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REesumo

Ferreira, DCA. Desenvolvimento e caracterizagao fisico-quimica de um sistema para
liberacao intracanal de Epigalocatequina-3-galato e seu efeito na cor dos dentes.
Ribeirdo Preto, 2013. 99p. [Dissertacdo de Mestrado]. Ribeirdo Preto: Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo; 2013.

O cha-verde apresenta efeitos terapéuticos na saldde geral, principalmente em fungao da
epigalocatequina-3-galato (EGCG), componente com comprovada agao antioxidante, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, inativadora de endotoxina bacteriana e mineralizadora. Nesse
sentido, a EGCG poderia apresentar papel promissor como medicacao intracanal, durante o
tratamento endodontico de dentes portadores de necrose pulpar e lesao periapical. Assim, o
objetivo deste estudo foi desenvolver um sistema de liberacdo tépica de EGCG, para uso no
interior do sistema de canais radiculares, caracterizar suas propriedades fisico-quimicas bem
como avaliar a possivel alteracdo de cor dental apds sua aplicagdo no interior dos canais
radiculares de dentes deciduos e permanentes. Inicialmente, foi realizada a caracterizacao
fisico-quimica da EGCG por meio de espectrofotometria em Ultravioleta/Visivel (UV/Vis),
fluorescéncia e titulacao potenciométrica. A seguir, foi desenvolvida uma formulacdo para
liberagdo topica prolongada de EGCG, utilizando um veiculo viscoso (PEG 400). O
comportamento espectral desse novo sistema de liberacao de EGCG foi avaliado em fungao
do tempo (1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 e 27 horas) e na presenca de dentes (deciduos e
permanentes). Para a andlise da possivel alteracao de cor dental, foram utilizados 20 dentes
deciduos e 20 dentes permanentes, uniradiculares, recém-extraidos, provenientes do Banco
de Dentes da FORP-USP. A cor da coroa dos dentes foi determinada antes (dia 0) e 21, 42 e
56 dias apds a aplicagao intracanal de EGCG, veiculada em agua ou PEG 400, com auxilio do
espectrofotdbmetro digital VITA Easyshade. De acordo com os resultados fisico-quimicos, o
espectro de absorcao da EGCG na regido do UV/Vis apresentou um pico maximo em 274 nm
e na fluorescéncia um pico maximo de absorcdo em 393 nm. A EGCG apresentou
estabilidade em funcao do tempo e em meio acido, tendo comportamento espectral alterado
em contato com dentes deciduos e permanentes. Em meio basico o espectro de absorcdo da
EGCG em luz UV/Vis foi alterado para 323 nm. O sistema de liberacdo tdpica intracanal de
EGCG ndo alterou suas propriedades fisico-quimicas, mantendo os valores de absorcdao em
UV/Vis (278 nm) e fluorescéncia (377 nm), sua estabilidade em funcdo do tempo e nao
alterou seu comportamento espectral em contato com dentes deciduos e permanentes. A
aplicacdo do sistema proposto de liberacao tdpica da EGCG, no interior dos canais
radiculares de dentes deciduos e permanentes, ndo causou alteracdo de cor dental



significativa, apés o periodo de 21, 42 e 56 dias. Com base nas metodologias e nos
resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que a EGCG apresenta fluorescéncia
e estabilidade em funcdo do tempo e em meio acido, enquanto em meio basico e na
presenca de elementos dentais seu comportamento espectral sofre alteracdo. O sistema
desenvolvido para liberacdo controlada da EGCG manteve suas propriedades fisico-quimicas,
apresentou estabilidade em fungdo do tempo e nao foi alterou seu comportamento espectral
na presenca dos elementos dentais. Ainda, a aplicagao intracanal deste sistema n3ao causou
alteracao de cor da coroa dental.

Palavras-chaves: epigalocatequina-3-galato; analise fisico-quimica; medicacao intracanal;
alteracao de cor dental.



ABSTRACT

Ferreira, DCA. Development and characterization of physic-chemical properties of a
system for intracanal release of epigallocatechin-3-gallate and its effects on the
colour of the teeth. Ribeirdo Preto, 2013. 99p. [Dissertacao de Mestrado]. Ribeirao Preto:
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo; 2013.

Green tea has therapeutic effects on general health, mainly due to epigallocatechin-3-gallate
(EGCG), a component with proven antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, inactivating
bacterial endotoxin and mineralization action. In this sense, EGCG could present promising
role as an intracanal medication during endodontic treatment of teeth presenting pulp
necrosis and periapical lesion. Thus, the objective of this study was to develop a system for
topical delivery of EGCG, for use inside the root canal system, characterize their physical and
chemical properties as well as to evaluate the possible color change after its application in
root canals of deciduous and permanent teeth. Initially, was performed physicochemical
characterization of EGCG by spectrophotometry Ultraviolet/Visible (UV/Vis), fluorescence,
and potentiometric titulation. Next, a formulation for topical extended release of EGCG using
a viscous vehicle (PEG 400) was developed. The spectral characteristic of this new delivery
system of EGCG was assessed in function of the medium (acidic, basic or neutral), the time
(1, 2, 3,4, 5, 6, 24 and 27 hours) and in the presence of teeth (deciduous and permanent).
To the analysis of possible tooth color changes, 20 primary teeth and 20 permanent teeth,
single-rooted, freshly extracted, from the Bank of Teeth FORP-USP, were used. The color of
the tooth crown was determined before (day 0) and 21, 42 and 56 days after intracanal
application of EGCG diluted in water or PEG 400, using a digital VITA Easyshade
spectrophotometer. According to results the physicochemical spectrum of absorption of the
EGCG showed maximum absorption peak at 274 nm in the UV/Vis and at 393 nm in the
fluorescence. The EGCG presented stability as a function of time and in acid medium, and its
spectral behavior was changed in contact with deciduous and permanent teeth. In basic
medium the EGCG absorption spectrum in UV/Vis was changed to 323 nm. The topical
delivery system of EGCG intracanal did not change its physicochemical properties,
maintaining the values of absorption in UV/Vis (278 nm) and fluorescence (377 nm), its
stability as a function of time, and does not change its spectral contact with deciduous and
permanent teeth. The application of the proposed system for topical delivery of EGCG in the
root canals of deciduous and permanent teeth, did not cause significant tooth color change
after the period of 21, 42 and 56 days. Based on the methodologies and the results obtained
in this study it can be concluded that EGCG presents fluorescence and stability as a function



of time and in an acidic medium, whereas in basic medium and in the presence of dental
elements its spectral behavior is changed. The system developed for EGCG controlled release
maintains its physicochemical properties, presents stability with time and does not change its
spectral behavior in the presence of dental elements. Yet, the intracanal application of this
system did not change the color of the teeth’s crown.

Key-words: epigallocatechin gallate; physic-chemical analysis; intracanal dressing; dental
colour change.
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INTRODUGAO

Desde a pré-historia as plantas tém sido utilizadas como produtos terapéuticos nas
formas de cataplasmas, infusdo, macerado filtrado, tinturas, unguentos, pomadas, xarope,
capsulas ou /in natura. O cha, bebida de origem vegetal muito utilizada na forma de infusdo
(Mukhtar e Ahmad, 1999), apresenta diversos compostos biologicamente ativos, tais como,
flavonoides, catequinas, polifenois, vitaminas e sais minerais, que podem contribuir na
prevencao e no tratamento de varias doencas (Trevisanato e Kim, 2000; Basu e Lucas, 2007;
Rao e Pagidas, 2010; Senger et al., 2010; Cai et al., 2013).

O cha-verde, originario da planta Camellia sinensis, ¢ uma das bebidas mais
populares em todo o mundo e tem recebido atencao especial por apresentar comprovados
efeitos na salde geral (Chung et al., 2001; Pianetti et al., 2002, Chung et al., 2003; Dreger
et al., 2007; 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).
Seus principais componentes quimicos sdo os flavonoides e as catequinas, que
correspondem a aproximadamente 26,7% do seu contetido (Schmitz et al., 2005; Soler et
al., 2012). Dentre as catequinas mais encontradas, 11% sao epigalocatequina-3-galato
(EGCG), 10% epigalocatequina (EGC), 2% galato-3-epicatequina (ECG), 2,5% epicatequina
(EC) e 15% sao polifenois nao identificados (Schmitz et al., 2005). Recentemente, a EGCG
vem sendo estudada na literatura por ser o componente mais bioativo do cha-verde,
apresentando acao antioxidante (Cook e Samman, 1996; Yang et al., 1998; Anghileri e
Thouvenot, 2000), anti-inflamatoéria (Nagle et al., 2006), anti-hipertensiva (Basu e Lucas,
2007), antimicrobiana (Ikigai et al., 1993; Stapleton e Taylor, 2002, Blanco et al., 2003;
Rocaro et al., 2004; Prabhakar et al., 2010; Subramaniam et al., 2012; Jung et al., 2012; Cai
et al., 2013) e anticarcinogénica (Lee et al. 2009; Yang e Wang, 2010; Kang et al., 2010;
Rao e Pagidas, 2010). Estas propriedades conferem a EGCG comprovado efeito terapéutico
em diferentes tipos de cancer, degeneracdes neuronais e doencas cardiovasculares (Chung
et al., 2001; Pianetti et al., 2002, Chung et al., 2003; Dreger et al., 2007; Hodgson e Croft,
2010, Itoh et al., 2012; Khan e Mukhtar, 2013; Kokubo et al., 2013).

Na Odontologia o uso terapéutico dos derivados do cha-verde vem sendo proposto na
reducao da erosdo e abrasdo dentdria (Magalhaes et al., 2009), em solucao para bochechos
(Hirasawa et al., 2006, Jenabian et al., 2012) ou em dentifricios (Maruyama et al., 2011),
principalmente em funcao de seu elevado espectro de acao contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, atuando inclusive contra S. mutans e S. sobrinus por impedir a aderéncia

bacteriana ao dente e inibir a glucosil transferase e a amilase bacteriana (Hamilton-Miller,
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2001; Subramaniam et al., 2012; Jung et al., 2012; Cai et al.,, 2013). Ainda, por ser
biocompativel, a EGCG também foi proposta como meio para a conservacdao de dentes
avulsionados apds traumatismos, mantendo a vitalidade das células do ligamento periodontal
(Hwang et al., 2011; Jung et al., 2011). Por apresentar efetiva acao antimicrobiana contra ~.
gengivalis (Jung et al., 2012; Cai et al., 2013) e £. faecalis, a EGCG também foi proposta
como solucao irrigadora dos canais radiculares (Prabhakar et al., 2010). Sugere-se que
Bactérias Gram-positivas sejam mais susceptiveis a acdo antimicrobiana da EGCG que
bactérias Gram-negativas (Yoda et al., 2004). O mecanismo de acdo da EGCG nas bactérias
Gram-positivas envolve danos na parede celular, causados pela sua ligagao direta na camada
de peptideoglicano, ao passo o dano na parede celular das bactérias Gram-negativas é
induzido pela producdo de perdxido de hidrogénio (Cui et al., 2012).

Estudos epidemioldgicos revelam que o cha-verde também pode trazer beneficios
para a saude dos tecidos mineralizados, aumentando a densidade mineral dssea (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 /n vitro e in vivo revelam que 0s
beneficios ao tecido Osseo sdo decorrentes da acdo da EGCG na inibicao da
osteoclastogénese (Lin et al., 2008; Lee et al., 2010; Oka et al., 2012) ou na inducdo da
morte celular de osteoclastos por apoptose (Yun et al., 2007). No entanto, a grande maioria
dos estudos acerca das propriedades do cha-verde é realizada na area médica, sendo
encontrados apenas dois estudos de seus efeitos potenciais na reducdo da reabsorcdo dssea
alveolar e periapical. Na Periodontia, o consumo de agua contendo EGCG ou sua injecao
local no ligamento periodontal reduziu significativamente a perda Ossea alveolar
experimentalmente induzida por meio da injecdo de lipopolissacarideos (LPS) em
camundongos (Nakamura et al., 2010). Na Endodontia, o unico estudo disponivel revelou
que a administracao sistémica (intraperitoneal) de EGCG em ratos resultou em acentuada
reducao na extensao e na severidade de lesOes periapicais associadas a dentes portadores
de necrose pulpar (Lee et al., 2009). Diante do exposto, verifica-se que as propriedades
biolégicas da EGCG poderiam ser utilizadas como coadjuvante no tratamento de canais
radiculares de dentes com necrose pulpar e lesdao periapical, pois este representa um desafio
para o profissional. Seu indice de sucesso clinico, radiografico, microbioldgico e histoldgico é
bastante inferior, em torno de 70%, quando comparado ao tratamento de dentes portadores
de necrose, porém sem lesdo periapical, os quais apresentam taxa de sucesso de 90-95%
(Sjogren et al., 1997; Ferreira, 2011; Leonardo, 2012).
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O objetivo principal do tratamento endodontico é a eliminacao da infecgdo microbiana
do sistema de canais radiculares e regidao periapical, pois estes constituem o agente
etioldgico principal da doenca periapical (Kakehashi et al., 1965; Tronstad, 1992;
Kandaswamy e Venkateshbabu, 2010; Kovac e Kovac, 2011; Siqueira et al., 2011; Jan e
Daniel, 2012). Sabe-se que o preparo biomecanico do canal radicular ndo é suficiente para
eliminagdo da infeccdo, pois ela estd disseminada em todo o sistema de canais radiculares,
regido apical e periapical (Andolfatto et al., 2012; Ozok et al., 2012). Assim, as falhas no
tratamento vém sendo principalmente associadas a persisténcia de microrganismos e seus
subprodutos, dentro e fora do canal radicular (Nair et al., 1990; Nair et al., 1999; Siqueira et
al., 2011), que resultam na manutencdo da lesdo inflamatdria e da reabsorcao tecidual,
impedindo o processo de reparacao. Isso tem eliciado a busca de novas técnicas e materiais,
que sejam biocompativeis e que promovam efetiva eliminagdo da microbiota envolvida na
lesdo periapical, inativacdo da endotoxina bacteriana, paralizacdo da reabsorcao e indugao
da formacao de tecido mineralizado (Leonardo et al., 2002, De Rossi et al., 2005; Leonardo
et al., 2006, Siqueira et al., 2007; Victorino et al., 2010, Silva et al., 2010). No entanto,
apesar dos recentes avangos fitoterapicos e biotecnoldgicos, até o momento nenhuma
medicacdo é considerada ideal para o tratamento da doenca periapical.

Atualmente os avangos trazidos pela nanotecnologia, no que se refere a tecnologia
utilizada para manipular estruturas pequenas e torna-las mais reativas, tém proporcionado o
desenvolvimento de novos farmacos. A tecnologia de liberacao controlada de substancias
para uso terapéutico oferece inUmeras vantagens quando comparados aos sistemas de
aplicagao convencionais, por apresentar liberacdo progressiva e controlada de farmacos com
direcionamento a alvos especificos, diminuicao significativa da toxicidade e maior tempo de
permanéncia, além de protecdo contra mecanismos de instabilidade e decomposicao
(inativacdo prematura), reduzindo ou eliminando possiveis reacdes inflamatdrias locais
(Mufamadi et al., 2011). Os sistemas convencionais de liberacdo de drogas sao conhecidos
por fornecer uma liberacao imediata do farmaco, sem controle da quantidade e concentracao
e tempo de permanéncia no local, ja os sistemas de liberacdo controlada de drogas oferece
controle desses fatores incluindo o local de acdo (Keraliya et al.,, 2012). O sistema de
entrega de drogas é geralmente baseado nas propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas da droga. Sistemas de entrega convencionais sofrem limitacdes de
sincronizagdo minima entre o tempo necessario para as concentracdes plasmaticas
terapéuticas eficazes da droga e do perfil de liberacao da droga real revelado pela forma de
dosagem (Sood et al., 2013). No entanto, para se propor uma medicacao intracanal que
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promova liberacdo controlada da droga € necessario primeiro conhecer as propriedades
fotofisicas e fotoquimicas da substancia.

A terapia endodbntica ndo deve se concentrar apenas nos aspectos bioldgicos,
funcionais e técnicos, mas também nas questdes estéticas (Krastl et al., 2013). Atualmente,
0 aumento das exigéncias estéticas dos pacientes torna importante a avaliagao de possiveis
mudancas de cor do dente em decorréncia de tratamentos odontoldgicos. Varios materiais
colocados em contato com a dentina, durante o tratamento endodontico, tem o potencial de
causar alteracao de cor dental e prejudicar o resultado estético de dente tratado (Plotino et
al., 2009; Meincke et al., 2012; Krastl et al., 2013). Sabe-se que os fatores ambientais como
produtos dietéticos e quimicos podem causar alteracdes na cor do dente, de acordo com a
frequéncia e periodo de exposicao (Moreira et al., 2012). A alteracdo de cor é resultado de
interacao fisica e quimica entre os tecidos dentais e o agente causador da pigmentacdo, o
qual pode ser intrinseco ou extrinseco (Téo et al., 2010). Visto que estas varidveis sao
determinantes na alteracdo de cor dental, é de extrema importédncia que substancias
quimicas, utilizadas como curativo antimicrobiano durante o tratamento endodontico sejam
avaliadas quanto ao potencial de alterar a cor do elemento dental, inclusive o hidréxido de
calcio (Kim et al., 2000; Kim et al., 2000; Tinaz et al., 2008). Considerando que o cha é uma
bebida com potencial de causar alteracdo de cor extrinseca em elementos dentarios (Attin et
al., 2003) torna-se necessdria a avaliacao da possivel alteracao de cor causada em dentes
deciduos e permanentes apds a aplicacdo da EGCG.

Diante do exposto, verifica-se que as propriedades anti-inflamatorias,
antimicrobianas, mineralizadora, inibidora da reabsorcdo dssea e inativadora do LPS
bacteriano, presentes na EGCG, que ja desempenham acdo comprovada na prevencao e
tratamento de diferentes doencas cronicas, também poderiam desempenhar importante
papel no tratamento da doenca periapical quando aplicadas topicamente no sistema de
canais radiculares. Ainda sua utilizagdo poderia ser proposta por meio de uma formulagao
que promova liberacdo prolongada de substancias, e que a mantenha sua forma ativa ou
que potencialize sua eficacia, ndo causando alteracao de cor dental.
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Prorosicio

Obyjetivo geral:

O objetivo deste estudo foi caracterizar as propriedades fisico-quimicas da EGCG,

desenvolver um sistema de liberacao tdpica, para uso no interior dos canais radiculares, e

avaliar a possivel alteracdo de cor dental apds sua aplicagdo em dentes deciduos e

permanentes.

Objetivos especificos:

Caracterizar o espectro de absorbancia da EGCG na regido da luz ultravioleta visivel e
da fluorescéncia;

Determinar o pKa da EGCG em funcao do pH;

Avaliar a estabilidade da EGCG em funcao do tempo, em funcdao do meio (acido,
basico ou neutro) e em contato com dentes deciduos e permanentes;

Desenvolver um sistema para a liberacao prolongada de EGCG no interior dos canais
radiculares;

Caracterizar o espectro de absorbancia do sistema proposto para a liberacao de EGCG
na regiao da luz ultravioleta visivel e da fluorescéncia;

Verificar se a estabilidade da EGCG em fungdo do tempo e na presenca do dente é
alterada nesse sistema de liberagao;

Avaliar o efeito do sistema de liberacdo intracanal de EGCG, na cor de dentes

deciduos e permanentes anteriores.
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MaTerIAL E METODOS

Previamente a sua execugdo, o presente estudo foi submetido a apreciacdo pelo
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de
Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo, tendo sido aprovado (processo n©
2011.1.1450.58.4 — Anexo A).

Reagentes e Solugoes

Foi utilizada a EGCG (E41430; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), derivada do cha
verde, disponivel em particulas de 5 pm, apresentadas no estado sdlido. Sua estrutura
quimica (CxH1504;) esta ilustrada na Figura 1.

OH

OH

Figura 1. Estrutura quimica da EGCG (CyHig041),
massa molecular 458, 37 g/mol.

Para a caracterizacdo fisico-quimica inicial, a EGCG foi manipulada em solucdo
aquosa, de acordo com instrucdes do fabricante (Anexo B), utilizando agua destilada e
deionizada proveniente da osmose reversa. A concentragao utilizada da EGCG foi calculada
baseando-se no valor de € que é igual a 11920 pela férmula a = €.b.c, onde a= absorbancia,
€= coeficiente de absortividade molar, b= caminho ético e c= concentracdo em mol/L, sendo
diretamente proporcional a absorbancia.

O sistema proposto para a aplicacao tdpica da EGCG incluiu sua manipulacdo em um
veiculo viscoso, o polietilenoglicol 400 (PEG 400 - Galena Quimica e Farmacéutica Ltda.,
Campinas, SP, Brasil), que fornece consisténcia adequada para sua manutengao por periodos
prolongados no interior dos canais radiculares (Ballal et al., 2010; Murad et al., 2008). O
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preparo da EGCG veiculada em PEG 400 incluiu agitacdo em cuba ultrassonica, para forcar a
solubilizagdo. Para a posterior aplicacdo desse sistema no interior dos canais radiculares, a
formulacdo foi acondicionada em tubetes anestésicos, previamente esterilizados e mantidos

em temperatura ambiente.

Todos os materiais foram manipulados e avaliados na temperatura ambiente (37°C).
A massa das substancias foi determinada em balanga elétrica de precisao (Modelo AL500;
Marte Balancas, Equipamentos e Aparelhos de Precisdao Ltda., SP, Brasil) e o volume
determinado com auxilio de micropipetas e béqueres de vidro.

O pH das solugdes foi determinado com auxilio de pHmetro digital (Digimed modelo
DM-20; Digicrom Analitica Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil). Para o ajuste do pH foram utilizadas
solucdes de acido cloridrico (HCL, 1 mol/L, 99-100% de pureza, Sigma-Aldrich Brasil Ltda.,
Sao Paulo, SP, Brasil), hidroxido de amonio (NH,OH, pH=10, 28-30% de pureza, Sigma-
Aldrich Brasil Ltda.), hidréxido de calcio (Ca(OH),, pH=13, 99% de pureza, Jand Quimica
Ind. e Com. de Produtos Quimicos Ltda., Brasil) ou cloreto de célcio (CaCl,, pH=7, 99% de
pureza, Sigma-Aldrich Brasil Ltda.).

Analise Fisico-quimica

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Ciéncias
Farmacéuticas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sao Paulo (FCFRP-USP), com a colaboragao dos Profs. Drs. Roberto Santana da Silva e
Juliana Cristina Biazzotto de Moares.

A EGCG foi caracterizada por meio de (a) espectroscopia de absorcdao na regiao do
ultravioleta-visivel, realizada em meio neutro, acido e basico; (b) estabilidade em funcdo do
tempo, em meio acido e em contato com o dente; (c) espectroscopia de fluorescéncia e (d)
titulacdo potenciométrica (Figura 2).

O sistema proposto para a liberacdo tépica de EGCG foi caracterizado por meio de (a)
espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta-visivel; (b) estabilidade em funcdo do
tempo e em contato com o dente e (c) espectroscopia de fluorescéncia (Figura 3).
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CARACTERIZACAO DA EGCG
ESPECTRO DE ABSORCAO ESTABILIDADE
Leituraapos 0,
H,0 H.0 | B - 1,2,3,4,5,6,
H.0 & w + iy v ” 24 e 27 horas
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Espectrofotémetro 4
8,6 x10° mol/L 1,09 x 10 mol/L
Meio acido Dente
/J f /;mL deHCl
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8,1 x10° mol/fL MNeutralizagdo 9,8 x10° mol/L Espeligfotomeno
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H20 $ . -
7,0 x10°5  mol/L 9,2 x10% mol/L + o
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8,6 x10° mol/L
TITULACAO POTENCIOMETRICA
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% /  Aliguotasde0,5mLde
souLHCl . b /éf 50uL HCl NaCH (0,02mg/mL)
{1mol/L) \\ 7 {1mol/L) —@—
.. @
H,O0
i HiO = H,0
+
EGCG
» igc?_ EGCG
Ca(OH), h 10mL
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Figura 2. Esquema representativo das metodologias empregadas na andlise fisico-quimica da EGCG
(veiculada a agua).
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CARACTERIZACAO DA FORMULACAO
DESENVOLVIDA PARA LIBERACAO DA EGCG

ESPECTRO DE ABSORQKO
0,15mg Bpedroforo
ImL 1,09 x 10°* mol/L

ESTABILIDADE

Leiturainicial

= B eap6sl, 2,3,
4,5,6,24e27
horas
0,15mg Espectrofotdmetro
1,09 x 10°* mol/L
ESTABILIDADE EM CONTATO COM DENTE
Leiturainicial
eaposl, 2,3,
@ w 4,5, 6,24e27
horas
Espectrofotdmetro
1,09 x 104 mol/L
ESPECTRO DE FLUORESCENCIA
===}
0,12mg Espectrofluorimetro

3mL 8,6 x10° mol/L

Figura 3. Esquema representativo das metodologias empregadas na andlise fisico-
quimica da EGCG em formulagcdo desenvolvida para liberacdo de EGCG
(veiculada em PEG 400).
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Espectroscopia de absor¢cdo na regiao do Ultravioleta-Visivel

As medidas espectrofotométricas foram obtidas em um espectrofotometro UV-Vis
Agilent 8453 (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Alemanha), acoplado a um sistema
de computador e analizados com o software Origin 6.0 (Microcal-TM -OriginR versao 6.0;
Microcal Software Inc., USA) (Figura 4).

Figur& .4. .Es_péctrofotc“)metro Agilier& | aéc;plado ab sistema
computadorizado

Para a leitura no espectrofotometro, as solucdes foram colocadas em uma cubeta de

quartzo, com caminho Optico de 1 cm e 2 lados polidos, num volume total de 3 mL. Os

espectros foram determinados na faixa de 200 a 400 nm (luz ultravioleta) e de 400 a 800nm

(luz visivel). A calibracao do equipamento foi realizada antes de cada leitura, em cubeta

contendo apenas o solvente (branco). Os espectros foram obtidos a partir da média de trés
leituras para cada amostra.

A estabilidade da EGCG foi avaliada em funcao do tempo (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 e
27hs), do meio (neutro, acido e basico) e da presenca de dentes deciduos ou permanentes
na solucdo. Para este estudo, um dente molar humano higido, deciduo e um permanente,
recém-extraido, apresentando raizes integras, foram submetidos a abertura coronaria
realizada pela face oclusal, e imersos nas solugdes de EGCG. A abertura foi realizada para

aumentar a superficie de contato da substancia com o calcio presente no dente.
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Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia foi realizada em um espectrofluorimetro RF-5301
PC Shimadzu (Shimadzu Corporation, Chiyoda-ku, Tokyo, Japao), equipado com uma
lampada de xendnio de 150 W (Figura 5).

Para a leitura no espectrofluorimetro, as solugdes foram colocadas em uma cubeta de
quartzo, com caminho éptico de 1 cm e 4 lados polidos, e submetidas a fendas de excitacdo
(fex) e emissao (fem) variando de 1,5 a 10 nm. Os espectros foram obtidos a partir da
média de trés espectros para cada amostra. O comprimento de onda de excitacao (AEX)
inicial foi de 325 a 329nm, com 1 minuto de excitagdo em temperatura a 25°C. A
temperatura foi mantida +£2°C.

Figura 5. Espectrofluorimetro

Titulagdo Potenciométrica

A titulacao potenciométrica foi realizada para caracterizagdo do pKa da substancia
nas formas protonada e desprotonada. As medidas de pH foram realizadas utilizando-se o
pHmetro Digimed DM-20 (Digicrom Analitica Ltda., S3ao Paulo, Brasil) (Figura 6).

Figura 6. Aparelho pHmetro
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Para esse experimento foram preparados 25 mL da solucdo aquosa de EGCG (1,0
mM) e 100 mL de solucao de hidréxido de sddio (1,0 mM) em cloreto de potassio 0,1 M.
Colocou-se em uma bureta, 25 mL de solucao de hidréxido de sddio e 10 mL da solucdo de
EGCG em um béquer. As medidas foram efetuadas a cada adicdo de aliquotas de 0,5 mL da
solucao de hidroxido de sédio sobre a solucdo de EGCG, sob agitacdo. Ao total foram

adicionados 20 mL de solucdo de hidréxido de sédio a solucao de EGCG.

Analise da Cor dos Dentes

A cor da coroa dos dentes foi determinada com auxilio do espectrofotometro digital
VITA Easyshade (Wilcos Brasil Industria e Comércio Ltda, SP, Brasil) (Figura 7) no
Laboratdrio do Departamento de Materiais Dentarios e Prétese, por gentileza da Profa. Dra.

Fernanda de Carvalho Panzeri Pires-de-Souza.

Figura 7. Aparelho VITA Easyshade

O padrdao de observagao, simulado pelo colorimetro espectofotométrico, seguiu o
sistema CIELAB recomendado pela CIE (Comission Internationale de I'Eclairage). Este
consiste de dois eixos a* e b*, que possuem angulos retos e representam a dimensdo de
matiz e saturacao das cores verde-vermelha e azul-amarela, respectivamente. O terceiro
eixo, L*, representa a luminosidade (branco-preto) e é perpendicular ao plano a*b*. Com

este sistema as cores foram determinadas nas coordenadas L*, a*, b* (Figura 8).
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Figura 8. Sistema de coordenadas de cores de CIE
L*a*b*(Fonte:disenoypreimpresionmozadr.wo
rdpress.com)

As leituras iniciais de cor foram realizadas apds abertura coronaria e selamento com
cimento de iondmero de vidro e as leituras finais aos 21, 42 e 56 dias apos a aplicacao da
EGCG no interior dos canais radiculares, na presenca do selamento provisério com CIV. No
intervalo entre as leituras os dentes foram mantidos em estufa, com separadores individuais
imersos em agua destilada na temperatura de 37°C. As medigGes foram efetuadas no
mesmo ambiente, por um Unico operador, previamente calibrado. Para cada leitura os
dentes foram secos com papel absorvente e colocados em um fundo branco padrao. Os
dentes tiveram sua cor avaliada no terco médio da coroa, estando o feixe de luz do aparelho
sempre direcionado na mesma regidao da coroa, permitindo que houvesse uma padronizagao
da realizagao das leituras sempre na mesma regiao da coroa. Os valores absolutos de L* a*
e b* foram obtidos a partir de trés leituras de cada amostra e em cada periodo, e o valor

médio entre essas trés leituras foi considerado.

A partir dos dos valores absolutos foram determinadas as alteragdes de cor (cor final
— cor inicial) de cada eixo, sendo expressas como AL, Aa e Ab, respectivamente (Shi et al.,
2012). A estabilidade de cor dos dentes (AE) também foi determinada pela diferenca entre
as coordenadas obtidas das amostras antes e apds a aplicacdo intracanal da EGCG. O AE foi
calculado a partir da férmula (Attin et al., 2003; Pires-de-Souza et al., 2011; Moreira et al.,
2012; Sabatini et al., 2012):



Material e Métodos | 43

AE = [(AL*¥)* + (Aa*)* + (Ab*)*]"?
Onde:

AE*= alteragao de cor
AL*= diferenca do eixo L*
Aa*= diferenca do eixo a*

Ab*= diferenca do eixo b*

Preparo dos dentes deciduos

Foram selecionados 20 dentes deciduos anteriores superiores e inferiores, extraidos,
de humanos, higidos, com raizes integras ou com até 1/3 de rizdlise. As superficies
radiculares dos dentes foram cuidadosamente limpas com curetas periodontais e, em
seguida, armazenadas em solucao de azida de sddio diluida em agua destilada, na proporcao

de 1:4, até o momento da utilizagdo.

Os dentes foram submetidos ao tratamento endodontico convencional (Figura 9),
incluindo a abertura corondria utilizando pontas diamantadas esféricas n° 1012 (KG
Sorensen Industria e Comércio, Sao Paulo, SP, Brasil) em turbina de alta rotacao, sob
refrigeracao. A abertura coronaria foi complementada com o uso de ponta diamantada 3083
(KG Sorensen Industria e Comércio). Uma lima tipo K n® 15 (Dentsply Maillefer, Suica) foi
introduzida no canal radicular até a abertura do forame, para determinacdo do
“Comprimento Real do Dente” (CRD), sendo o “Comprimento Real de Trabalho” (CRT)
estabelecido a 1,0 mm aquém da abertura do forame ou do limite do bisel de rizdlise. O
cursor de borracha foi posicionado tendo como referéncia a borda incisal da coroa dentaria.
A medida entre a ponta do instrumento e o cursor foi anotada em ficha sendo esta
considerada o CRD. Os dentes foram armazenados em recipientes separados contendo agua

destilada.

O preparo biomecanico foi realizado utilizando, sequencialmente, limas tipo K n° 20,
25, 30 e 35 no CRT, associadas a copiosa irrigacdo, aspiracdo e inundagao com hipoclorito
de sédio a 0,5% (Farmacia Daterra, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), acondicionados em tubetes
de anestésicos previamente esterilizados e mantidos em recipiente fechado ao abrigo da luz

por no maximo 15 dias. Essa solucdo foi introduzida no canal radicular por meio de seringa
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Carpule provida de agulha descartavel 27 G longa (BecKton Dickinson Ind. Cirdrgicos Ltda.,
Juiz de Fora, MG, Brasil), limitada por cursor de borracha, de acordo com o CRT, sendo
efetuada a cada troca de instrumento com 3,6mL de solugdgo. Em seguida, os canais
radiculares foram secos por meio de aspiracdo e preenchidos com uma solucdo de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 14,3%, tamponado em pH 7,4 (Odahcam; Herpo
Produtos Dentdrios Ltda., RJ, Brasil), por 3 minutos. A seguir, foi realizada a irrigacao com
solucdo de hipoclorito de sddio a 0,5%, aspiracdo e secagem utilizando cones de papel
absorvente (Tanari Industrial, Manacapuru, AM, Brasil).

Preparo dos dentes permanentes

Foram selecionados 20 dentes permanentes anteriores superiores e inferiores,
extraidos, de humanos, higidos, com raizes completamente formadas, integras e retas. As
superficies radiculares dos dentes foram cuidadosamente limpas com curetas periodontais e,
em seguida, armazenados em solucao de azida de sddio diluida em agua destilada, na
proporcao de 1:4, até o momento da utilizagdo.

Os dentes foram submetidos ao tratamento endoddntico convencional (Figura 10),
incluindo a abertura coronaria utilizando pontas diamantadas esféricas n° 1012 (KG
Sorensen Industria e Comércio) em turbina de alta rotacao, sob refrigeracdo. A abertura
coronaria foi complementada com o uso de ponta diamantada 3083 (KG Sorensen Industria
e Comeércio).

O CRD foi determinado, introduzindo-se uma lima tipo K n°® 15 (Dentsply Maillefer)
até a abertura do forame apical. O cursor de borracha foi posicionado tendo como referéncia
a borda incisal da coroa dentdria. A medida entre a ponta do instrumento e o cursor foi
anotada em ficha sendo considerado o CRD. Os dentes foram armazenados em recipientes
separados contendo agua destilada.

A padronizagdao do diametro do forame foi realizada utilizando-se limas tipo K
(Dentsply Maillefer), sequencialmente, da lima tipo K de n° 15, até a lima n° 30, o qual foi
considerada como “Instrumento Apical Foraminal” (IAF), seguida por copiosa irrigacao,
aspiracao e inundagao com hipoclorito de sédio a 0,5% (Farmacia Daterra), acondicionados
em tubetes de anestésicos previamente esterilizados e mantidos em recipiente fechado ao
abrigo da luz por no maximo 15 dias. Essa solucdo foi introduzida no canal radicular por
meio de seringa Carpule provida de agulha descartavel 27 G longa (Beckton Dickinson Ind.
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Cirargicos), limitada por cursor de borracha, de acordo com o CRT, sendo efetuada a cada

troca de instrumento com 3,6mL de solugao.

A confeccdo do batente apical foi estabelecida a 1,0mm aquém do CRD, sendo este
considerado o CRT. Para a realizacdao do batente apical foram utilizadas limas tipo K n° 35,
40, 45 e 50, sendo a lima tipo K de n® 50 considerada como “Instrumento Memdria” (IM).
Apds o uso de cada instrumento, foi realizada a irrigacao, aspiracdao e inundacdo com
solucao de hipoclorito de sddio a 0,5%.

O preparo biomecanico dos canais radiculares foi realizado empregando-se a técnica
escalonada com recuo progressivo programado. O escalonamento foi efetuado utilizando-se
as limas tipo K n°® 55, 60 e 70 nos quais foi reduzido 1,0 mm a cada troca de instrumento.
Apds a utilizacgdo de cada lima no escalonamento, o IM foi introduzido nos canais
obedecendo o CRT, e ao final do preparo o IAF foi repassado até o CRD. Durante todo o
procedimento de preparo biomecéanico, o canal radicular foi irrigado, aspirado e novamente
inundado com solucdo de hipoclorito de sodio a 0,5%, acondicionada em tubetes de
anestésicos esterilizados, utilizando-se para isso uma seringa Carpule e agulhas 27 G longa,
limitada por cursor de borracha, de acordo com o CRT.

Ao término do preparo biomecanico os canais radiculares foram secos por meio de
aspiracao e complementados com o uso de cones de papel absorvente (Tanari Industrial), e
inundados com uma solucdo de acido etilenodiaminotetracético a 14,3%, tamponado em pH
7,4 (Odahcam), por 3 minutos. A seguir, os canais foram irrigados copiosamente com
solucao de hipoclorito de sodio a 0,5% e novamente secos por aspiracao e uso de cones de
papel absorvente.
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PREPARO DE DENTES DECiDUOS
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Figura 9. Fluxograma representativo dos procedimentos realizados na andlise da alteragdo, de cor,
apos aplicacdo intracanal em dentes deciduos.
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PREPARO DE DENTES PERMANENTES
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Figura 10. Fluxograma representativo dos procedimentos realizados na andlise da alteragdo de cor, apés
aplicacdo intracanal em dentes permanentes.



48 | Material e Métodos

Divisdo dos grupos experimentais

Os 20 dentes deciduos e 20 dentes permanentes foram aleatoriamente divididos em
4 grupos de 10 dentes cada, cujos canais radiculares foram preenchidos com os materiais
listados na Tabela 1.

Tabela 1 — Grupos experimentais, material utilizado e nimeros de espécimes.

Grupos Material Numeros de Espécimes
Grupo 1 EGCG-3 + H,0 (Dente Deciduo) 10
Grupo 2 EGCG-3 + PEG 400 (Dente Deciduo) 10
Grupo 3 EGCG-3 + H,0 (Dente Permanente) 10
Grupo 4 EGCG-3 + PEG 400 (Dente Permanente) 10

Preenchimento dos canais radiculares

Todos os espécimes (dentes deciduos e permanentes) tiveram seus apices vedados
por cola (Superbonder Henkel Ltda., Sao Paulo, Brasil), evitando seu escoamento para o
interior o canal radicular e para evitar que o curativo pudesse extravasar através forame

apical.

Apds o completo vedamento dos canais os curativos foram colocados no interior dos
canais radiculares, com auxilio de seringa Carpule e agulha 27 G longa. Apods verificar o
completo preenchimento dos canais radiculares pelo curativo, os dentes receberam
selamento coronario com cimento de ionémero de vidro Vidrion R (S.S. White Artigos
Dentarios Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os dentes foram armazenados separadamente
durante todos os periodos experimentais e mantidos em estufa na temperatura de 37°C.

Analise estatistica

Os resultados de alteracao de cor, referentes aos valores absolutos de L*, a* e b*
foram submetidos a andlise estatistica. Inicialmente foi aplicado o teste de Kolmogorov-
Smirnov para verificar se os dados apresentam distribuicao normal. A seguir, foi realizada a
analise de variancia (ANOVA), seguida do pds-teste de Tukey (95% de confianga). Os dados
foram analisados usando-se o programa estatistico Graph Pad Prism 4 (Graph Pad Software
Inc, San Diego, CA, EUA).



Resultados







Resultados 51

REsuLTADOS

Caracterizagao Fisico-quimica
EGCG

O espectro de absorbancia da EGCG, veiculada em agua, em pH neutro, apresentou
um pico maximo em 274 nm na regido do UV/Vis (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de absorcao UV/Vis da EGCG em solugao aquosa
com concentragdo da EGCG= 8,6x10°mol/L; pH= 6,2; A=
274 nm; absorbancia= 1u.a.

A EGCG veiculada em agua, em pH neutro, também apresentou estabilidade em
funcdo do tempo, mantendo seu pico maximo de absorbancia na regiao do UV/Vis em 274
nm, apos os periodos de 1, 3, 4, 5, 6, 24 e 27 horas (Figura 12).
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149 Estabilidade da EGCG
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Figura 12, Estabilidade da EGCG em solugdo aquosa, avaliada por meio
do espectro de absorcdo em espectroscopia de UV/Vis, em
fungao do tempo (0, 1, 3, 4, 5 6, 24 e 27 horas).
Concentracdo da EGCG= 8,6x10°mol/L; pH= 6,2; A= 274
nm; absorbancia= 1u.a.

Em meio acido o comportamento espectral da EGCG, veiculada em agua, nao foi

alterado, sendo mantido o pico maximo de absorbancia na regidao do UV/Vis em 274 nm

(Figura 13).
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Figura 13. Espectro de absorcao UV/Vis da EGCG em solugao aquosa
neutra e acida (pH=2). Concentracdo da EGCG= 8,6x10
*mol/L; pH= 2,0; A= 274 nm; absorbancia= 1u.a; HCl=
1mol/L.
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A estabilidade da EGCG, veiculada em agua, nao foi alterada em meio acido (pH 4,5),
sendo mantido o pico maximo de absorbancia na regidgo do UV/Vis em 274 nm apds os
periodos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 e 27 horas (Figura 14).

EGCG pH = 4,5 ——1t=0
—t=1h
t=2h
——t=3h
t=5h
~t=6h
t=7h
——t=8h
———t=24h
t=27h

Intensidade

T T T — —
400 500 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 14. Estudo da estabilidade da EGCG em solugdao aquosa pH 4,5,
no periodo de 27 horas, por meio de espectroscopia de
UV/Vis. Concentraciio da EGCG= 9,8x10° mol/L; A= 274
nm; absorbancia= 1u.a.

Em meio basico o comportamento espectral da EGCG, veiculada em agua, foi
alterado, sendo observado o pico maximo de absorbancia na regidgo do UV/Vis em 323 nm
(Figura 15).
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Figura 15. Espectro de absorcao UV/Vis da EGCG em solugao aquosa
neutra e solugdao de NH,OH (pH=10). Concentracdo da
EGCG= 8,1x10°mol/L; pH= 10,0; A= 274nm e 323 nm;
absorbancia > 1u.a.

Apds a tentativa de neutralizacao da solugao de EGCG, veiculada em agua em pH
basico, observou-se um pico maximo de absorbancia na regido do UV/Vis em 278 nm e um

pico menor em 322 nm, nao retornando para suas caracteristicas originais (Figura 16).
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Figura 16. Espectro de absorcdo UV/Vis da EGCG ap6s adicdo de HCl a
solugdio de NH4OH. Concentragdo da EGCG= 8,1x10°mol/L;
pH= 7,0; A entre 278 e 322 nm; absorbancia < 1u.a.
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A EGCG em meio basico com adicao de hidroxido de calcio Ca(OH),, apresentou um
pico maximo de absorbancia na regido do UV/Vis em 322 nm e apds a neutralizacao houve o
desaparecimento da banda de absorcdo em 323 nm e uma tentativa de retorno ao pico em
274 nm. Apo6s adicao da segunda aliquota de Ca(OH),, houve escurecimento da solugao, mas

nenhuma mudanca significativa foi observada nos picos de absorcao (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de absorgdo UV/Vis da EGCG em meio neutro e
ap6s adicdo 200 pL de Ca(OH),. Neutralizacdo da EGCG
com adicdo de HCl (1mol/L). Concentracdo da EGCG=
7,0X10°mol/L; pH= 7,0 e 10,0; A= 274 e 323nm;
absorbancia < 1u.a.

Na interacdao da EGCG com CaCl, observou-se uma diminuicdo do pico de absorcao
em 274 nm e o aparecimento de um novo pico em 322 nm, com formacao de um ponto
isosbéstico em 292 nm. A absorbancia teve seu valor sequencialmente reduzido, sendo
inferior a 1,0 u.a. e, apds a formagdo do ponto isosbéstico houve um aumento do valor da
absorbancia para 1,0 u.a. Na neutralizacdo, o comprimento de onda da EGCG retornou ao

estado original de 274 nm (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Variacdo no espectro de absorcao UV/Vis da EGCG apds
adicao de CaCl,, a uma solucdo neutra de EGCG com
concentracdo da EGCG= 9,2X10°mol/L; pH= 7,0; A= 274
nm; absorbancia= 1u.a. Apds a adicdo da solugao de CaCl,
pH= 7,0; A= 322 nm; absorbancia= 1lu.a. Ponto isosbético
em 292nm.
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Figura 19. Espectro de absorgdo UV/Vis da EGCG e CaCl, apds
neutralizagdo da solugdo com adicdo de HClI (1mol/L).
Concentragdo da EGCG= 9,2X10°mol/L; pH= 7,0; A= 274
nm; absorbancia= 1u.a.

A EGCG, veiculada em agua, em contato com a superficie dental de dentes deciduos

manteve sua estabilidade em funcao do tempo, apresentando apenas uma diminuigao
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significativa da absorbancia da banda em 274 nm, durante os periodos de 1, 3, 4, 5, 6, 24 e
27 horas. Apds 1 hora de imersao dos dentes, seu espectro apresentou uma pequena banda

em 322 nm, mais pronunciada para o dente deciduo (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Estudo da estabilidade da EGCG, em solugdo aquosa, na
presenca de dente deciduo, no periodo de 27 horas, por
meio de espectroscopia UV/Vis. Concentracao da EGCG=
1,09x10™mol/L; pH= 7,0; A= 274 nm; absorbancia< 1u.a.
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Figura 21. Estudo da estabilidade da EGCG, em solugdo aquosa, na
presenca de dente deciduo, no periodo de 27 horas, por
meio de espectroscopia de UV/Vis. Concentracdo da EGCG=
1,09x10™mol/L; pH= 7,0; A= 274 nm; absorbancia< 1u.a.
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A constante de velocidade de decomposicao k da EGCG em solugdo aquosa, em
contato com os dentes deciduo e permanente, estd apresentada no gréfico abaixo (Figura
22A e B); onde A é a absorbancia em 274 nm versus tempo nas primeiras 6 horas

Os valores obtidos para a constante de velocidade de decomposicao (k) da EGCG-3
em solucdo aquosa foi de 0,00259, quando em contato com o dente deciduo, de 0,00358,

em contato com o dente permanente.
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Figura 22. Grafico InAt/A0 (onde A é a absorbancia em 274 nm) do logaritmo das absorbancias em fungao do
tempo para a EGCG em solugdo aquosa em contato com o dente deciduo (A) e permanente (B).

No estudo de fluorescéncia da EGCG, a substancia apresenou espectro de emissao
em 393 nm e espectro de excitagao em 325 nm (Figuras 23 e 24).
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Figura 23. Espectro de excitagdo da EGCG, em solugdao aquosa, por meio
de espectroscopia de fluorescéncia. Concentragdo da EGCG=
8,6x10°mol/L; pH= 7,0; Aem= 393 nm, fendas 5, 10 nm;
absorbancia< 1u.a.
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Figura 24. Espectro de emissdo da EGCG, em solugdo aquosa.
Concentracdo da EGCG= 8,6x10™ mol/L; pH= 7,0; Aem =
393 nm, fendas 5, 10 nm; absorbancia< 1u.a.

No estudo de titulacdo potenciométrica, que avaliou o efeito do pH sobre a EGCG,
verificou-se que o ponto de equivaléncia se deu aproximadamente em pH 10, onde sugere-

se sua saturagao (Figura 25).
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Figura 25. Titulagdo potenciométrica da EGCG (0,45mg/mL) com
hidroxido de sddio (0,02mg/mL) em KCl 0,1 M.

Espectroscopia de absorgao, estabilidade e fluorescéncia do sistema de liberagao
topica de EGCG

O espectro de absorcao da EGCG pode ser observado em um comprimento de onda
em 278 nm e na sua estabilidade em fungao do tempo verificou-se apenas uma pequena
diminuigdo da absorbancia. Na presenca de elementos dentais a estabilidade da EGCG foi
mantida em um comprimento de onda de 278 nm, porém nas 6 primeiras horas houve um
aumento significativo da intensidade da absorbancia, decaindo um pouco apds esse periodo

e nao houve alteragao de cor da solucao (Figuras 26 a 28).
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Figura 26. Estabilidade do sistema de liberagdo de EGCG, avaliada por
meio do espectro de absorcdo em espectroscopia de UV/Vis,
em fungdo do tempo (0, 1, 3, 4, 5, 6, 24 e 27 horas).
Concentracdo da EGCG= 1,09X10%mol/L; A= 278 nm;
absorbancia> 1u.a.

1,6 1 —1H
2H
— 3H
5H
Dente — 6H

Deciduo ——— 24H

— 27H

Absorbancia

I = |
400 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 27. Estudo da estabilidade do sistema de liberagdo de EGCG na
presenca de dente deciduo, no periodo de 27 horas, por
meio de espectroscopia de UV/Vis. Concentracdo da EGCG=
1,09x10™mol/L; A= 278 nm; absorbancia< 1u.a.
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Figura 28. Estudo da estabilidade do sistema de liberagao de EGCG na
presenca de permanente, no periodo de 27 horas, por meio
de espectroscopia de UV/Vis. Concentragdo da EGCG=
1,09x10™ mol/L; A= 278 nm; absorbancia< 1u.a.

No estudo de fluorescéncia da EGCG apresenta o espectro de emissdo em 377 nm,

com o espectro de excitagdo em 329 nm (Figura 29).
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Figura 29. Espectro de emissao do sistema de liberagao de EGCG, por
meio de espectroscopia de fluorescéncia. Concentragao da
EGCG= 8,6x10°mol/L; Aem= 377 nm; Aexc= 329 nm;
fendas 5, 10 nm; absorbancia< 1u.a.
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Estabilidade de Cor

Os valores absolutos (média e desvio padrao) de L*, a* e b* do estudo de alteracdo de
cor apds aplicacdo intracanal de EGCG (veiculada em agua) e do sistema de liberacdo de
EGCG estdao apresentados nas Figuras 30 a 33. Nao se verificou diferenca estatistica
significativa nos valores absolutos de L*, a* e b* dos elementos dentais em nenhum dos
periodos avaliados (p< 0,05).

Os valores (média e desvio padrao) de AL, Aa, Ab e AE, nos periodos de 21, 42 e 56
dias estdo apresentados na Tabela 2. De acordo com os valores de AE, os grupos que
apresentaram valores inferiores a 3,3 (limite clinicamente aceitavel), foram o sistema de
liberacao de EGCG em dentes permanentes, em todos os periodos avaliados, e a EGCG em

dentes deciduos e permanentes, no periodo de 21 dias.
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L* a* b* L* a* b* L* a* b* L* a* b*
Média 84,14 -0,54 20,07 85,14 -1,16 24,84 84,06 -1,20 24,36 84,62 -1,16 23,96
DP 549 306 3,74 228 19 649 18 1,79 6,66 1,54 1,88 7,44

Figura 30. Média e desvio padrdo (DP) dos valores de L*, a* e b* dos dentes permanentes apds aplicacdo
intracanal de EGCG por 21, 42 e 56 dias. NS: diferenca estatistica ndo significante
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DP 2,65 0,97 1,04 1,41 144 269 2,70 1,13 2,52 2,55 1,05 1,73

Figura 31. Média e desvio padrao (DP) dos valores de L*, a* e b* dos dentes permanentes apds aplicacdo intracanaldo
sistema de liberagdo de EGCG por 21, 42 e 56 dias. NS: diferenca estatistica ndo significante
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Média 86,38 -052 2740 8533 -0,30 28,65 88,70 0,20 31,08 8945 0,17 31,93
DP 7,62 2,38 1,94 7,55 2,30 4,17 7,87 241 391 9,22 241 4,73

Figura 32. Média e desvio padrdo (DP) dos valores de L*, a* e b* dos dentes deciduos apds aplicacao intracanal
de EGCG por 21, 42 e 56 dias. NS: diferenca estatistica ndo significante
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Inicial 21 dias 42 dias 56 dias
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Média 8260 2,26 31,10 7533 160 2740 76,67 1,36 2857 7897 1,13 27,87
DP 4,01 4,02 4,53 563 38 756 549 393 767 437 3,46 6,18

Figura 33. Média e desvio padrao (DP) dos valores de L*, a* e b* dos dentes deciduos apds aplicacdo intracanal
do sistema de liberagdo de EGCG por 21, 42 e 56 dias. NS: diferenga estatistica nao significante



68 | Resultados

Tabela 2. Média (Desvio Padrao) dos valores de AL, Aa, Ab e AE, da coroa dos dentes permanentes e
deciduos, tratados com EGCG (EGCG/H,0) ou com o sistema de liberacdo de EGCG (EGCG/PEG)

durante 21, 42 e 56 dias.

21 dias 42 dias 56 dias
AL
Dentes Deciduos EGCG/H,0 -1.05 (0.07) 2.32 (0.24) 3.07 (1.60)
EGCG/PEG -7.27 (1.61) -5.93 (1.47) -3.63 (0.35)
Dentes Permanentes EGCG/H,0 1.00 (3.21) 0.08 (3.63) 0.48 (3.95)
EGCG/PEG -3.34 (1.23) -2.18 (0.04) -1.48 (0.09)
Aa
Dentes Deciduos EGCG/H,0 0.22 (0.08) -0.32 (0.03) -0.35 (0.03)
EGCG/PEG -0.66 (-0.16) -0.9 (0.08) -1.13 (0.55)
Dentes Permanentes EGCG/H,0 -0.62 (1.09) -0.66 (3.69) -0.62 (1.18)
EGCG/PEG -0.38 (0.47) 0.20 (0.16) -0.19 (0.08)
Ab
Dentes Deciduos EGCG/H,0 1.25 (2.23) 3.68 (1.97) 4.53 (2.76)
EGCG/PEG -3.7 (3.03) -2.53 (3.13) -3.23 (1.65)
Dentes Permanentes EGCG/H,0 4.77 (2.74) 4.29 (2.92) 3.89 (3.69)
EGCG/PEG 0.80 (1.65) -0.50 (0.08) 1.32 (0.68)
AE
Dentes Deciduos EGCG/H,0 1.26 (0.10) 4.36 (1.98) 5.48 (3.19)
EGCG/PEG 7.29 (1.61) 6.50 (3.45) 4.98 (1.77)
Dentes Permanentes EGCG/H,0 1.17 (3.39) 4.34 (5.94) 3.96 (5.53)
EGCG/PEG 0.88 (1.31) 2.24 (0.18) 1.99 (0.69)




Disousséo
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Discussio

O estudo e utilizagdo de substancias naturais com finalidade terapéutica constitui
medida de grande impacto econémico e social, principalmente em salde publica. Em todo o
mundo, uma grande variedade de plantas medicinais vem sendo utilizadas ha milhares de
anos para o tratamento de doencas. No entanto, muitas vezes o isolamento da substancia
responsavel pelos efeitos terapéuticos da planta (principio ativo) e seu mecanismo de acdo
nao sdo conhecidos. A identificacdo e caracterizacao do principio ativo dos extratos naturais
€ muito importante para avaliar seus verdadeiros beneficios ou potenciais riscos a saude
humana (Reto et al., 2007). A EGCG, derivado bioativo do cha-verde recentemente isolado e
purificado, apresenta comprovada acdo antimicrobiana (Yang et al., 2010), anti-inflamatdria,
inibidora de reabsorcao e inativadora de LPS bacteriano (Yun et al., 2004) e estimuladora de
regeneracao éssea (Rodrigues et al., 2011) em diferentes condicdes patoldgicas. No entanto,
sua utilizacdo como medicacdo entre sessdes durante a terapia endodontica ndo havia sido

proposta.

Na literatura endodoéntica, apenas um estudo relatou que o uso sistémico da EGCG
em ratos, por meio de injecdes intraperitoneais, resultou em acentuada redugao na extensao
e severidade de lesOes periapicais associadas a dentes portadores de necrose pulpar (Lee et
al., 2009). No entanto, tal medida sugere o uso da EGCG de forma sistémica para o
tratamento de uma doenga que apresenta etiopatogenia local. Sabe-se o tratamento de
dentes portadores de necrose pulpar e lesao periapical visivel radiograficamente é
essencialmente topico, envolvendo a desinfeccdo do sistema de canais radiculares e regido
periapical, que abrigam os microrganismos responsaveis pelo aparecimento e manutencao
da doenca (Kakehashi et al., 1965; Tronstad, 1992). Por esse motivo nosso objetivo foi
desenvolver uma formulacao tdpica a base de EGCG que proporcionasse a desinfeccao do
sistema de canais radiculares e reparacao de tecidos apicais e periapicais destes dentes
utilizando um medicamento natural. Até o0 momento ndo existe um tratamento ideal ou uma
medicacdo que resulte em 100% de sucesso clinico, radiografico, microbioldgico e
histoldgico. Para esta finalidade sugerimos que a EGCG fosse aplicada na sua forma bioldgica
ativa, o que tornou inicialmente necessaria a caracterizacdo de suas propriedades fotofisicas

e fotoquimicas em diferentes meios e condicOes locais.

Atualmente, o método mais utilizado para caracterizacdo fisico-quimica de
substancias com finalidade farmacoldgica é a espectroscopia de absorcao, que pode ser
realizada em luz UV-VIS ou fluorescéncia. A espectroscopia na faixa de luz UV-VIS é utilizada



72| Discussdo

na caracterizacdo reagdes quimicas e bioquimicas, bem como na descricao de mecanismos e
cinéticas de reagOes bioldgicas complexas em pesquisas de novos agentes farmacoldgicos
(Galo e Colombo, 2009). As vantagens de aplicacao dessa metodologia, que foi utilizada no
presente estudo, incluem o baixo custo operacional, reduzido tempo de analise (inferior a 1
minuto) e o fato de ser uma técnica espectroscdpica quantitativa, de facil interpretacdo. A
metodologia consiste na aplicagdo de um feixe de luz, de comprimento de onda e
intensidade conhecidos, que permite a quantificacdo da absorcdo de luz (absorbancia) da
amostra. No presente estudo a técnica espectrofotometria em luz UV/Vis mostrou que EGCG
em solucdo aquosa neutra (8,6 x 10 mol/L) apresentou absorbéncia de 274 nm, muito
semelhante ao preconizado pelo fabricante (275 nm) e ao obtido em estudos anteriores (272
a 274nm) (Tang et al., 2004; Zheng et al., 2006; Zhao et al., 2012). Esse padrao de
absorbancia apresentou estabilidade ao longo do tempo, por até 27 horas, e nao foi alterado
em meio acido. A estabilidade da EGCG em meio acido, é de grande importancia e favorece
seu possivel uso intracanal no tratamento das lesdes periapicais, pois nesse ambiente estdo
presentes produtos e subprodutos tdxicos provenientes das bactérias Gram-negativas, que
torna esse meio acido, com baixo nivel de pH, favoravel a reabsorcao dos tecidos
mineralizados (Nair, 2004).

A espectroscopia de fluorescéncia, metodologia também utilizada no presente estudo,
foi desenvolvida como alternativa a luz UV/Vis, para quantificar farmacos em medicamentos.
Esta técnica apresenta maior sensibilidade e precisdo, sendo amplamente aplicada em
substancias que requerem baixos limites de deteccdo. A sensibilidade inerente a esta técnica
€ consideravelmente maior em comparacdo a espectrofotometria em luz UV/visivel,
apresentando limites de deteccao de até trés ordens de grandeza menores. Contudo, apesar
de todas as vantagens oferecidas pelos métodos fluorescentes, somente algumas
substancias exibem fluorescéncia nativa, como consequéncia dos processos de desativacao
gue ocorrem em uma molécula (Sotomayor et al., 2008). Desta forma, o espectrofluorimetro
pode facilmente dosar baixos teores de quaisquer hidrocarbonetos aromaticos, conhecendo-
se seus comprimentos de onda de excitacdo (obtidos por meio de espectroscopia na regiao
do ultravioleta) e a partir dai constroi-se uma curva de calibragdo. Nossos resultados
mostraram a EGCG apresentou propriedades fluorescentes e espectro de emissao em 393
nm, também semelhante ao encontrado por outro estudo 393 nm (Miyake et al., 2011),
diferente de um estudo anterior onde encontrou-se o espectro de emissao da EGCG foi de
343 nm (Maiti et al., 2006). Considerando que variagdes no meio, acido ou basico, podem
interferir na intensidade da fluorescéncia, também efetuamos essa analise e verificamos que

as propriedades fluorescentes da EGCG também nao foram alteradas em funcao do tempo
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ou do meio. No presente ndo foi possivel determinar o valor exato do pKa da EGCG,
sugerindo-se que o ponto de desprotonacdo da substancia possa estar presente em um pH
inferior ao utilizado.

Apds a caracterizacao fisico-quimica da EGCG em agua, buscamos o desenvolvimento
de uma formulacdo que apresentasse condicdes de uso clinico, podendo ser levada no
interior dos canais radiculares e mantida por periodos prolongados. A agua, apesar de ser
considerado um solvente universal e ser indicada pelo fabricante da EGCG, nao apresenta
caracteristicas fisicas favoraveis para utilizacgdo como medicacdo intracanal, pois é
rapidamente solubilizada e reabsorvida pelo organismo (Ballal et al., 2010), o que manteria o
canal radicular vazio na maioria do periodo entre as sessdes de tratamento. Assim, foi
testada a associacao da EGCG com um veiculo viscoso, o PEG 400. A opcdo pela utilizacdo
do PEG 400, um polimero flexivel, levou em consideracao o fato do mesmo ser biocompativel
e apresentar um sistema lipossomal de liberacao de droga, permitindo que esta seja liberada
de forma lenta e por um periodo tempo prolongado (Klibanov et al., 1990; Allen t al., 1991;
Torchilin, 2005). Ainda, este veiculo é também utilizado no curativo de demora mais
consagrado na literatura e utilizado na pratica clinica por nosso grupo de pesquisa, uma
pasta a base de base de hidrdxido de calcio (Calen, S.S. White Artigos Dentarios Ltda, Rio de
Janeiro, RJ - Brasil). A tecnologia de liberacdo controlada de substancias para uso
terapéutico oferece inimeras vantagens quando comparados a sistemas de aplicacdo
convencionais, tais como: maior eficacia terapéutica, com liberacao progressiva e controlada
do farmaco, diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulagdo, além de protecdo contra mecanismos de instabilidade e decomposicao do
farmaco (inativacdo prematura), administracdo segura, sem reagOes inflamatorias locais,
diminuicdo do numero de doses devido a liberacdo progressiva e possibilidade de
direcionamento a alvos especificos (Mufamandi et al., 2011). De acordo com nossos
resultados, o PEG 400, utilizado como veiculo viscoso, ndo causou alteracdo no
comportamento espectral da EGCG em luz UV/Vis ou em fluorescéncia. Além de manter as
propriedades fisico-quimicas da EGCG, o PEG 400 preservou sua integridade e estabilidade
na presenca de célcio, o que ndo ocorreu quando a mesma foi manipulada em agua.

Alguns estudos na literatura sugerem que a EGCG possa ter acdao quelante em ions
de metais de transicao (Wu et al., 2009; Yin et al., 2009; Miyake et al., 2011; Soler et al.,
2012). Isso pode justificar o comportamento alterado do espectro de absorcao da EGCG,
quando a mesma for manipulada em agua na presenca de meio basico (Ca(OH),) e neutro
(CaCly), visto que o ion calcio (Ca*), principal componente, é um metal. A EGCG em solugdo
aquosa de hidroxido de calcio e cloreto de calcio apresentou uma complexagao com o ion
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Ca*, sendo verificada pelo escurecimento da solucdo, sugerindo a agdo quelante da EGCG
com o ion. Este resultado é corroborado por um estudo recente onde o transporte de Ca*
celular foi reduzido proporcionalmente ao aumento de concentracao da EGCG (Soler et al.,
2012). Outros estudos anteriores tém mostrado que a EGCG pode produzir alteracdes na
homeostase de Ca," intracelular, quer em células excitaveis ou ndo excitaveis (Wu et al.,
2009; Yin et al., 2009). Essa acdo quelante também pOde ser verificada em outros metais
como ferro (Fe,"), cobre (Cu,") e zinco (Zn,"), sobre a atividade hepatoprotetora da EGCG
contra hepatotoxina induzida por lesao celular. Os resultados sugerem que ha uma
complexacdo da EGCG com o Zn,", a qual foi confirmada pelo método de UV-Vis (Kagaya et
al., 2002), o mesmo método utilizado no presente estudo, para verificar a complexacdo da
EGCG com o Ca*.

Em razdo de ter sido verificada possivel acao quelante da EGCG em solucdo aquosa e
na presenca de calcio, precedemos estudos de imersao de dentes. Sabe-se que o ion calcio,
na forma de fosfato de calcio, constitui a 99% do peso seco do esmalte dentario (Fejerskov
e Kidd, 2007). O comportamento alterado da EGCG (diminuicdo da absorbancia) em solucao
aquosa também foi verificado no estudo de imersao dos dentes deciduos e permanentes,
onde verificou-se o escurecimento da solugao e de regides dos dentes onde havia presenca
de remanescentes de colageno. Uma vez que a EGCG em solucdo aquosa e na presenca de
calcio sofre degradacdo acentuada da estrutura molecular no tempo maximo de avaliacdo,
que foi de 27 horas de acompanhamento, sua utilizacdo como curativo de demora poderia
estaria comprometida. Ainda, considerando a possivel acdo quelante de calcio da EGCG, ndo
se sabe o qudo prejudicial poderia ser a estrutura dental, um contato prolongado da EGCG
em solucao aquosa com o dente na forma de curativo. Por outro lado, o PEG 400, impediu a
acao quelante da EGCG quando em contato com os elementos dentais, sendo verificado bom
comportamento espectral da substédncia ndo havendo escurecimento da solugdo, nem das
estruturas dentais e também ndo havendo alteracdo da absorbancia. Esses resultados
sugerem que a formulagao proposta para aplicacao da EGCG, com PEG 400, atue como um
protetor da estrutura molecular da EGCG, impedindo sua degradacdo e assim prolongando
sua efetividade por meio da liberagcdo prolongada da droga.

Atualmente, o aumento das exigéncias estéticas dos pacientes torna importante a
avaliacdo de possiveis mudancas de cor do dente em decorréncia de tratamentos
odontolégicos (Moreira et al., 2012). Sabe-se que a alteracao de cor dental pode ser
decorrente do curativo antimicrobiano utilizado no tratamento endodontico (Plotino et al.,
2009), incluindo a aplicacdo tdpica do hidréxido de calcio (Kim et al., 2000; Kim et al., 2000;
Tinaz et al., 2008), curativo mais utilizado atualmente. Embora a EGCG veiculada em PEG



Discussdo | 75

apresente propriedades fisico-quimicas ideais para possivel uso como medicacao intracanal
durante o tratamento endodontico, deve-se considerar que a mesma € derivada do cha
verde, uma bebida com potencial de causar alteracdao de cor dental (Attin et al., 2003). Por
esse motivo o presente estudo avaliou o possivel efeito da aplicacdo tdpica intracanal de
EGCG na cor da coroa dental, em periodos de 7, 21 e 56 dias, considerando estes os
possiveis periodos clinicos em que os dentes deciduos e permanentes podem permanecer
com curativo de demora entre sessGes, previamente a obturacao dos canais radiculares.

O espectrofotometro também vem sendo utilizado tem por varios autores para avaliar
alteracdo de cor dental em materiais restauradores (Attin et al., 2003; Pires-de-Souza et al.,
2011; Moreira et al., 2012; Sabatini et al., 2012) e foi a metodologia escolhida no presente
estudo porque sua analise quantitativa exclui os possiveis erros de subjetividade na
avaliacdao de cor (Paul et al., 2002; Moreira et al., 2013). Sabe-se que percepcao de cor por
meio de avaliacdo visual é subjetiva e varia de pessoa para pessoa. Essa subjetividade é
resultado de muitos fatores, como a posicao do objeto observado e do observador com
relacdo a iluminagdo; a cor da luz utilizada para a iluminagdo; metamerismo, fadiga e
envelhecimento do objeto; bem como a fisiologia e 0 estado emocional do observador
(Yannikakis, et al., 1998). A avaliacdo de cor foi feita pelo sistema CIELAB, com analise dos
valores absolutos de L* a*e b* Também aplicamos uma férmula para a avaliacao do AE,
que vém sendo utilizada para avaliar alteracao de cor em materiais odontoldgicos (Pires-de-
Souza et al., 2011; Moreira et al., 2012; Sabatini et al., 2012). O AE tem sido avaliado com
aceitacao clinica de cor dental quando inferior a 3.3 (Sabatini et al., 2012; Pires-de-Souza et
al., 2011). Quando o AE < 1 a alteragao de cor ndo é detectada pelo olho humano, 1 < AE <
3.3 a alteracdo de cor é detectada pelo olho humano mas é clinicamente aceitavel e AE >
3.3 a alteracdo de cor é detectada pelo olho humano e clinicamente inaceitavel (Inokoshi et
al., 1996; Kim et al., 2006). Em contraste, alguns autores consideram como inaceitavel
valores de AE* > 2 (O'Brien et al., 1990) ou AE* > 3.7 (Kim e Lee, 2009). Embora tenhamos
considerado valores inaceitaveis acima de 3.3, estes também estavam acima de 3.7, o que
nao alteraria nossos resultados.

De acordo com os valores absolutos encontrados nas coordenadas L*, a* e b*, nao
verificamos alteracdo de cor dental significativa apds o uso da EGCG. No entanto, o valor de
AE foi superior a 3.3 em quase todos os grupos exceto para o sistema de liberacao de EGCG
em dentes permanentes e EGCG em dentes deciduos e permanentes apds 21 dias. Esses
resultados sugerem que o PEG 400 possa ser o melhor veiculo se utilizado como curativo
antimicrobiano em periodos prolongados, reduzindo possiveis alteracdes de cor

provavelmente oriunda da complexagdo com calcio dental em funcao do tempo, uma vez
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gue este ion estd presente em maior quantidade em dentes deciduos. Embora tenhamos
encontrado esses resultados apds a aplicacdo da formula para obtencao do AE, optamos pela
apresentacao das conclusdes tendo como base os valores absolutos e independentes das
coordenadas L* a* e b* de acordo com o CIELAB. A avaliagao da alteracdao de cor das
coordenadas L* a*e b* independentes, também vém sendo realizada por outros autores
(Shi et al., 2012). Esta opcao se deu ao fato das possiveis falhas metodoldgicas decorrentes
da aplicacdo dessa férmula; estudo recente sobre confiabilidade metodoldgica do sistema
CIELAB, revelou que as coordenadas a* e b* podem ser correlacionadas, pois estao
localizadas no mesmo plano volumétrico tridimensional, enquanto a coordenada L* sofre
variacao independente de a* e H* (Knosel et al., 2012). Assim, nossos resultados de cor e
luz foram avaliados na analise estatistica considerando valores absolutos de L* a*e b*

Sugere-se ainda que, embora alguns valores de AE tenham sido encontrados acima
de 3.3, essa variagdo pode nao ser decorrente da alteracdo de cor do dente, mas sim do
cimento de iondmero de vidro, material aplicado na face palatina dos dentes para o
selamento coronario provisorio dos mesmos durante o periodo de aplicacao do curativo de
demora. Sabe-se que o cimento de ionémero de vidro é sensivel e pode sofrer alteragao de
cor com o decorrer do tempo (Davis et al., 1995, Lim et al., 2001) e na presenca de agua.
Sugere-se que a agua proveniente do curativo intracanal possa ter alterado as propriedades
de cimento de iondmero de vidro. A utilizagdo do PEG impediu a acdo hidrofilica do curativo
e nado alterou a cor dental. No entanto, na clinica essa situacdo seria evitada, pois para a
obturacdo definitiva dos canais radiculares de dentes deciduos e permanentes, o selamento
provisorio com cimento de iondmero de vidro é removido e o dente é restaurado
definitivamente com uma resina composta fotopolimerizavel, da cor do dente. No presente
estudo ndao efetuamos a obturacdao dos canais radiculares e restauragdo com resina
composta fotopolimerizavel para nao criar fatores de variacao.

Embora a aplicacdo de EGCG nao tenha causado alteracao de cor significativa na
coroa dental apds sua aplicacao intracanal, utilizamos dentes higidos para sua avaliacdo.
Assim, estudos futuros sao necessarios para avaliar o possivel efeito da EGCG sobre dentes
portadores de lesGes de cdrie ou de restauracbes dentais, incluindo a avaliagao de outros
meios de aplicacdo da EGCG, como em solugdes para bochecho ou dentifricios.

Dentro das limitagdes do presente estudo, a associacao da EGCG com PEG 400
apresentou resultados promissores para sua possivel utilizacdo como medicacao intracanal.
No entanto, deve-se considerar que essa foi a primeira formulacao desenvolvida por nosso
grupo de pesquisa e que estudos futuros devem ser realizados para a avaliacdo de outras
propriedades, incluindo a definicdo de sua concentracdao ideal, visando manter
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biocompatibilidade com o maximo de acgao antimicrobiana. Ainda, os recentes avancos
trazidos pela nanotecnologia, que se refere a tecnologia utilizada para manipular estruturas
pequenas e torna-las mais reativas, tém proporcionado o desenvolvimento de novos
farmacos para tratamento de diferentes doencas (Adrian et al., 2011, Kwong et al., 2011;
Yoncheva; MomeKov, 2011). Assim, também sugere-se o futuro desenvolvimento de outras
formulacbes, seja em associagdo com outros veiculos ou utilizando os beneficios da

nanotecnologia.












Concluséo
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ConcLusio

Com base nas metodologias e nos resultados obtidos no presente estudo pode-se
concluir que a EGCG apresenta fluorescéncia, estabilidade em funcdo do tempo e em meio
acido, enquanto em meio basico e na presenca de elementos dentais seu comportamento
espectral é alterado. O sistema desenvolvido para liberagao controlada da EGCG nao alterou
suas propriedades fisico-quimicas, apresentou estabilidade em fungdo do tempo e manteve
seu comportamento espectral na presenca dos elementos dentais. Ainda a aplicagao
intracanal deste sistema ndo causou alteragao de cor na coroa dos dentes.
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ANEXO B
3050 Epruce Street

Saint Louis, Missour 63103 USA,
Telephone B00-325-5832 « (314) T71-5765

- o Fax (314) 286-7828
email: tachean/@ sial .com
sigma-aldrich.com

Productinformation

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

CAS NUMBER: 989-51-5
SYNONYM: (2R,3R)-2-(3,4,5Trihydroxyphenyl)- oH
3,4-dihydro-1{2H}-benzopyran-3,5,7-triol 3-(3,4,5
trihydroxybenzoate); (-}-Epigallocatechin 3-0-
gallate’; EGCG’

' OH
PHYSICAL DESCRIPTION:

Appearance: powder i,
Molecular formula: CiHieOsy O\.
Molecular weight: 458.4 f:'"
Metlting point: 218°C" H o
E™(275 nm) = 11,500 (ethanol)’

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

STORAGE / STABILITY AS SUPPLIED:

SOLUBILITY:

This is soluble in water at least to 5 mg/mL, giving a clear faint yellow solution. The stability of a solution of
this product in water at a concentration of 0.3 mg/mL was tested. A sample left for 2.5 hours at room
temperature was found to have significantly decreased in purity (from 99.6% to 81.7%, by HPLC). A sample
left for 2 hours at 4°C was found to have decreased only slightly (from 99.5% fo 89.3%).

GENERAL NOTES:

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

METHOD OF PREPARATION:

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

HPLC SYSTEM:*

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

Flow rate: 1.0 mLfmin

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

Retention time for major peak =12 minutes

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

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

Yamane, T. et al., Cancer Res., 55, 2081 ({1995).

Supplier information.

Sigma quality control.

Lee, M.-J. et al., Cancer Epidemiol. Biomark. Prev., 4, 383 (1995).

b=

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