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RESUMO

O controle de formagdo de biofilme pode ser realizado por meio de
técnicas de limpeza e desinfecg¢ao diarias, com diferentes solu¢des encontradas no
mercado. Embora o efeito citotoxico dessas solugcbes tenha sido testado em
diferentes células, ndo ha relato sobre seu efeito nas células da cavidade
anoftalmica. Assim, esse estudo objetiva avaliar o potencial citotoxico de diferentes
solugdes desinfetantes nas células da conjuntiva ocular humana. Para isso,
amostras de resina acrilica na cor N1 (branca)para esclera artificial, foram
confeccionadas e distribuidas em 6 grupos de acordo com a solugéo utilizada: | —
Sem desinfecgao (imersas em soro fisioldgico); Il — Sab&o neutro; Il — Clorexidina
4%: IV — Efferdent; V — Triclosan 1% e VI — Oleo Essencial de Citronela. As
amostras foram desinfetadas diariamente, por diferentes periodos: 1, 7, 15, 30, 60 e
90 dias, de acordo com o protocolo de desinfecgcdo de cada solugdo. Apds cada
periodo, foi realizado o teste de citotoxicidade das amostras de resina acrilica, por
meio da analise com MTT, apds 24 horas de contato das células com o extrato
liberado pelas amostras desinfetadas. Os resultados demonstraram n&o haver
citotoxicidade das solugdes desinfetantes avaliadas, sendo que todos os grupos
apresentaram valor de proliferagdo celular acima de 84% apds submetidos aos
estimulos. Sendo assim conclui-se que os métodos e solugdes de desinfeccao
utilizados para limpeza de protese ocular ndo apresentam atividade citotéxica em

relacédo as células da conjuntiva ocular humana.

Palavras-chave: citotoxicidade; desinfecc¢ao; protese ocular
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ABSTRACT

Biofilm formation control can be accomplished by daily cleaning and
disinfection techniques, with different solutions found in the market. Although the
cytotoxic effect of these solutions has been tested in several cells, there is no report
about its influence on cells of anophthalmic cavity. Thus, this study aimed to evaluate
the cytotoxic potential of different disinfectant solutions in ocular human conjunctiva
cells. For this, white N1 acrylic resin samples for artificial sclera were prepared and
distributed into 6 groups according to solution used: | - No disinfection (immersed in
saline); Il - Mild soap; Il - 4% chlorhexidine; IV - Efferdent; V - 1% Triclosan and VI -
Citronella Essential Oil. Samples were disinfected daily for different periods: 1, 7, 15,
30, 60 and 90 days, according to the protocol of each disinfecting solution. After each
period, cytotoxicity was performed through MTT analysis 24 hours after cells were
kept in contact with the extract released by samples disinfected. The results showed
no cytotoxicity of disinfectant solutions evaluated, and all groups presented cell
proliferation value above 84% after subjected to stimuli. Therefore it is concluded that
the methods and disinfecting solutions used for cleaning the ocular prosthesis do not

exhibit cytotoxic activity in contact with human conjunctiva cells.

Keywords: cytotoxicity; disinfection; prostheses in ocular



LISTA DE ABREVIATURAS
CO, = dioxido de carbono

MTT = (3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Percentual de proliferagao celular para os diferentes

meétodos de polimerizagao avaliados.

24



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Valores médios * desvio padrao do percentual
de proliferacao celular (MTT) para os diferentes agentes

desinfetantes analisados.

23



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 : Procedimentos de desinfecgao realizados nas

amostras de resina acrilica, diariamente.

20



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt et tennenens 13
A O = N | I RO 17
3 MATERIAIS E METODOS ...ttt 18
3.1.  ConfecCao das AMOSIIAs .......ooeiiriiiiiiiiieieee e e e e e e ee e e e eeaennnnes 18
3.2. Desinfeccao das AMOSIIAs .......cooeeiiiiiiiiie et 20
3.3. Obtencdo dOS EXIratos ..........coiiiiiiiiiiie e 20
3.4. Cultura e Manuteng&o das CeElulas ............coovrriiiiiiiiiiiiiei e 21
3.5. Quantificacdo das Células e Teste de Citotoxicidade .............cccceeverreeeeennn, 21

3.6.  Analise EstatiStiCa ............uiiiiiii 22
4 RESULTADOS ...ttt ettt e e e e e et e e e e s e e e e e st e e e e s e nnseaeeeeeeans 23
5 DISCUSSAD ..ottt ettt ettt et et e e ere e aeee e 25
B CONCLUSAOD ...ttt ete e ere s 29
7 REFERENCIAS ...ttt ettt n e et et eaeen e 30



13

1 INTRODUGAO

A prétese ocular € considerada um importante tratamento para pacientes
que foram submetidos a perda total ou parcial do globo ocular devido a trauma,
neoplasias ou deformacdes congénitas1’2. Embora a prétese ocular encontre-se
adequadamente adaptada na cavidade anoftalmica, em um grande numero de casos
pode-se observar certo grau de “espago morto”, entre a superficie posterior da
mesma e o fundo da cavidade. A secrec¢do lacrimal, muco e residuos estagnados
nesse espaco constituem excelente meio de cultura para o crescimento bacteriano®.
Por esse motivo, o controle de formacao de biofilme € muito importante para manter
a saude da cavidade anoftalmica dos portadores de protese ocular e pode ser
realizado por meio de técnicas de limpeza e desinfecg¢ao diarias, entre elas o uso de
sabao neutro 4'6, encontrado facilmente no mercado.

Dentre as solugbdes potencialmente antimicrobianas que tém sido
aplicadas na desinfecgéo de proteses oculares, destaca-se a clorexidina, um agente
antimicrobiano de amplo espectro que tem sido muito utilizado na pele, mucosa e
cavidade oral como desinfetante devido a sua acao antisséptica, antifungica e

4,5,7

bacteriostatica, impedindo a proliferagdo de microorganismos Apesar

amplamente utilizado, estudos relatam que a clorexidina pode exibir efeitos

8-11

citotoxicos e genotoxicos para os tecidos mesmo nas concentragdes clinicas

recomendadas '%'3. Efeitos citotoxicos da clorexidina foram encontrados em células

do osso alveolar e epitélio gengival '*

, enquanto efeitos colaterais genotéxicos foram
encontrados em células sanguineas e epiteliais quando usados, por exemplo, em
bochechos orais '°. Em aplicagdes topicas, foi relatada a penetracéo da clorexidina
através da barreira epitelial, causando danos nos tecidos. Apesar desses efeitos
citotdxicos, a clorexidina ainda € recomendada em um grande numero de casos na
odontologia, como nas doengas periodontais, e até mesmo para uso individual b
como por exemplo, na desinfec¢ao das proteses oculares.

O uso de pastilhas efervescentes, como as utilizadas para desinfecg¢ao de
protese total *>'”, também tém sido relatado, demonstrando resultados satisfatdrios.
As pastilhas efervescentes sdo bem conhecidas como agentes de limpeza de
proteses totais. A imersdo das proteses nesse perdxido alcalino € um método

simples de higienizagdo '®. De acordo com a bula do fabricante, o Efferdent contém
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em sua composig¢ao alguns compostos que quando em contato com a pele, trato
respiratorio, trato gastrointestinal e olhos, podem causar reagdes como
queimaduras. Le Coz et al. (1999)'° relatam que, o principal composto da pastilha
causador de reacbes € o perborato de potassio. Entretanto, o fabricante relata que
nao ha resquicios de persulfato na prétese caso o paciente utilize as pastilhas da
forma recomendada, ou seja, enxaguando abundantemente a protese apos o uso.
Porém, no caso das proéteses confeccionadas em resina acrilica (dentaduras, PPRs,
préteses oculares, entre outras), o material pode se tornar progressivamente poroso
e provavelmente absorver muitas substéncias. Assim, os agentes contidos nas
pastilhas sdo progressivamente liberados podendo provocar reagdes como queilites,
dermatites, estomatites, entre outras. Além disso, ndo temos controle se o paciente
utiliza adequadamente o produto. Os persulfatos sdo agentes oxidantes amplamente
utilizados em muitos processos. Eles apresentam atividade histaminica e um fraco
potencial de sensibilizagcdo, o que pode levar a dermatites de contato, urticarias,
dermatites alérgicas, rinites, asma ou até mesmo a sincopes %%,

Ainda, sabonetes antissépticos podem ser usados na limpeza e
desinfec¢cao das proteses oculares, uma vez que a maioria deles apresenta em sua
composicdo o triclosan, um importante agente antimicrobiano 2'. A efetividade
antimicrobiana do triclosan tem sido testada em diferentes formulacbes comerciais
contendo esse agente nas concentragdes de 0,2 a 2%, embora estudos aleguem
que as formulagdes contendo 1% de triclosan sao apropriadas e ideais para o efeito
antimicrobiano desejado ?°. Entretanto, estudos relatam que o uso excessivo de
triclosan pode alterar a flora microbiana comensal, levando a um comprometimento
da maturagdo normal do sistema imune 2%°. Reacdes alérgicas ao uso de triclosan
tém sido relatadas %°. Recentemente, um estudo relatou que o triclosan aumenta as
respostas alérgicas em ratos com asma?’ e que os niveis urinarios de triclosan em
criancas e adolescentes foram positivamente associados com a sensibilizacao
alérgica®®. Além disso, casos de urticaria devido ao uso de triclosan também foram
relatados®.

Uma alternativa inovadora a ser pesquisada, sdo os fitoterapicos, sendo
de baixo custo e facil utilizacdo, como por exemplo, a citronela, considerada uma
erva de acdo antibacteriana e antifiingica potencial *°. As espécies de Cymbopogon,
nas quais se inclui a citronela, sdo comumente usadas na medicina para tratamento

de muitas doencas. Os 6Oleos essenciais dessas espécies sdo conhecidos pela sua
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atividade antimicrobiana, antifungica, antioxidante, analgésica, antinociceptiva,
neuroldgicas e inseticidas®'"**. De acordo com Sfeir et al. (2013)*, estudos sobre a
citotoxicidade dos Oleos essenciais devem ser realizados, uma vez que poucos
estudos clinicos abordam a toxicidade e farmacocinética dessas substancias.
Estudos alertam para a possivel toxicidade de alguns 6leos essenciais, em especial
os que contém fendis e aldeidos, como no caso da citronela, devendo inclusive
evitar sua inalacdo . Ainda, no estudo de Kpoviessi et al (2014)®, a citotoxicidade
da citronela foi avaliada em células de ovario de hamsters e em uma linhagem de
fibroblastos humanos e observaram que o fitoterapico foi toxico para as células de
ovario e moderadamente toxico para os fibroblastos.

Embora a desinfeccédo da prétese seja imprescindivel, o paciente, apos o
uso do desinfetante, pode ndao enxaguar corretamente a protese antes de coloca-la
de volta na cavidade anoftalmica. Ainda, a resina acrilica € um material que pode se
tornar rugoso ou poroso ao longo tempo, podendo acumular substédncias em sua
superficie. Essas substancias podem vir a ser liberadas para a cavidade anoftalmica,
possivelmente causando algum dano & mucosa da cavidade . A maioria dos
produtos quimicos em contato direto com a pele ou mucosa podem ser
potencialmente irritantes. Esse fator irritante ndo estd somente relacionado a sua
natureza quimica, mas também a muitos outros fatores como: concentragao, veiculo,
temperatura, alteragdes no tecido (trauma mecanico, ulceragdes, eczemas). Essas
consideragdes sdo diretamente aplicadas aos agentes antissépticos, que geralmente
apresentam propriedades irritantes aos tecidos .

Embora o potencial toxico dessas substancias ja tenha sido testado em

muitos tipos de células '%'%%0:%

, Ndo ha dados na literatura a respeito de sua
toxicidade nas células da conjuntiva ocular humana, sendo este um dos unicos
tecidos que permanece apds a ressecgao cirurgica do globo ocular.

A conjuntiva € uma membrana mucosa transparente, fina e resistente,
que cobre a parte posterior da palpebra e se estende para tras. Além de ricamente
vascularizada, a conjuntiva protege a cavidade de corpos estranhos e infeccdes *. A
linhagem de células Chang, da conjuntiva humana, tem sido amplamente utilizada
em estudos in vitro que analisam potenciais efeitos, dentre eles a citotoxicidade de
substancias sobre a conjuntiva40. Testes in vitro da citotoxicidade sao importantes
para garantir segurancga e biocompatibilidade na utilizacdo de substancias em seres

humanos. O método de cultura de células, por exemplo, € um teste relativamente
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simples de ser executado, € reprodutivel, pode ser cuidadosamente controlado e
possui adequado custo-beneficio 4142,

Com base nas afirmagdes acima, esse estudo |justifica-se pela
importancia de avaliar a biocompatibilidade das solu¢des desinfetantes utilizadas na
higienizacao de préteses oculares previamente a sua indicagdo, uma vez que muitos
estudos demonstraram efeitos adversos dessas substancias em varios tipos de

células, mas nao nas células da conjuntiva humana.
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2 OBJETIVOS

Assim, o objetivo do presente estudo é avaliar a citotoxicidade dos

desinfetantes acima citados sobre células da conjuntiva ocular humana.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Confeccao das Amostras

Inicialmente, foram confeccionadas amostras de resina acrilica branca,
cor N1, especifica para confecgdo da esclera artificial (Artigos Odontologicos
Classico Ltda., Sdo Paulo, Brasil). As amostras foram divididas em 6 grupos (n=3),
de acordo com a solucao desinfetante utilizada: G1: Sem Desinfecgao (imersas em
soro fisiolégico), G2: Sabao Neutro, G3: Clorexidina 4%, G4: Efferdent, G5: Triclosan
1% e G6: Oleo Essencial de Citronela. Para a padronizacdo das amostras, foi
utilizada uma matriz metalica vazada na espessura de 3 mm, contendo em seu
interior 10 compartimentos circulares, com dimensdes de 10 mm de diametro cada.
Esta matriz foi fixada sobre uma lamina de vidro retangular (80 mm x 35 mm x 3 mm)
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
gesso, em mufla propria para polimerizagcdo em forno microondas (VIPI STG, VIPI
Industria, Comércio, Exportacdo e Importacdo de Produtos Odontoloégicos Ltda,
Pirassununga, S&o Paulo, Brasil). Para isso, a superficie interna da base da mufla foi
isolada com vaselina em pasta, preenchida com gesso especial tipo IV (Durone;
Dentsply Ind e Com Ltda., Rio de Janeiro, Brasil) vertido sob vibragao constante.

Apos a cristalizagdo do gesso, outra lamina de vidro com as mesmas
dimensdes citadas foi posicionada sobre a matriz ja incluida em gesso e fixada com
silicone de condensacao. A contra-mufla foi posicionada e, sobre a superficie desta
ultima lamina de vidro, foi vertido gesso especial tipo IV. A mufla foi levada a prensa
hidraulica de bancada (VH, Midas Dental Produtos Ltda., Araraquara, Sao Paulo,
Brasil) sob pressao constante de 1200 Kg/F por 2 minutos. Apos a cristalizagdo 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
Laboratérios Ltda, Diadema, S&o Paulo, Brasil).

A resina acrilica termopolimerizavel N1 para esclera artificial foi
proporcionada de acordo com as instrugdes do fabricante. Para cada mufla, 2,1 g de
polimero (pd) foram manipulados com 0,7 mL de mondémero (liquido) e, ao atingir a
fase plastica, inserido no interior das superficies internas da matriz incluida em

mufla. Apds a insergéo, a contra-mufla foi posicionada e levada a prensa hidraulica,
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com forga de 1200Kg/F, durante 2 minutos. Foi realizada a polimerizagéo de
bancada por 30 minutos, e entdo, a polimerizagdo por energia de microondas
(Brastemp, Sao Paulo, Brazil) com 1200 W de poténcia durante 10 minutos. Apéds a
polimerizagdo da resina, a mufla foi aberta, resfriada em temperatura ambiente, e
entdo, as amostras de resina acrilica foram removidas.

As superficies das amostras foram submetidas ao polimento em politriz
universal semiautomatica (Arotec S.A. Ind Com, Cotia, Sdo Paulo, Brasil), utilizando-
se lixas metalograficas com diferentes granulagbes (400, 600 e 800 e 1200)
(Buenhler, lllinois, EUA), sendo posteriormente finalizadas com solugdo diamantada
em disco de feltro. As amostras foram mensuradas com paquimetro digital (500-171-
20B; Mitutoyo, Téquio, Japao) para garantir as dimensdes propostas. As amostras
foram submetidas a limpeza em ultrassom (Arotec, Odontobras, Sdo Paulo, SP) por
20 minutos em agua destilada, para remogao de possiveis debris na superficie da
resina, e entdo mantidas em agua destilada em uma estufa bacterioldgica digital
(CIENLAB, Campinas, Brasil) a 37°C por 24 horas, para facilitar a hidratacao e
liberagdo de monémero residual ¢4

Realizou-se a desinfeccdo das amostras com 5 diferentes solucdes e 1
grupo nao sera desinfetado, de acordo com o Quadro 1, por periodos de 1, 7, 15, 30,
60 e 90 dias. Para cada periodo de desinfecgao, foram confeccionadas 54 amostras,
sendo 3 para cada grupo de desinfetante e para cada periodo. As amostras nao
foram reaproveitadas, pois depois de submetidas as analises de citotoxicidade foram

descartadas.
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Quadro 1: Procedimentos de desinfeccado realizados nas amostras de resina

acrilica, diariamente.

Desinfetante

Desinfeccio

Fabricante

Sem desinfeccdo

Néo desinfetada.
Armazenada em soro
fisioldgico

Farmécia de Manipulacao
Apothicario, Aracatuba, SP.

Sabdo Neutro

Friccéo digital por 30
segundos (s), utilizando luva
estéril; enxague com agua
destilada estéril por 30s (4, 6,
35)

Johnson & Johnson, Sao Jose
dos Campos, Sédo Paulo,
Brasil.

Clorexidina 4%

Imerséo por 10 min. (4, 5, 8,
36). Enxague em agua
destilada estéril por 30s

Farmécia de Manipulacao
Apothicario, Aracatuba, SP.

Efferdent Original Denture
Cleanser

Imersdo em agua destilada
estéril contendo uma pastilha
efervescente, a temperatura
de 37° C por 15 min.
Enxague em agua destilada
estéril por 30 segundos (5, 8)

Pfizer Consumer Health,
Morris Plains, Nova Jersey,
EUA

Triclosan 1%

Imersdo por 10 min. Enxague
em é&gua destilada estéril por
30 segundos.

Farmécia de Manipulacéo
Apothicario, Aracatuba, SP.

Oleo Essencial de Citronela

Imersdo por 10 min. Enxague
em 4gua destilada estéril por
30 segundos.

Farmécia de Manipulacéo
Apothicario, Aracatuba, SP.

3.3 Obtencao dos Extratos

Os extratos das substancias hidrossoluveis presentes nas amostras
previamente desinfetadas foram utilizados para a analise do seu efeito citotoxico 2
) Para isso, apds cada periodo de desinfeccdo com as solugdes propostas e
seguindo os protocolos acima recomendados, cada grupo de amostras desinfetadas
(n=3) foi colocado em um tubo falcon contendo 6mL de meio de cultura 199,
suplementado com uma concentracdo 5% de soro fetal bovino, previamente
determinada por um estudo piloto. E incubado em estufa a 37°C pelo periodo de 24
horas. No curso desse periodo de incubacao pode haver a difusdo das substancias
para o meio de cultura, com a consequente formacao dos extratos que foram
utilizados no teste de citotoxicidade. Posteriormente, filtros Millex (Millipore) de 0,22
Mm para esterilizagdo foram utilizados para filtrar os extratos, tendo em vista a

grande facilidade de contaminagcado do meio devido a sua riqueza em nutrientes.
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3.4 Cultura e Manutencgao das Células

Células Chang, da conjuntiva humana, foram expandidas em meio de
cultura 199 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 5 ml de penicilina, 300 yL
de fungizone e 500 pL de gentamicina. Essas células foram cultivadas em garrafas
para culturas de células com tampa, que permitem a passagem de CO; por meio de
um filtro. Por sua vez, as garrafas foram incubadas com 5% de CO,, em ambiente
com umidade controlada a temperatura de 37°C® 39 Para a manutencdo da
cultura, as células foram repicadas para novas garrafas até atingirem confluéncia
para a realizacdo dos ensaios. Apds esse periodo, utilizou-se tripsina a 0,025%,
incubada a 37°C por 2-5 minutos, com o objetivo de descolar e desagregar as
células das garrafas e obter uma suspensdo. Dessa suspensao de células, cada
1mL foi depositado em nova garrafa, sendo acrescidos 9 mL de meio de cultura
suplementado. As garrafas foram entdo tampadas e levadas a estufa para a
formacao de nova confluéncia de células. Previamente aos procedimentos, todos os
materiais utilizados, com excec¢ao das células, foram esterilizados em luz ultravioleta,
por 20 minutos, dentro da capela de fluxo laminar. Além disso, os procedimentos
foram executados em area asséptica, dentro da capela de fluxo laminar ja

desinfetada com alcool 70 e luz ultra-violeta®” 4%

3.5 Quantificagao das Células e Teste de Citotoxicidade

Para a realizagdo dos testes de citotoxicidade foram preparadas
suspensdes celulares de 1x105 células/mL da linhagem Chang, concentragao
previamente definida por um estudo piloto. Para isso, as células foram desgrudadas
do fundo das garrafas. Em seguida, essa suspensao foi colocada em um tubo de 15
mL que foi levado a centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos, para permitir a
precipitagdo das células no fundo do tubo. Em seguida, dentro da capela de fluxo
laminar, o sobrenadante foi desprezado e 1mL de meio de cultura 199,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, foi acrescentado e, por fim, as células
foram misturadas a ele. A partir dai, 13 uL foram retirados e colocados em camara
hemocitométrica tipo Neubauer. Entdo, com a utilizacdo de um microscépio optico,
com aumento de 40 vezes, as células viaveis foram contadas. As suspensdes
celulares foram, posteriormente, ajustadas as concentragdes de 1x105 células/mL
para a linhagem Chang ©% 4! 42 sendo 1mL pipetado em cada pogo, de uma placa
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de 24 pocgos. Apos o periodo de 24 horas, foi realizado o descarte do meio de cultura
e 500 pL de cada extrato previamente obtido, com concentragdo de soro fetal bovino
de 5%, foi adicionado em cada um dos pogos. Os pogos controle consistiram em
culturas de células nao tratadas. No pog¢o de controle negativo, 1 ml de meio 199
suplementado com 10% de soro fetal bovino foram adicionados, e no controle
positivo, foram adicionados 3ul de Tween diluido em 1 ml de 199 com 5% de soro
fetal bovino. Ambos foram submetidos as mesmas condi¢des de incubacado e
temperatura utilizadas para a obtengao dos extratos.

O MTT é uma analise colorimétrica padrdo para medir a atividade
metabdlica das células, por meio de enzimas que reduzem o MTT a formazan (sal
azul) na mitocbdndria, conferindo a substancia uma coloracdo arroxeada/azulada “3),
Sendo assim, apds 24 horas de tratamento, os meios de cultura com os extratos
foram retirados e substituidos por 0,5 mL de meio 199 sem a adicdo de soro fetal
bovino, contendo 0,5 mg/mL de MTT (3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio), e
incubados com 5% de CO, a temperatura de 37°C por 2 horas ®* *¥). Apds a
incubacao, a presenga de cristais de formazan foi checada nos 24 pogos, com
microscopio optico. O meio de cultura foi aspirado e 500 uL de alcool isopropilico
foram adicionados a cada poco. Posteriormente, foi realizada a leitura das
absorbancias em comprimento de onda de 570 nm por meio do espectrofotbmetro
UV-Visivel. As taxas de sobrevivéncia dos controles representarao 100% de
proliferacdo. O ensaio de MTT foi realizado em triplicata "+ 40).

Os pocos controle consistiram em culturas de células nao tratadas. No
poco de controle positivo, 1 ml de 199 foi adicionado com 5% de soro fetal bovino e
1% de antibidtico, e no controle negativo foi adicionado 3ul de Tween diluido em 1
ml de 199 com 10% de soro fetal bovino. Ambos foram submetidos as mesmas

condi¢cdes de incubacgao e temperatura utilizadas para a obtencao dos extratos.

3.6 Analise Estatistica
Os dados obtidos nos ensaios de MTT foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de 2 fatores, seguido pelo teste de Bonferroni, com nivel de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

A analise de variancia ANOVA dois fatores mostrou haver relacao
estatisticamente significante entre as varaveis A Tabela 1 e Figura 1 apresentam o
percentual de proliferacdo celular apds a exposi¢cao das culturas de células da
conjuntiva aos extratos de resina acrilica previamente submetida aos métodos de
desinfeccado nos diferentes periodos. Partindo do fato de que a analise no MTT é
realizada em relagdo ao respectivo grupo nao estimulado (Controle Negativo), as
comparagdes estatisticas foram realizadas considerando-se os diferentes grupos
dentro de um mesmo periodo de desinfecgdo. Assim, os grupos que n&o diferiram
estatisticamente do grupo nao estimulado foram: Soro e Triclosan no periodo de 1
dia; Clorexidina, Efferdent e Citronela no periodo de 7 dias: Clorexidina, Efferdent,
Triclosan e Citronela no periodo de 15 dias: Soro, Sabao e Clorexidina no periodo
de 30 dias; Soro e Triclosan no periodo de 60 dias; e Soro, Efferdent e Triclosan na
periodo de 90 dias. Sendo assim, podemos observar que ndo houve um padrao para

as diferencgas significantes em relagdo as solucdes e periodos avaliados, embora

todos os valores encontrados tenham sido maiores que 84% de proliferagao celular.

Tabela 1. Valores médios *+ desvio padrao do percentual de proliferagdo celular (MTT)
para os diferentes agentes desinfetantes analisados.

Grupos 1 dia 7 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Negativo 100,00+ 100,00 + 100,00 + 100,00+ 100,00+ 100,00 +
2,28 Aa 3,70 Aa 2,69 Aa 2,63 Aa 3,97 Aa 1,23 Aa
Soro 97,92 + 96,33 + 95,17 + 99,46 + 101,81+ 102,02 +
2,67 Abc 0,86 Bbc 2,51 Bc 0,67 Aab 0,92 Aa 2,22 Aa
Sabio 96,19 + 93,33 + 85,09 + 98,70 + 84,35 + 89,39 +
2,35Bab 3,25Bb 1,63 Bd 0,28 Aa 3,60 Bd 3,32 Bc
Clorexidina 105,89+ 98,64 + 97,61 + 99,47 + 94,05 + 91,08 +
6,77Ba 2,48 Ab 0,92 Abc 2,23Ab  495Bcd 5,92Bd
Efferdent 94,44 + 97,01 £ 100,02 + 105,35+ 93,72+ 101,06 +
2,10 Bd 1,33 Acd 1,38 Abc 3,75 Ba 6,05 Bd 3,12 Ab
riclosan 27636 * g775+ 9813+ 9431+ 9647+ 10032+
A:abc 1,92 Bd 6,73 Aab 4,33 Bc 6,66 Abc 3,16 Aa
Citronela 95,33 + 97,25 + 99,33 + 121,12+ 107,39+ 106,56
0,79 Bd 2,68 Acd 447 Ac 2,56 Ba 4,10 Bb 1,40 Bb
Tween 2,30 + 243+0,15 2,27+0,04 317+ 2,18 + 1,93+0,11
0,08 Ba Ba Ba 0,14 Ba 0,18 Ba Ba

Letras maiusculas diferentes na coluna indicam diferenga estatistica (p<0,05) em
relagdo ao respectivo grupo ndo estimulado. Letras minusculas diferentes na linha

indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Os menores valores de proliferacdo celular foram encontrados para os

grupos submetidos a desinfeccdo com sabdo neutro (84,35% para o periodo de 60
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dias), apresentando estes, diferenga estatisticamente significante em relacdo ao
grupo nao estimulado em 5 dos 6 periodos avaliados (1, 7, 15, 60 e 90 dias). Por
outro lado, os maiores valores de proliferagao celular foram observados nos grupos
desinfetados com 6éleo essencial de citronela (121,12% no periodo de 30 dias),
sendo estes estatisticamente maiores em relagéo ao grupo néo estimulado em 3 dos
6 periodos avaliados (30, 60 e 90 dias).

Os periodos de desinfecgao pareceram nao influenciar nos niveis de
proliferagdo celular, uma vez que se observa certa regularidade na mesma ao longo

desses periodos.

Figura 1. Percentual de proliferagdo celular para os diferentes métodos de
polimerizacao avaliados. Os resultados mostram média + desvio padrao dos percentuais de
proliferacdo celular. Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05) em
relacdo ao respectivo grupo nao estimulado (Negativo).

150+
g b
3 b , b
0] 2 a a °
%100' ;Ibab aiij’.aba :Ebaa ai.aa : &
il % M ez Controle
o 3 Soro Fisiologico
Q i 1 Sab3o Neutro
IS i =30 Clorexidina 4%
Q 901 = Efferdent
3 == Triclosan 1%
¢ b == Citronela
Q fe
i b b b b b Tween
D' B = . = = -
1d 7d 15d 30d

Periodo de tratamento



25

5 DISCUSSAO

As hipéteses nulas testadas de que as solugdes desinfetantes a base de
Clorexidina 4% e Oleo Essencial de Citronela ndo apresentariam atividade citotdxica
nas células da conjuntiva humana e de que os desinfetantes ndo seriam toxicos
apods 90 dias de desinfecgao foram aceitas.

Observou-se em nossos resultados que todos os valores de proliferagéo celular
encontrados foram maiores que 84%. De acordo com a ISO-standard 10993-5, uma
substancia avaliada in vitro pode ser classificada como nao-citotoxica (proliferacéo
celular maior que 75%), discreta citotoxicidade (proliferagdo entre 50 e 75%),
moderada citotoxicidade (entre 25 e 50%) e alta citotoxicidade (menor que 25%) “°
Sendo assim, ndo houve citotoxicidade para nenhuma das solu¢des desinfetantes
avaliadas nesse estudo, independente do periodo de desinfeccao realizado.

De acordo com Goiato et al. 2014 ), quando imersa em um ambiente
aquoso, a resina acrilica tende a absorver uma quantidade do liquido através de
difusdo. As moléculas desse liquido podem penetrar na matriz da resina acrilica e se

(46) avaliaram a eficacia

posicionar entre as cadeias poliméricas. Kalionet al. 2001
antimicrobiana de um polimero incorporado com triclosan e relataram que o mesmo
permanece encapsulado no interior do corpo do polimero e acaba nao se difundindo
efetivamente para a superficie, e nao contribuindo com o efeito
antimicrobiano.Baseando-se nessas informagdes, sugere-se que, em nosso estudo,
a resina acrilica possa ter absorvido parte das solucdes utilizadas, as quais podem
ter se encapsulado na matriz polimérica, ndo sendo liberada ao extrato uma
quantidade suficiente para causar alguma reagao citotoxica nas células.

O grupo imerso em soro fisiolégico foi considerado o grupo “nao
desinfetado”, buscando resultados referentes a citotoxicidade da prépria resina
acrilica ndo submetida a desinfecgdo. Como podemos observar, nao foi observada
citotoxicidade desse grupo em nenhum dos periodos avaliados. De acordo com

Retamosoet al.*#” e Saravi et al. “®

, @ manutencdo da resina acrilica em meio
aquoso promove a lixiviagdo de monémeros para esse meio, reduzindo os efeitos
deletérios resultantes da irritagdo quimica causada pelo meta-metil-metacrilato.
Dessa forma, a manutencao das amostras de resina acrilica em soro fisioldgico pode
ter ocasionado a liberacdo de mondmero residual para o mesmo, evitando a

citotoxicidade em contato com as células da conjuntiva ocular.
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Dentre as substancias avaliadas neste estudo, a clorexidina 4%, as
pastilhas efervescentes Efferdent e a solugédo de triclosan 1% apresentaram valores
regulares e constantes ao longo do tempo, ndo mostrando atividade citotoxica em
momento algum. A clorexidina € uma solugao intensamente usada na odontologia
como um agente de prevengao. Estudos clinicos em longo prazo demonstraram que
os efeitos adversos gerais e sistémicos da clorexidina sdo extremamente raros,
indicando geralmente o baixo potencial citotoxico desse agente, o que corrobora
com nosso estudo 49,

O triclosan tem sido utilizado amplamente em produtos de higiene pessoal
ha muitos anos por apresentar uma atividade antimicrobiana de amplo espectro (2.
As férmulas contendo triclosan para uso oral € na pele tém sido testadas em muitos
protocolos toxicologicos. Bhargava e Leonard conduziram uma revisao a respeito do
triclosan e relataram que estudos investigando géis de banho, logdes de corpo e
sabonetes contendo entre 0,1% e 1% de triclosan em sua composigdo demonstram
que os produtos contendo até mesmo a maior concentragao de triclosan (1%) nao
apresentaram efeitos citotoxicos e/ou irritantes para pele ou meio oral, o que condiz
com os resultados do nosso estudo ©?.

As pastilhas efervescentes também sao bem conhecidas como agentes
de limpeza de proéteses totais. A imersado das proteses nesse peréxido alcalino € um

®1)- De acordo com Le Cozet al. 1999, o principal

método simples de higienizagao
composto da pastilha possivelmente causador de reagdes seria o perborato de
potassio. Entretanto, o fabricante relata ndo haver resquicios dessa substancia na
prétese caso o paciente utilize as pastilhas da forma recomendada, ou seja,
enxaguando abundantemente a protese apés o protocolo de desinfeccgao, tal qual foi
realizado em nosso experimento, onde todas as amostras foram enxaguadas
adequadamente em agua corrente por 30 segundos apds cada desinfecgao,
favorecendo a remocao de residuos das substancias desinfetante da superficie da
resina e evitando sua liberagdo para o extrato que entraria em contato com as
células.

Esse estudo foi baseado no fato de que, devido a possibilidade de um
vasto numero de porosidades e ranhuras na superficie da resina acrilica, poderia
haver um acumulo de solugdes residuais nessa superficie, as quais poderiam ser

(29)

difundidas para o ambiente , ho caso, o extrato originado das amostras

previamente desinfetadas, o que clinicamente se traduz no fluxo lacrimal em contato
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com a superficie posterior da prétese ocular. Entretanto, as amostras de resina do
nosso estudo receberam polimento completo, simulando o polimento realizado na
protese ocular antes de ser instalada no paciente, recebendo inclusive polimento
com solugdo diamantada de 1 micra em disco de feltro, o que pode ter
proporcionado uma alta lisura superficial e pequena rugosidade de superficie,
dificultando o acumulo de solugdes ao longo dos periodos.

Embora poucos estudos tenham avaliado métodos de limpeza de
proteses oculares, o mais comum tem sido o uso de agua e sabao (7.52) \erificamos
em nosso estudo que, embora nao citotoxico, o sabao neutro apresentou, no geral,
os menores valores de proliferacédo celular. Nao ha relatos na literatura a respeito do
potencial citotoxico desse produto, sendo que até mesmo o fabricante relata ser
“delicado e seguro para os olhos e pele”. Sendo assim, uma provavel hipotese para
os menores valores de proliferacao celular desse grupo seria de que, por ser o unico
grupo que recebeu desinfeccdo mecanica por meio de friccdo com gaze embebida
no sabao, as amostras podem ter sofrido maior alteragdo na sua rugosidade, e
supostamente, armazenado maior quantidade de solugdo em sua superficie, sendo
esta liberada em maior quantidade para o extrato formado. No estudo de Lira et.al.
2012 ®¥, que avaliaram a rugosidade superficial de resinas acrilicas de base de
dentaduras submetidas a desinfecgdo mecanica (escovagéo) e quimica (imersdo em
Efferdent e hipoclorito), o Unico tratamento de desinfeccdo que promoveu uma maior
rugosidade de superficie foi 0 mecanico realizado por meio da escovagao. Ainda,
Pellizzaro et.al. 2012 ®¥ relatam que embora os efeitos de limpeza da desinfecgéo
mecanica sejam positivos, a fricgdo entre com a resina acrilica pode causar danos
nesse material, tais como o desgaste e aumento da rugosidade.

Contrariamente ao sabao neutro, os grupos desinfetados por imersdao em
Oleo essencial de citronela apresentaram, no geral, maiores valores de proliferagao
celular, também n&o apresentando citotoxicidade as células da conjuntiva humana.
Sabe-se que o uso de plantas medicinais em aplicagbes bactericidas,
antiparasitarias, inseticidas, e cosméticas tem aumentado extensivamente, uma vez
que a maioria dos 6leos essenciais obtidos dessas plantas € conhecida por nao ser
toxica ©®>°"). Dados de um estudo a respeito da toxicidade aguda da citronela
indicaram seguranca apds administragdo oral e aplicacéo topica da mesma %%, O
fato do grupo submetido a desinfecgdo com citronela apresentar maiores valores de

proliferacdo celular pode estar associado ao poder antioxidante desse fitoterapico.
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Como demonstrado por muitos estudos, derivados quimicos naturais de plantas
possuem um efeito de protecdo contra a genotoxicidade induzida pelo stress
oxidativo ©*°®". Dessa forma, as células da conjuntiva humana avaliadas no nosso
estudo podem ter sofrido alguma acéo protetora decorrente da citronela, e assim,
pode ter ocorrido uma maior proliferagao das mesmas.

Esse estudo apresenta limitagées por ser um estudo in vitro, que nao
reflete todas as condigdes clinicas do uso da protese ocular e de sua desinfecgao
diaria. Sendo assim, novos estudos devem ser realizados, avaliando diferentes
concentragdes de solugdes desinfetantes, diferentes rugosidades da resina acrilica,
e até mesmo outros métodos de desinfeccao da prétese ocular presentes na

literatura e nas indicagdes clinicas.
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir que os métodos e solugdes desinfetantes utilizados na
limpeza de proteses oculares ndo apresentaram atividade citotoxica em relagéo as
células da conjuntiva ocular humana, independente do intervalo de tempo em que
foram realizados, sugerindo-se que seu uso pode ser indicado aos pacientes

anoftalmicos portadores desse tipo de protese.
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