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RESUMO

As investigagbes a cerca da nanotecnologia e o desenvolvimento de novos
materiais para aplicagbes diversas é fato comprovado pela literatura. Verifica-
se ainda, nos dias atuais, a falta de consenso entre os pesquisadores sobre
qual o material ideal para ser utilizado como obturador endodéntico. Assim, o
presente trabalho realizou a sintese, caracterizagdo e a avaliacao histologica
de nanocristais de 6xido de zinco, por meio de testes biolégicos, segundo
critérios estabelecidos pela Federacdo Dentaria Internacional. A composicao
quimica e o grau de pureza do material foram verificados por meio de
espectroscopia Micro-Raman (Raman) e sua estrutura espacial, fase e
tamanho médio por meio da difratograma de raios X (DRX). Os nanocristais de
oxido de zinco foram obtidos através da transformacdao do complexo
tetraminzinco em um pé de coloracdo branca de 6xido de zinco, em pH 8,5 a
80° C. Este p6, provavelmente amorfo, foi mantido a temperaturas elevadas de
500°C por duas horas objetivando a sua cristalizagdo. Foram utilizadas 10
cobaias (“Guinea Pig”) divididas em periodos experimentais de 30 e 90 dias.
Foram realizados dois implantes intra-6sseos em cada animal, na regiao entre
a sinfise mandibular e dentes incisivos. Para acondicionar os materiais
testados, foram utilizados copos de Teflon, tendo suas laterais como controle.
Decorridos os periodos experimentais, os animais foram sacrificados e o0s
espécimes preparados para o exame histolégico de rotina. Apds analise pelo
espectro Micro-Raman e o difratograma de Raio X visualizamos que os
nanocristais de éxido de zinco apresentaram-se com um tamanho médio de
21nm, estrutura hexagonal, ndo sendo observada a presenca de impurezas ou
outros compostos misturados. A reacdo tecidual aos nanocristais de Oxido de
Zinco apresentou-se predominantemente de intensidade ausente/suave,
caracterizando o material como biocompativel no modelo teste, segundo os
protocolos da FDI e ANSI/ADA.

Palavras — chave: Biocompatibilidade. Endodontia. Nanocristais de 6xido de

zinco. Nanobiotecnologia
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ABSTRACT

Investigations about nanotechnology and the development of new materials for
various applications is the fact evidenced by literature. There is, today, the lack
of consensus among researchers about what the ideal material to be used as
endodontic filling. Thus, the present study evaluated the synthesis,
characterization and histological evaluation of zinc oxide nanocrystals through
biological tests, according to criteria established by the International Dental
Federation. The chemical composition and purity of the material were verified
by Micro-Raman spectroscopy (Raman) and their spatial structure, phase and
average of the particle size by X-ray diffraction (XRD). Ten guinea pigs
("Guinea Pig"), divided into experimental periods of 30 and 90 days, were used.
Two intra-osseous implants were performed in each animal in the region
between the mandibular symphysis, and incisors. To pack the materials tested,
Teflon cups were used with their side as a control. After the experimental
periods, animals were sacrificed and specimens were prepared for the routine
histological examination. The nanocrystals of zinc oxide presented with a size of
21nm, hexagonal structure, not observed the presence of impurities. Tissue
reaction to zinc oxide nanocrystals showed predominantly absent/mild intensity,
characterized the material as biocompatible in the model test, according to the
protocols of the FDI and ANSI/ADA.

Key words: Biocompatibility. Endodontics. Zinc oxide nanocrystals.
Nanobiotechnology.
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1. INTRODUGAO

O sucesso do tratamento endoddntico depende da completa remocéao
dos conteudos necréticos e infectados dos sistemas de canais radiculares,
proporcionado por limpeza eficiente, neutralizagdo de microbiota presente, e
acompanhada de selamento hermético. Além das propriedades fisico-quimicas,
tais como estabilidade dimensional; baixa solubilidade; adesividade;
radiopacidade e capacidade de selamento apical, o cimento obturador deve ser
biocompativel, ou seja, devera nao induzir dano adicional aos procedimentos
da terapéutica endodéntica (Huang et al., 2002; Sousa et al., 2004; Bodrumlu,
2008).

Nesse contexto, os materiais a base de 6xido de zinco e eugenol tém
sido empregados com éxito na pratica endoddntica, sendo muito utilizados nas
ultimas décadas (Economides et al., 1995; Koloukouris et al., 1998; Schwarze
et al., 2002). Varios ensaios biolégicos e estudos ,”in vitro”, mostraram que
cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol apresentam propriedades fisico-
quimicas e biologicas que sustentam a sua indicagcdo na terapéutica
endodontica. Assim, embora induzam lesbes teciduais em curto prazo, seu
efeito patogenético € reduzido a médio e longo prazo (Hume, 1988; Gerosa et
al., 1996; Leonardo et al., 2000; Schwartze et al., 2002; Schwartze et al., 2002;
Lee et al.,, 2002; Mendes et al., 2003; Batista et al., 2006; Kasemets et al.,
2009). Estudos experimentais em guinea pigs mostram que, ap6s 90 dias de
observacdo, observa-se tecido conjuntivo remodelado normal ou cicatricial
envolvendo o material implantado, em geral, separando o material implantado
do tecido ésseo normal, que se encontra estavel, sem sinais aparentes de
necrose ou reabsorcdo. Nestes casos, vale salientar que os efeitos precoces
ou tardios tém sido atribuidos quase que exclusivamente ao efeito toxico do
eugenol (Sousa et al., 2004).

O desenvolvimento da nanociéncia, nesta ultima década, proporcionou
grandes avangos no dominio da sintese e caracterizacdo de materiais. A
reducdo do material a escala nanométrica traz modificagcbes nas suas

propriedades estruturais e fisico-quimicas e, com isto, davidas sao suscitadas



se estas propriedades estariam acompanhadas de efeitos biologicos
inusitados,  diferentes daqueles ja mensurados para particulas
microdimensionadas presentes nos materiais tradicionalmente empregados na
pratica médica (Kasemets et al., 2009).

Até o presente momento, sdo escassos 0s estudos que avaliam a
biocompatibilidade de cimentos obturadores em escalas nanométricas (menor
que 100nm). Todavia, estudos ,”in vitro”, identificam que nanocristais de ZnO
apresentam propriedades antibacterianas (Kishen et al., 2007; Shrestha et al.,
2010). Da mesma forma, Liu et al., (2009) afirmaram que NP de ZnO podem
distorcer e danificar a membrana celular bacteriana, resultando na quebra dos
conteudos intracelulares e eventualmente na morte das células bacterianas,
discorrendo sobre a sua capacidade antimicrobiana a E.coli.

Paralelamente, tem sido também observado que estes nanocristais sao
téxicos para células em cultura, mostrando impactos em 6rgaos como: coracao,
pancreas, 0sso, figado e pulméao (Song et al.,, 2010). Embora ainda nédo seja
bem elucidado os riscos que essas particulas possam trazer para saude
humana, acredita-se que apds a sua administracao sistémica, essas pequenas
particulas possam penetrar os capilares e circular por todo organismo inclusive
no cérebro (Hu et al., 2010).

Portanto, parece-nos importante a realizacdo de estudo da
biocompatibilidade utilizando metodologia padronizada, de facil reproducao e
com resultados baseados em analises semiqualitativas adequadas, para avaliar
as propriedades dos nanocristais de 6xido de zinco em ensaio bioldgico, apds
sua sintese e caracterizacao fisica, analisando sua forma, tamanho e estrutura.
A hipotese a ser testada € se o nanop6é de 6xido de zinco apresenta
caracteristica de biocompatibilidade, visando aplicagcbes como integrante de
cimento obturador endodéntico favorecendo o surgimento de materiais livres de

eugenol.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estudos relevantes sobre cimentos a base de oxido de zinco e
eugenol

Hume (1988),estudou a liberacdo do eugenol analisando amostras de
OZE por meio da marcacao do eugenol pelo tritium radioativo. Verificaram que
ao ocorrer o contato deste produto com solucdo salina, nota-se imediata
liberagdo de eugenol da superficie do cimento. O maior indice de liberagao foi
encontrado no primeiro momento apds este contato, decrescendo nos periodos
posteriores. Verificaram, ainda, que esta liberacdo de eugenol ocorre apenas
na superficie do OZE e nado em fungao do volume da amostra. O decréscimo
desta liberacédo ocorre pela diminuicdo da quantidade de eugenol da camada
superficial.

Pascon & Langeland (1989), testaram um cimento obturador de canal a
base de hidréxido de calcio — Apexit — que foi comparado com o AH26, Endo-
Fill, Dentinol e o Oxido de Zinco/Eugenol. Os materiais foram classificados por
ordem decrescente de toxicidade, apds 4 horas de contato material/célula, em:
Fresco: OZE, AH26, Dentinol, Endo-Fill, e Apexit; 24 horas de presa: OZE,
Endo-Fill, Apexit, AH26, e Dentinol; 60 horas de presa:0OZE, Endo-Fill, AH26,
Dentinol, e Apexit. Os resultados mostraram que, embora o AH26 e o Dentinol
tenham apresentado toxicidade elevada quando recentemente preparados, ela
era muito baixa apés 24 e 60 horas de presa, e que o material Apexit
apresentou baixa toxicidade em todo o experimento.

Gulati et al (1991), avaliaram a citotoxicidade de dois cimentos
endoddnticos a base de éxido de zinco em suas formulagdes. Os cimentos
utilizados foram: o 6xido de zinco e eugenol e o 6xido de zinco glicerina.
Utilizaram 15 ratos albinos injetando estes materiais no tecido subcutaneo. As
reacdes inflamatérias foram analisadas nos periodos de 1, 7 e 15 dias e
comparadas por meio da verificagdo do numero de polimorfonucleares
presentes nos cinco ratos de cada tempo experimental. Os resultados
mostraram que em todos os periodos avaliados a toxicidade foi maior para o

cimento contendo 6xido de zinco e eugenol. Para o cimento sem eugenol, as
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reacbes foram menos significativas e diminuiram com o transcorrer do
experimento.

Mittal et al (1995), avaliaram a resposta tecidual histolégica de quatro
cimentos endodénticos. Os cimentos foram: O6xido de zinco e eugenol,
Sealapex, Tubli Seal e Endoflas F.S. Participaram do estudo 15 ratos albinos
adultos pesando em média de 150 a 200g. Em cada rato foi demarcado, na
superficie dorsal, cinco circulos que receberiam os materiais a serem testados.
O estudo foi conduzido em cinco fases (48 horas, 7 dias, 14 dias, 1 més, e trés
meses) e para cada fase trés animais eram sacrificados. Ap6s a morte dos
animais o processamento histolégico foi realizado e a resposta inflamatéria foi
avaliada em: grau 0, grau 1, grau 2 e grau 3. Os cimentos a base de 6xido de
zinco e eugenol, Tubliseal e Endoflas F.S apresentaram severa toxicidade em
48 horas, porém a partir de 7 dias apresentaram diminuicdo graduativa dos
seus efeitos. Apds trés meses nenhuma reagdo inflamatéria foi vista por
qualquer cimento analisado.

Economides et al (1995), estudaram a biocompatibilidade de quatro
cimentos endodoénticos sendo que dois deles eram a base de hidroxido de
célcio (CRCS, Sealapex), um deles era a base de éxido de zinco e eugenol
(Roth 811) e o outro era a base de resina epdxica (AH-26). O estudo também
avaliou a influéncia dos cimentos nas concentragdes de calcio e zinco nos
tecidos dos ratos (cérebro, figado, rim, e Utero). Cada cimento foi carregado em
tubos de teflon e implantado em subcuténeo de ratos. Apds 7,14 e 21 dias, 0s
implantes foram removidos, fixados e preparados para anadlise histoldgica.
Foram observadas um total de 100 espécimes. Os resultados evidenciados
mostraram que no sétimo dia o material mais irritante foi o AH-26, porém sua
reacao inflamatéria diminuiu com o tempo do experimento. Os cimentos Roth
811 e o0 Sealapex sao responsaveis por desenvolver reagcdes inflamatérias de
moderada a severa, enquanto o cimento CRCS causou reacdo de média a
moderada. Quanto a concentracdo de ions de zinco e célcio, o autor concluiu
que os cimentos CRCS e Roth 811 induzem a redistribuicdo de ions de zinco,
enquanto que o cimento AH-26 induzem variagdes de ions de calcio no
organismo.

Gerosa et al (1996), avaliaram, “in vitro”, a citotoxicidade do eugenol

puro. Foram utilizados fibroblastos gengivais humanos, extraidos de bidpsias
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gengivais, incubados em placa de cultura de 25cm? com HEPES (solugdo
tamponada), 2% de glutamina, 0,11 g/l de acido piravico, 0,05 mg/l de glucose,
10% de soro fetal de bezerro e 3,7 g/l de NaHCOj3. Apds todo o preparo
laboratorial, a citotoxicidade foi determinada expondo as células a varias
concentracdes de etanol (0,017 a 1,75M). Subsequentemente, 20 | (0,34M) de
alcool diluido com eugenol na concentracdo entre 0,015 a 974M foram
adicionados as células e estas incubadas a 372 C com 100% de umidade por
48 horas. A citotoxicidade foi determinada utilizando método de quantificacao
das células sobreviventes de acordo com os critérios estabelecidos por
Landegren (1984). No grupo de células controle, ndo expostas ao alcool, a
vitalidade celular permaneceu inalterada até a concentragéo final de 0,68M.
Com o aumento das concentracbes, a sobrevivéncia celular reduziu
significadamente. Os experimentos que continham o eugenol, com
concentragdes superiores a 1,9M, demonstraram ser citotoxicos. Este autor
relata, que a toxicidade do Oxido de zinco e eugenol esta diretamente
relacionada com a concentracao de eugenol presente no cimento.

Kolokouris et al (1998), avaliaram, “in vivo”, a biocompatibilidade de dois
cimentos endodénticos: Apexit (a base de hidroxido de calcio) e Pulp Canal
Sealers (a base de éxido de zinco e eugenol) ap6s a implantagdo de tubos de
teflon em tecido conectivo de rato. Participaram do estudo 44 ratos pesando de
150 a 200g. Os animais foram divididos em quatro grupos, observados por
tempos de 5, 15, 60 e 120 dias. Em cada tempo experimental havia um grupo
controle. Foi avaliado o tecido ao redor da darea cirurgica, a ocorréncia e
localizagdo de tecido fibroso, os tipos de células inflamatérias e as variagcdes
vasculares. O estudo mostrou presenca de reacoes inflamatérias severas com
diferentes extensées e necrose para o cimento Apexit, no periodo de 5 a 15
dias, diminuindo a reacdo com 60 dias e continuamente com 120 dias. Areas
de necroses também foram observadas com o cimento Pulp Canal Sealer,
apresentando de reacdes moderadas a severas até o quinto dia experimental,
diminuindo sua intensidade com o passar do tempo.

Hashieh et al (1999), investigaram a liberagdo de eugenol dos cimentos
a base de 6xido de zinco e eugenol, em apices de dentes obturados pelas
técnicas de cone unico e pelo Thermafil. A coroa de 10 incisivos centrais
superiores foi removida e os canais preparados com limas profile para receber
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as obturacdes. No estudo, cinco desses dentes foram obturados usando o cone
Thermafil numero 30 e os outros cinco dentes foram obturados com guta-
percha cone 30. A liberacdo do eugenol foi determinada por
espectrofluorescéncia apos 1 dia e 1 més. O estudo mostrou que pela técnica
de cone unico foi liberado mais eugenol do que a técnica usando o thermafil e
que em ambas as técnicas, com o passar do tempo, a concentragdo do
eugenol diminuiu. Os autores concluiram que o nivel de eugenol liberado do
cimento a base de éxido de zinco e eugenol além apice é baixo e que diminui
sua concentragdo com o passar do tempo.

Guigand et al (1999), avaliaram, “in vitro”, a relativa citocompatibilidade
de trés materiais endodénticos. Os materiais avaliados eram a base de
hidréxido de célcio e cimento a base de 6xido de zinco e eugenol. A avaliacdo
foi conduzida em 24, 72 e 168 horas apdés o contato dos materiais, com as
técnicas de colorimetria, scanner de microscopia eletrbnica e citometria. Os
resultados confirmaram que o cimento a base de 6xido de zinco e eugenol
apresentam maior toxicidade inicial, diminuindo com o tempo.

Tassery et al (1999), investigaram a resposta tecidual dos materiais
Vitremer (ionébmero de vidro) e Super EBA (cimento de éxido de zinco e
eugenol) na mandibula e no fémur de coelhos. Participaram do estudo 22
coelhos pesando 2,5 kg. Os animais receberam tubos de silicone esterilizados
contendo os materiais testados. Foram realizadas cirurgias no osso mandibular
e na porcao média do fémur. Os animais também receberam 8 tubos de
silicones vazios para controle negativo. Ap6s a realizacdo da cirurgia, 0s
animais foram observados por periodos de 4 a 12 semanas. Os coelhos foram
sacrificados, e através de analises histologicas foi determinado o nivel da
resposta inflamatéria. Os resultados mostraram que na quarta semana
nenhuma diferenca significativa havia sido encontrada entre os sitios de
implantagdo, porém na décima segunda semana, a cicatrizagdo do 0sso se
mostrou melhor na mandibula que no fémur. Quanto aos materiais testados, o
Vitremer na quarta semana apresentou biocompatibilidade similar ao Super
EBA e superior na décima segunda semana.

Leonardo et al (2000), avaliaram a citotoxicidade de cinco cimentos de
canais radiculares. Dos cimentos analisados, quatro deles a base de hidréxido
de célcio (Sealapex, CRCS, Apexit, e Sealer 26) e um a base de 6xido de zinco
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e eugenol (Fill Canal). Foram avaliadas microscopicamente as alteragdes
morfolégicas em macrofagos peritonais de ratos. Os autores concluiram que
cimento menos téxico foi o Fill canal, seguidos pelos cimentos CRCS, Sealer
26, Apexit, e Sealapex.

Leonardo et al (2000), realizaram estudo para avaliar, “in vitro”, a
atividade antimicrobiana de cimentos e pastas de uso endodénticos. Foram
utilizados quatro cimentos (AH plus, Sealapex, Ketac Endo, e Fill Canal), duas
pastas a base de hidroxido de célcio (Calen, e Calasept) e uma pasta de 6xido
de zinco. Foram avaliadas sete bactérias utilizando o método de difusdo de
Agar com infusdo de Brain Heart e Muller Hinton. O estudo mostrou que as
bactérias foram inibidas por todos os materiais testados, porém esse fato
ocorreu apenas quando as culturas de células estavam otimizadas com 0,05g9%
TTC gel.

Azar et al (2000), compararam os efeitos citotoxicos dos cimento
endodéntico: AH Plus com os cimentos AH-26 e o 6xido de zinco e eugenol em
fibroblastos humanos. A citotoxicidade foi avaliada por meio da incubacao
direta das células sobre os cimentos em diferentes intervalos de tempos: 1
hora, 4 horas, 8 horas, 24 horas, 48 horas, 5 dias, 1 semana, 2 semanas, 4
semanas, 5 semanas. Os resultados demonstraram que os efeitos citotdxicos
induzidos pelo 6xido de zinco e eugenol foram detectados muito cedo, 1 hora
apos manipulacdo e mantida em alto nivel até completar todo o tempo
experimental. O cimento AH-26 induziu citotoxicidade na primeira semana,
reduzindo substancialmente com o tempo. O cimento AH Plus limitou sua
toxicidade ao periodo inicial do experimento e apés 4 horas da sua
manipulagéo néao era mais detectado nenhuma toxicidade.

Figueiredo et al (2001), avaliou a presenca de pigmentacdo causada por
cimentos endodéntico e a resposta tecidual a quatro cimentos injetados ou
implantados na mucosa oral de coelhos. Participaram do estudo 30 coelhos,
divididos em quatro grupos. No grupo | e grupo |lI, com 8 animais em cada
grupo, testaram respectivamente os cimentos N- Rickert e AH-26. Os grupos Il
e IV eram representados por 7 animais e em cada grupo foi testado
respectivamente os cimentos Fillcanal e Sealer 26. Cada animal recebeu do
lado direito do sulco gengivo-labial a injecdo do cimento e do lado esquerdo era
implantado com tubo de polietleno o mesmo material. Os periodos
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experimentais foram de 30, 60 e 90 dias. Passados os tempos cirlrgicos, 0s
animais foram sacrificados e as analises histoldgicas realizadas. Os resultados
mostraram que nao existe relacdo entre os métodos aplicados, a presenca de
pigmentacdo e a resposta tecidual, e que somente produz pigmentacdo os
cimentos que apresentam a prata em sua composicdo. Os autores concluiram,
ainda, que dos cimentos utilizados o que promove melhor cicatrizagdo € o
cimento a base de hidroxido de calcio (Sealer 26) e o mais irritante é o
Fillcanal, a base de oxido de zinco e eugenol).

Lee et al (2002), testaram a habilidade de adesdo de cimentos
endoddnticos na dentina e na guta-percha. Os cimentos testados foram: Kerr (a
base de 6xido de zinco e eugenol), Sealapex (a base de hidroxido de calcio),
AH 26 (a base de resina) e Ketac-endo (a base de ionémero de vidro). O
estudo mostrou que os piores resultados foram encontrados na adesédo a
dentina pelo cimento base de éxido de zinco e eugenol. Bons resultados foram
obtidos quando a adeséo foi a guta-percha, provavelmente, devido a presenca
de ingredientes em comum. Os autores concluiram que os melhores resultados
foram encontrados com os cimentos a base de resina.

Huang et al (2002), determinaram a citotoxicidade e a biocompatibilidade
de diferentes tipos de cimentos endoddnticos em células humanas do
ligamento periodontal e em células permanentes de Hamister. Foram utilizados
seis cimentos, sendo eles: AH-26, AH plus (a base de resina), Canals,
Endomethasone, N; (a base de 6xido de zinco e eugenol) e Sealapex (a base
de hidréxido de calcio). Os materiais foram preparados em meio de cultura por
1, 2, 3 e 7 dias. A citotoxicidade foi avaliada por meio da reducdo do brometo
de tetrazolim em linhagem de células humanas e em células derivadas de
Hamister. Os resultados mostraram que os cimentos a base de resina, éxido de
zinco e eugenol e hidroxido de calcio sdo responsaveis por desenvolver
citotoxicidade em células humanas e permanentes de Hamister. Dentre os
cimentos analisados, o0 que apresentou menor toxidade foi 0 Sealapex e o mais
irritante foi 0 Ny,

Schwarze et al (2002), avaliaram a compatibilidade celular de cinco
cimentos endodénticos (N2, Endometasona, Apexit, AH Plus, e Ketac-endo)
durante as primeiras 24 horas ap6s a suas manipulacdo. Foram preparados e
manipulados 300 mg de cada cimento e aplicados em um molde de plastico.
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Os espécimes foram mantidos em cultura de células por um periodo de 0, 1, 5,
e 24 horas, para analisar as células de fibroblastaos 3T3 e fibroblastos
permanentes de ligamento periodontal humanos. Os autores afirmaram que o
cimento N, é responsavel por causar completa inibicido da atividade
mitocondrial nos periodo de 24 horas, enquanto o cimento endometasona inibe
nas primeiras cinco horas diminuindo sua toxicidade nas 24 horas. Portanto, o
cimento Apexit ndo revelou nenhum potencial téxico.

Schwarze et al (2002), investigaram a citotoxicidade de varios tipos de
cimentos endodonticos (N2, Apexit, Roekoseal, AH Plus, Ketac-endo,
Endometasona) e ao cone de guta-percha. O estudo foi realizado ,“in vitro”, em
periodo de 1 ano, usando modelo teste de dentes humanos extraidos. Foram
utilizadas 24 raizes de dentes anteriores ou de pré-molares no experimento,
preparadas com limas de Niquel Titanio (Profile). Ap6és o preparo, estas foram
obturadas. Em adicdo, trés canais foram obturados por condensacéao lateral de
guta-percha e o cimento N, para determinar a influéncia do cimento na
citotoxicidade. Todos os espécimes foram mantidos em agua destilada por
periodo de um ano, para analise da toxicidade em fibroblastos 3T3 e ligamento
periodontal humano. Pronunciados efeitos foram encontrados apenas pelo
cimento N, em ambas as culturas de células; na décima semana foram
encontradas alteracdes citotdxicas significativas induzidas pelo cimento
Endometasona. Os outros materiais ndo apresentaram alteragdes no
metabolismo celular significante.

Mendes et al (2003), avaliaram os efeitos na aderéncia, na atividade
fagocitaria, de interleucinas 12 e na producao de éxido nitrico de dois cimentos
obturadores endoddnticos contendo eugenol. Os cimentos a base de éxido de
zinco e eugenol selecionados foram: Pulp Canal Sealer EWT e o Endofill. Os
cimentos foram preparados e apds o tempo de presa foram determinados a
atividade macrofagica. Os materiais foram colocados em tubo de vidro e
avaliados em cultura. Os autores afirmaram que os cimentos ndao afetam na
viabilidade dos macréfagos, porém alteram na aderéncia e na fagocitose. Os
autores concluiram que os cimentos testados nao influenciam nas respostas
pro-inflamatérias (producdo de inter-12), mas causam efeitos inibitérios na

fagocitose e producao de 6xido nitrico.
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Sousa et al (2004), realizaram experimento para avaliar as propriedades
bioldgicas dos materiais obturadores 6xido de zinco e eugenol, MTA e com
resina Z-100 em cirurgia apical. O estudo seguiu os critérios adotados pela FDI
e ADA. Foram realizados implantes intra-6sseos em 30 guinea pigs, sendo 10
cobaias para cada material testado. ApOs a cirurgia ser realizada e esperados
os tempos de observacao de 4 e 12 semanas, os animais foram sacrificados,
tiveram suas mandibula dissecadas e preparadas para andlises histologica. A
lateral do tubo de teflon serviu como controle negativo. Apds as analises
qualitativas da intensidade de resposta e sua classificacdo em auséncia de
reacao, reacao moderada e reacao severa, 0s autores concluiram que apenas
o oxido de zinco e eugenol ndo apresenta nivel de biocompatibilidade aceitavel.

Perassi et al (2004), analisaram a producao de TNF-alfa em macréfagos
peritoniais de camundongos quando expostos a dois diferentes cimentos
endoddnticos. Foram utilizados oito camundongos de 6 a 8 semanas, pesando
de 25 a 30 g. Os cimentos Sealapex (a base de hidroxido de calcio) e
Endometasona (a base de éxido de zinco e eugenol) foram preparados em
solucbes que apresentavam concentragcdes de 100, 50 e 25 mg/ml. Os
camundongos receberam injecao abdominal para estimulagdo de macréfagos e
foram sacrificados apds 72 horas. Cinquenta mililitros das concentracées das
solugdes dos cimentos foram adicionados nas placas de cultura de células e
analisados. Os autores concluiram que o cimento a base de 6xido de zinco e
eugenol (Endometasona) é téxico e estimula os macréfagos peritoniais de
camundongos a liberarem altas concentracoes de TNF-alfa.

Bernabé et al (2005), realizaram estudo, “in vivo”, para comparem 0s
efeitos do MTA, IRM, Super EBA e OZE, usados para obturacao retrégrada, no
processo de reparo dos tecidos periapicais de dentes de caes. A amostra era
composta por 24 pré-molares superiores e inferiores de trés caes. Na primeira
intervencao foi realizada abertura coronaria e pulpectomia, sendo que os
elementos foram mantidos abertos para o meio oral por 180 dias para induzir a
formacdo de lesdo peiapical, e confirmada radiograficamente. Na segunda
intervencdo os caes foram submetidos a cirurgias apicais seguidas de
retrobturacéo convencional realizada pelos cimentos MTA, IRM, Super EBA e o

OZE. Os autores concluiram que o OZE apresentou influéncia negativa
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significativamente maior no reparo apical quando comparado com o0s outros
materiais testados.

Koulaouzidou et al (2005), avaliaram a atividade antiproliferativa de trés
materiais dentarios (MTA, cimentos & base de 6xido de zinco e eugenol e
cimento a base de ionébmero de vidro) contra a estabilizacdo fibroblastica de
trés linhagens de células (L929, BHK21/C13, RPC-C2A). Os trés materiais
testados ProRoot MTA, IRM e GC Fuiji Il foram preparados de acordo com as
instrucoes dos fabricantes e inseridos em pocos com didmetro de 0,4 um. Apos
48 horas, os materiais receberam irradiacdo UV e foram incubados por um
periodo de 12, 24 e 48 horas. Apds esse periodo, o numero de células foi
estimado pelo SR (sulforhodamine —B). Os resultados mostraram que o IRM foi
o material mais téxico e que os MTA e o Fuiji Il provaram ser materiais
biocompativeis.

Souza et al (2006), realizaram estudo para avaliar as propriedades
bioldgicas dos cimentos EndoREZ e Epiphany, comparando-os com o
convencional AH Plus, seguindo os critérios estabelecidos pelo FDI. Para o
experimento, foram utilizadas 30 cobaias de guinea pig divididas em trés
grupos, sendo 10 animais para cada um dos cimentos. O experimento foi
observado por periodos de 4 a 12 dias, logo ap6s as cobaias foram
sacrificadas e o processamento histolégico realizado. O critério de avaliacao
adotado foi uma andlise qualitativa em que se examinava a intensidade da
resposta inflamatéria e a classificava em auséncia de reagdo, reacao leve,
reacdo moderada e reacao severa. Os autores concluiram que somente o
cimento Epiphany apresentou caracteristicas de biocompatibilidade

Zafalon et al (2007), realizaram um experimento objetivando avaliar
reacbes em tecidos conectivos de ratos para os cimentos endoddnticos
Endomethasone e EndoREZ. Para o experimento foram utilizados 40 roedores
machos divididos em dois grupos, 20 animais para cada um dos cimentos.
Ap6s os periodos experimentais de 15, 30, 60 e 90 dias, as cobaias foram
sacrificadas e 0s espécimes processados histologicamente. O critério de
avaliacdo adotado foi uma analise qualitativa em que se examinava a
intensidade da resposta inflamatéria e a classificava em auséncia de reacéo,
reacao leve, reacao moderada e reagao severa. Os autores concluiram que
somente pode ser considerado biocompativel o cimento Endomethasone.
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Batista et al (2007), realizaram analise histolégica da reacgéo tecidual
causada por cones de guta-percha e cimentos endoddnticos. Os cones foram
utilizados por implantes em cénulas de polietileno sob condi¢cdes similares a
realidade clinica. Foram utilizados os cimentos Endofill, Endometasona, Sealer
26 e AH Plus. Apos os implantes serem realizados, as reacdes inflamatérias
causadas foram avaliadas em 7, 14 e 30 dias, usando analise histopatol6gica
descritiva. As respostas inflamatérias foram classificadas em ausente, discreta,
moderada e intensa. Os resultados mostraram que o0 cimento que apresenta
melhores respostas biolégicas foi o Endometasona e o mais irritante foi o
Endofill. Os autores concluiram que todos os cimentos analisados causaram
respostas inflamatérias em subcutédneos dos ratos e que a intensividade varia
de acordo com o tipo de cimento e com o periodo pés-implante.

Gomes Filho et al (2007), avaliaram, “in vivo”, a biocompatibilidade dos
cimentos endodénticos Endométhasone, Pulp Canal Sealer EWT e AH Plus por
meio de implantes em tecidos subcutaneo de ratos. Foram usados 24 ratos
pesando de 180 a 200g, recebendo trés implantes cada. Os implantes foram
realizados com tubos de polietilenos preenchidos com o cimento e um implante
vazio para ser o controle. Os implantes foram removidos apés 3, 7 e 30 dias e
examinados a microscépio quanto a reacao inflamatéria. Os autores concluiram
que os cimentos apresentam similares poderes de irritacdo, sendo mais severa
no inicio e diminuindo com o tempo. Concluiram ainda que houve melhor
organizacao tecidual frente ao Pulp Canal Sealer EWT que ao Endomethasone
e AH-Plus.

Bodrumlu et al (2007), realizaram revisdo de literatura sobre a
biocompatibilidade dos materiais de obturacdo retrégrada (amalgama, guta-
percha, cimentos 6xido de zinco e eugenol, cimento de ionémero de vidro,
compésito de resina e MTA). O autor discute que ainda nao existe material
ideal que ofereca o selamento hermético entre periodonto e sistema de canais
radiculares, porém afirma que o MTA e o Super EBA (cimento reforcado a base
de Oxido de zinco de eugenol) parecem ser os mais biocompativeis quando
colocados em cavidades apicais.

Da Silva et al (2008), avaliaram, “in vitro”, a citotoxicidade de quatro
cimentos obturadores: Top Seal (a base de resina epo6xica), EndoREZ (a base
de metacrilato), Tubliseal e Kerr Pulp Canal Sealer (a base de éxido de zinco e
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eugenol) e seus efeitos na liberacdo de reativos intermediarios de oxigénio e
nitrogénio em cultura de macréfagos peritoniais de ratos. A cavidade peritonial
de camindongos foi irrigada com 5 ml de solugédo salina 10 mM. As células
foram lavadas duas vezes em entao suspensas em meio apropriado para 0s
testes. A citotoxicidade dos cimentos foi determinada pela presenca de
peréxido de hidrogénio e Oxido nitrico pela oxidagcdo da peroxidase
dependente. A suspensdo dos cimentos foi obtida em duas diferentes
concentragbes para cada material: 18mg/ ml e 9 mg/ml, estabelecidas
previamente pelo teste de viabilidade celular MTT. O estudo concluiu que o
cimento que apresenta maior citotoxicidade foi o Top Seal.

Pinna et al (2008), avaliaram a citotoxicidade “in vitro” do cimento
MetaSeal por um periodo de tempo e compararam seus resultados com os
cimentos a base de resina epodxica (AH Plus) e o cimento a base de 6xido de
zinco e eugenol (Pulp Canal Sealers). Os trés cimentos endoddnticos foram
preparados de acordo com as instrucdes dos fabricantes e cada material foi
colocado dentro de seis moldes de teflon previamente esterilizados, para
estarem em contato com osteosarcoma de ratos (ROS) 17/2.8. Foram
utilizados seis periodos experimentais e apds 72 horas ocorreu a completa
configuragdo. O estudo mostrou que todos o0s cimentos apresentaram
toxicidade severa nas 72 horas avaliadas, diminuindo gradualmente ao longo
dos tempos experimentais com excecao do cimento Pulp Canal Sealer, que
permaneceu severamente toxico.

Scarparo et al (2009), realizaram estudo para investigar a reacdo em
tecido subcutédneo de ratos a cimentos endoddnticos a base de metacrilato
(EndoREZ), a base de resina epdxica (AH Plus) e a base de 6xido de zinco e
eugeno | (Endofill). O experimento foi realizado com 18 ratos, divididos em
quatro grupos e avaliados por trés tempos experimentais (7,30 e 60 dias). Apds
a preparacdo e a avaliacdo dos espécimes, 0s autores concluiram que 0s
materiais  testados nao  apresentam  caracteristicas ideais de
biocompatibilidade.

Zmener et al (2010), avaliaram a biocompatibilidade dos cimentos ER/
ACC(EndoREZ e ER Accelerator) e do Real Seal comparando-os com o Pulp
Canal Sealer por meio de implantes em subcutaneos de ratos. Foram utilizados
no trabalho 24 ratos que receberam tubos de silicones contendo o material
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testado, bem como tubos sélidos para controle negativo. Apos 10, 30 e 90 dias,
os animais foram sacrificados e foi realizado o processamento e a analise
histologica. Os cimentos EndoREZ/ACC e Real Seal tiveram diminuicdo da
resposta inflamatéria com o passar do tempo, sendo, portanto, considerados
como aceitaveis biologicamente. O mesmo nao ocorreu com o cimento Pulp
Canal Sealer que apresentou reacdo severa em todos o0s tempos
experimentais.

Da Silva et al (2011), avaliaram a resposta biol6gica causada no tecido
periodontal adjacente apds perfuragbes obturadas com os cimentos Endo-
CPM-sealer (CPM), MTA Angelus (MTA) e com Oxido de zinco e eugenol
(OZE). Fizeram parte do estudo 60 ratos, divididos em trés grupos, sendo que
cada grupo representava um tipo de cimento obturador. Ap6s os animais terem
sido anestesiados foi realizada abertura coronaria do primeiro molar direito,
sendo que no teto da cdmara na regido de furca foi realizado perfuragdo com 2
mm de didmetro. Passados 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram sacrificados e
o tecido periodontal adjacente ao dente foi removido e imediatamente imerso
em solugado de fixacao para preparacao histolégica. O estudo mostrou que o
material induziu a reparacdo 6ssea e mais biocompativel que os cimentos a
base de ZOE.

2.2. Estudos relevantes sobre a nanotecnologia

Feyman (1959), proferiu a palestra, There's Plenty of Room at the
Bottom: An Invitation to Enter a New Field of Physics, no Instituto de Tecnologia
da Califérnia e sugeriu que em um futuro ndao muito distante, os engenheiros
poderiam manipular atomos e coloca-los onde bem entendessem, desde que, é
claro, ndo fossem violadas as leis da natureza.

Silva Jr. (2002), mostrou em seu trabalho como esta presente a
nanotecnologia no mercado mundial, discorrendo sobre produtos
tecnologicamente sofisticados, como: microprocessadores de Ultima geracao,
vidro autolimpante, fibras Opticas e telefonia celular avancada. Avangcos em
nanomateriais permitiram o desenvolvimento de novos tipos de lasers, como é
o exemplo do /aser azul, assim como aumento nas densidades e capacidades

de armazenamento de dados digitais. Tém-se, ainda, catalisadores
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nanométricos mais diversificados e eficientes, materiais para préteses e até
anticorpos sintéticos capazes de encontrar e destruir virus ou células
cancerigenas no corpo. Dessa forma, doses menores de drogas podem ser
efetivas, reduzindo os efeitos colaterais.

Chaves (2002), mostrou que a utilizacao inteligente de nanoestruturas,
isoladas ou acopladas com outras, pode leva-las a novas aplicacbes. Um
exemplo tipico e de sucesso foi a descoberta do nanotubo de carbono, que
representou um marco na nanociéncia. Os nanotubos de carbono vém sendo
estudados devido as suas possiveis aplicacées tecnologicas, uma delas é a
aglomeracao texturizada desses para a fabricagdo de materiais cinco vezes
mais leves e vinte vezes mais resistentes que o aco, além da capacidade de
operar sob temperaturas trés vezes mais elevadas. Materiais com tais
propriedades revolucionardo a industria mecanica, especialmente a de veiculos
terrestres, aéreos e espaciais, tornando-se muito mais duraveis, leves e

eficientes no uso da energia de seu combustivel.

2.3. Nanoparticulas de 6xido de zinco

Aruoja et al (2008), realizaram estudo para estimar a toxicidade das NPs
de ZnO, TiO, e CuO contra algas Pseudokirchneriella subcapitata. Foram
utilizados os seguintes tamanhos de NPs: TiO, (25-70nm), ZnO (50-70nm) e
CuO(~30nm), e suas féormulas bulk. Os metais 6xidos foram mantidos em
suspensdo até se tornarem homogéneos e turvos sem, contudo, terem
sedimentado. As substancias NPs foram incubadas na presenca das espécies
das algas a 24° C por pelo menos 72 horas. Os autores mostraram que o 6xido
metalico ZnO tanto em NPs quanto em sua formula bulk sao toxicas as algas
referidas, apresentadas mesmo em baixas concentragdes (menor 0,1 mg/l), e
que apesar de nao haver diferenca estatistica nos efeitos toxicos, existe uma
leve tendéncia da escala micro de ZnO ser mais inibitéria ao crescimento das
algas.

Kishen et al (2008), investigaram a eficiéncia das nanoparticulas para
desinfecgdo dos canais radiculares. Foram realizados dois tipos de
experimentos. O primeiro examinou as propriedades fisicas de dois tipos de

nanoparticulas: nanoparticulas puras, nanoparticulas misturada com cimento a

23



base de Oxido de zinco e eugenol. No segundo estagio foi estudado a
habilidade das nanoparticulas tratadas na dentina (nanoparticulas de 6xido de
zinco, nanoparticulas de citosan, mistura de 6xido de zinco e nanoparticulas de
citosan e nanoparticulas de 6xido de zinco com camada de citosan) para
prevenir a aderéncia do E. faecalis. O estudo mostrou que as nanoparticulas
nao alteram a fluidez do cimento, mas provoca, diretamente, propriedades
antibacterianas, trazendo vantagens para desinfeccdo dos sistemas de canais
radiculares.

Liu et al (2009), realizaram estudo para investigar a atividade
antibacteriana de nanoparticulas de ZnO e suas agdes contra o patdgeno
Escherichia coli 0157:h7 com o uso de scanner de microscopia
eletronica(SEM), microscopia de transmissao eletrbnica (TEM) e Eletroscopia
Raman. Foram utilizados no estudo NPs de ZnO com tamanho de 70nm
diluidos em diferentes concentragdes como: 0,3,6 e 12mmol I''. As bactérias
obtidas para a realizagdo do teste antibacteriano foram mantidas em meios
aerébicos a 37°C por 12 a 16 horas para o crescimento, quando foram
inoculadas em placas TSA contendo as diferentes concentragcdes de NPs. O
SEM foi usado para examinar as variagcdes morfolégicas das bactérias e o TEM
para caracterizar o tamanho da NP e sua acdo bactericida. Os autores
mostraram aumentos dos efeitos inibitérios no crescimento da E.coli com o
aumento da concentracdo das NPs do ZnO. Foi observado que a completa
inibicdo de crescimento antimicrobiano foi alcancada quando os niveis de
concentragdo foram de 12mmol I'". Outro resultado que o trabalho conclui foi
que NP de ZnO podem distorcer e danificar a membrana celular bacteriana,
resultando na quebra dos conteudos intracelulares e eventualmente na morte
das células bacterianas.

Kasemets et al (2009), realizaram estudo para avaliar os efeitos toxicos
de nanoparticulas de ZnO, Cuo e TiO, ao Saccharomyces cerevisiae, e 0s
efeitos dos éxidos de nano em suas formas nano e bulk( micro particulas)
comparando-as. Os 6xidos foram preparados nos tamanhos: TiO, (25-70nm),
ZnO( 50-70nm) e CuO( ~30nm). Para o teste de citotoxicidade, as bactérias
foram mantidas em meio aerébico a 30°C com centrifugacdo de 200 RPM em
extrato de malt para crescimento. Quando a suspensao dos Oxidos estava
opaca e turva, foram realizadas as mensuracdes da densidade oéptica e a
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producdo de biomassa. Neste método foi estimada a contagem de viabilidade
celular em placas de Agar durante 24 horas (2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas). A
avaliacdo dos efeitos téxicos foi avaliada pelo método de inibicdo de
crescimento e contagem de reducao de viabilidade celular de 8 a 24 horas. Os
autores concluiram que as féormulas de ZnO em nanoparticulas e Bulk
mostraram os efeitos de crescimento variando de acordo com a concentracao,
porém nao foi encontrado diferenca estatisticamente significante na toxicidade
nas duas formulas.

Panacek et al (2009), realizaram estudo objetivando a determinacéao da
atividade antifingica das nanoparticulas de prata utilizando Candida spp, bem
como os efeitos citotéxicos do ion de nanoparticulas de prata em fibroblastos
humanos. Para que o trabalho fosse realizado, foram sintetizadas
nanoparticulas de prata com tamanho de 25nm e testada a atividade
antifingica usando Candida albicans (I e |l) Candida tropicalis e Candida
parapsilosis. Para verificacdo dos resultados, foram utilizados os seguintes
métodos: concentragao inibitéria minima (para avaliar a capacidade de inibicdo
das nanoparticulas ao crescimento dos fungos), inibicado de doses dependentes
ao crescimento das nanoparticulas de prata e concentragdo fungical minima. A
citotoxicidade foi determinada ,”in vitro”, por linhagens de céluls BJ. Os autores
concluiram que as nanoparticulas de prata exibem alto nivel de atividade
antifungica contra patégenos da Candida ssp., porém os ions de prata
remanescentes sdo considerados téxicos aos fibroblastos humanos nas
concentragcdes que inibam o crescimento dos fungos.

Jiang et al (2009), realizaram um estudo para avaliar a toxicidade em
tamanho nano e bulk, bem como avaliar a contribuicdo da dissolucao de ions
metalicos na toxicidde. As espécies de bactérias analisadas foram: Bacillus
subtills (gram+), Escherichia coli e Pseudomonus fluorens (gram-). Foram
utilizados os seguintes 6xidos: aluminio (60nm), titdnio (50nm) e zinco (20nm).
A concentracdo dos ions foi mensurada pelo ICP-OES apés acidificacao de
acido nitrico 1% com os metais em suspensdo. Os testes de citotoxicidade
foram realizados e as imagens foram obtidas em microscopia de transmissao
eletrénica. Os autores concluiram que todos os Oxidos mostraram alta
toxicidade para todas as espécies de bactérias estudadas e que as férmulas

bulk e nano apresentavam diferenca na toxicidade, sendo a primeira menos
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que a segunda. Quanto a liberacdo dos ions, os autores observaram que as
duas formulas liberam quantidades similares de ions de zinco indicando que a
toxicidade ndo varia somente com a disssolucédo desses. O ZnO apresentou-se
mais téxico em comparacado com as 3 nanoparticulas testadas, causando 100%
de mortalidade das trés bactérias testadas.

Mortimer et al (2009), avaliaram a toxicidade de NP de ZnO e CuO ao
protozoario ciliado Tetrahymena thermophila, bem como os efeitos do tamanho
das nanoparticulas em diferentes tempos de exposicao (4 e 24 horas) e com as
duas formulag¢des. Foram analisadas NP de ZnO (50-70nm), NP CuO (~30nm)
e paralelamente as suas formas bulk (micro-particulas). Esses materiais foram
suspensos em solugdes para serem caracterizados em SEM (scaner de
microscopia eletrbnica). Para o teste de viabilidade celular, as solugdes foram
preparadas com o T. Tetrahymena por 4 e 24 horas com e sem toxicantes. Foi
observado uma diminuicdo do comprimento e do didmetro celular ap6s 4 horas
de respectivamente 15 e 20% e apds 24 horas de respectivamente 20 a 30%.
Os autores concluiram também que ambas as férmulas de ZnO apresentam
efeitos similares de toxicidade ao ciliado causando 50% de perda de viabilidade
apos 4 horas de exposicao.

Newman et al (2009), realizaram revisédo de literatura a cerca do uso de
filtro solar contendo nanoparticulas de ZnO e TiO2. No estudo, os autores
discorreram que a toxicidade dessas particulas €& resultante das suas
propriedades e da habilidade dessas particulas em liberar radicais livres
quando expostos a raios UV, porém esse fato sd ocorre se elas conseguirem
penetrar pela epiderme. Estudos tém sugerido que nanoparticulas de titanio e o
zinco ndo conseguem penetrar pela epiderme, concluindo que o uso de filtro
solar com essas nanoparticulas é seguro para ser usado.

Yang et al (2009), exploraram as relacées entre tamanho, forma e
composicao da nanoparticula e seus efeitos toxicos. Foram avaliados: carbono
preto, nanotubos de caborno, didxido de silicio e 6xido de zinco. Investigaram a
sua toxicidade, genetoxicidade e seus efeitos oxidativos em fibroblastos de
células embrionarias de ratos. As observacdes foram realizadas por meio dos
métodos MTT e WST. Os resultados mostraram que as nanoparticulas de ZnO
apresentaram uma toxicidade mais elevada que as outras avaliadas,

provalvelmente devido a sua composigao.
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Zaveri et al (2010), avaliaram as respostas dos macrofagos em
superficies com estruturas nano ovais para modular a ades&o e a viabilidade
de fiboblastos e células endoteliais. A superficie nano oval de ZnO foi
comparada com uma supérficie plana do ZnO e de vidro. Os autores
encontraram que embora os mar6fagos sao capazes de aderir sobre o
substrato nano oval de ZnO, este acontece com numero restrito quando
comparado com o substrato plano de ZnO e o vidro. Os autores concluiram que
embora esses dados sugerem que a nanotopografia pode modular a adeséo
dos macrofagos, a viabilidade celular encontra-se diminuida nos substratos
planos e ovais de ZnO, indicando a presenga de toxicidade apreciavel
associado ao ZnO.

Heng et al (2010), investigaram a exposicdo temporaria de células
humanas epiteliais bronquicas (BEAS-2B) ao estresse oxidativo e
subsequentemente a citotoxicidade de NPS de ZnO. O estresse oxidativo foi
induzido pela exposicao de BEAS-2B ao perdxido de hidrogénio (5 e 10 uM)
por 45 minutos. Essas células foram lavadas e expostas a varias
concentragdes de NPs de ZnO (5-25 pg/ml) em cultura média por 24 horas
para verificacao da viabilidade celular. O grupo controle ndo recebeu exposi¢ao
ao peroxido de hidrogénio. O trabalho mostrou que o grupo controle apresentou
99% das sua células viaveis até a concentracdao de 10 pg/ml das NPs de ZnO,
diminuindo sua viabilidade com valores maiores de concentracdo das NPs de
ZnO. Por outro lado, as células que receberam a exposicdo com peroxido de
hidrogénio apresentaram viabilidade mesmo ap6s concentragcbes com 10
ug/ml. Os autores concluiram que as células BEAS-2B expostas ao estresse
oxidativo sensibilizam suas respostas aos efeitos citotéxicos das NPs de ZnO.

Tsou et al (2010), realizaram estudo para determinar os mecanismos
onde nanoparticulas de ZnO causam ativacado de repostas inflamatérias nas
células endoteliais vasculares. Os efeitos das particulas de 50 e 100 nm de
ZnO foram caracterizados por meio de teste de citotoxicidade, proliferacao
celular. As concentragdes de ZnO levaram a aumento da proliferacao celular.
Estas particulas induziram um aumento da ICAM-1 (adesao intercelular da
moléculal), proteinas responsaveis por indicar a inflamacdo endotelial
vascular. Com base no estudo, os autores concluiram que as nanoparticulas de
ZnO sao moduladores da resposta endotelial vascular.
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Song et al (2010), realizaram estudo para investigar a citotoxicidade de
diferentes tamanhos e formatos de nanoparticulas de ZnO, bem como analisar
os efeitos da dissolucdo de ions de zinco. Para o estudo foram utilizados
diferentes tamanhos de nanoparticulas de ZnO: 100 +/ - 10 nm; 30 +/- 10nm;
10 +/- 30 nm. Foram obtidas do banco de células macréfagos Ana-1, mantidos
em culturas de células e preparadas para o tratamento objetivando testar a
citotoxicidade das NPs. Para a visualizacdo do tamanho e formato das
particulas, foi utilizado o método de microscopia de transmissao eletrbnica e a
estrutura cristalina foi caracterizada usando o método de difragao de raio X. O
trabalho mostrou que as nanoparticulas de ZnO apresentam manifestagdes
toxicas dependentes de seus efeitos nas células Ana-1, ndo variando de
acordo com o tamanho das particulas, mas apenas com o seus formatos.
Quanto a dissolucdo de ion de zinco, foi observado que desempenhou o
principal efeito tdxico atribuido pelo material e que induziu 50% de morte
celular.

Hu et al (2010), realizaram revisdo de literatura para investigar o
potencial neurocitotoxico das nanoparticulas. De acordo com a literatura, as
nanoparticulas podem ser administradas nos organismos por vias como:
inalagdo, ingestdo, penetracdo cutdnea e injecdo, podendo se distribuir
sistemicamente por varios tecidos. Por serem em escalas nano, apresentam
uma maior area de superficie podendo penetrar facilmente em capilares e
inclusive ultrapassar barreiras hemato-encefélica, entrando em contato com o
cérebro e com nervos olfatérios. Os autores afirmam que a neurotoxicidade
ainda esta pobremente explicada e que mais estudos ainda serdao necessario.

Shrestha et al (2010), testaram a eficiéncia de nanoparticulas de ZnO e
CS (citosan) na desinfeccao e destruicdo do biofilme bacteriano e avaliou a
longos tempos a atividade bacteriana nas nanoparticulas testadas no processo.
O biofilme bacteriano (tratadas com Scanner microscépico confocal) e
bactérias Enterococcus faecalis (tratados com métodos microbiol6gicos)
receberam tratamento com diferentes concentracbes de nanoparticulas de
oxido de zinco e citosan e seus efeitos foram examinados. Os resultados
mostraram que a morte bacteriana depende da concentragdo e do tempo de
interacdo com as nanoparticulas. Ap6s o tratamento, as células bacterianas

morreram e o biofilme apresentou uma significativa diminuicdo. O estudo
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concluiu que as nanoparticulas de ZnO e CS sao eficazes na reducao do
biofilme.

Li et al (2011), realizaram estudo para examinar o impacto da matéria
organica dissolvida e sais da NPs de ZnO, bem como sua toxicidade para
minhocas Eisenia fétida. Para avaliar a toxicidade das nanoparticulas, foram
realizadas exposicdo em Agar e papel filtro. Seguidamente foi realizada a
adicdo de sais as nanoparticulas para verificarem sua agregacao por meio do
MEV. O trabalho mostrou que na concentracdao de 1000 ZnOmg/Agar kg, 100%
das minhocas expostas em Agar morreram. No papel filtro foi observado que a
mortalidade foi maior na presenca de menores concentragdes de exposicao
(50mg ZnO/L) e parecia diminuir com o aumento de exposicdo. Pelo MEV
mostraram que a adicao de sais levou maior agregacao de ZnO em Agar e
consequentemente afetou o comportamento da dissolucdo e disponibilidade
biolégica das particulas.

Hackenberg et al (2011), realizaram estudo com o intuito de mensurar a
danificacdo do DNA e a citotoxicidade induzidas por nanoparticulas de ZnO,
em células da mucosa nasal de humanos. Adicionalmente foi determinado a
secrecao de interleucinas 8 para estimar a inducao dessas particulas a reagcdes
imunolégicas. A morfologia das particulas e sua distribui¢cdo intracelular foram
avaliadas por meio do método de transmissdo de microscopia eletrdnica.
Foram avaliados NPs de ZnO com &rea de superficie de 15-25m?/g e também
o p6 de ZnO. As nanoparticulas de ZnO foram transferidas para o citoplasma
em 10% das células, porém a distribuicdo celular sé foi observada em 1,5%. Os
resultados deste trabalho sugere que as NPs de ZnO apresentam capacidade
de induzir a danificacdo do DNA e inflamagbes mesmo em baixas
concentragoes.

Gordon et al (2011), realizaram estudo para investigar a estabilidade dos
Zn0O e Fe304em nanofluidos e suas atividades antibacterianas. Foram testadas
a capacidade antibacteriana contra os patégenos Staphlococcus aureus e
Escherichia coli As nanoparticulas estudadas foram sistetizadas por hidrélise
dos fons de Fe?* e Zn. O trabalho mostrou que as NPs de ZnO exibem maiores
capacidades antibacteriana sendo capaz de erradicar completamente as duas
espécies bacteriana testadas. Quanto aos compostos a base de NPs de 6xido

férrico, demonstram uma variedade na atividade contra as duas espécies,
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sendo mais eficaz contra a S. aureus, provavelmente devido a polaridade da

membrana ser negativa.

2.4. Estudos de biocompatibilidade relevantes para a metodologia da
presente pesquisa

Damen et al (1966), realizaram estudo teérico e experimental a cerca
dos modos vibracionais caracteristicos de composto de ZnO. Os resultados
mostraram que os valores de E, localizados em torno de 101 e 437 cm ', A;
transversal de 381 e E,transversal a 407 cm ™', A longitudinal de 574 cm e E;
a 583 cm ', sdo caracteristicos de ZnO.

Spangberg (1969),introduziu método conveniente e simples para a
implantagdo na mandibula de cobaias. O implante é colocado no triangulo
6sseo formado entre os incisivos e a parte inferior da sinfise que une as duas
metades da mandibula. Esta area pode ser alcangada por meio de uma inciséo
extra-oral na pele e camada muscular submandibular. Quando a area é
atingida, o periésteo é removido e uma cavidade € preparada em cada lado da
sinfise. A cavidade deve ser preparada de maneira tal que seu tamanho final
seja obtido por meio de brocas com didmetros crescentes, comegando com
uma esférica menor, com rotacdo de 2000 a 3.000 rpm e irrigacao constante
com solucao salina esterilizada. A broca seguinte é espiral, a qual se segue
uma broca de fissura de didmetro equivalente ao do implante.

A fim de carregar o material a ser estudado, autor desenvolveu um
veiculo especial feito de Teflon®, com ranhuras externas para retengdo na
cavidade 6ssea. O veiculo tem a forma de um copo, com diametro externo de 2
mm, interno de 1,8 mm e comprimento de 2 mm. Ao preenché-lo com o
material, deve-se tomar cuidado para ndo contaminar a sua superficie externa,
pois a broca serve como controle negativo da técnica. Apdés o preparo da
cavidade, ela é irrigada com solucao salina e o copo com o material é inserido,
tendo sua abertura direcionada para o o0sso. Quando a cavidade é feita
apropriadamente, o copo se acomoda de maneira justa e as ranhuras se
preenchem rapidamente com o0sso neoformado, mantendo-o em posi¢ao
durante todo o experimento, independentemente das reacdes tissulares que
possam ocorrer. Apés a colocagcao dos implantes, os tecidos moles sao
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recolocados em posicao e suturados. Na introducdo dessa técnica, o autor
avaliou a compatibilidade de uma série de cimentos de obturacdo de canal:
prata, cone de guta-percha, guta-percha bactericida, Chloropercha NO,
amalgama de prata, Tubli-seal, Diaket, AH26, N2, pasta de hidréxido de célcio
e pasta de Riebler. Copos vazios de Teflon® introduzidos na cavidade 6ssea
serviram como controle.

Considerando que 11 materiais de obturacao foram comparados, no que
concerne ao seu potencial de irritagcao do tecido 6ésseo, os experimentos foram
desenhados de modo a permitir andlise estatistica dos resultados. Materiais
foram implantados, um em cada lado da sinfise, de maneira que pudessem ser
comparados quanto a resposta inflamatéria, a qual foi classificada em
moderadamente severa (+) ou muito severa (++). Os resultados mostraram que
o0 quadro histolégico variou largamente entre os materiais usados, enquanto
que as variacdes entre implantes do mesmo material eram muito pequenas. Os
implantes de duas semanas mostraram infiltrado de neutrofilos e células
redondas para os cimentos Riebler, N2, Diaket e Tubli-seal. Havia uma
tendéncia regular de formacdo de capsula sob a guta-percha, guta-percha
bactericida, Chloropercha NO, e AH26. As céapsulas mais finas e bem
organizadas foram vistas sob a guta-percha. O quadro inflamatério se repetiu
apds 12 semanas, com diferencas maiores entre os diversos materiais e
uniformes entre implantes do mesmo material. Havia infiltracdo de células
cronicas junto ao Tubli-Seal e N2 e, também, sequestro ésseo junto ao N2 e a
pasta Riebler. Esta ultima apresentava desorganizacdo tissular e areas de
necrose com células gigantes de corpo estranho. O hidréxido de caélcio foi
substituido por 0sso e apenas pequenos defeitos foram vistos no lume do copo.
Com excecdo da prata, os outros materiais mostravam cépsulas de tecido
fibroso de graus variados de espessura. O autor concluiu que, apds a analise
dos resultados, foi possivel estabelecer uma classificagdo dos materiais na
seguinte ordem crescente de toxicidade, ap6s 12 semanas: prata, hidréxido de
célcio, guta-percha, Chloropercha NO, guta-percha bactericida, amalgama de
prata, AH26, Diaket, N2, Tubli-Seal e pasta de Riebler.

O Technical Report N°9 da Federacdo Dentéria Internacional e o
Documento N°® 41 da ANSI/ADA recomendam trés niveis de avaliacido dos

materiais utilizados na terapia intrarradicular: teste inicial in vitro, por meio de
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teste em cultura de células, teste secundario em animais de pequeno porte in
vivo, subcutdneo ou intra-6sseo e o teste de uso em primatas subumanos e
humanos.

Dantas et al (2008), realizaram estudo para sintetizar NCs de Zn 14
Mn,O, usando o método quimico de precipitacdo em solucdo aquosa. A
preparacao da rota das amostras de Zn ¢« Mn,O foi realizada na presenca de
oleato de sédio, sulfato de hidrazina e cloreto de manganés na 80°C. Durante
todo o processo, o PH foi mantido a 8,5 utilizando solucédo de hidréxido de
sodio a 4 M. A reagao foi realizada por 2 horas resultando em um precipitado
branco contendo NCs de ZnO e Zn 14 Mn,O. Pelos espectros de Raman e
padrbes vibracionais de difracao de raio X, comprovou-se a formacao de NCs
de ZnO e Zn 14 Mn,O.

32



33

Proposicao



3. PROPOSICAO

A presente pesquisa teve como objetivo sintetizar, caracterizar por espectro
Micro-Raman e Difratograma de Raio X a estrutura dos nanocristais de 6xido
de zinco e avaliar a resposta inflamatéria a estes nanocristais por meio de
implantes intra-6sseos em “Guinea Pig”, conforme estabelecidos pela FDI e
ANSI/ADA.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese dos nanocristais de ZnO

Neste trabalho, as sinteses de nanoparticulas de ZnO basearam-se na

transformacdo do complexo Zn(NHs)s**

(tetraminzinco) na presenca do
passivante oleato de sddio e do redutor hidrazina. O valor minimo do pH foi de
8,5 durante todo o processo da reagdo quimica a 80°C, o qual foi ajustado com
hidréxido de sédio, seguindo as seguintes etapa:

1- foram misturados e colocados sob agitacdo, 100 mL de sulfato de zinco
0,38 M e ambnia 0,71 M durante 10 minutos para que se formassem o
complexo Zn(NHz)4 2*;

2- foram acrescentados 0,016 mol de hidrazina e 0,08 g de oleato de sédio
na solucdo descrita na primeira etapa, em que a reducdo do complexo

Zn(NH;)4 2" ocorreu da seguinte forma:
Zn(NH;);>* + 20H" — ZnO + 4NH; + Hy0;

3- a solucao final foi mantida a 80°C em banho-maria e sob agitagao para
transformar o complexo Zn(NHs)4* em ZnO, mantendo-se o pH controlado a
8,5, utilizando uma solugéo de hidroxido de sédio 4M ao longo de toda a fase
de eliminacao de amdbnia da solucao;

4- a reacao foi concluida apo6s 4 horas, resultando em precipitado de ZnO
que foi recolhido, centrifugado e lavado com agua destilada e em seguida com
etanol absoluto por 5 vezes;

5- o precipitado obtido foi seco em vacuo a temperatura de 60°C, durante
24 horas, obtendo p6 branco caracteristico de ZnO e

6- esse pO branco, provavelmente, em sua grande parte é amorfo,
finalmente foi submetido a 500°C por 2 horas, para favorecer o processo de
cristalizacdo, visando obter nanocristais de ZnO. Mais detalhes sobre o

processo de sinteses podem ser vistos nos relatos de Dantas et al., 2008.
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4.2 Caracterizacao dos nanocristais de ZnO

As caracterizagdes foram feitas por micro-Raman e Difracao de Raios-X.
O espectro de micro-Raman foi detectado por uma camara CCD da Jobin-Yvon
acoplada a um monocromador triplo da SPEX, utilizando como fonte de
excitacao a linha 514,5 nm de um /aser de arg6nio. O difratogramas de raios-X
(DRX) foi registrado com um XRD-6000 SHIMADZU, usando radiacao
monocromatica Cu-Ky; (A = 1,54056 A), para confirmar a formacdo dos
nanocristais (NCs) de ZnO, bem como a estrutura cristalina e tamanho médio.
Todas as caracterizagdes foram feitas a temperatura ambiente. Quanto as
amostras testadas, a espectroscopia ndo existe barra de erro - basta uma
medida. O espectros Raman registado € o resultante de uma média de 5
aquisi¢des de diferentes partes da amostra.

4.3 Material testado

Para a pesquisa foi utilizado nanocristais de 6xido de zinco com o
tamanho de 20nm.

4.4 Implante intra-6sseo

Esta modalidade de teste é realizada para se avaliar a toxicidade ,“in
vivo”, dos materiais utilizados e que estdo em contato direto com o0 0sso.

Para este experimento foram utilizadas cobaias (guinea pig) com
aproximadamente 800 gramas de peso. Cada animal recebeu dois implantes
em suas mandibulas, na regido localizada entre as raizes dos dentes incisivos

e a sinfise mentoniana, conforme ilustrado na figura 3C e 3D.
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Figura 1. llustragdo da metodologia de implante intra-6sseo, onde se observa: A. tricotomia e
desinfeccdo com alcool iodado; B. instalacdo de campo cirlrgico fenestrado e anestesia
infiltrativa; C e D. lojas 6sseas e posicionamento dos implantes; E. brocas especiais e copos de
teflon.

Foram utilizados 10 cobaias para o material testado, divididos em
periodos experimentais de 4 e 12 semanas (5 cobaias para cada periodo),
sendo inserido 2 implantes por animal, assim, foram avaliados 20 implantes
contendo o material.

Os animais foram mantidos em gaiolas durante o experimento, em
ambiente de temperatura controlada (22 °C), com controle de luz em ciclos de
claro-escuro de 12 horas, recebendo racao e agua ad libitum. Em momentos
prévios a realizacdo da cirurgia, as cobaias foram submetidas a anestesia geral
por meio de injegdo intramuscular de 0,6ml de ketamine (100mg/ml)
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(Francotar®-Brasil) misturada com acepromazine (0,5mg/ml) (Dorcipec®-
Brasil), na proporgéo 2:1, respectivamente. Apos a anestesia, foram realizados
os procedimentos necessarios a manutengdo da cadeia asséptica, tricotomia
da regido mentoniana e desinfeccdo da area com iodopolividona a 10%
(Riodeine®-Brasil), e injecao local intra-oral, de aproximadamente 0,5 ml de
xilocaina a 2% com epinefrina 1/100.000 (Lidocaina100®-Brasil) na mucosa
sinfisaria, préxima a é&rea dos implantes, para evitar o desconforto e
movimentacao do animal (Figura 3B).

Apés a incisao, a deflexdao do retalho cirdrgico e a exposicao do 0sso,
foram feitos preparos cavitarios em ambos os lados da sinfise mandibular, com
2mm de diametro e de profundidade, para receber copos de teflon, com o
material manipulado conforme técnica preconizada(Figura 1D). No
procedimento foi utilizado micro-motor cirargico com rotagéo entre 2000 a 3000
rom, com brocas especiais padronizadas (Figura 1E), sob irrigacdo constante
com soro fisiolégico esterilizado.

Este dispositivo cilindrico de teflon € aberto em uma extremidade, sendo
que a superficie externa contém sulcos para a melhor fixacdo no tecido 6sseo.
Este cilindro possui 2mm de comprimento com 1,3 mm de didmentro interno e
2mm de diametro externo. (Figura 1 E). A limpeza e descontaminacdo dos
dispositivos foram realizadas por meio da imersdao em cloroférmio, para a
remocao de graxa impregnada quando da sua usinagem, seguido por banhos
em alcool 70%, dois banhos em agua destilada e, finalmente, autoclavados
antes de serem utilizados.

Realizados os implantes e, decorridos 30 e 90 dias de observacao, 0s
animais foram sacrificados por meio de overdose anestésica e tiveram suas
mandibulas seccionadas para a obtencdo da regido mentoniana, contendo os
implantes.

Estes espécimes foram fixados em solucao de formol a 10%, tamponado
com cacodilato de s6dio, mantidos a 4 graus centigrados para a pré-fixacao por
48 horas e levados ao laboratério a fim de serem preparados para o devido
processamento histoldgico.
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4.5 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

4.5.1 Preparo histologico

Apo6s a permanéncia no fixador por 48 horas, os blocos foram lavados
por 12 horas em agua corrente e descalcificados com solucédo aquosa de acido
nitrico a 5%. A desidratacdo foi realizada mergulhando os espécimes em
solucao de alcool etilico, em concentracdes crescentes de 50%, 70%, 90% e
absoluto. Posteriormente, procedeu-se a inclusdo dos espécimes em parafina
(Paraplast) para a confeccdo de 24 laminas com 144 cortes histolégicos
semiseriados, estando o micrémetro regulado para cortes de 5 micrémetros. Os
cortes foram realizados em planos paralelos a direcdo de entrada do copo,
visando a exposi¢ao da interface de contato do material com o tecido 6sseo. A
técnica de coloracao foi realizada utilizando-se a hematoxilina e eosina. Apés o

processamento de rotina, as laminas foram avaliadas em microscopia ptica.

4.5.2 Critérios histologicos

Foram coradas 24 laminas, totalizando 144 cortes, escolhidos em
intervalos regulares nestas. (12 e a cada 42 lamina). A interface na abertura do
copo, entre 0 material que esta sendo testado e o0 0sso, foi a area avaliada.

Como controle, foram observadas as interfaces laterais entre o copo de
teflon e o osso contiguo, pois esta area reflete o trauma causado pelo
procedimento cirdrgico.

Foram anotadas as seguintes observacoes:
1- a presencga ou auséncia de necrose;
2- a frequéncia e intensidade de células inflamatérias agudas e crénicas —
neutroéfilos, linfocitos, macréfagos, mastocitos, plasmoécitos e células
gigantes de corpo estranho;
3- a possivel reabsorcao do material e o preenchimento do copo por 0sso;
4- a atividade osteolitica, osteoclastica ou osteoblastica;
5- a degeneracao e a desintegracao de células inflamatoérias;
6- o transporte do material a distdncia em vasos e células e

7- as alteracées em vasos € nervos.
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As reacdes inflamatérias foram classificadas em suave, moderada e

severa.

-Reacao inflamatéria suave: A designacao de inflamagao suave foi dada
aos espécimes que mostraram poucas células inflamatérias, na maioria
linfécitos e plasmécitos e o tecido 6sseo com caracteristicas histolégicas

identificaveis.

-Reacao inflamatéria moderada: A designagao de inflamacao moderada
foi dada aos espécimes que mostraram acumulo focal de células inflamatérias,
mas sem tecido necrotico. Entretanto, poderia haver desarranjo das

caracteristicas histolégicas do tecido ésseo.

-Reacao inflamatéria severa: Esta designacao foi dada aos espécimes
que mostraram substituicdo do tecido 6sseo por tecido inflamatério. Foram,
também, avaliados a extensdo e o tipo necrético, por exemplo, liquefacao ou

coagulacao.

4.5.3 — Avaliacao semiquantitativa da resposta inflamatoria

A avaliacao da resposta tecidual foi baseada na observacao qualitativa
e semiquantitativa de fenémenos celulares e teciduais relacionados ao
processo inflamatério e reparos encontrados no tecido imediatamente situado
na interface do material implantado e da distancia deste. Foram designados
dois avaliadores independentes e calibrados para verificarem e classificarem a
intensidade da resposta inflamatéria de acordo com a presenca ou auséncia
de: 1) neutréfilos, 2) macréfagos, 3) linfécitos, 4) plasmdcitos, 5) células
gigantes de corpo estranho, 6) material disperso, 7) capsula, 8) neoformacao
O0ssea, 9) necrose tecidual e 10) reabsorcdo Ossea. Todos os elementos
teciduais citados anteriormente foram avaliados por meio de escores de
intensidade caracterizados como (+) ausente ou leve; (++) moderado; (+++)
severo. Para fins de caracterizacdo do material como biologicamente aceitavel,

utilizaram-se os seguintes parametros: resposta inflamatéria ausente ou suave
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em ambos os periodos de observacdo (4 e 12 semanas), aceitavel; presenca
de resposta moderada na quarta semana e suave na décima segunda semana
de observacéao, aceitavel; reacbes severas em qualquer tempo, ndo aceitavel.
Todo o protocolo desenvolvido no presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CEP #
101/10).

4.4.3 Requisitos histolégicos

O plano de corte histoldégico deve passar pela abertura do copo,
incluindo toda a interface entre o material e o 0sso. Os cortes histoldégicos néao
devem conter artefatos histolégicos que prejudiquem a avaliagao.
Experimentos, testes ou controles que resultaram em cortes que nao

preencheram estes requisitos foram repostos.
4.5.3.1 Avaliacao

A severidade da resposta celular decidiu a aceitabilidade ou nao dos
materiais. Esta foi alcangada por meio do registro dos achados, de acordo com
o critério FDI e ANSI/ADA a seguir:

a) Reacao inflamatoéria suave

Aos 30 dias ap6s a realizacao do implante, ha auséncia ou minima
inflamacao presente. O tecido 6sseo esta organizado, com inflamacao na area
de abertura do copo, comparavel com aquela ao longo das paredes externas
do copo. Além disso, ha auséncia de reabsorcdo 6ssea. Aos 90 dias, a reacao
tecidual, na abertura do copo, é comparavel aquela ao longo de sua periferia. O
tecido estd bem organizado com total regeneracao éssea, auséncia completa
de inflamacao e possivelmente presenca de algumas células de corpo
estranho.
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b) Reacao inflamatoria moderada

Aos 30 dias de implante, ha alguma inflamacédo na entrada do copo e
nenhuma ou minima, na sua periferia. O tecido adjacente ao material testado
tera mantido sua estrutura, contendo linfécitos, plasmécitos, macréfagos e
ocasionalmente células gigantes de corpo estranho, mas sem acumulo de
neutrofilo. Ademais, a reabsorcdo éssea suave podera estar presente. Aos 90
dias ha a presenca de algumas células inflamatérias, linfécitos, macréfagos e
ocasionalmente células gigantes de corpo estranho na entrada do copo. O
tecido estd bem organizado, com total regeneracdo Ossea e linfocitos,
plasmécitos e células gigantes de corpo estranho espalhadas, mas sem

reabsorcdo do 0sso.

c) Reacao inflamatéria severa

Aos 30 dias ha reacao inflamatéria distinta na abertura do copo, quando
comparada com sua periferia. O tecido esta pobremente organizado e contém
acumulo de neutréfilos. Diante disso, a reabsorcdo Ossea podera estar
presente. Aos 90 dias, ha uma reacgao inflamatéria distinta na abertura do copo,
com 0sso regenerado e tecido fibroso ao longo de sua periferia. O tecido, na
abertura do copo, estd organizado, mas contém acumulo de linfécitos,
plasmécitos e macréfagos (inflamacao crénica). A Reabsorcdo 6ssea podera
estar presente.

4.5.3.2 Interpretacao
A interpretagdo dos resultados foi realizada por meio da analise dos

dados obtidos, demonstrando a aceitagdo ou a rejeicado do material, baseando-
se no seguinte:

-nenhuma ou suave reacao inflamatéria nos dois periodos: aceitavel;

-nenhuma ou suave reacgao inflamatéria aos 30 dias, que aumente no
periodo subsequente para moderada ou severa: ndo aceitavel;

-reacdo moderada aos 30 e 90 dias: nao aceitavel;

-reacdo moderada aos 30 dias, que diminui aos 90 dias: aceitavel e

-reacOes severas em qualquer periodo: nao aceitavel.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao dos nanocristais de ZnO

A Figura 2 mostra o espectro micro-Raman de nanocristais de ZnO.
Observa-se neste espectro modos Raman ativos tipicos somente de
nanocristais (NCs) de ZnO, em que certifica a ndo existéncias de outros tipos
de nanoestruturas. Os modos Raman ativos, em torno de 334, 382, 410, 439,
516, 541, 586 e 638 cm™ correspondem aos nanocristais de ZnO (Damen et
al., 1966; Dantas et al., 2008).
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Figura 2. Espectro Micro-Raman de nanocristais de ZnO

A Figura 3 mostra o difratograma de raio X de NCs de ZnO empregados
nesta pesquisa, em que todos picos de difracao de Bragg sao tipicos de cristais
de Oxido de zinco com estrutura hexagonal (JCPDS: 36-1451). Pode-se
observar, também, que nao existe evidéncia de pico extra difracdo de Bragg.
Estes resultados vém reforcar a evidéncia de que os nanocristais de ZnO, além
de apresentarem uma estrutura hexagonal e monofasicos (wurtzita), sdo de
alta pureza. O tamanho meédio dos NCs de ZnO foi determinado pela férmula
de Scherre 1= (KAMBcosB), em que K é o fator de forma, A € o comprimento de
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onda de raios-X, B é a largura da meia altura da intensidade maxima de um
pico de difracdo de Bragg, dada em radianos, e 8 é angulo de Bragg. Portanto,
tomando como base o pico de difracdo de Bragg (100) do difratrograma da
figura 2, localizado em torno de 26=31,8°, o célculo do tamanho médio foi
realizado considerando os graos esféricos (K = 0.9), mensurando o valor de 3 a
partir de um ajuste gaussiano, sendo 6=15,9° e utilizando A = 1,54056 A,
obtém-se um didmetro T em torno de 21 nm, para esses NCs de ZnO. Nao foi
detectado nos difratogramas nenhum tipo de impureza, ou seja, observou-se
apenas os padrdes de difracao caracteristicos do ZnO de estrutura hexagonal.

Nanocristais de ZnO: 21 nm
300K (101)
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Figura 3. Difracado de Raio X de nanocristais de ZnO em temperatura ambiente

5.2 Controles

Como definidos pelo item 4.12.10, pag. 175, do FDI Technical Report N°
9 (1980), foram utilizados as areas de contato do implante de Teflon com o
0sso circundante para a verificacdo do grau de agressao imposta ao tecido
0sseo, quando do ato cirdrgico e o procedimento de insercdo do copo de teflon.
(FDI, 1980).
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Em ambos os periodos de observacao (4 e 12 semanas) observou-se
que as retencdes na superficie do copo de Teflon foram preenchidas por tecido
0sseo ou por delgada camada de tecido conjuntivo ndo modelado, de variavel
densidade, associado a resposta inflamatéria crénica granulomatosa
inespecifica (tipo corpo estranho). As células foram observadas no tecido
conjuntivo justapostas ao copo, de forma alinhada e alongadas, com numero
variavel de nucleos, acompanhadas por macréfagos mononucleares. O tecido
0sseo adjacente apresentou-se com caracteristicas de normalidade, estavel,
sem sinais de aposicao recente ou de reabsorcdo. Nao foram evidenciados
sinais de dispersao do material implantado nesta regiao.

5.3 Material testado

A Tabela 1 representa o design experimental do trabalho. Nela podemos
observar o periodo experimental da pesquisa e 0 numero de implantes intra-
0sseos utilizados para avaliar os nanocristais de ZnO, bem como do grupo

controle.

Tabela 1. Modelo experimental

M atenais Periodo Mumero de

Expernimental Implantes
(Semanas) nira-0ssen

04 10
£nl

12 10

04 10
Controle

12 10

As ocorréncias histopatolégicas que se fizeram mais frequentes esta
descrita na Tabela.2, de acordo com a cronologia de observacao dos implantes
intra-6sseos de nanoparticulas de ZnO, seguindo os critérios da FDI (1980) e
da ADA (1982).
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As tabulagdes dos diversos grupos celulares e eventos sédo resultados
do agrupamento de todas as observacbes dos cortes histoldégicos avaliados,
nos diversos tempos experimentais. Essas avaliagbes foram realizadas por
meio de uma analise qualitativa, subjetiva, por concordancia de dois
avaliadores, observando-se o aspecto geral do quadro inflamatério instalado.

Tabela 2. Caracterizacdo qualitativa do processo inflamatério segundo a

cronologia de observacgao, segundo critérios da FDI (1980) e da ADA (1982)

Cnténos Histologicos Implantes NCs Controle
£n0
04 Semanas /12 04 Semanas’ 12 Semanas
Semanas

Meutrofilos Leucocitos X = X =
Macrofagos X X X X
Linfocitos X X X X
Células Plasmaticas X X X X
Células Gigantes Tipo Corpo Estranho XX X X X
Matenal Disperso XX XX X X
Capssula XX X X X
Neoformacgdo ossea X a5 X X
Tecido MNecrotico X = X X
Eeabsorgdo X X X pi 4
Resposta Inflamatoria X X X X

5.3.1 Avaliacao da resposta inflamatoéria

a) Em 30 dias

As respostas inflamatérias do material testado foram caracterizadas
como predominantemente de intensidade leve, com alguns quesitos
caracterizados de intensidade moderada (Tabela 2). Estas variacbes também
foram acompanhadas de variagbes na diversidade dos elementos celulares

observados.
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Os infiltrados inflamatérios de intensidade leve eram dominados por
macréfagos mono e multinucleados, estes do tipo “corpo estranho” (Figura 4 D,
seta verde). Nos casos em que o infitrado aumentou de intensidade
(moderado), observamos também, maior nimero de linfocitos, plasmécitos e
neutrofilos, sendo estes menos prevalentes.

A zona de contato do material com o tecido denso, ndo modelado, com
celularidade marcante, e discreta deposi¢ao de fibras, em a sua toda extensao,
interpondo-se entre 0 material implantado e o tecido 6sseo neoformado (Figura
4B, 4C). Foi também marcante a presenca de vasos sanguineos hiperémicos,
aparentemente neoformados, com endotelibcitos proeminentes (Figura 4C,
seta amarela)

O tecido 6sseo neoformado apresentou-se com caracteristicas de
normalidade, com sinais evidentes de neoformacdo, caracterizada pela
presenca de discreta faixa de matriz ostedide e maior densidade de
osteoblastos em torno das trabéculas. Este aspecto caracterizava-se como
estaveis, sem matriz 6ssea aparente (Figura 4B). Raros foram os osteoclastos
observados nesta regido, assim com o0s sinais de reabsor¢cées e necrose,
caracterizando-se como um osso estavel (Figura 4C, seta azul). Ademais,
nenhuma alteragéo do osso adjacente, em profundidade, foi observada.

b) 90 dias

Decorrido este tempo experimental, as rea¢des ocorridas com o ZnO
NPs permaneceram de maneira similar aos verificados aos 30 dias (Tabala 2).
Foi observada a manutencdo da camada de tecido conjuntivo interpondo-se
entre 0 0sso e 0 material, porém com uma maior fibrose pelo depésito de fibras
colagénas em determinadas areas (Figura 5C) Nessa zona de contato também
verificou-se uma reacao inflamatéria predominantemente suave, com alguns
casos de intensidade moderada. Ainda assim, podem-se perceber sinais de
resposta inflamatoria, no caso, por macréfagos mono e multinucleados (Figura
5D). Nesta area ainda podemos perceber os sinais da reacédo inflamatéria pela
presenca de espacgos entre os elementos teciduais, notando-se uma parede

edema residual (Figura 5 B, seta amarela).
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O tecido 6sseo neoformado apresentou-se com caracteristicas similares
aos verificados com 30 dias, mostrando-se estavel e com caracteristicas de
normalidade (Figura 5B). Aqui, os sinais de remodelacdo foram menos

evidentes.

Figura 4. Avaliacao histolégica dos implantes de NCs de ZnO em 04 semanas;

A. Visao panoramica do material implantado (Ampliagcao original 40x, HE); B.
Ampliagdo da imagem na area pontilhada de (A), mostrando a presencga de
tecido conjuntivo denso (capsula) interpondo-se ao material implantado e o
tecido ésseo subjacente (seta verde). Observamos tecido 6sseo com sinais de
normalidade (Ampliagao original 100x, HE); C. Ampliagdo da imagem na area
pontilhada de (B), onde observamos infiltrado inflamatério crénico com poucos
aglomerados de macrofagos e células gigantes tipo corpo estranho (seta
verde). Nessa area podemos visualizar a presenca de vasos hiperémicos (seta
amarela) Na superficie do tecido 6sseo ficam evidentes a presenca de
osteoclastos e o processo de reabsorcao (seta azul), (Ampliacao original 200x,
HE); D. Ampliagcdo da imagem (C). Observa-se detalhes os macrofagos
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mononucleares e as células gigantes tipo corpo estranho (cabega de seta
verde) (Ampliacdo original 1000x, HE).

Figura 5. Avaliacdo histolégica dos implantes de nanocristais de ZnO em 12

semanas; A. Visao geral do implante, onde é possivel verificar a integracdo do
copo de teflon com o tecido 6sseo circundante. (Ampliagao original 40x, HE); B.
Ampliagdo da imagem na area pontilhada de (A),mostrando a presenca de
tecido conjuntivo denso (capsula) interpondo-se ao material implantado e o
tecido désseo subjacente (seta verde). Nota-se aparente edema residual,
caracterizado por discretos espacos entre 0s elementos teciduais (seta
amarela). Observa-se que o tecido 6sseo encontra-se estavel e com
caracteristicas de normalidade (Ampliacao original 100x, HE); C. Ampliacao da
imagem (B), onde observamos infiltrado inflamatério crénico e zonas de
maiores densidades de fibras colagenas (seta azul) (Ampliacdo original 200x,
HE); D. Ampliagdo da imagem (C), observa-se detalhes a presenca de
macréfagos mononucleares e multinucleados (cabeca de seta verde)
(Ampliagéo original 400x, HE).
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6. DISCUSSAO

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar as propriedades
bioldgicas de nanocristais de 6xido de zinco, considerando a caracterizacao
fisica do material, bem como sua forma, tamanho e estrutura. A hipbtese
testada era de que uma interacao positiva a cerca das respostas biolégicas do
material poderia contribuir para o desenvolvimento de novos materiais, de uso
clinico odontolégico, em especial, o endodbntico, com caracteristicas de
biocompatibilidade aos tecidos vivos da regidao perirradicular. Este estudo
confirma a hipétese testada demonstrando ser biocompativel em ambos os
tempos avaliados.

O nanobiomaterial sintetizado foi caracterizado fisicamente para que
tivéssemos o controle das suas dimensdes, bem como suas estruturas,
purezas, e estabilidade para ser usado em meio biolégico. A caracterizagao por
Micro-Raman nos permite avaliar o grau de pureza do pé testado através de
espectro, na qual tem-se pontos e picos determinantes para tal material.
Através deste, na presente pesquisa, determinamos um material altamente
puro e com modos vibracionais evidentes de nanocristais de 6xido de zinco.

Em combinagédo, o método de difragdo de raio x, também revisado em
literatura(Song et al, 2010; Gordon et al, 2011), verifica o tamanho das
particulas testadas, bem como sua estrutura, composicdo, pureza, e
cristalinidade,sendo estes de extrema importancia ao material por relacionar-se
com sua estabilidade. Neste trabalho, apds a utilizacdo do método confirmou-
se estarmos diante de nanocristais de éxido de zinco e com tamanho de 21nm.

O estudo a cerca da biocompatibilidade dos materiais endodénticos é
fato rotineiro na literatura (Huang et al., 2001; Huang et al., 2002; Sousa et al.,
2004; Bodrumlu, 2008; Saleh et al., 2010). Dentre as diferentes metodologias
que podem ser empregadas, o teste secundario de implante em tecido 6sseo
recomendado pela FDI, por meio de seu Technical Report # 9, permite ao
investigador testar o material utilizando-o da mesma maneira como é usado na
clinica, obedecendo as recomendagdes de manuseio indicadas pelo fabricante.
Este sistema de avaliacao, “in vivo”, apresenta constituicdo e caracteristicas

morfo-fisioldgicas préximas daquele observado no ser humano, se viabilizando
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como alternativa para avaliacdo do comportamento de sistemas biologicos
complexos frente a materiais de natureza variada. Neste sentido, Olsson et al.
(1981) alertam para o fato de que uma cavidade 6ssea artificial, usada para
implantes intra-6sseo, é diferente do tecido de suporte, ligamento alveolar, a
despeito das importante informagdes que este teste pode oferecer. Nao
obstante, o desafio de um sistema bioldégico complexo, com o material
implantado, possibilita verificar como este material interfere nos mecanismos
moduladores da homeostasia tecidual, que proporciona, assim, informacdes
sobre a atuacao do sistema de defesa quando exposto a esse tipo de material
e como modula a remodelacéao tecidual apés a agressao.

Os primeiros estudos, em que se avaliam o implante intra-6sseo em
copos de teflon, foram sugeridos por Spangberg (1969), e tem sido aceito e
utilizado largamente na literatura, até os dias atuais, mas com algumas
variagdes. O autor sugeriu, originalmente, a implantacao de dois materiais
diferentes; um em cada lado da sinfise mandibular do animal para que se
pudesse fazer comparacdo da resposta inflamatéria de cada um deles. Na
avaliacado dos resultados Spangberg (1969) descreve: “A diferenca das
respostas foi avaliada, em duas ocasides diferentes, e classificada em
moderadamente severa (+) e severa (++); ha auséncia de diferencas entre as
inflamacgdes, com o simbolo zero (0). Na andlise estatistica, foi calculado o
numero de comparagdes intra-individuais com outros materiais produzindo
irritacdo menor, bem como o numero de comparagdes que mostraram irritacées
mais severas. Por eliminagcdo das variaveis extremas obtidas nessa
comparagdo, as novas combinagdes de materiais foram analisadas para
verificar quaisquer desvios. As diferengas significantes encontradas apés tal
eliminagcdo podem ser duvidosas, mas assim mesmo servem como guia na
classificacao dos materiais estudados.”

Mais uma vez estamos diante da analise descritiva (+ ou ++) dos
resultados e da tentativa de analise de estatistica, o que pode ser duvidoso.
Dessa maneira, fica sem sentido implantar-se material diferente em cada lado
da mandibula do animal, visto que a classificacdo da inflamacédo depende da
observacao individual. Isto encarece e complica a experimentacdo. Optou-se,
portanto, pela utilizacdo da analise descritiva e comparacdo dos resultados
com demonstracao fotografica dos casos mais significativos. De acordo com a
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metodologia citada, as reacdes ao longo da superficie do copo de Teflon
serviram como controle para as reagdes oriundas do trauma cirdrgico e para
caracterizar o grau de reacao inflamatéria, ao material testado, partindo-se da
premissa de que o teflon é um material de pouca capacidade antigénica. Nos
implantes efetuados, nos dois tempos experimentais, o autor relatou que as
retencdes na superficie do copo de teflon foram preenchidas por delgada
camada de tecido conjuntivo ndo modelado, de varidvel densidade, associado
a resposta inflamatéria crbnica granulomatosa inespecifica (tipo corpo
estranho). As células foram observadas, no tecido conjuntivo justapostas ao
copo, de forma alinhada e alongadas, com numero variavel de nucleos,
acompanhadas por numero variavel de macréfagos mononucleares. O tecido
0sseo adjacente apresentou-se com caracteristicas de normalidade, estavel,
sem sinais de aposicao recente ou de reabsorcdo. Nao foram evidenciados
sinais de dispersao do material implantado nesta regiéo.

A contagem celular ndo foi considerada, pois Spangberg (1988), afirmou
que os resultados podem ser analisados de forma direta sob investigacédo
macro ou microscoépica. Os exames microscopicos sao a regra e seus objetivos
visam qualificar a reacdo tecidual em contato com o material implantado.
Entretanto, como ja afirmado anteriormente, as reagbes teciduais sao
processos tridimensionais e a caracterizacdo precisa de tais reagdes em
termos mensuraveis é impossivel, porque a leitura deve ser realizada camada
por camada em seccoes finas de cortes bidimensionais, que permitem apenas
uma interpretacao subjetiva.

Apesar da literatura ja apresentar inimeros estudos a cerca da
biocompatibildade dos materiais obturadores endodénticos, ainda ndo ha uma
resposta conclusiva sobre o cimento que apresenta caracteristicas que o torne
ideal para ser utilizado na pratica odontolégica. Os cimentos a base de éxido
de zinco e eugenol, embora muito utilizados com éxito, tém se mostrado com
um alto indice de agressao, principalmente nos periodos iniciais de contato
com os tecidos (Langeland, 1980; Eucomides et al., 1995; Kolokouris, 1998;
Sousa et al., 2004; Zafalon et al., 2007). Economides et al. (1995) testaram a
biocompatibidade de cimentos endodénticos. Os cimentos testados foram a
base de hidréxido de célcio (CRCS, Sealapex), a base de 6xido de zinco e
eugenol (Roth 811) e, por ultimo, a base de resina epdxica (AH-26). Os autores
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encontraram que, com 20 dias, o material mais irritante foi o AH-26, porém foi
observado que a sua reacgao inflamatéria diminui com o tempo. Os cimentos
Roth 811 e Sealapex causaram rea¢des moderadas para severa, enquanto o
cimento CRCS causou reacao de média a moderada intensidade.

Kolokouris et al (1998), mostraram o potencial irritativo do cimento a
base de 6xido de zinco e eugenol apos os primeiros dias de contato com os
tecidos. Os autores verificaram a presenca de areas de necroses pelo cimento
Pulp Canal Sealer, com reagdes de moderada a severa intensidade, até o
quinto dia experimental, diminuindo sua intensidade com o passar do tempo.
Tal suposicdo também foi confirmada por Azar et al. (2000), que ao
compararem os efeitos citotoxicos dos cimento endoddntico: AH Plus com os
dos cimentos AH-26 e do 6xido de zinco e eugenol em fibroblastos humanos,
verificaram que os efeitos citotéxicos induzidos pelo 6xido de zinco e eugenol
foram detectados muito cedo; 1 hora apds manipulacdo e mantida em alto nivel
até completar todo o tempo experimental.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Sousa et al.
(2004), que ao avaliar a biocompatibilidade de materiais obturadores como:
oxido de zinco e eugenol, MTA e com resina Z-100, concluiram que apenas o
oxido de zinco e eugenol ndo apresenta nivel de biocompatibilidade aceitavel.
Da mesma forma, Scarparo et al. (2009) mostrou em seu estudo, que 0s
cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol ndo apresentam caracteristicas
ideais de biocompatibilidade para serem utilizadas como cimentos
endodonticos.

Diante dos resultados, o efeito toxico do cimento foi atribuido ao eugenol
da mistura. Conforme Gulatti et al. (1991), os compostos de 6xido de zinco e
eugenol revelam uma intensidade de reacdo inflamatéria dependente do
eugenol livre na mistura, podendo ser irritante severo. Portanto, depende
também do momento em que o material é inserido na cavidade, pois antes da
presa final, a quantidade de eugenol livre € maior. Da mesma opinido sao 0s
trabalhos de Hume (1984), ao revelarem que qualquer substancia que
contenha eugenol em sua férmula é téxica devido a depressédo da respiracao
celular causada por ele. Em seus testes com cimentos de 6xido de zinco e
eugenol, estes autores dizem que a resposta inflamatéria parece aumentar com

o decorrer do tempo e atribuem isto ao fato de que o eugenolato, que em
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contato com os fluidos, libera eugenol livre aumentando a toxidade com o
passar do tempo.

Sob mesmo raciocinio, Hashieh et al (1999), também mostraram e
atribuiram os efeitos irritativos ao eugenol, porém acreditam que o nivel de
eugenol liberado do cimento a base de 6xido de zinco e eugenol, além apice, é
baixo e diminui sua concentracdo com o passar do tempo.

Apesar da literatura ja apresentar varios estudos de biocompatibilidade
dos cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol e demonstrar os efeitos
téxicos atribuidos ao eugenol, poucos trabalhos discutem o papel do pd do
oxido de zinco nesses processos. No trabalho realizado por Hackenberg et al
(2011), este p6 nao apresenta caracteristicas de citotoxicidade nem de
genetoxicidade. Porém ainda faltam resultados mais consistentes a cerca
desse assunto.

O principal desafio da nanotecnologia engloba o desenvolvimento de
novos materiais que exibam propriedades fisico-quimicas e funcionais
especificas e diferentes dos seus materiais precursores (Adamson 1990).
Assim, 6xidos metalicos como o Oxido de zinco, que apresentam grandes
aplicagdes comerciais como em cosmeéticos, aditivos alimentares e eletrénicos,
vem ganhando popularidade como agentes antimicrobianos no biofilme apical.
(Kishen et al., 2007; Shrestha et al., 2010). Muitos estudos tem relatado a
capacidade de éxidos, como ZnO, TiO,, CuO, em escalas nanométricas, de
inibir o crescimento de algas aquaticas, bactérias, protozodarios e fungos,
descrevendo seus efeitos tdxicos eficientes contra a cultura (Aruoja et al., 2010;
Song et al., 2010; Mortimer et al., 2010).

Com relagéao aos efeitos antimicrobianos encontrados no nano 6xido de
zinco, Aruoja et al (2008), estimaram a toxidades dessas particulas contra
algas Pseudokirchneriella subcapitata, relatando estar presente mesmo em
baixas concentracdes e também na sua forma bulk. Da mesma forma, Liu et al.
(2009) afirmaram que NPs de ZnO podem distorcer e danificar a membrana
celular bacteriana, resultando na quebra dos conteudos intracelular e
eventualmente na morte das células bacterianas, discorrendo sobre a sua
capacidade antimicrobiana a E.coli.

Mortimer et al (2009), analisando a toxidade das NP de ZnO e do CuO
ao protozoario ciliado Tetrahymena thermophila, mostraram que efeitos de
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toxicidade ao ciliado causam 50% de perda de viabilidade apds 4 horas de
exposicao.

Quanto a sua capacidade antimicrobiana ao biofilme dental Kishen et al.
(2008) avaliaram a eficiéncia dessas particulas para a desinfeccdo dos canais
radiculares, mostrando-se eficientes, sem contudo interferir nas propriedades
do cimento obturador utilizado. Achados semelhantes também foram
encontrados por Shrestha et al (2010), que ao avaliarem a desinfeccao e
destruicdo do biofilme bacteriano, por meio de Scanner microscépico confocal
e de testes microbiol6gicos, encontraram evidéncias de que as células
bacterianas morreram e o biofilme apresentou uma significativa diminuigao
apds serem tratados com nanoparticulas de ZnO.

Muito embora a grande maioria dos estudos, a cerca da toxicologia das
nanoparticulas, ainda ndo foram elucidados, muitos trabalhos realizados in vitro
trazem relevancias para os trabalhos,” in vivo”, e seus potenciais de riscos para
o ser humano. Tsou et al (2010), afirmaram o potencial dessas particulas como
indicadores de inflamacdo endotelial vascular, apresentando implicacdes
inclusive para o tratamento de desordens vascular. Para Hackenberg et al.
(2011), as nanoparticulas de ZnO sdo responsaveis por causar inflamagdes
mesmo em baixas concentracdes, podendo ainda induzir a danificacdo do
DNA.

No presente trabalho, foi avaliada a resposta inflamatéria tecidual intra-
O0ssea causada por nanocristais de 6xido de zinco em teste intra-6sseo em
cobaias guinea pig, segundo Federacdo Dentaria Internacional. Nossos
achados evidenciaram, nos dois tempos experimentais, a presenca de reacao
inflamatéria predominantemente leve e caracterizada como crénica
granulomatosa inespecifica dominada por células do tipo corpo estranho.
Podemos observar a presenca de uma faixa de tecido conjuntivo fibroso
interpondo 0 material e de tecido adjancente com discreta diversidade celular
(Figura 4C e 5C). O tecido 6sseo apresentou-se estavel, integro e com areas
de neoformacao. Estes achados foram similares aqueles observados no tecido
em contato com a superficie do copo de teflon, consideradas como controles
negativos em ambos os tempos experimentais (Spangberg, 1969). Essas
evidéncias permite-nos acreditar que, os NCs de ZnO possuam uma
capacidade limitada de ativacdo celular, ndo renovavel, produzindo
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modificagées teciduais limitadas, interferindo de forma discreta na sua
homeostasia (Liu et al., 2009). Esses achados, segundo Tsou et al. (2010),
também podem ser considerados pelo fato de estarmos diante de minimas
nanoparticulas nanocristalinas, que sao capazes de resultar em variacdes das
superficies eletrbnicas de suas estruturas, bem como na sua area de
superficie, fato pelo qual elas apresentam caracteristicas unicas.

Estes resultados aparentemente sdo contraditérios aos observados nos
estudos ,“in vitro”, tendo em vista sua documentada toxidade para células em
cultura. Embora ndo tenhamos uma explicagdo objetivamente provavel para
isto, é possivel que o sistema bioldégico complexo proporcione uma interacao
do material com diferentes produtos do liquido tissular, incluindo proteinas,
reduzindo o potencial agressivo dos NCs, em funcdo da limitacado de sua
difusdo e do contato direto com o sistema de membrana celular. Assim, 0s
fagdcitos poderiam ser mais eficientes no processo de fagocitose, limitando a
agressao tecidual e, portanto, os efeitos toxicos sobre o tecido. A agéo téxica
continua do material sobre o tecido poderia ser traduzida pela presenca de
maior niumero de neutrofilos e plasmadcitos condizentes com a presenca de
maior quantidade disponivel de antigenos gerados da agressao ao tecido alvo
do implante. Os mecanismos envolvidos nas diferencas das respostas
observadas,”in vivo”, e ,’in vitro”, poderiam favorecer a compreensao do
comportamento da substancia e da resposta tecidual a sua presenca,
favorecendo o entendimento da melhor forma do emprego biomédico do
material.

Ao final da presente pesquisa, apds leitura da literatura pertinente ao
assunto e a avaliacdo da parte experimental, acreditamos estarmos diante de
um nanobiomaterial com caracteristicas de biocompatibilidade, o que
possibilitaria 0 seu emprego como um material de uso odontolégico e, em
especifico, na area da endodontia. Na literatura ainda existem controvérsias
quanto ao seu potencial téxico aos tecidos e 6rgaos, porém ja encontramos
estudos in vitro com relevancia ,”in vivo’,.

Como sugestao, novas pesquisas devem ser realizadas com a finalidade
de avaliar a toxicologia desses materiais em humanos, de modo a indicar,

segundo suas consideracgdes, aplicacoes em areas biomédicas.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se, com base nos resultados deste estudo, que os nanocristais
de ZnO, caracterizados por meio de Micro-Raman e DRX, apresentaram-se
com tamanho médio de 21nm, estrutura hexagonal e altamente puros e podem
ser considerados um nanobiomaterial, por apresentarem, em ambos o0s
periodos experimentais, respostas inflamatérias predominantemente leves,
segundo critérios estabelecidos pela FDI. Esta conclusdo, quanto a
biocompatibilidade dos NCs de ZnO, é reforcada pelo fato de ter sido tolerada
pelos tecidos, permitindo neoformacao e remodelacédo éssea.
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