / 3= Espessa 

40% 60% 0 0 100% 0 0 0 40% 40% 20% 0 80% 20% 0 0 

Infiltrado Inflamatório 
0= Ausente / 1= Leve  
2=Modero / 3= Severo 

100% 0 0 0 100% 0 0 0 0 80% 20% 0 80% 20% 0 0 

 

Tabela 14. Percentual dos escores da análise microscópica das formulações 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  

(1,25 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(5 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(10 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(20 mg/mL) 

PEG 400 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Vascularização 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

60% 40% 0 0 60% 40% 0 0 20% 80% 0 0 20% 80% 0 0 100% 0 0 0 

Cápsula Fibrosa 

0= Ausente / 1= Fina  
2= Moderada / 3= Espessa 

60% 40% 0 0 60% 40% 0 0 0 100% 0 0 0 80% 20% 0 100% 0 0 0 

Infiltrado Inflamatório 
0= Ausente / 1= Leve  
2=Modero / 3= Severo 

60% 40% 0 0 60% 40% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 100% 0 0 0 
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21 dias 

Os parâmetros microscópicos avaliados estão descritos a seguir e podem ser 

verificados na figura 16 e nas tabelas 15 e 16. Aos 21 dias, observou-se que não houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos avaliados quanto ao parâmetro 

infiltrado inflamatório, angiogênese e cápsula fibrosa quando realizada a comparação 

entre os grupos e o grupo controle (p>0,05). Não foi evidenciada a presença de focos 

de abscessos, edema e necrose em nenhum grupo avaliado. 

Grupo 1: Pasta Calen (Controle Negativo) 

Observou-se formação de tecido reparativo cicatricial, com presença de fibras 

colágenas contínuas e organizadas, caracterizando uma cápsula fibrosa fina, 

envolvendo todo o implante. Verificou-se a presença de um infiltrado inflamatório suave 

mononuclear, permeado por neutrófilos, na abertura do tubo não sendo verificada a 

presença de focos de abscesso. 

Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H2O 

Nos espécimes avaliados foi possível observar a formação de tecido de granulação, 

com presença de infiltrado inflamatório moderado, permeado por neutrófilos, células 

mononucleares. Foi observada presença de fibras colágenas contínuas e organizadas, 

presença de fibroblastos jovens e grande quantidade de fibroblastos maduros, 

caracterizando uma cápsula fibrosa de espessura média e bem organizada, envolvendo 

todo o implante. Os espécimes apresentavam formação de muitos vasos sanguíneos 

de pequeno calibre. Não havia a presença de focos de abscesso, edema e necrose. 

Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400 

A resposta tecidual à formulação EGCG (0,12 mg) + PEG 400 foi a formação de 

tecido reparativo cicatricial, com presença de infiltrado inflamatório suave quase 

ausente, sendo encontrado poucos neutrófilos. A cápsula fibrosa era fina, e envolvia 

todo o implante, este estrutura estava caracterizada por fibras colágenas contínuas, 

organizadas e bem delimitadas, com presença de fibroblastos maduros. Não houve a 

formação de novos vasos, bem como de presença de focos de abscesso, edema e 

necrose. 
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Grupo 4: Produto da degradação da EGCG 

Neste grupo foi possível verificar a formação intensa de um tecido de granulação, 

com a presença de infiltrado inflamatório suave a moderado com predominância de 

neutrófilos polimorfonucleares, macrófagos e linfócitos. Havia a presença de fibras 

colágenas de espessura média, contínuas, organizadas e bem delimitadas, 

caracterizando uma cápsula fibrosa de espessura moderada, envolvendo todo o 

implante. Houve a formação de novos vasos sanguíneos de calibre pequeno e não foi 

verificada presença 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 possível observar a formação de um tecido de 

granulação, com presença de um infiltrado inflamatório moderado, permeado por 

neutrófilos, monócitos e linfócitos. Presença de fibras colágenas contínuas e 

organizadas, presença de fibroblastos jovens e grande quantidade de fibroblastos 

maduros, caracterizando uma cápsula fibrosa de espessura média e bem organizada, 

envolvendo todo o implante. Os espécimes apresentavam formação de muitos vasos 

sanguíneos de pequeno calibre. Não havia a presença de focos de abscesso, edema e 

necrose. 

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

A resposta tecidual à formulação EGCG + PEG 400(10 mg/mL) foi a formação de 

um tecido de granulação, com presença de um infiltrado inflamatório suave a 

moderado, permeado por neutrófilos, linfócitos e monócitos. A cápsula fibrosa era 

espessa, e envolvia todo o implante, esta estrutura estava caracterizada por fibras 

colágenas de espessura média, contínuas, organizadas e bem delimitadas, com 

presença de fibroblastos maduros. Os espécimes apresentavam formação de muitos 

vasos sanguíneos de pequeno e médio calibre. Não houve a presença de focos de 

abscesso, edema e necrose. 

Grupo 9: PEG 400 (Controle) 

Observou-se formação de tecido reparativo cicatricial, com presença de fibras 

colágenas contínuas, organizadas e bem delimitadas, caracterizando uma cápsula 

fibrosa fina, envolvendo todo o implante. Também foi possível verificar a presença de 

um leve infiltrado inflamatório, composto por alguns neutrófilos, mas principalmente 

macrófagos e linfócitos na abertura do tubo e sem focos de abscesso. 
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Figura 16. Porcentagem dos escores referente aos parâmetros avaliados 
microscopicamente aos 21 dias. Escore 0: Ausente, Escore 1: 
Suave, Escore 2: Moderado e Escore 3: severo. 1. Pasta Calen 
(controle negativo), 2. EGCG (0,12 mg) + H20, 3. EGCG (0,12 mg) 
+ PEG 400, 4. Degradação 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 15. Percentual dos escores da análise microscópica das formulações Calen, EGCG (0,12 mg) + H2O, 
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradação da EGCG aos 21 dias 

 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
Tabela 16. Percentual dos escores da análise microscópica das formulações 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  

(1,25 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(5 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(10 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(20 mg/mL) 

PEG 400 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Vascularização 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

20% 0 80% 0 20% 80% 0 0 20% 20% 60% 0 40% 40% 20% 0 100% 0 0 0 

Cápsula Fibrosa 

0= Ausente / 1= Fina  
2= Moderada / 3= Espessa 

20% 0 80% 0 20% 0 80% 0 0 40% 40% 20% 40% 40% 20% 0 100% 0 0 0 

Infiltrado Inflamatório 
0= Ausente / 1= Leve  
2=Modero / 3= Severo 

20% 40% 40% 0 20% 80% 0 0 40% 60% 0 0 40% 40% 20% 0 100% 0 0 0 

 

 

21 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H2O EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradação da EGCG 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

 
Vascularização 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

40% 60% 0 0 20% 80% 0 0 100% 0 0 0 40% 60% 0 0 

Cápsula Fibrosa 
0= Ausente / 1= Fina  

2= Moderada / 3= Espessa 

80% 20% 0 0 0 80% 20% 0 40% 60% 0 0 40% 0 60% 0 

Infiltrado Inflamatório 
0= Ausente / 1= Leve  
2=Modero / 3= Severo 

600% 40% 0 0 0 60% 40% 0 40% 60% 0 0 40% 0 60% 0 
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63 dias 

Os parâmetros microscópicos avaliados estão descritos a seguir e podem ser 

verificados na figura 17 e nas tabelas 17 e 18. Aos 63 dias, observou-se que não houve 

diferença estatisticamente significante entre os grupos nos parâmetros infiltrado 

inflamatório, angiogênese e cápsula fibrosa (p>0,05). Não foi evidenciada a presença 

de focos de abscesso, edema e necrose em nenhum grupo avaliado. 

Grupo 1: Pasta Calen (Controle Negativo) 

Não verificado a presença de cápsula fibrosa, angiogênese e infiltrado inflamatório,  

focos de abscesso, edema e necrose. 

Grupo 2: EGCG (0,12 mg) + H2O  

Foi possível observar a formação de tecido reparativo cicatricial, com infiltrado 

inflamatório moderado com predominância de células mononucleares A cápsula fibrosa 

apresentava-se com espessura média, com fibras colágenas espessas, bem definidas e 

organizadas. Não havia presença de formação de novos vasos sanguíneos, assim como, 

não havia presença de focos de abscesso, edema e necrose.   

Grupo 3: EGCG (0,12 mg) + PEG 400 

A resposta tecidual à formulação EGCG (0,12 mg) + PEG 400 foi a formação de 

tecido reparativo cicatricial, com presença de um infiltrado inflamatório discreto, sendo 

encontrados poucos neutrófilos. A cápsula fibrosa era fina e envolvia todo o implante. 

Esta estrutura estava caracterizada por fibras colágenas contínuas, organizadas e bem 

delimitadas, com presença de fibroblastos maduros. Não houve a formação de novos 

vasos, bem como de presença de focos de abscesso, edema e necrose. 

Grupo 4: Produto da degradação da EGCG 

Neste grupo foi possível verificar a formação de um tecido reparativo cicatricial, 

com a presença de infiltrado inflamatório suave com predominância de células 

mononucleares. Havia a presença de fibras colágenas de espessas, contínuas, bem 

organizadas e definidas, com predominância de fibroblastos maduros, caracterizando 

uma cápsula fibrosa espessa, envolvendo todo o implante. Havia a formação de poucos 

vasos sanguíneos de calibre pequeno, e não havia a presença 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 possível verificar a formação de um tecido de granulação, com a 

presença de infiltrado inflamatório suave com predominância de células 

mononuclearess. Havia a presença de fibras colágenas de espessura fina e média, 

contínuas, pouco organizadas, com predominância de fibroblastos jovens, 

caracterizando uma cápsula fibrosa de espessura moderada, envolvendo todo o 

implante. Não havia a formação de novos vasos sanguíneos, bem como, presença 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 às formulações EGCG + PEG 400(10 mg/mL) e EGCG + PEG 

400 (20 mg/mL) foi a formação de tecido de granulação, com presença de infiltrado 

inflamatório suave, permeado por neutrófilos e células mononucleares. A cápsula 

fibrosa apresentava-se espessa e envolvia todo o implante. Esta estrutura estava 

caracterizada por fibras colágenas de espessas e maduras, contínuas, organizadas e 

bem delimitadas, com presença predominante de fibroblastos maduros, podendo ser 

verificada a presença suave de alguns fibroblastos jovens. Os espécimes apresentavam 

formação de muitos vasos sanguíneos de pequeno e médio calibre. Não houve a 

presença de focos de abscesso, edema e necrose. 

Grupo 9: PEG 400 (Controle Negativo) 

Não foi observada a formação de cápsula fibrosa e não houve resposta inflamatória 

ou focos de abscesso. 

 

Nas figuras 18 e 19, 20 e 21 é possível observar espécimes representativos, nas 

colorações de HE e fluorescência, do que ocorreu microscopicamente nos períodos de 

7, 21 e 63 dias com as diferentes formulações avaliadas. 
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Figura 17. Porcentagem dos escores referente aos parâmetros 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. Degradação 
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). 

 



84 

 

 
 

Tabela 17. Percentual dos escores da análise microscópica das formulações Calen, EGCG (0,12 mg) + H2O, 
EGCG (0,12 mg) + PEG 400 e Degradação da EGCG aos 63 dias 

63 dias Calen EGCG (0,12 mg) + H2O EGCG (0,12 mg) + PEG 400 Degradação da EGCG 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

 
Vascularização 
0= Ausente / 1= Leve  

2= Moderado / 3= Severo 

100% 0 0 0 100% 0 0 0 100% 0 0 0 60% 40% 0 0 

Cápsula Fibrosa 
0= Ausente / 1= Fina  
2= Moderada / 3= Espessa 

100% 0 0 0 0 20% 80% 0 80% 20% 0 0 0 0 20% 80% 

Infiltrado Inflamatório 

0= Ausente / 1= Leve  
2=Modero / 3= Severo 

100% 0 0 0 0 20% 80% 0 80% 20% 0 0 0 100% 0 0 

Tabela 18. Percentual dos escores da análise microscópica das formulações 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  

(1,25 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(5 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(10 mg/mL) 

EGCG + PEG 400  

(20 mg/mL) 

PEG 400 

 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Vascularização 
0= Ausente / 1= Leve  
2= Moderado / 3= Severo 

100% 0 0 0 100% 0 0 0 40% 60% 0 0 60% 40% 0 0 100% 0 0 0 

Cápsula Fibrosa 
0= Ausente / 1= Fina  

2= Moderada / 3= Espessa 

40% 60% 0 0 80% 0 20% 0 40% 60% 0 0 40% 60% 0 0 100% 0 0 0 

Infiltrado Inflamatório 
0= Ausente / 1= Leve  
2=Modero / 3= Severo 

0 100% 0 0 80% 20% 0 0 40% 60% 0 0 40% 60% 0 0 100% 0 0 0 
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Figura 18. Imagens microscópicas representativas da reação do tecido 
conjuntivo subcutâneo de camundongos frente às formulações 
testadas. Região de tubo de polietileno (t), o material testado 
no interior do tubo (m), abertura do tubo (a), vasos sanguíneos 
presentes (vs) e a cápsula fibrosa (cf). Coloração de HE. 
Aumento:, 1: 5x; 2: 20x.  
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Figura 19. Imagens microscópicas representativas da reação do tecido conjuntivo 

subcutâneo de camundongos frente às formulações testadas. Nas 
imagens destaca-se a região de tubo de polietileno (t), o material 
testado no interior do tubo (m), região de abertura do tubo (a), o vasos 
sanguíneos presentes (vs) e a cápsula fibrosa (cf) Coloração de HE. 
Aumento: 1: 5x; 2: 20x. 
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Figura 20. Imagens microscópicas representativas da reação do tecido 

conjuntivo subcutâneo de camundongos frente às 
formulações testadas. Nas imagens destaca-se as fibras 
colágenas (fc), os vasos sanguíneos presentes (vs). 3: 
microscopia de luz convencional. 4: microscopia de 
fluorescência. Coloração de HE. Aumento: 40x.      
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Figura 21. Imagens microscópicas representativas da reação do tecido conjuntivo 
subcutâneo de camundongos frente às formulações testadas. Nas 
imagens destaca-se as fibras colágenas (fc), os vasos sanguíneos 
presentes (vs). 3: microscopia de luz convencional. 4: microscopia de 
fluorescência. Coloração de HE. Aumento: 40x.   
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5 Discussão 

 

As plantas medicinais vêm sendo utilizadas com finalidade terapêutica há milhares de 

anos e embora seu uso tenha sido propagado popularmente entre gerações ou descrito em 

farmacopéias, também despertou o interesse da comunidade científica atual. O 

desenvolvimento da química orgânica tornou possível a obtenção de substâncias puras por 

meio do isolamento de princípios ativos de extratos de plantas (Turolla e Nascimento, 2006). 

A EGCG, uma das catequinas isoladas e purificadas a partir do chá-verde, avaliada no presente 

estudo, tornou-se uma das substâncias naturais mais estudadas atualmente, sendo a principal 

responsável pelos efeitos biológicos que resultam na prevenção e tratamento de diferentes 

doenças (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 substância responsável pelos efeitos terapêuticos 

da planta (princípio ativo), seu mecanismo de ação e seus efeitos biológicos não são 

totalmente conhecidos (Ferreira, 2013), existindo muito a se pesquisar acerca da totalidade 

das aplicações da EGCG.  

Atualmente, muitos extratos de plantas contendo polifenóis biologicamente ativos 

vem sendo incorporados em formulações cosméticas ou farmacêuticas com diferentes 

finalidades. No entanto, o preparo de formulações para uso tópico é delicado pois os polifenóis 

naturais não apresentam estabilidade ao longo do tempo, sendo muito sensíveis aos fatores 

ambientais, incluindo condições físico-químicas e biológicas. Estes podem oxidar rapidamente, 

o que leva ao aparecimento gradual de coloração castanha e indesejável, ou sofrer perda 

considerável de sua atividade (Munin e Edwards-Lévy, 2011). Ainda, estudos têm revelado 

que as múltiplas funções e mecanismos exercidos pelos compostos fenólicos no organismo 

estão relacionados não apenas à sua ação antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatória, 

antitumoral e reparadora diretas, mas também à habilidade dessas substâncias de se ligarem 

a proteínas, receptores celulares e transportadores de membrana, podendo influenciar a 

expressão gênica, sinalização e adesão celular (Kroow e Williamson, 2005; Silva et al., 2010). 

Tais características fazem com que tais compostos possam exercer variadas funções no 

organismo humano (Giada e Mancini Filho, 2006). Assim, o desenvolvimento de novas 

formulações à base de extratos naturais visando avaliar potenciais aplicações no tratamento 

de doenças, como no presente estudo, devem incluir não apenas a análise de suas 

propriedades físico-químicas, mas também de seus possíveis efeitos biológicos (Reto et al., 

2007).  
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Apesar dos inúmeros benefícios apresentados pela EGCG na saúde, atuando de forma 

sistêmica em doenças cardiovasculares, neuronais, degenerativas, hepáticas, oftálmicas, 

ósseas 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 tópico intracanal, 

como curativo de demora durante o tratamento endodôntico, não havia sido proposto pela 

literatura. Um único estudo avaliou o efeito sistêmico da EGCG em lesões periapicais, 

administrada por via intra-peritoneal (80 mg/kg peso) em camundongos, onde verificou-se 

acentuada redução na extensão e severidade de lesões periapicais associadas a dentes 

portadores de necrose pulpar (Lee et al., 2009). No entanto, este estudo empregou a da EGCG 

de forma sistêmica para o tratamento de uma doença que apresenta etiopatogenia local. Sabe-

se que o sucesso no tratamento de dentes portadores de necrose pulpar e lesão periapical 

visível radiograficamente depende da atuação essencialmente local realizada por meio da 

desinfecção do sistema de canais radiculares e região periapical, que abrigam os micro-

organismos responsáveis pelo aparecimento e manutenção da doença (Kakehashi et al., 1965; 

Tronstad, 1992). Por esse motivo, o objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar uma 

formulação à base de EGCG para uso endodôntico, que além de atividade antimicrobiana, 

apresentasse compatibilidade tecidual e favorecesse o reparo. 

Atualmente, o hidróxido de cálcio (pasta Calen®) tem sido a medicação mais 

empregada como curativo de demora por apresentar requisitos necessários para esta 

finalidade, incluindo ação antimicrobiana, inativação da endotoxina bacteriana (LPS), redução 

do processo imunoinflamatório e edema, inibição da reabsorção e estímulo à reparação 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 

substâncias, bem como os veículos utilizados nas pastas à base de hidróxido de cálcio (pasta 

Calen), têm sido propostos com o objetivo de melhorar algumas de suas propriedades, como 

a ação antibacteriana contra bactérias resistentes ao tratamento, como a E.faecalis (De Rossi 

et al., 2005; Verma et al., 2015), a velocidade de dissociação iônica e outras propriedades 

físico-químicas que também possam favorecer as condições clínicas para seu emprego 

(Almyroudi et al., 2002). No entanto, até o momento não existe um tratamento ideal ou uma 

medicação que resulte em 100% de sucesso clínico, radiográfico, microbiológico e 

histopatológicos. Estudos in vitro evidenciam que os polifenóis do chá verde apresentam 

eficácia antimicrobiana contra grande parte de microrganismos endodontopatogênicos (Horiba 

et al., 1991), incluindo o E. faecalis (Prabhakar et al., 2010), espécie comumente detectada 

em lesões refratárias 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 formulação que possibilitasse sua aplicação e 

manutenção no interior dos canais radiculares por tempo prolongado, que se mantivesse na 

sua forma biológica ativa e fosse biocompatível. Assim, foi inicialmente necessária a 

caracterização de suas propriedades fotofísicas e fotoquímicas em diferentes meios e 

condições locais.  

Em estudo anterior, realizado por nosso grupo de pesquisa, a caracterização físico-

química da EGCG revelou que esta não altera a cor dos dentes e apresenta estabilidade em 

contato com os tecidos dentais e em pH ácido, ambiente presente em áreas de inflamação e 

reabsorção, como nas lesões periapicais (Ferreira, 2013). Após a caracterização físico-química 

inicial da EGCG em água, buscamos sua associação com um veículo que apresentasse 

condições de uso clínico e pudesse ser levada no interior dos canais radiculares e mantida por 

períodos prolongados. A água, apesar de ser um solvente universal e ser indicada pelo 

fabricante da EGCG como diluente, não apresenta características físicas favoráveis para 

utilização como medicação intracanal, pois é rapidamente solubilizada e reabsorvida pelo 

organismo (Ballal et al., 2010), o que manteria o canal radicular vazio na maioria do período 

entre as sessões de tratamento. Assim, foi testada a associação da EGCG com um veículo 

viscoso, o PEG 400, um polímero flexível, que foi selecionado por ser biocompatível e permitir 

que a substância seja liberada de forma lenta por um período tempo prolongado (Klibanov et 

al., 1990; Allen et al., 1991; Torchilin, 2005). As diferentes concentrações 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 

veículo presente no curativo de demora mais consagrado na literatura e utilizado na prática 

clínica por nosso grupo de pesquisa, a pasta Calen. No entanto, outros veículos também 

poderiam ser testados em estudos futuros, como o propilenoglicol ou glicerina (Zhao et al., 

2012), ou mesmo outras formas de aplicação, como os sistemas de liberação de drogas 

nanoestruturados, como o encapsulamento de fármacos com nanopartículas poliméricas, 

sistemas lipossomais ou nano partículas lipídicas sólidas (Marcato et al., 2014). 

Além da presença do princípio ativo (EGCG) e do veículo, uma formulação 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 

o óxido de zinco é um radiopacificador consagrado (Antonijević et al., 2014) e também está 

presente na pasta Calen, com comprovada compatibilidade tecidual, no presente estudo este 

também foi incluído na formulação proposta. A adição do pó do óxido de zinco proporcionou 
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obtenção de uma coloração branca opaca e de uma consistência mais pastosa que permitiu 

não apenas sua visualização radiográfica, mas também sua adesão à lima endodôntica e às 

paredes do canal radicular, tornando sua aplicação clínica facilitada em comparação com a 

pasta Calen (dados não publicados). Outros radiopacificadores, tais como óxido de bismuto, 

de eficácia clínica e biológica comprovadas também poderiam ter sido adicionados.  

Assim, fez-se necessário avaliar as propriedades físico-químicas da EGCG na presença do 

radiopacificador, visto que seu comportamento poderia ser influenciado na presença de íons 

metálicos, tais como, Fe2+, Cu2+, Zn2+ (Kagaya et al., 2002; Yang et al., 2009; Zeng e Tan, 

2015). Um estudo realizado por meio de espectroscopia de absorção UV/Vis demonstrou que 

a atividade hepatoprotetora da EGCG foi consideravelmente aumentada pela sua complexação 

com o Zn2+(Kagaya et al., 2002). Resultados semelhantes foram encontrados no presente 

estudo, onde a espectroscopia de absorção UV/Vis também revelou a ocorrência de 

complexação da EGCG com o Zn2+. A interação dessas substâncias pode ser justificada por 

meio da complexação do Zn2+ com os grupos carboxilatos presentes na estrutura química da 

EGCG. No entanto essa interação parece não interferir em sua ação biológica pois a EGCG em 

associação com o Zn2+, além de aumentar sua eficácia (Kagaya et al., 2002), pode apresentar 

potencial anti-apoptótico em células cancerígenas (Yang et al., 2009), bem como em células 

cardíacas (Zeng e Tan, 2015). 

Após a avaliação das propriedades físico-químicas da formulação desenvolvida, que 

demonstraram manutenção das propriedades da EGCG na presença dos componentes da 

fórmula, foi realizado o estudo de compatibilidade tecidual no tecido subcutâneo de 

camundongos. O teste de compatibilidade tecidual em tecido subcutâneo é utilizado para 

avaliar a resposta biológica do tecido frente ao material implantado (ISO, 2007). Essa 

metodologia é muito utilizada em estudos de compatibilidade de novos materiais de uso 

endodôntico (Queiroz et al., 2011; Andolfato et al., 2012; Trichês 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 períodos de avaliação dos materiais podem ser curtos, de até 12 semanas, 

onde avaliam-se os efeitos subcrônicos do material ou longos, superiores a 12 semanas, onde 

avaliam-se os efeitos crônicos do material. No presente estudo utilizamos os períodos 

experimentais de 7, 21 e 63 dias, à semelhança do que foi realizado em outros estudos 

(Queiroz et al., 2011; Lima et al., 2015), sendo classificados como períodos curtos onde foram 

avaliados os efeitos subcrônicos dos materiais. A opção por estes períodos também foi baseada 

no fato de o tempo clínico de permanência de um curativo de demora no interior dos canais 

radiculares ser de no mínimo 14 dias e no máximo 60 dias. Períodos longos também não foram 

avaliados visando atender a legislação brasileira relativa aos procedimentos para o uso 
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científico de animais (Lei 11.794, de 8 de Outubro de 2008), que estabelece em seu artigo 

13o, parágrafo 4o, que “...o tempo de duração de um experimento será o mínimo indispensável 

para a produzir o resultado conclusivo, poupando-se ao máximo, o animal de sofrimento.” 

A normatização da ISO (2007) preconiza que para estudos de avaliação em períodos 

curtos podem ser utilizados animais de pequeno porte, tais como, camundongos, ratos, 

hamsters ou coelhos. No presente estudo optou-se pelo uso de camundongos isogênicos por 

se tratar de animais de pequeno porte, de fácil manejo, com baixo custo de manutenção, 

necessidade de menor quantidade de drogas anestésicas e facilidade de obtenção, bem como 

ao fato de serem geneticamente semelhantes e produzirem um padrão de resposta mais 

homogênea frente aos mesmos estímulos (Queiroz et al., 2011; Lima et al., 2015). Por 

apresentarem consistência líquida ou semi-sólida, as formulações foram inseridas no interior 

de tubos de polietileno de características e dimensões padronizadas pela ISO, possuindo 

apenas uma extremidade aberta, onde o material entra em contato com o tecido conjuntivo, 

de forma semelhante ao ápice de um canal radicular onde a medicação também entra em 

contato com o tecido conjuntivo periapical. A região selecionada para implante dos materiais 

nos animais foi a região dorsal, região também preconizada pelas normas da ISO, por evitar 

a tentativa de remoção pelo animal, o que pode interferir no resultados (Queiroz et al., 2011; 

Andolfato et al., 2012; Trichês et al., 2013; Garcia et al., 2014; Mori et al., 2014; Lima et al., 

2015).  

Na primeira avaliação biológica das formulações a serem testadas foi realizado o teste 

edemogênico de Azul de Evans, que quantifica o extravasamento plasmático após 24 horas da 

inserção do implante. Esse teste tem sido utilizado com frequência para avaliar a intensidade 

da reação inflamatória aguda, mensurando por meio de espectrofotometria, a densidade óptica 

de uma solução com corante extraído de um fragmento de tecido inflamado (Gehlen et al., 

2004; Martínez-Colomer et al., 2015). No presente estudo, o extravasamento de plasma foi 

avaliado 24 horas após a implantação subcutânea dos tubos, sendo a exsudação nos tecidos 

circundantes observada com maior intensidade nos animais implantados com Pasta Calen e 

com menor intensidade naqueles implantados com produto da degradação da EGCG. Outra 

metodologia utilizada para verificação da presença ou ausência de edema na região do 

implante no período de 24hs, inclui a análise histopatológica e coloração em HE (Nelson-Filho 

et al., 1999), que oferece dados descritivos. Não existem na literatura estudos que tenham 

avaliado o edema nas formulações à base de EGCG testadas, no entanto um estudo apresentou 

resultados onde a EGCG desempenhou um efeito anti-exudativo em animais que foram 

submetidos à lesão medular induzida após 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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após isquemia unilateral (Lee et al., 2004). O teste edemogênico, aplicado no presente estudo 

permitiu verificar que a maioria das formulações à base de EGCG testadas tiveram um pequeno 

extravasamento plasmático, em comparação com o grupo controle embora não fossem 

estatisticamente diferentes. A única formulação que resultou em redução significativa do 

edema, quando comparada à pasta Calen, foi o produto da degradação da EGCG, sugerindo 

efeito antiedemogênico superior, características que poderia ser benéfica embora esta 

diferença não tenha ocorrido nas demais formulações. Este resultado pode ter ocorrido pelo 

fato da EGCG necessitar algum tempo para liberação de outro subproduto biologicamente ativo 

para exercer seu efeito, e este subproduto apareceu apenas nesta formulação que foi 

preparada com antecedência, permitindo sua degradação e liberação do composto. Estudos 

futuros poderiam ser realizados visando determinar se a principal substância ativa da 

formulação é a EGCG ou algum outro componente, ainda não conhecido. 

Os resultados histopatológicos macroscópicos e microscópicos do presente estudo 

confirmaram a compatibilidade tecidual de todas as formulações avaliadas. Nos parâmetros 

macroscópicos, em todos os períodos avaliados, todas as formulações apresentaram 

compatibilidade tecidual, ausência de ulceração epitelial, presença de leve necrose tecidual 

superficial, edema e vascularização, não havendo diferença estatisticamente significante entre 

os grupos e com o grupo controle. A ocorrência de necrose superficial inicial, constitui processo 

benéfico para iniciar o reparo dos tecidos, e embora seja mecanismo de ação conhecido pelo 

hidróxido de cálcio, não havia sido relatada pela EGCG. Na análise microscópica, em todos os 

períodos foi verificada ausência de focos de abscesso, edema e necrose e presença de suave 

ou moderado infiltrado inflamatório, cápsula fibrosa e neovascularização, semelhante entre 

todos os grupos. Interessantemente, a EGCG diluída em água, veículo sugerido pelo fabricante, 

apresentou a resposta inflamatória de severidade aumentada ao longo o período experimental 

avaliado, apresentando valores de escores maiores que sua associação com PEG 400 aos 63 

dias. Embora esta diferença não tenha sido estatisticamente significante, estes resultados 

sugerem que a EGCG seja mais ativa em veículo aquoso, quando recém manipulada. Sabe-se 

que a ativação da resposta inflamatória é fundamental no processo de reparação tecidual, no 

entanto esta deve ocorrer de forma suave, como verificado em todas as formulações e em 

todos os períodos avaliados. 

Quanto ao parâmetro de vascularização do tecido conjuntivo ou angiogênese, todas 

as formulações avaliadas resultaram na formação de novos vasos sanguíneos de maneira 

semelhante. A avaliação da neovascularização é de grande importância, pois durante no 

processo de reparo, é necessário que se tenha irrigação abundante de sangue, para atender 

às demandas locais de debridamento, proliferação de fibroblastos, síntese de matriz 
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extracelular e epitelização (Thompson et al., 1991; Arnold e West, 1991; Bodary et al., 2002). 

Os recentes avanços no entendimento da neovascularização tem feito da angiogênese um alvo 

principal no estudo sobre reparo (Liapakis et al., 2008). Portanto há um grande interesse da 

ciência em se investigar fármacos que possuem essa capacidade de indução de neoformação 

vascular (Suganami et al., 2004). No presente estudo podemos afirmar que todas as 

formulações tiveram essa capacidade de formação de vasos sanguíneos de maneira suave. 

Essa capacidade pode ser justificada pela presença da EGCG que possui a capacidade de 

controlar o processo de neoformação vascular. Um estudo mostrou a vascularização de forma 

controlada da EGCG na neovascularização de córnea em coelhos, por meio da inibição de fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF) e cicloxigenase-2 (COX-2) os quais são fatores 

conhecidamente pró-angiogênicos (Koh et al., 2014). Outro estudo sobre o tratamento de 

células cancerígenas com a utilização da EGCG, observou que esta foi capaz de modular as 

vias angiogênicas, interferindo com o padrão de transcrição de diversos genes que atuam 

tanto em células endoteliais, quanto em células tumorais. O tratamento com EGCG também 

pode diminuir a taxa de proliferação de células tumorais, inibir a adesão celular, motilidade e 

capacidade de invasão celular (Tudoran et al., 2012).  

Os resultados do presente estudo resultaram no depósito de patente da formulação de 

EGCG desenvolvida (De Rossi et al., 2014). Considerando que todas as concentrações de EGCG 

avaliadas foram igualmente eficazes e biocompatíveis de acordo com os parâmetros avaliados 

no presente estudo a opção de escolha poderia ser a de menor concentração (1,25 mg/mL), 

visando reduzir custos, manipulada com PEG 400. No entanto, a concentração ideal deve ser 

avaliada em estudos in vivo para avaliar o reparo de lesões periapicais pois outras propriedades 

importantes, como ação antimicrobiana, inibidora de LPS ou indutora de mineralização 

também podem ser alteradas. A obtenção de um sistema de aplicação nanoestruturado de 

EGCG também poderá oferecer inúmeras vantagens com relação ao sistema de aplicação 

convencional incluindo maior eficácia terapêutica, liberação progressiva e controlada do 

fármaco, administração segura, sem reações inflamatórias locais ou efeitos colaterais e 

possibilidade de direcionamento a alvos específicos (Mufamandi et al., 2011). Assim, estudos 

futuros devem ser realizados para avaliar a possibilidade de redução de custo e maximização 

de efeito desta formulação, como por meio da aplicação de tecnologias de liberação controlada 

de substâncias para uso terapêutico. 
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6 Conclusão 

 

No presente estudo foi possível desenvolver uma formulação para uso endodôntico 

composta por um veículo viscoso (PEG 400) e um agente radiopacificador (OZ). As 

propriedades físico-químicas da EGCG foram mantidas, quando esta foi avaliada na 

presença dos componentes das formulações. As formulações avaliadas apresentaram 

compatibilidade tecidual com o tecido subcutâneo de camundongos. 
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