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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de diferentes tratamentos desinfetantes na
remocgao de biofilme de Staphylococcus aureus da superficie de resinas acrilicas especificas
para protese ocular. Foram confeccionados corpos de prova de resina acrilica branca (cor
N1) utilizada na confeccdo de escleras artificiais de préteses oculares, os quais foram
divididos em 6 grupos de 6 corpos de prova, para cada tipo de desinfetante. O
desenvolvimento do biofilme foi avaliado apds desinfeccdo com as seguintes solucdes: sabao
neutro, clorexidina 4%, Efferdent, triclosan 1% e citronela, e um grupo nao desinfetado, o
qual ficou imerso em soro fisioldgico (grupo Contole). Apds procedimentos de desinfeccdo, o
biofilme restante foi avaliado pela contagem das Unidades Formadoras de Col6nias. Os
dados foram submetidos a anadlise estatistica. Observou-se que o fator desinfetante
apresentou diferencga estatistica significante (p<0,0001). Além disso, os valores de UFCs das
amostras tratadas com Clorexidina 4% e Triclosan 1%, foram menores estatisticamente em
relacdio aos demais tratamentos (p<0,001). As amostras tratadas com Sabdo Neutro
apresentaram menor numero de UFCs, estatisticamente significantes (p=0,008), quando
comparadas com as amostras dos grupos Sem Desinfec¢do. Pode-se observar também a
diferenca estatistica significativa ao se comparar o grupo Controle com as amostras tratadas
com Citronela (p=0,035) ou Efferdent (p=0,041). Conclui-se que Clorexidina 4% e o Triclosan
1% foram os desinfetantes mais efetivos na remogdo do biofilme nas superficies da resina

acrilica.

Palavras-Chave: Resina Acrilica. Olho Artificial. Microrganismos. Desinfeccao.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of different disinfectant treatments on
Staphylococcus aureus biofilm removal from the surface of acrylic resins specific for ocular
prosthesis. Acrylic resin specimens used in the manufacture of artificial sclera for ocular
prostheses were made (color N1) and divided into six groups of six specimens for each type
of disinfectant. The development of the biofilm was evaluated after disinfection with the
following solutions: neutral soap, 4% Chlorhexidine, Efferdent, 1% Triclosan and Citronella,
and one group was not disinfected, being immersed in saline (Control group). After
disinfection procedures, the remaining biofilm was evaluated by counting the Colony
Forming Units. Data were statistically analyzed. It was observed that the disinfectant factor
showed statistically significant difference (p <0.0001). In addition, the CFU values of samples
treated with 4% Chlorhexidine and 1% Triclosan were statistically lower compared to the
other treatments (p <0.001). Samples treated with neutral soap presented lowest CFU
values, statistically significant (p = 0.008) when compared to No Disinfection and control
groups. A statistically significant difference was also observed when comparing the control
group with the samples treated with Citronella (p = 0.035) or Efferdent (p = 0.041), but these
were not different compared to the No Disinfection group. It can be concluded that the
disinfectants which removed the biofilm more accurately were 4% Chlorhexidine and 1%

Triclosan.

Keywords: Acrylic Resins. Artificial Eye. Microrganisms. Disinfection
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1 INTRODUCAO

A proétese ocular é considerada um importante tratamento para pacientes que foram
submetidos a perda total ou parcial do globo ocular devido a trauma, neoplasias ou deformagdes
congénitas?, refletindo na reintegracdo do individuo a sociedade, contribuindo com seu
desenvolvimento psiquico social, além de proporcionar melhoria em sua qualidade de vida®?.
Entretanto, os usudrios de protese ocular sdo susceptiveis a infec¢des, inflamagdes e traumas
relacionados a modificacdes fisioldgicas e morfoldgicas da cavidade anoftalmica; colonizacdo da
cavidade por microbiota patogénica; mobilidade prejudicada devido a instala¢cdo inadequada da
prétese; higienizacdo da prétese negligenciada sem remover a prétese da cavidade por meses ou
anos e sem lava-la; e acimulo de secrecdo, que pode causar conjuntivite papilar e intolerancia ao

uso da protese.*

O controle de formacdo de biofilme é muito importante para manter a saude da cavidade
anoftalmica dos portadores de prétese ocular e pode ser realizado por meio de técnicas de
limpeza e desinfeccdo diarias, entre elas o uso de sabdo neutro>’, encontrado facilmente no

mercado.

O uso de clorexidina também tem sido recomendado como desinfetante devido a sua

~ .. e . . - . . . ~ . . 4-
acdo antisséptica, antifungica e bacteriostatica, impedindo a proliferacdo de microrganismos.*®
Solugdes para lentes de contato*® e até mesmo pastilhas efervescentes, como as utilizadas para

|5,6,8

desinfeccdo de prétese tota , também tém sido relatadas, demonstrando resultados

satisfatorios.

Alguns sabonetes antissépticos também podem ser usados na limpeza/desinfec¢do das
proteses oculares, uma vez que a maioria deles apresenta em sua composicao o triclosan, um

importante agente antimicrobiano.’

A fitoterapia também é uma alternativa a ser pesquisada, sendo de baixo custo e facil
utilizacdo, como por exemplo, a citronela.’® As espécies de Cymbopogon, nas quais se inclui a
citronela, sdo comumente usadas na medicina para tratamento de muitas doencas. Os 6éleos
essenciais dessas espécies sdo conhecidos pela sua atividade antimicrobiana, antifungica,

.. , . . . . , . . . . 11-1
antioxidante, analgésica, antinociceptiva, neuroldgicas e inseticidas.’*™
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Devido a escassez na literatura de estudos mais aprofundados sobre os possiveis
tratamentos desinfetantes para eliminar os microrganismos da superficie da protese ocular, este
estudo busca encontrar uma maneira satisfatéria de se realizar a desinfeccdo dessas proéteses,

minimizando as infec¢des ocorridas.
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2 OBIJETIVO

Avaliar o efeito de diferentes solucdes desinfetantes na remocdo do biofilme em
resina especifica para prétese ocular. A hipdétese nula testada é que os diferentes
tratamentos de desinfeccdo testados ndo serdo eficazes na remocao do biofilme da resina

acrilica.
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3 MATERIAIS E METODOS

° Confecgdo dos corpos de prova em resina acrilica

Inicialmente, foram confeccionados corpos de prova de resina acrilica N1, especifica
para confeccdo da esclera artificial (Artigos Odontoldgicos Classico Ltda., Sdo Paulo, Brasil).
Para a padronizagdo dos corpos de prova, foi utilizada uma matriz metdlica vazada na
espessura de 3 mm, contendo em seu interior 10 compartimentos circulares, com
dimensdes de 10 mm de didmetro cada.™ Esta matriz foi posicionada sobre uma ldmina de
vidro retangular (80 mm x 35 mm x 3 mm) e seu interior foi preenchido com cera utilidade
(Wilson, Polidental Ind. E Com. Ltda, Cotia, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida o conjunto lamina
de vidro + matriz metalica foi incluido em mufla prépria para polimerizacdo em forno micro-
ondas (VIPI STG, VIPI Industria, Comércio, Exportacdo e Importacdo de Produtos
Odontolégicos Ltd, Pirassununga, S3o Paulo, Brazil). Para isso, a superficie interna da base da
mufla foi isolada com vaselina em pasta, sendo preenchida em seguida com gesso especial
tipo IV (Durone; Dentsply Ind e Com Ltd, Rio de Janeiro, Brasil), seguindo a propor¢ao de 100
g de pd para 30 ml de agua, espatulado por 1 minuto e vertido sob vibracao constante. Apds
a cristalizacdo do gesso, outra lamina de vidro com as mesmas dimensdes ja citadas foi
posicionada sobre a matriz ja incluida em gesso e fixada com cera utilidade. A contra-mufla
foi posicionada e, sobre a superficie desta ultima l[amina de vidro, foi vertido gesso especial
tipo IV. Em seguida, a mufla foi levada a prensa hidraulica de bancada (VH, Midas Dental
Produtos Ltda., Araraquara, S3o Paulo, Brasil) sob pressdo constante de 1,2ton/F por 2
minutos. Apds a cristalizacdo do gesso, a mufla foi aberta e a cera removida do interior de
cada superficie interna da matriz. A superficie do vidro foi limpa com acetona pura (Labsynth
Produtos para Laboratdrios Ltda, Diadema, S3o Paulo, Brasil). A resina acrilica
termopolimerizdvel N1 para esclera artificial foi proporcionada de acordo com as instrucdes
do fabricante. Para cada corpo de prova, 2,1 g de polimero (pd) foram misturados com 0,7
ml de monOmero (liquido) para ser manipulado e, ao atingir a fase pldstica, inserido no
interior das superficies internas da matriz incluida em mufla. Apds a insercao, a contra-mufla
foi posicionada e levada a prensa hidrdulica, com forca de 1,2ton/F, durante 2 minutos, e foi
realizada a polimerizacdo de bancada por 30 minutos. A resina foi polimerizada por energia

de micro-ondas (Brastemp, Sdo Paulo, Brazil) com 1200 w de poténcia durante 10 minutos
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(6). Apds a polimerizacdo da resina, a mufla foi aberta e os corpos de prova de resina acrilica
foram removidos. As superficies dos corpos de prova foram submetidas ao polimento em
uma politriz universal semiautomatica (Arotec S.A. Ind Com, Cotia, Sdo Paulo, Brasil),
utilizando-se lixas metalograficas com diferentes granulagdes (400, 600, 800 e 1200)
(Buehler, lllinois, EUA), sendo posteriormente finalizadas com solugdo diamantada em disco
de feltro. Em seguida os corpos de prova foram submetidos a limpeza em ultrassom (Arotec,
Odontobras, Sdo Paulo, SP) por 20 minutos em agua destilada, para remocdo de possiveis
debris na superficie da resina, e apds isso foram deixados ao ar livre para secagem. Até o
momento dos experimentos, as amostras foram mantidas imersas em dgua destilada, em

uma estufa bacteriolégica, a 372 C.

Em seguida, os corpos de prova foram esterilizados com oéxido de etileno para

garantir que ndo estejam contaminados no momento dos experimentos.

° Inoculagdo e condig¢bes de crescimento dos microrganismos

A cepa utilizada para realizagdo do ensaio foi o Staphylococcus aureus (ATCC29213).
A cepa foi doada pela Fundagcdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro. As células foram
mantidas em -70°C em solugdo contendo 25% de glicerol e semeadas em placas contendo
meio de cultura Manitol Salt Agar (Difco, Kansas City, MO, USA), sendo incubadas a 37°C em

aerobiose por 24 h.

Inicialmente, curvas de crescimento foram realizadas com a finalidade de identificar o
nimero de horas necessarias para que o microrganismo atingisse sua fase de maior
multiplicagdo celular (fase log ou exponencial). Foram determinados os valores de
Densidade Optica (DO) e diluigdes necessdrias. As culturas foram repicadas em meio caldo
BHI (Difco) por 24h a 372C em estufa de aerobiose. Quando a cultura atingiu a metade da
fase logaritmica, as células foram ajustadas sendo diluidas em 10x em BHI caldo para

obtencao de 10 células/ml.
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. Desenvolvimento do biofilme

Apds o crescimento e obtencgao de 10 células/ml, aliquotas de 1ml do microrganismo
foram colocadas em contato com os corpos de prova de resina acrilica posicionados dentro

de placas de microtitulagdao de 24 pogos.

Como controle do estudo, em cada placa de 24 pogos foi incluido 1 pogco com meio
de cultura puro sem microrganismo (para avaliar se houve contamina¢do do meio), 1 poco
com corpos de prova sem desinfecgdao e sem microrganismo - controle negativo (para avaliar
contaminacao dos corpos de prova), e 1 poco com corpos de prova sem desinfeccdo e com
microrganismo - controle positivo (para avaliar o crescimento sem interferéncia do
desinfetante) e 1 po¢o com microrganismo e meio de cultura, sem a presenca do corpo de

prova.

As placas foram incubadas por 24 horas a 37° C, em estufa de aerobiose.

° Desinfecgdo dos corpos de prova

Apds a formacdo do biofilme cada grupo foi submetido a cada um dos processos de
desinfeccdo propostos a seguir (5 desinfetantes e o grupo sem desinfec¢do, mantido apenas
em solucdo salina) (Tabela 1). Para isso, foram confeccionados 6 corpos de prova para cada

grupo, para cada experimento, totalizando 36 amostras.
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Tabela 1 - Procedimentos de desinfecg¢ao realizados nos corpos de prova de resina acrilica

Desinfetante

Desinfec¢ao

Fabricante

Sem desinfecgdo (Soro fisioldgico)

Imersdo em 1 ml por 10 min.

Farmdcia de Manipulagdo Apothicario
Aracatuba, SP.

Sabdo Neutro

Fricgdo digital por 30 segundos (5, 7, 18)

Johnson & Johnson, Sdo José dos
Campos, Sdo Paulo, Brasil.

Clorexidina 4%

Imersdo em 1 ml por 10 min (5, 6, 8, 19).

Farmdcia de Manipulagdo Apothicario
Aracatuba, SP.

Efferdent Original Denture Cleanser

Imersdo em agua destilada estéril
contendo uma pastilha efervescente, a
temperatura de 37° C por 15 min. (6, 8)

Pfizer Consumer Health, Morris
Plains, Nova Jersey, EUA.

Triclosan 1%

Imersdo em 1 ml por 10 min.

Farmdacia de Manipulagdo Apothicario
Aracatuba, SP

Oleo Essencial de Citronela

Imersdo em 1 ml por 10 min.

Farmdcia de Manipulagdo
Apothicario, Aragatuba, SP.

Fonte:Autor

° Contagem dos Microrganismos

Apds desinfeccao, as células nao aderidas foram removidas dos corpos de prova por

meio de lavagem em 1ml de solugdo salina, duas vezes. Em seguida, cada corpo de prova foi

inserido em tubos de ensaio contendo 1ml de solucdo salina. Os tubos foram levados para

banho de limpeza por ultrassom (USC 700; UNIQUE Ultrasonic Cleaner, Sao Paulo, SP) a 50

kHz, 150 W, durante 20min, e ao agitador de tubos (Vortex Biomixer QL — 901, Curitiba, PR,

Brasil), por 1min para promover o desprendimento das células aderidas. Foram, entdo,

realizadas 7 dilui¢cdes seriadas, transferindo-se 50 ul dessa solucdo para 450 ul de solucdo

salina. As dilui¢des 0, 2, 4 e 7 foram plaqueadas em placa de Petri, contendo meio adequado

para o microrganismo avaliado e incubadas por 24 horas a 37°C em estufa de aerobiose.

Apds o periodo de incubacdo, foi feita a contagem das Unidades Formadoras de Col6nias

(UFC/ml). Os ensaios foram realizados em duplicata, em dois dias independentes.
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. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade, no qual se
constatou distribuicdo normal dos dados. A ANOVA foi realizada para verificar diferenca
significante no fator tratamento desinfetante. As diferencas significantes nos valores obtidos
na ANOVA foram comparadas por teste de Tukey-Kramer HSD em nivel de significancia de

0,05.
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4 RESULTADOS

Pode-se observar que o fator desinfetante apresentou diferenca estatistica
significante (p<0,0001). Os tratamentos realizados com Clorexidina 4% e Triclosan 1%, foram
os desinfetantes mais eficazes, pois reduziram a zero o numero de UFC/ml, sendo
estatisticamente diferente em relagdo aos demais tratamentos (p<0,001; Tabela 2). As
amostras tratadas com Sabdo Neutro apresentaram menor numero de UFCs, valor
estatisticamente significante (p=0,008; Tabela 2), quando comparado com os do grupo
Controle. Pode-se observar também diferenga estatistica significativa ao se comparar os
valores de UFC/ml do grupo Controle com os grupos tratados com Citronela (p=0,035;

Tabela 1) ou Efferdent (p=0,041; Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de células aderidas de Staphylococcus aureus por ml para cada
tratamento desinfetante proposto.

*

Media DP
Sabao Neutro 4,08b 0
Clorexidina 4% 0° 1,71
Efferdent 8,08°¢ 0
Triclosan 1% n? 0
Citronela 7,53¢ 0,31
Controle 11,08¢ 0

Fonte: Autor
* Em escala logaritmica
Letras diferentes mostram diferenca estatistica entre os grupos de agentes antimicrobianos, de

acordo com os testes de ANOVA/Tukey, considerando p<0.0001
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5 DISCUSSAO

A hipdtese nula do estudo foi rejeitada, visto que diferentes tratamentos de
desinfecc¢do testados foram eficazes na remocdo do biofilme da superficie da resina acrilica.
A desinfecgdo das amostras com Clorexidina 4% ou com Triclosan 1% foi eficaz, acarretando
valores de UFCs, estatisticamente diferentes dos demais grupos (p<0,001). A clorexidina é
um composto sintético derivado a partir de uma bis-biguanida com um elevado nivel de
atividade antimicrobiana.'’ Devido a este nivel de atividade, pequenas concentrag¢des de sais
de clorexidina, sdo geralmente suficientes para inibir o processo reprodutivo ou exterminar
espécies bacterianas. E conhecido que a acdo do gluconato de clorexidina é de rapida
absorcdo pelas células bacterianas, o que resulta em uma série de modificacdes na
permeabilidade citolégica e propriedades o6pticas destes patdgenos. Estudos anteriores
verificaram que a clorexidina reagiu com grupos lipofilicos de células de microrganismos e
provocou desorientacdo da lipoproteina de membrana dificultando o funcionamento da
barreira osmética. *#*

Embora resultados satisfatérios fossem encontrados para o tratamento Clorexidina
4% na reducdo bacteriana de Staphylococcus aureus, a literatura cientifica tem mostrado
que este produto apresenta potencial de alterar algumas propriedades fisicas e mecanicas
dos polimeros utilizados na confeccao de pecas protéticas. Assim, a clorexidina pode nao ser
mais apropriada para o uso didrio de desinfeccdao da prétese ocular. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para avaliar diferentes concentracdes e imersao por um longo
periodo.

A efetividade antimicrobiana do Triclosan tem sido testada em diferentes
formulagGes comerciais contendo esse agente nas concentracGes de 0,2 a 2%, embora
estudos aleguem que as formulagdes contendo 1% de triclosan sao apropriadas e ideais para
o efeito antimicrobiano desejado. *° A atividade antimicrobiana do Triclosan tem sido
demonstrada ao longo de 25 anos de testes. O Triclosan difunde-se para a parede celular
bacteriana e rompe a membrana citoplasmatica de RNA, diminuindo a sintese de proteinas e
de lipideos, resultando em inibicdo microbiana. 21 Os estudos utilizados para demonstrar a

2223 Eqges

eficacia do triclosan incluem ensaios in vitro e in vivo e estudos de casos clinicos.
estudos vém corroborar com os resultados encontrados em nosso trabalho, no qual o

tratamento com Triclosan 1% foi eficaz para remogdo do biofilme.
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O tratamento da superficie das amostras com Sabdo Neutro sob o método de friccao
diminuiu os valores de unidades formadoras de col6nias (UFCs) de Staphylococcus aureus.
Sabemos que o sabdo neutro utilizado neste estudo ndo tem acdo desinfetante. Nesse caso
grande parte do biofilme pode ter sido removido da superficie do material durante a
lavagem por friccdo manual com Sab3o Neutro e dgua. Mas ainda uma parte pequena desse
biofilme pode ter-se infiltrado pelas porosidades do material, continuando sua atividade
metabdlica.

Citronela ou Cymbopogon nardus é uma das espécies Cymbopogon, no qual o seu
6leo essencial € amplamente utilizado na producao de dleo de citronela essencial, comida,
bebida, produtos de perfumaria, sabdo, produtos de higiene corporal e produtos
farmacéuticos.”* Muitos estudos tém relatado sobre as propriedades antifingicas e

antimicrobianas do éleo essencial de citronela. Hammer et al. »

verificou que o dleo
essencial de citronela como agente antimicrobiano inibiu varios tipos de agentes
patogénicos humanos, tais como o Acinetobacter baumanii, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Serratia marcescens e Staphylococcus aureus. No nosso estudo, o 6leo essencial de Citronela
também reduziu os valores de UFCs do Staphylococcus aureus, no entanto nao foi o mais
eficaz. Esse fato pode estar associado a obtencdo de diferentes composi¢ées quimicas desse
Oleo que estao diretamente envolvidas com as diferentes técnicas de extragdo, as fontes
geograficas e fases de maturidade do Cymbopogon nardus.

Quanto as amostras tratadas com Efferdent, observou-se que o mesmo reduziu os
valores de UFC/mL da superficie das amostras. Sabe-se que o Efferdent é um perdxido
alcalino, que apresenta em sua composicdo agentes oxidantes, efervescentes, redutores da
tensdo superficial e quelantes que em contato com a dgua, tornam-se solu¢des produzindo
dioxido de carbono ou oxigénio. Estudos anteriores confirmaram a capacidade destes
produtos de promoverem desagregacao da estrutura do biofilme, durante acao efervescente
2627 No entanto, como ocorreu com as amostras tratadas com Sab3o Neutro, o Efferdent
parece ter somente removido a camada do biofilme, o que pode ter permitido que cepas do

Staphylococcus aureus infiltrassem nas porosidades da resina acrilica continuando sua

atividade metabdlica.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo foi possivel concluir que a desinfecgao das

amostras com Clorexidina 4% ou com Triclosan 1% foi eficaz na remogdo do biofilme.
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