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RESUMO
Liévana, FS. Efeito do curativo de demora com EGCG, derivada do cha verde, na
lesdo periapical em cdes. Ribeirao Preto, 2018. 91p. Dissertacao [mestrado].
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo.

O cha verde vem sendo utilizado na prevencao e tratamento de variadas doencas
infecciosas e imunoinflamatorias, por apresentar efeitos benéficos decorrentes da
presenca de Epigalocatequina-3-galato (EGCG). Esta catequina apresenta papel anti-
inflamatdrio, anti-oxidante, anti-microbiano e mineralizador e poderia ser utilizado no
tratamento da doenca periapical. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
uma pasta a base de EGCG utilizada como curativo de demora em lesdes periapicais
experimentalmente induzidas em cdes. Um total de 80 raizes de pré-molares de cao
com rizogénese completa e lesdes periapicais experimentalmente induzidas, foram
aleatoriamente divididos em 4 grupos submetidos a diferentes protocolos de
tratamento endododntico: 1) curativo de demora com pasta a base de EGCG; 2)
curativo de demora com EGCG em veiculo aquoso; 3) curativo de demora com pasta
a base hidroxido de calcio (Pasta Calen); 4) tratamento endodontico em sessao
Unica. Para avaliagdo da resposta tecidual, os dentes foram avaliados
radiograficamente e histopatologicamente. As imagens radiograficas obtidas antes e
120 dias apds o tratamento, foram fotografadas e digitalizadas para o programa
Image J 1.28 para mensuracdo das areas (mm?) radiolicidas periapicais. Aos 120
dias apds a obturacdo doa canais radiculares os animais foram eutanasiados e os
espécimes foram processados histotecnicamente, corados com HE e avaliados com
microscopia de luz convencional e de fluorescéncia (infiltrado inflamatorio,
espessamento do ligamento periodontal e reabsorcdao de tecidos mineralizados). Os
resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando os testes qui-
quadrado, Fisher, Anova e pds teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% em
todos os testes. De acordo com os resultados radiograficos, o percentual médio de
reducdo da area radiolicida (+ erro padrdao da média) foi semelhante (p>0,05) nos
grupos EGCG em veiculo aquoso (64,57%; +7,514); pasta a base de EGCG (59,95%;
+8,023) e pasta a base de hidréxido de célcio (58,65%); +6,192). Todos foram

superiores ao grupo tratado em sessao Unica (19,49%; +2,881) (p<0,01). A andlise



histopatoldgica mostrou que os grupos que receberam aplicagdo de curativo de
demora com EGCG ou hidroxido de calcio, apresentaram reaparacao da lesao
periapical com semelhanca em todos os parametros avaliados. Por outro lado, o
tratamento em sessao Unica resultou em manutencdo da lesdo periapical, com maior
espessura do ligamento periodontal (p<0,001), persisténcia de infiltrado inflamatdrio
moderado ou severo (p<0,01) e presenca de reabsorcao Ossea e cementaria
(p<0,0001). Foi possivel concluir que a pasta a base de EGCG proporcionou o reparo

de lesGes periapicais, constituindo possivel medicacao intracanal alternativa.

Palavras-chave: Epigalocatequina-3-galato, Medicacdao intracanal, periodontite
apical.



ABSTRACT
Liévana, FS. Effect of intracanal dressing with EGCG, derived from green
tea, in periapical lesions in dogs. Ribeirao Preto, 2018. 91p. Dissertacao
[mestrado]. Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo.

Green tea has been used in the prevention and treatment of various infectious and
immunoinflammatory diseases, since it has beneficial effects due to the presence of
Epigallocatechin-3-gallate (EGCG). This catequin present anti-inflammatory,
antimicrobial, antioxidant and mineralizing role that could be usefull in the treatment
of periapical disease. The aim of the present study was to evaluate the effect of the
intracanal dressing with an EGCG paste-based im periapical lesions experimentaly
induced in dogs. A total of 80 dog premolar roots with complete rhizogenesis and
experimentally induced periapical lesions were randomly divided into 4 groups
submitted to different endodontic treatment protocols:1) intracanal dressing with
EGCG based paste; 2) intracanal dressing with EGCG in aqueous vehicle; 3)
intracanal dressing with based paste on calcium hydroxide (Calen paste); 4) single
session endodontic treatment. To evaluate the tissue response, the teeth were
evaluated radiographically and histopathologically. Radiographic images are selected
before 120 days after treatment, were photographed and scanned for the program
Image J 1.28 for the measurement of periapical radiolucent areas (mm2). To 120
days after the root canal filling animals were euthanasied and the specimens
processed, stained in the rotin HE and evaluated under conventional and
fluorescence microscopy (inflammatory infiltrate, periodontal ligament space and
mineralized tissue resorption). The results were compared statistically using chi-
square, Fisher, Anova and Tukey post-test, with a significance level of 5% in all
tests. According to the radiographic results, the mean percentage reduction of the
radiolucent area (standard pattern of the mean) was similar (p> 0.05) in the EGCG
groups in aqueous vehicle (64.57%; + 7.514); EGCG based paste (59.95%, + 8.023)
and calcium hydroxide based paste (58.65%, + 6.192). All groups were higher for
the group treated in single session (19.49%, + 2.881) (p <0.01). The
histopathological analysis showed that the groups that received the prescription of

intracanal dressings with EGCG or calcium hydroxide, resulted in periapical lesion



repair and were similar in all the evaluated parameters. However, treatment in single
session did not repair the periapical lesion resulting in greatest measure of the
periodontal ligament (p <0.001), persistence of moderate or severe inflammatory
infiltrate (p <0.01) and presence of bone and cementum resorption (p <0.0001). It
is possible to conclude that EGCG paste-based allows the periapical lesions repair,

constituting possible alternative intracanal medication.

Key Words. Epigallocatechin-3-gallate, Intracanal dressing, apical periodontitis.
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Um dos grandes desafios da Odontologia € o tratamento de canais
radiculares em dentes portadores de necrose pulpar e lesao periapical, uma vez que
0 sucesso clinico, radiografico e histopatoldgico nem sempre é obtido (Sjogren et al.,
1997; Pirani et al., 2018). O tratamento endodbntico deve promover a reducao da
infeccao presente no sistema de canais radiculares e regiao periapical, que constitui
o principal agente etioldgico das doencas periapicais (Kakehashi et al., 1965;
Tronstad, 1992; Siqueira et al., 2011; Nobrega et al., 2016). O sucesso reduzido é
decorrente de falhas no tratamento e persisténcia de infeccao intra e extra radicular
(Nair et al., 1990; Nair et al., 1999; Siqueira et al., 2011; Cardoso et al., 2016;
Siqueira et al., 2016; Pereira et al., 2017), que resultam na manutencao da lesao
inflamatoria e reabsorcao dos tecidos mineralizados, impedindo o reparo.

A infeccdo endodbntica € polimicrobiana com predominancia de micro-
organismos  anaerobios  Gram-negativos que possuem  endotoxina ou
lipopolissacarideos (LPS) em sua parede celular e também, micro-organismos Gram-
positivos que tem como componente de sua parede celular o acido lipoteicdico (LTA),
moléculas extremamente tdxicas aos tecidos (Tani-Ishi, 1994; Assed, 1994; Assed et
al., 1996; Leonardo et al., 2000; Hong et al., 2016; Barbosa-Ribeiro et al., 2016;
Queiroz et al., 2016). Além disso, os micro-organismos nao estdo localizados
somente na luz do canal principal, mas também no “sistema de canais radiculares”
(Leonardo et al., 1994; Ribeiro, 1997; Leonardo et al., 2002; Leonardo et al., 2007;
Rocha et al., 2008; Tanomaru et al., 2008; Oliveira et al., 2015; Ricucci et al., 2018).
Para que ocorra o combate da infeccao endodontica, € necessario o uso de
medicacao tdpica entre sessdes com substancias antimicrobianas, anti-inflamatdrias,
mineralizadoras e inativadoras de LPS e LTA eficazes, utilizadas no interior do canal
radicular, denominadas curativo de demora (Bystrom et al., 1985; Bystrom e
Sundqvist, 1985; Haasapalo e Orstavik, 1987; Dalton et al., 1998; Siqueira et al.,
1999; Shuping et al., 2000; Tan e Messer, 2002; Siqueira et al., 2002; Schafer e
Schlingemann, 2003; Tanomaru et al., 2008; Borsatto et al, 2016; Hidalgo et al.,
2016).

A escolha da medicacao intracanal deve ser criteriosa, pois visa controlar a
infeccdo sem agredir os tecidos (Soares e Goldberg, 2001). O material de escolha

deve apresentar compatibilidade tecidual, isto &, deve ter a capacidade de
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desencadear uma resposta apropriada do hospedeiro, sem produzir efeito adverso
(Vert et al.,, 2012). Desse modo, tem-se buscado novas técnicas e materiais que
sejam biocompativeis e que promovam efetiva eliminacdo da microbiota envolvida na
lesao periapical (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).

Diversas substancias foram propostas para serem utilizadas no canal
radicular como curativo de demora entre sessoes e, dentre elas, atualmente, o
hidroxido de calcio € o material mais utilizado devido as suas caracteristicas
bioldgicas satisfatorias (Silva et al., 2002; Nelson-Filho et al., 2002; Tanomaru et al.,
2003; De Rossi et al., 2005; Leonardo et al., 2006; Silva et al., 2008; Silva et al.,
2010; Queiroz et al., 2011; Guo et al., 2014; Adl et al., 2015; Kim e Kim, 2015;
Zancan et al.,, 2016; Madarati et al., 2017). Visando elevar o sucesso apos
tratamento, outras técnicas e materiais estdo sendo estudados, incluindo a
associacao do hidréxido de calcio com agentes antimicrobianos mais eficazes, como
a clorexidina (De Rossi et al., 2005; da Silva et al., 2008; Donyavi et al., 2016; Silva
et al., 2017), a utilizagdao de novos sistemas de irrigagao por pressao negativa como
o EndoVac (Cohenca et al., 2015) ou passiva como o EndoActivator (Huffaker et al.,
2010; Chaudhry et al., 2017), terapia fotodinamica antimicrobiana (Silva et. al.,
2012; Archilla et al., 2012; Borsatto et al. 2016; Hidalgo et al., 2016), cimentos a
base de MTA (Gomes-Filho et al., 2013; Daltoé et al., 2016; Linsuwanont et al, 2017)
ou pastas poliantibidticas (Nakornchai et al. 2010; Trairatvorakul, 2012; Mehta et al.
2017). No entanto, até o momento ndo existe um tratamento ideal para dentes com
necrose pulpar e lesao periapical, sendo necessario entdo aumentar os indices de
sucesso clinico, radiografico, tomografico, microbioldgico e histopatoldgico (Paikkatt
et al., 2017).

Atualmente, os extratos a base de plantas tém sido propostos como
alternativa no tratamento de variadas doencas infecciosas (Allaker e Douglas, 2009;
Mehta et al., 2013; Ntie-Kang et al., 2013; Yousaf et al., 2014; Lee e Tan, 2015; Ng
et al., 2017). O cha verde, planta originaria da Camellia sinensis, ¢ uma das bebidas
mais populares em todo o mundo e tem se destacado dentre os agentes fitoterapicos
por apresentar efeitos benéficos na salde geral (Nagle et al., 2006; Hodgson e Croft,
2010; Suzuki e Isemura, 2013; Tarahovsky et al., 2014; Fang et al., 2015; Tenore et
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al., 2015; Pastoriza et al., 2017; Tirkoza e Tek, 2017). Os principais componentes
quimicos do cha verde sdo os flavonodides e as catequinas (Schmitz et al., 2005) que
incluem a epigalocatequina-3-galato (EGCG), epigalocatequina (EGC), epicatequina
galato (ECG) e epicatequina (EC) (Yousaf et al., 2014). No entanto, o componente
mais ativo biologicamente é a EGCG (Wang et al., 2014), que constitui mais de 50%
dos polifendis presentes (Yousaf et al., 2014; Reygaert, 2014; Chakrawarti et al.,
2016).

Muitos estudos comprovam que os efeitos do cha verde na prevengdo e
tratamento de doengas decorrem da EGCG que apresenta agao antioxidante (Yang et
al., 1998; Anghileri e Thouvenot, 2000; Wen et al., 2013; Aslan et al., 2014; Saito et
al., 2014; Jayashree et al., 2017), anti-inflamatdria (Yang et al., 1998; Nakanishi et
al., 2010; Uchiyama et al., 2013; Wen et al., 2013; Aslan et al., 2014; Zhou et al.,
2014; Fu et al., 2017; Zhao et al., 2017), antimicrobiana (Ikigai et al., 1993; Blanco
et al., 2003; Taylor et al., 2005; Jeon et al.,, 2014; Tian et al., 2016; Lee et al,,
2017), com elevado espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Hamilton-Miller, 2001), anti-carcinogénica (Yang et al., 1998; Suzuki e
Isemura, 2013; Zhou et al., 2014; Wang et al., 2014; Yousaf et al., 2014; Butt et al.,
2015; Weng et al., 2017; Moradzadeh et al., 2017), anti-hipertensiva (Basu e Lucas,
2007; Yousaf et al., 2014; Takagaki e Nanjo, 2015), biocompativel (Ferreira, 2015) e
regeneradora tecidual (Sinha et al., 2014).

Na Odontologia, a EGCG vem sendo sugerida no tratamento de reabsorgoes
de tecidos mineralizados, como doenga periapical (Ferreira, 2015) e periodontal
(Kudva et al., 2011; Jung et al., 2012; Narotzki et al., 2012; Asahi et al., 2014;
Lagha et al., 2017), gengivite (Jenabian et al., 2012; Morin e Grenier, 2017),
regeneracao alveolar (Shin et al., 2014; Chang et al., 2017), erosao dental (Kato et
al., 2010; Chen e Huang, 2012), halitose (Morin et al., 2015) e cancer bucal
(Khurshid et al., 2016). A EGCG apresenta eficacia antimicrobiana contra grande
parte de micro-organismos periodontopatogénicos, como a P. gengivalis (Jung et al.,
2012; Asahi et al., 2014; Fournier-Larente et al., 2016) e cariogénicos como os S.
mutans, S. sobrinus e L. casei (Vilela, 2015; Moreno, 2016). Além disso, por
apresentar biocompatibilidade, a EGCG foi sugerida como meio para a conservacao

de dentes avulsionados apds traumatismos, mantendo a vitalidade das células do
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ligamento periodontal (Hwang et al., 2011; Jung et al., 2011; Ghasempour et al.,
2015).

Estudos /n vitro revelaram que os polifendis do cha verde também
apresentam eficacia antimicrobiana contra grande parte das linhagens de bactérias
isoladas do canal radicular (Horiba et al., 1991), incluindo o £. faecalis (Prabhakar et
al., 2010), espécie comumente detectada em lesOes refratarias ao tratamento
endodontico (Stuart et al.,, 2006) e também pode auxiliar na terapia endodontica
regenerativa (Lee et al., 2009; Pheenithicharoenkul e Panichuttra, 2016; Kwon et al.,
2017). Um Unico estudo realizado em camundongos mostrou que o uso sistémico de
EGCG pode reduzir a severidade das lesdes periapicais (Lee et al., 2009). No
entanto, os beneficios da EGCG ndo foram sugeridos ou demonstrados in vivo apds
seu uso topico como curativo de demora.

Diante do exposto, verifica-se que as propriedades anti-inflamatorias,
antimicrobianas, mineralizadoras, antioxidantes e inibidora da reabsorcao Ossea
induzida pelo LPS bacteriano, presentes na EGCG e que ja desempenham acdo
sistémica comprovada na prevencdo e tratamento de diferentes doencas
inflamatodrias e infecciosas, também poderiam desempenhar importante papel no
tratamento local da doenca periapical. Em estudos anteriores realizados por nosso
grupo de pesquisa foi desenvolvida uma pasta a base de EGCG, que apresentou
propriedades fisicoquimicas adequadas, além de compatibilidade tecidual e auséncia
de alteracao de cor dental (Ferreira, 2015). No entanto, seu efeito /in vivo no

tratamento de lesOes periapicais ainda nao foi avaliado.
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2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito uma pasta a base de EGCG utilizada como curativo de

demora em lesOes periapicais experimentalmente induzidas em dentes de caes.

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar radiograficamente a reducdo da area radiollcida periapical apos
uso do curativo de demora realizado com EGCG (veiculo viscoso e
aquoso), em comparacao com uma pasta a base de hidréxido de calcio e

com o tratamento endodontico realizado em sessao Unica;

e Comparar as caracteristicas histopatoldgicas (infiltrado inflamatorio,
espessamento do ligamento periodontal e reabsorgao dos tecidos
mineralizados) da regido periapical apds utlizagdo do curativo de demora
com pasta a base de EGCG, EGCG em veiculo aquoso, pasta a base de

hidroxido de calcio e tratamento endodontico realizado em sessao Unica.
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3.1 Animais

Inicialmente o presente estudo foi submetido a apreciacao pela Comissdo de
Etica no uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto da
Universidade de Sao Paulo (CEUA/FORP-USP), tendo sido aprovado (Processo n°
11.1.1405.53.8 - Anexo A). Os cuidados com o0 bem-estar dos animais de
experimentacdo seguiram as Normas e Principios Eticos Adotados pela CEUA/FORP-
USP e as Resolugdoes Normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA), regulamentadas pela Constituicdao Federal
Brasileira na Lei no 11.794 de 8 de outubro 2008.

Foram incluidos na pesquisa 4 caes da raca Beagle, de ambos os géneros,
com 12 meses de idade e peso médio de 15 Kg. Durante todo o periodo de
experimento os animais permaneceram no Biotério II da FORP-USP, sob cuidados de
um veterinario e equipe especializada. A dieta dos animais incluiu racdao e agua a
vontade. Antes do inicio dos experimentos, o preparo dos animais foi realizado por
meio da aplicacdo de vermifugos (Drontal Puppy - Bayer - Sao Paulo - SP - Brasil), na
dosagem de 1 comprimido a cada 10 kg de peso do animal, vitaminas (Glicopan Pet -
Vetnil Industria e Comércio de Produtos Veterinarios Ltda. - Louveira - Brasil), vacina
anti-rabica (Rai-Vac I - Fort Dodge - Campinas - SP - Brasil) e Duramune (Fort
Dodge) em 3 doses, com 3 semanas de intervalo entre cada aplicacao. Caso
apresentassem gengivite e/ou calculo gengival, os animais foram submetidos a
profilaxia, raspagem, alisamento e polimento dentario, sequidas da aplicacdo de
digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard - Colgate — Palmolive - Industria Ltda.

- Brasil).

3.2 Grupos experimentais
Foi utilizada a EGCG (E41430; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), derivada
do cha verde, disponivel em particulas de 5 pm, apresentadas no estado sélido. Sua

estrutura quimica (C22H18011) esta ilustrada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura quimica da EGCG (C22H18011), massa molecular

458,37 g/mol.
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A pasta a base de EGCG foi preparada de acordo com estudos prévios do
nosso grupo de pesquisa (Ferreira, 2013; Ferreira, 2015). O polietilenoglicol 400
(PEG 400 - Galena Quimica e Farmacéutica Ltda. — Campinas — SP - Brasil) foi
utilizado como veiculo para manter a EGCG por tempo prolongado no canal radicular,
sem alterar suas propriedades fisico-quimicas (Ferreira, 2013). Também, foi
acrescido o dxido de zinco (OZ - S.S. White Artigos Dentarios Ltda.- Rio de Janeiro —
RJ - Brasil) para fornecer radiopacidade. A pasta, contendo EGCG na concentragao
de 1 mg/mL (Schmitz et al., 2005; Ferreira, 2015) foi acondicionada em tubetes,
para permitir uso intracanal. A EGCG veiculada em agua destilada e deionizada
(proveniente da osmose reversa - Laboratdrio de Ciéncias Farmacéuticas, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo), também foi avaliada, por ser a agua o solvente preconizado nas
especificagdes do fabricante da EGCG (Anexo B).

O tratamento endodontico realizado em duas sessdes com a pasta a base de
EGCG foi comparado com o mesmo tratamento utilizando uma pasta a base de
hidréxido de calcio (Calen® — S.S. White Artigos Dentarios Ltda. — Rio de Janeiro — R]

— Brasil) e com o tratamento endodontico realizado em sessdo Unica, sem utilizagao
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de curativo de demora. A pasta Calen é composta de hidréxido de célcio, oxido de
zinco p.a., colofbnia e polietilenoglicol 400 (veiculo).
Os grupos experimentais a concentracao de EGCG, tratamentos realizados e

numero de dentes estao listados na Tabela 1.

Tabela 1- Tratamentos realizados no presente estudo e distribuicdo do nimero de dentes para cada

grupo.
Grupo Tratamento Namero de dentes Concentragao de EGCG
I Pasta a base de EGCG 10 dentes (20 raizes) 1 mg/mL
11 EGCG em veiculo aquoso 10 dentes (20 raizes) 1 mg/mL
III  Pasta a base de CaOH: 10 dentes (20 raizes) -
v Sessdo Unica 10 dentes (20 raizes) -

EGCG: Epigalocatequina-3-galato
CaOH2: Hidrdxido de calcio

3.3 Procedimentos Operatorios

O protocolo experimental foi realizado com base nas normas da International
Organization for Standardization (ISO) n° 7405:2008). No presente estudo, os caes
foram acompanhados por um Unico periodo de 120 dias, visando restringir o nimero
de animais ao minimo indispensavel para obtencdo de resultados conclusivos, em
atendimento a Lei Brasileira n° 11.794 (Art. 11, §4°) e as recomendacOes da
CEUA/FORP-USP.

Foram utilizados os 2° e 3° pré-molares superiores e 0s 2, 3% e 4° pré-
molares inferiores permanentes, totalizando 40 dentes (80 raizes). Todos os dentes
apresentavam-se higidos, com 2 raizes e 2 canais radiculares separados (mesial e
distal), retos e com rizogénese completa, comprovada radiograficamente.

Para a realizacdo dos procedimentos operatérios foi realizada a anestesia
inalatoria dos animais sob os cuidados de um médico veterinario. Na fase de
tranquilizacdo, os animais foram pré-anestesiados, por meio de injecdo por via
endovenosa de acepromazina (Acepran 0,2% - Vetnil Industria e Comércio de
Produtos Veterinarios Ltda - Louveira - SP - Brasil), na dosagem de 0,11 mg/kg de
peso, 15 minutos antes do ato operatorio. Na fase de inducao foi aplicado zolazepam
(Zoletil 50 Virbac do Brasil - Sao Paulo - SP - Brasil), na dosagem de 3mg/kg de
peso, por via endovenosa, para posterior passagem da sonda endotraqueal,

necessaria para a realizacdo da anestesia inalatéria. Apds a intubacao com sonda
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endotraqueal, a fase de manutencao da anestesia foi realizada com isoflurano
(Abbott Laborat. do Brasil Ltda. - Rio de Janeiro - RJ - Brasil), na concentragao de
1,5 a 2,5% juntamente com oxigénio, utilizando o aparelho para anestesia inalatéria
(Takaoka KT-20 - Biocom Tecnologia - S3o Paulo - SP - Brasil), até inducao do efeito.
Durante todo ato operatdrio, os animais foram mantidos com solucdo isotbnica de
cloreto de sddio a 0,9% (Glicolabor Industria Farmacéutica Ltda. - Ribeirdo Preto —
SP - Brasil), sob monitoramento cardiorrespiratorio realizado com auxilio de oximetro
de pulso veterinario (Edan ZEH100B -Sistem Biomédica - Yucatan - México). Apds a
realizagdo dos procedimentos operatorios os animais receberam analgésico
(Cloridrato de Tramadol, Medelly S/A — Campinas —Brasil), na dosagem de 3 mg/kg
de peso, por via endovenosa, a cada 12 horas, durante 2 dias.

O exame radiografico periapical dos dentes foi realizado com filmes
periapicais n° 2, ultra-rapidos (Eastman Kodak Company - Rochester - NY - EUA),
pela técnica da bissetriz, utilizando o aparelho de raios-X odontoldgico (Heliodent -
Siemens - NY - EUA), com 60 kVp e 10 mA e tempo de exposicao de 1 segundo. As
radiografias foram reveladas em camara escura pelo método tempo/temperatura.

Todo o instrumental utilizado nos procedimentos operatorios foi esterilizado
em autoclave a 121°C, por 20 minutos (Souza-Gugelmin et al., 2005) e os
procedimentos operatdrios foram realizados por um Unico profissional, Cirurgido-
Dentista, especialista e com ampla experiéncia em experimentacdo animal. Apds a
realizagdo de profilaxia e raspagem dental, foi realizada a abertura coronaria pela
face oclusal utilizando pontas esféricas diamantadas n° 1015 (K.G. Sorensen - Sdo
Paulo - SP - Brasil) montadas em motor de alta rotagdo, refrigeradas com ar/agua,
complementadas com pontas diamantadas conicas de extremidade inativa (n°® 3083 -
KG Sorensen).

Apds a abertura a polpa foi removida com uma lima tipo Hedstréen e o dente
foi mantido aberto por 7 dias para que houvesse a contaminagao por micro-
organismos bucais. Apdés o periodo de 7 dias os dentes foram selados
provisoriamente com mechas de algoddo e cimento de éxido de zinco e eugenol
(IRM® - Dentsply Industria e Comércio Ltda. — Petrdpolis — Brasil), para que pudesse
ser formado um ambiente de anaerobiose, apds a contaminacdo bacteriana, e

consequentemente, a formacao de lesao periapical (Leonardo et al., 1993).
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Apos 45 a 60 dias da inducdo das lesdes periapicais, que foi evidenciada
radiograficamente, o tratamento endododntico iniciou-se sob isolamento absoluto com
dique de borracha e anti-sepsia com digluconato de clorexidina a 2,0% (Periogard -
Colgate — Palmolive Industria Ltda.). O cimento provisorio e a mecha de algodao da
camara pulpar foram removidos com pontas diamantadas esféricas e os canais
radiculares submetidos a neutralizagdo imediata do conteddo séptico-toxico
aplicando o principio coroa/apice (Leonardo; 2005), empregando instrumentos de
niquel-titanio do Sistema Protaper Universal (Dentsply/Maillefer), introduzindo os
instrumentos com diminuicdo gradativa de didmetros, acompanhados pela
irrigacdo/aspiracdo e nova inundagao com solucdo de hipoclorito de sddio a 2,5%.

Realizada a odontometria e determinado o Comprimento Real de Trabalho
(CRT), o forame apical foi alargado mecanicamente com limas tipo K de n° 15, 20 e
25, sendo esta Ultima lima designada de Instrumento Apical Foraminal (IAF),
utilizada para padronizacdo do diametro de abertura apical dos dentes em estudo.
Na mesma sessao foi realizado o preparo biomecéanico, empregando instrumentos de
niquel-titdnio do Sistema Protaper Universal (Dentsply/Maillefer) até o CRT,
estabelecido aproximadamente a 1mm aquém do dpice radiografico. Apds a
utilizacao de cada instrumento, foi realizada a irrigagao/aspiracao/inundagao dos
canais radiculares com solucao de hipoclorito de sddio a 2,5%.

Terminado o preparo biomecanico, uma lima tipo K n° 25 (IAF) foi
novamente utilizada em todo CRT, para remocdo de possiveis raspas de dentina e
residuos acumulados na regido do forame apical, em decorréncia do preparo
biomecanico. Apds nova irrigacao e aspiracao, os canais radiculares foram secos com
pontas de papel absorvente esterilizadas e, a seguir, inundados com solucao de
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), tamponado em pH 7,4 até o CRT e agitado
por 3 minutos com lima. Apds irrigacao copiosa com solucao de hipoclorito de sédio
a 1% para neutralizacao do EDTA, foi realizada a secagem por aspiracao e uso de
pontas de papel absorvente, de calibre compativel com o diametro do ultimo
instrumento utilizado no CRT. A seguir, os procedimentos foram realizados de acordo
com a técnica preconizada em cada grupo.

Nos grupos I a III, apds o preparo biomecanico, o curativo de demora com

cada material (contido em tubetes) foi aplicado na medida de 1 mm além do CRT,
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com a finalidade de promover um pequeno extravasamento e proporcionar seu
contato com a superficie apical externa, este procedimento foi realizado com o
auxilio de seringa rosqueavel ML (S.S. White Artigos Dentarios Ltda. — Rio de Janeiro
- Brasil) e agulha longa 27G (Septoject XL — Septodont — Franca) sendo realizadas
tomadas radiograficas para a comprovacao do extravasamento. Em seguida, foi
realizado selamento corondrio provisorio com mecha de algodao esterilizada e
cimento a base de déxido de zinco e eugenol (OZ - S.S. White Artigos Dentarios Ltda.
- Rio de Janeiro — RJ - Brasil). Apds 14 dias da aplicacao do curativo de demora, sob
nova anestesia geral, isolamento absoluto e anti-sepsia do campo operatdrio, foi
removido o selamento provisorio conforme descrito anteriormente e o curativo de
demora mediante copiosa irrigacao/aspiracao com hipoclorito de sédio a 2,5%,
coadjuvada com o ultimo instrumento utilizado na confeccdo do batente apical no
CRT. A seguir, os canais radiculares foram secos com pontas de papel absorvente
esterilizadas e inundados com EDTA até o CRT e agitado por 3 minutos com o IAF.
Apds irrigagao copiosa com solucao de hipoclorito de soédio a 1% para neutralizagao
do EDTA, foi realizada nova secagem dos canais com pontas de papel absorvente
esterilizadas. Para a obturagdo dos canais, os cones de guta-percha (principal e
auxiliares) foram submetidos a desinfecgdo com solucdo de clorexidina a 2%. Apds a
selecdo do cone, foi realizada comprovacao radiografica da escolha clinica do
mesmo. Seguindo a técnica classica modificada de obturagdo, o cone principal foi
envolto no cimento obturador AH Plus (Dentsply/Detrey - Kontstanz, - Germany) em
toda sua extensao e levado para o interior do canal radicular com um Unico
movimento. A seguir, foi feita a condensacao lateral ativa com o auxilio de espagador
digital e cones de guta-percha auxiliares. Apds o corte do excesso da obturacdo e
condensacao vertical, as camaras pulpares foram limpas com mechas de algodao
esterilizadas umedecidas em alcool, sendo os dentes restaurados com amalgama de
prata (Velvalloy — S.S.White Art. Dent. Ltda.) condensado sobre uma base de
cimento de iondmero de vidro (Vidrion F — S.S.White Art. Dent. Ltda).

No grupo 1V, nao foi aplicado curativo de demora e a obturacao foi realizada
apos o preparo biomecanico, em Unica sessdo, conforme descrito acima.

Decorrido o periodo experimental de aproximadamente 120 dias, foi

realizado novo exame radiografico periapical, e os animais foram submetidos a
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eutanasia por sobredose anestésica, de acordo com as Diretrizes da pratica de
Eutanasia do CONCEA do Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Inicialmente, foi
realizada a anestesia por meio de injecao por via endovenosa de acepromazina
(Acepran 0,2%), na dosagem de 0,2 mg/kg de peso. Apds 15 minutos, foi realizada a
anestesia com Tiopental (Thionembutal - Abbot Laboratérios do Brasil Ltda. - Rio de
Janeiro - R] - Brasil) endovenoso, na dosagem de 25 mg/kg de peso. Em seguida, foi
realizada a eutanasia com cloreto de potassio a 20%, via endovenosa, na dosagem

de 100 mg/kg de peso, injetado lentamente.

3.4 Analise radiografica

As imagens radiograficas, obtidas antes e 120 dias apds o tratamento
endodontico foram digitalizadas e transferidas para o programa Image ] 1.28 u
(National Institutes of Health - Califérnia - EUA) para mensuracdo das areas
radiollcidas periapicais. A delimitacdao e a medida da area radiollcida sugestiva de
lesdo periapical presente em cada raiz foi determinada em mm2.

Foram incluidas areas radiolicidas sugestivas de lesdes periapicais sendo
excluidos o0sso alveolar e estruturas dentais radiopacas como representada na Figura

2. O percentual de reducao da area radiollcida foi obtido para cada raiz.

Figura 2. Imagem representativa da radiografia prévia ao tratamento
endodontico ilustrando a técnica utilizada na mensuragao da
area radiollcida periapical (linha amarela).

3.5 Processamento histotécnico e analise histopatoldgica
Apds a eutandsia dos animais, as maxilas e mandibulas foram dissecadas,

com auxilio de um bisturi, reduzidas em seu volume e lavadas em agua corrente.
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Para facilitar o processamento histotécnico, as pecas foram seccionadas utilizando
discos diamantados, sob constante refrigeragdo com agua obtendo-se blocos das
pecas anatomicas contendo os dentes individualmente.

As pecas foram submetidas a fixacao em solucdo de formol tamponado a
10%, por 48 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, as pecas foram
imersas em um recipiente de vidro contendo uma solucdo a base de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA Disodium Salt Dihydrate — Merck — Darmstadt -
Alemanha) a 10% e submetidas a desmineralizacao acelerada pelo Vortex tipo
Agitador KLINE NT151 (Novatecnica® — Piracicaba - S3ao Paulo — Brasil). As pegas
foram imersas em solucao desmineralizadora de EDTA a 22% e colocadas em
agitacao orbital a 70%, 8 horas por dia. No intervalo entre os dias, as pecas
permaneceram na solugao de EDTA sem agitacao, na temperatura ambiente. A
solugao desmineralizadora foi trocada semanalmente. A completa descalcificacao das
amostras, avaliada por meio da penetracao de uma agulha para verificacdao da sua
consisténcia, foi obtida aproximadamente em 30 dias.

Concluida a desmineralizagcdo, as pecas foram neutralizadas em solucao de
sulfato de sédio a 5% (Sulfato de Sddio Anhidro — J.T.Baker — Fisher Sci. - USA) por
24 horas, lavadas em agua corrente por 8 horas, desidratadas em concentracdes
crescentes de &lcool (Alcohol Etilico Absoluto Anhidro® —J1.T.Baker), imersas em
alcool xilol 50% por 30 min, diafanizadas em xilol 100% (Xylol® — Merck -
Alemanha), trocado a cada hora por 3 vezes, e inclusas em parafina (Histosec®
Pastillen — Merck - Alemanha), de acordo com a rotina histotécnica. Os blocos
contendo as raizes individualizadas foram reduzidos pela microtomia a cortes
seriados longitudinais com 5um de espessura em sentido mesio-distal.

Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE). Para a avaliacao
histopatoldgica, as laminas foram observadas no microscépio AXIO IMAGER.M1
(Zeiss, Gottingen - Alemanha) operando em modo convencional e modo
fluorescéncia (Leica DMR - Leica Microsystem Wetzlar Gmbh - Wetzlar - Alemanha).
Os espécimes foram classificados de acordo com os seguintes parametros (Hidalgo et
al., 2016): infiltrado inflamatorio (ausente, suave, moderado ou severo), espessura

do ligamento periodontal (normal, levemente aumentado, moderadamente
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aumentado ou severamente aumentado) e reabsorcao de tecidos mineralizados,

cemento e 0sso alveolar (ausente ou presente).

3.6 Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico Graph Pad
Prism 4 (Graph Pad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Os valores finais obtidos na
avaliacdo radiografica foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) e
pos teste de TukeyOs parametros histopatoldgicos foram analisados utilizando o
teste chi-quadrado (x?) e em resultados dicotdmicos, o teste exato de Fisher. Em

ambas analises foi adotado nivel de significancia de 5%.






4-. ResuLTADOS
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4.1 Analise radiografica

De acordo com os resultados radiograficos, aos 120 dias apds tratamento
endodontico, o percentual médio de reducdo da area radiollcida periapical (£ erro
padrdo da média) no grupo tratado com pasta a base de EGCG foi de 59,95%
(£8,023) e de EGCG em veiculo aquoso foi de 64,57% (+7,514). No grupo tratado
com pasta a base de hidroxido de cdlcio observou-se uma reducdo de 58,65%
(£6,192) e no grupo tratado em sessdo Unica, verificou-se reducao de 19,49%
(£2,881) na area radiollicida periapical. Os percentuais médios de reducao da area
radiollcida periapical de cada grupo encontram-se na figura 3.

Na anadlise estatistica verificou-se que os percentuais de reducdo da darea
radiolicida foram semelhantes nos trés grupos onde foi utilizado curativo de demora,
com EGCG ou CaOH; (p>0,05) e que estes resultaram em redugao superior ao grupo
tratado em sessao Unica (p<0,01).

Figura 3. Percentual de reducdo na imagem radiollcida periapical apds a realizagao do
tratamento endodontico com pasta a base de EGCG, EGCG em veiculo

aquoso, pasta a base de hidréxido de calcio ou sessdo Unica ns= diferenca
nao significante.
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4.2 Analise histopatologica

De um total de 80 raizes inicialmente tratadas, 26 raizes foram perdidas
durante o processamento histotécnico. Restaram 12 raizes para o grupo
experimental EGCG em veiculo aquoso, 20 raizes para o grupo pasta a base de
EGCG, 11 raizes para o grupo tratado com pasta a base de hidroxido de calcio e 11
raizes para o tratamento em sessdo Unica. Os percentuais médios encontrados em

cada escore de cada parametro encontram-se na Tabela 2.

e Grupo I: Pasta a base de EGCG

Pode-se observar ocorréncia do processo de reparacao dos tecidos apicais e
periapicais (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar), caracterizada por
auséncia de infiltrado inflamatério ou presenca suave de poucas células
mononucleares. O ligamento periodontal encontrava-se normal ou suavemente
aumentado, em consequéncia do processo de reparacao por neoformacao dssea na
lesdo periapical anteriormente existente. A superficie externa e interna do cemento,
que na lesao periapical apresentavam-se reabsorvidas, estavam reparadas por
deposicao de tecido mineralizado, muitas vezes selando a abertura do forame apical.
As lacunas de cementdcitos, anteriormente aumentadas em consequéncia da
infeccdo, apresentavam-se reparadas e com retorno de cementdcitos. Neste grupo
verificou-se presenca marcante de fibras colagenas e vasos sanguineos na regiao
periapical em reparacdo. A fibras colagenas partiam da superficie do cemento, em
reparacdo, em direcdao a regido periapical e exibiram forte fluorescéncia verde

quando avaliadas em microscopia de fluorescéncia (Tabela 2 e Figura 5).

e Grupoll: EGCG em veiculo aguoso

Neste grupo, pode-se observar caracteristicas histopatoldgicas semelhantes
a0 grupo anterior com ocorréncia de processo de reparacao apical e periapical
caracterizado por presenca de fibroblastos, fibras colagenas e vasos sanguineos, com
auséncia ou suave presenca de células inflamatdrias de natureza mononuclear. O

ligamento periodontal, em processo de reparacdo, estava suavemente ou
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moderadamente aumentado em alguns espécimes, em consequéncia do processo de
reparacao em evolucao. Pode-se observar a formacao de tecido mineralizado
reparando as areas anteriormente reabsorvidas no osso alveolar ao redor da lesao,
forame apical e superficie externa e interna do cemento. Na microscopia de
fluorescéncia foi possivel observar a reinsercao de fibras coldgenas na superficie
cementaria e ligamento periodontal, caracterizando processo de reparacao em

evolugao (Tabela 2 e Figura 6).

e Grupo III: Pasta a base de hidroxido de calcio

Neste grupo também foi observado ocorréncia de processo de reparagao em
evolugdo, semelhante aos grupos anteriores. Observou-se presenca de fibas
colagenas e vasos sanguineos neofromados, presenca de infiltrado inflamatorio
suave e reducao do espaco do ligamento periodontal. Nenhuma raiz apresentou
ligamento periodontal severamente aumentado e o formame apical apresentou
selamento bioldgico. As de lacunas de reabsorcao cementarias, internas e externas,
também estavam em processo de reparacdo, sendo revestidas por tecido
mineralizado neoformado e fibras coldgenas mais delicadas, quando comparadas aos
grupos anteriores, melhor visualizadas na microscoia de fluorescéncia, partindo do

cemento em direcdo a regido periapical (Tabela 2 e Figura 7).

e Grupo IV: Sesséo Unica

No grupo submetido ao tratamento endodbntico em uma sessdo Unica ndao
verificou-se processo de reparo apical e periapical como nos grupos anteriores.
Observou-se persisténcia de lesao periapical, caracterizada pela presenca de
infiltrado inflamatorio de natureza mista, com células mono e polimorfonucleares. O
ligamento periodontal apresentava-se severamente aumentado na maioria dos
espeécimes. Observou-se presenca de reabsorcdo ativa dos tecidos mineralizados,
caracterizada pela presenca de lacunas de reabsorcdo na superficie externa e interna
do cemento, com alargamento dos espacos dos ostedcitos e desaparecimento dos

mesmos mostrando que esta técnica ndo permitiu o reparo ésseo e cementario. A
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microscopia de fluorescéncia nao revelou presenca significativa de fibras colagenas
neoformadas na superficie cementaria ou mesmo no espaco periodontal (Tabela 2 e
Figura 8).

A andlise estatistica mostrou que os grupos que receberam aplicacdo de
curativo de demora com EGCG ou hidrdxido de calcio, apresentaram semelhanca em
todos os parametros histoldgicos avaliados. Por outro lado, o tratamento em sessao
Unica resultou em maior espessura do ligamento periodontal (p<0,001), presenca de
infiltrado inflamatdrio moderado ou severo (p<0,01) e persisténcia de reabsorcao

ossea e cementaria (p<0,0001).
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Tabela 2. Distribuigdo de nimero de raizes (percentual) encontradas em cada parametro de analise
histopatoldgica e analise estatistica.

Protocolo de Tratamento

. Pasta a EGCG em Pasta a base = Tratamento
Parametro . . . .
; Escores base de veiculo de hidroxido em sessao
histopatologico . .
EGCG aquoso de calcio Unica
n (%) n (%) n (%) n (%)
Ausente 8 (40,0) 7 (58,33) 8(72,72) 0(0,0)
Suave 11 (55,0) 4 (33,33) 2 (18,18) 2 (16,66)
Infiltrado
. Moderado 0(0,0) 1(8,33) 1(9,09) 3 (25,0)
Inflamatorio
Severo 1(5,0) 0(0,0) 0(0,0) 7 (58,33)
Andlise estatistica a a a b
Normal 3(15,0) 0(0,0) 1(9,09) 0(0,0)
Levemente
6 (30,0) 1(8,33) 5 (45,45) 1(8,33)
aumentado
Espessura do
Moderadamente
ligamento 10 (50,0) 10 (83,33) 5 (45,45) 5 (41,66)
aumentado
periodontal
Severamente
1(5,0) 1(8,33) 0(0,0) 6 (50,0)
aumentado
Andlise estatistica a a a b
Reabsorcao Ausente 15 (75,0) 7 (58,33) 6 (54,54) 2 (16,0)
dos tecidos Presente 5(25,0) 5 (41,66) 5 (45,45) 10 (83,33)
mineralizados Andlise estatistica a a a b

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05) de acordo com os testes de Fisher e x2.



Figura 5. Fotomicrografias representativas das regides apical e periapical 120 dias apds o
tratamento endodbntico com pasta a base de EGCG, observadas em microscopia
de luz convencional (A, C e E) e de fluorescéncia (B, D e F):

(AeB) Regido apical e periapical em reparacdo com espaco do ligamento periodontal
normal, cemento apical e osso alveolar com superficie regular (HE, 5X).

(CeD) Espaco do ligamento periodontal com presenca de fibras coldgenas e vasos
sanguineos, cemento apical e 0sso alveolar com superficie regular com deposicdo
de tecido mineralizado neoforado (nc) (HE, 20X).

(EeF) Abundante deposicao de fibras coldgenas e vasos sanguineos na regidao
periapical (HE, 40X).
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Figura 6.

(AeB)

(CeD)

(EeF)

Fotomicrografias representativas da regiao apical e periapical aos 120
dias apds o tratamento endodontico com curativo de demora com
EGCG veiculada em 4agua, avaliadas em microscopia de Iluz
convencional (A, C e E) e de fluorescéncia (B, D e F):

Regido apical e periapical em reparacdo, cemento apical (c) e osso alveolar
(ao) com superficie regular. Presenca de fibras colagenas e vasos sanguineos
neoformados no espaco do ligamento periodontal (Ip) (HE, 5X).

Regido do forame apical reparada por tecido mineralizado (sa), deposicdo de

cemento nas areas externas e internas das lacunas de reabsorgao (HE, 20X).

Regido periapical com abundante deposicao de fibras colagenas na superficie
cementaria neoformada (nc), partindo em diregao ao espaco do ligamento
periodontal (HE, 40X).
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Figura 7.

(AeB)

(CeD)

(EeF)

Fotomicrografias representativas da regido apical e periapical aos 120 dias apods
o tratamento endodontico realizado com curativo de demora com pasta a base
de hidréxido de calcio, sob microscopia de luz convencional (A, C e E) e de
fluorescéncia (B, D e F):

Regido apical e periapical com espaco do ligamento periodontal em reparacao,

auséncia de infiltrado inflamatdrio, cemento apical e osso alveolar reparados

e selamento apical (sa) (HE, 5X).

Regido do forame apical reparada por deposicdo de tecido mineralizado (sa)

e reparacao das lacunas internas e superficie externa do cemento (HE, 20X).

Ligamento periodontal com reinsercao de fibras colagenas e proliferacdo de

vasos sanguineos (HE, 40X).
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Figura 8.

(AeB)

(CeD)

(EeF)

Fotomicrografias representativas da regido apical e periapical aos 120 dias apds
realizacdo do tratamento endodOntico em sessdo Unica, observadas em
microscopia de luz convencional (A, C e E) e de fluorescéncia (B, D e F):

Regido apical e periapical com presenca de infamacdo e reabsorcdo, espaco do
ligamento aumentado, auséncia de selamento do forame apical, abundante
infiltrado inflamatdrio (polimorfo e morfonucleares) e cemento apical e 0sso
alveolar com superficie irregular caracterizada por areas de reabsorcao ativas (HE,
5X).

Cemento apical severamente reabsorvido na superficie externa e em suas lacunas
internas e presenca de infiltrado inflamatdrio (polimorfo e morfonucleares) (HE,
20X).

Infiltrado inflamatdrio composto por neutrdfilos e linfécitos (HE, 40X).
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de uma nova
formulacao a base de Epigalocatequina-3-galato, derivada do cha verde, como
curativo de demora utilizada durante o tratamento endodontico de dentes de caes,
com rizogénese completa e lesdo periapical induzida experimentalmente. Sabe-se
que a aplicacao de curativo de demora com hidroxido de calcio atualmente é o
método que apresenta resposta reparadora tecidual satisfatéria (Sjogren et al., 1991;
Leonardo et al., 1995; Capik et al., 2005; Leonardo et al., 2006; Estrela et al., 2008;
Hidalgo et al., 2016; De Queiroz et al., 2016). No entanto, estudos mostram que nao
€ capaz de promover reparo tecidual completo em todos os casos e combater
completamente a infecgao existente nesses casos (Estrela et al., 1998; Chiniforuh et
al., 2016; Dutta et al., 2017; Paikkatt et al., 2018). Assim, o desenvolvimento de
uma nova formulagao a base de um produto natural (EGCG) para utilizacdo como
curativo de demora em dentes necrosados com lesao periapical, poderia apresentar
beneficios, em fungao de algumas propriedades bioldgicas que ja efetuam papel anti-
inflamatorio, anti-reabsor¢do, anti-oxidante, indutor de minerais e inibidor de
metaloproteinases em diversas doengas sistémicas (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).

O uso topico intracanal de uma pasta a base de EGCG, como curativo de
demora durante o tratamento endodontico, ndo havia sido proposto pela literatura.
Um dnico estudo avaliou o efeito sistémico da EGCG em lesGes periapicais,
administrada por via intra-peritoneal (80 mg/kg peso) em camundongos, onde
verificou-se acentuada reducao na extensao e severidade de lesdes periapicais em
dentes portadores de necrose pulpar (Lee et al., 2009). Sabe-se que 0 sucesso no
tratamento desses casos depende da atuacao essencialmente local realizada por
meio da desinfeccao do sistema de canais radiculares e regiao periapical, que
abrigam os micro-organismos responsaveis pelo aparecimento e manutencao da
doenca (Kakehashi et al., 1965; Tronstad, 1992). Por esse motivo, o presente estudo
avaliou uma formulacdo a base de EGCG para uso topico que apresenta atividade
antimicrobiana e compatibilidade tecidual, além de ndo alterar a cor dos dentes, e foi

desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa (Ferreira, 2015). Estudos anteriores
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mostraram que a associacdo da EGCG com polietilenoglicol 400 e éxido de zinco
oferecem viscosidade adequada para uso intracanal, mantendo suas propriedades
fisico-quimicas, que sao ativas inclusive em pH acido encontrado na lesao periapical
(Ferreira, 2013).

Atualmente, muitos extratos de plantas contendo polifendis biologicamente
ativos vem sendo incorporados em formulagbes cosméticas ou farmacéuticas com
diferentes finalidades. No entanto, o preparo de formulacdes para uso tdpico é
delicado pois os polifendis naturais nao apresentam estabilidade ao longo do tempo,
sendo muito sensiveis aos fatores ambientais, incluindo condigdes fisico-quimicas e
bioldgicas. Estes podem oxidar rapidamente, o que leva ao aparecimento gradual de
coloragdao castanha e indesejavel, ou sofrer perda consideravel de sua atividade
(Munin e Edwards-Lévy, 2011). Ainda, estudos tem revelado que as mdultiplas
fungdes e mecanismos exercidos pelos compostos fendlicos no organismo estdo
relacionados ndo apenas a sua acdo antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria,
antitumoral e reparadora diretas, mas também a habilidade dessas substancias de se
ligarem a proteinas, receptores celulares e transportadores de membrana, podendo
influenciar a expressao génica, sinalizacao e adesao celular (Kroow e Williamson,
2005; Silva et al., 2010). Tais caracteristicas fazem com que tais compostos possam
exercer variadas fungdes no organismo humano (Giada e Mancini Filho, 2006).
Assim, o desenvolvimento de novas formulagdes a base de extratos naturais visando
avaliar potenciais aplicacbes no tratamento de doengas, como no presente estudo,
devem incluir ndo apenas a anadlise de suas propriedades fisico-quimicas, mas
também de seus possiveis efeitos bioldgicos (Reto et al., 2007).

Na avaliacdo radiografica do presente estudo, o uso da nova formulagdo de
EGCG (veiculada em agua e PEG 400) resultou em reducdo das areas radiollcidas
sugestivas de lesao periapical semelhante ao curativo de demora realizado com pasta
a base de hidroxido de calcio (Pasta Calen). Os grupos tratados com EGCG e
hidroxido de calcio apresentaram maior percentual de reducdo dessas areas quando
comparados ao grupo tratado em uma Unica sessdo. A radiografia periapical foi
utilizada por ser o método mais comumente utilizado para a avaliacdo da presenca
de lesdao periapical pelos cirurgides dentistas e especialistas em funcao do menor

custo e menor dose de radiagdo. Ainda, esta analise radiografica, embora apresente
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desvantagens da sobreposicao de imagens, foi acompanhada da avaliacao
histopatoldgica que é considerada o padrao ouro para a avaliacdo da resposta
tecidual do hospedeiro (De Rossi et al., 2007).

Na analise histopatoldgica, o grupo tratado em sessao Unica ndao apresentou
processo de reparagao apical e periapical, ao contrario, apresentou persisténcia de
lesdo periapical caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatorio, reabsorcao
0ssea e cementaria e espessamento do ligamento periodontal. Por outro lado, os
grupos tratados com pasta a base de hidréxido de calcio, pasta a base de EGCG e
EGCG em veiculo aquoso apresentaram processo de reparo nos tecidos apicais e
periapicais. Em muitos casos observou-se selamento apical nos grupos onde o
curativo de demora foi utilizado. Embora nenhum estudo tenha avaliado o efeito da
EGCG no reparo de lesOes periapicais, nossos resultados estdo de acordo com o
observado em estudos radiograficos, histopatologicos e até microbioldgicos que
mostram reparacdo de lesGes tratadas com o uso de hidroxido de calcio e
manutencao de lesdo periapical em dentes obturados em sessdo Unica (Leonardo et
al., 1994; Leonardo et al., 1995; De Rossi et al., 2005; Hidalgo et al., 2016). Uma
vez que a formulacao testada proporcionou reparo tecidual semelhante ao
encontrado no grupo tratado com hidroxido de calcio, e ja apresentou resultados
adequados em testes fisico-quimicos, de compatibilidade tecidual e ndo altera a cor
da coroa dental, sugere-se sua possivel utilizagdo como medicacao intracanal.

Embora no presente estudo tenhamos avaliado a acao da EGCG sobre o
reparo tecidual, esta substancia foi previamente proposta na terapia endodontica,
para atuar como agente irrigador dos canais radiculares durante o preparo quimico-
mecanico (Prabhakar et al.,, 2010; Lee e Tan, 2015; Ferreira, 2015;
Pheenithicharoenkul e Panichuttra 2016). Quando utilizada como solugdo irrigadora,
além de apresentar acdo antimicrobiana contra patdgenos endodonticos (Prabhakar
et al., 2010; Lee e Tan, 2015), a EGCG aumenta significativamente a forca de adesao
do cimento obturador as paredes do canal radicular (Pheenithicharoenkul e
Panichuttra 2016; Yu et al., 2017) por apresentar forte acao anti-oxidante, capaz de
neutralizar o hipoclorito de sddio (NaOCI) residual e oxigénio, e também por inibir a

atividade proteolitica das metaloproteinases de matriz (MMPs) (Yu et al., 2017).
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As MMPs s3do uma familia de endopeptidases zinco-dependentes,
relacionadas com a funcgao e estrutura dos tecidos por atuarem principalmente na
degradacao de componentes proteicos da matriz extracelular (ECM), incluindo as
matrizes dentindria e dssea (Everts et al., 1992; Snoek-Van Beurden e Von Den Hoff,
2005; Tsuji et al., 2009; Kupai et al., 2010). As MMPs estao presentes no interior de
células inflamatdrias, porém, sdo mais frequentemente encontradas isoladas e na
superficie celular ou no interior da matriz extracelular (Nagase e Woessner, 1999;
Sorsa et al., 2011). No presente estudo, encontramos marcante proliferagao de fibras
colagenas na regido periapical dos grupos onde foi utilizada a EGCG, que também
apresentavam-se mais maduras e com forte fluorescéncia verde quando comparadas
ao grupo tratado com pasta a base de hidroxido de cdlcio, onde as fibras estavam
menos maduras e menor fluorescéncia verde. Sabe-se que as MMPs 2 e 9
desempenham um papel importante na resposta imune e inflamatdria do hospedeiro
durante a progressao da lesao periapical, promovendo a degradacao da matriz extra-
celular, degradacao do tecido pulpar e inflamagao periapical (Corotti et al., 2009;
Carneiro et al., 2009; Sorsa et al., 2011; Li et al., 2012; Wan et al. 2014; Carneiro et
al., 2017). A MMP 2, também chamada de gelatinase A, é importante para o turnover
da ECM, clivando os colagenos tipos 1V, V, VII, e XI, enquanto a MMP 9 (gelatinase
B) é essencial para iniciar o processo de reabsorcao éssea (Chang et al., 2002),
removendo a camada de colageno da superficie oOssea que é composta
principalmente pelo colageno fibrilar tipo I mineralizado (Guise, 2009) para que a
desmineralizagdao ocorra (Delaissé et al., 2000). Assim, os resultados do presente
estudo podem ser decorrentes da acao da EGCG na inibicdao das MMPs da matriz,
que pode atuar favorecendo o processo de reparagao por fibroblastos. No entanto,
estudos futuros devem ser realizados para avaliar possiveis efeitos adicionais da
utilizagdo de EGCG como curativo de demora na terapia endodbntica, como sua
atuacdo na inibicao das MMPs presentes na lesao periapical e também nas paredes
internas do canal radicular, que poderiam ainda favorecer a reparacao e adesao do
material obturador nas paredes dos canais radiculares.

Assim, embora o uso de EGCG no tratamento da lesao periapical seja
promissor e viavel, estudos futuros devem ser realizados para avaliacao de possiveis

vantagens sobre as pastas a base de hidroxido de calcio, atualmente preconizadas,
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como possivel estimulo a proliferacdo de fibras colagenas e consequente reparacao
tecidual, causada pela acao da mesma na inibicado de MMPs ou melhora na adesao

dos cimentos obturadores as paredes do canal radicular.






6. ConcLusAo
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Com base nos resultados do presente estudo /n vivo, pbde-se concluir que a
utilizacdo de formulacdo a base de EGCG durante tratamento endodontico,
proporcionou 0 processo de reparagao das lesOes periapicais, apresentando

resultados promissores para sua possivel utilizagdo como medicagdo intracanal.
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ANEXO A- Aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais.
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Comissio de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

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

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

3050 Spruce Strest
Sant Louls, Missoun 63103 USA
Twlsphone B00-325.5832 « (314) 771.5765

- » Fax (314) 286-7628
email tachsarv@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-(3,4,5-Trihydrcxyphenyl)- OoH
3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol 3-(3,4,5

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

gallate’; EGCG’

PHYSICAL DESCRIPTION: i

Appearance: powder ‘v,
Molecular formula: C;H:O1, 0\
Molecular weight: 458.4 //
Melting point: 218°C' H o
EM(275 nm) = 11,500 (ethanol)’

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

STORAGE / STABILITY AS SUPPLIED:

SOLUBILITY:

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

GENERAL NOTES:

Epigallocatechin gallate (EGCG) is a 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.®

E4143 Page | of 2
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(-)-EPIGALLOCATECHIN GALLATE
Sigma Prod. No. E4143

HPLC SYSTEM:*

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

Flow rate: 1.0 mL/min

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

Retention time for major peak =12 minutes

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

Merck Index, 12th ed., #3568 (1926).

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

Supplier information.

Sigma quality control.

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

ahwN=

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.

E4143 Page 2 of 2
07/15/97 - CKV





