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Silva EVF. Análise in vitro da proliferação celular e produção de mediadores 

inflamatórios por células da conjuntiva estimuladas por materiais utilizados na 

confecção de próteses oculares [dissertação]. Araçatuba: Faculdade de Odontologia da 

Universidade Estadual Paulista; 2015. 

 

Resumo 

A prótese ocular é utilizada para a reabilitação estética e funcional da ausência ocular. O 

conhecimento da sua biocompatibilidade é importante para a utilização sem reações 

danosas aos usuários. O objetivo neste estudo foi avaliar a citotoxicidade de materiais 

utilizados na confecção de próteses oculares, por meio da análise da proliferação celular 

e da produção de citocinas pró-inflamatórias e de proteínas de matriz extracelular por 

células da conjuntiva humana. Inicialmente, foi analisada a influência de diferentes 

períodos de formação e de exposição dos extratos de resina acrílica branca (N1), 

termopolimerizada em água aquecida, sobre culturas de células da conjuntiva. Foram 

confeccionados 24 corpos de prova em resina, sendo 12 para cada período de exposição 

de células da conjuntiva aos extratos da resina testada (24 e 72 horas). Após a formação 

dos extratos por 24, 48 e 72 horas de imersão em meio de cultura e, 24 horas em água 

seguido de 24 horas de imersão em meio, os ensaios propostos foram realizados (n=3). 
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Em seguida, foi avaliado o efeito citotóxico de diferentes métodos de polimerização de 

resina acrílica N1 em células da conjuntiva. Foram confeccionados 9 corpos de prova 

em resina (n=3), termopolimerizados em água aquecida, por energia de microondas ou 

ativados quimicamente, utilizados para a formação dos extratos dessas resinas. Os 

extratos foram obtidos após 72 horas de imersão dos corpos de prova em meio de 

cultura e, então, expostos às células da conjuntiva por 72 horas para a realização dos 

ensaios propostos. Adicionalmente, foi analisada a influência da presença do pigmento 

acrílico na confecção da prótese de resina acrílica N1, termopolimerizada em água 

aquecida. Foram confeccionados 9 corpos de prova (n=3): resina N1, resina N1 + 

pigmento e, pigmento, utilizados para a formação dos extratos desses materiais. Os 

extratos formaram-se por 72 horas de imersão dos corpos de prova em meio de cultura 

e, então, foram expostos às células da conjuntiva por 72 horas para a realização dos 

ensaios propostos. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT em culturas de 

células Chang, originária da conjuntiva humana. Foi avaliada a produção das citocinas 

IL1β, IL6 e TNF α e quimiocina CCL3/MIP1α por meio do ELISA e, a expressão de 

RNAm para COL IV, TGF β e MMP9, por meio da técnica de RT-PCR. Os dados 

obtidos nos ensaios foram submetidos à ANOVA, seguido pelo teste Bonferroni, com 

nível de significância de 5%. Quanto maiores os períodos de formação e de exposição 

dos extratos da resina N1, termopolimerizada em água aquecida, sobre culturas de 

células da conjuntiva, maior a produção de citocinas pró-inflamatórias e de proteínas de 

matriz extracelular. As resinas N1 submetidas aos diferentes métodos de polimerização 

apresentaram comportamentos divergentes com relação aos ensaios realizados. A resina 

polimerizada pela energia de microondas proporcionou citotoxicidade discreta devido a 

redução da proliferação celular e aumento da concentração de IL6. Quanto a influência 

da presença do pigmento acrílico na confecção da prótese de resina N1, 
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termopolimerizada em água aquecida, não foi observada citotoxicidade dos materiais 

quanto à proliferação celular. Contudo, a associação da resina ao pigmento aumentou a 

concentração de IL6. A resina N1 foi considerada não citotóxica quando polimerizada 

pelo método convencional, podendo ser associada ao pigmento acrílico, apesar de ter 

estimulado a produção de citocinas pró-inflamatórias e de proteínas de matriz 

extracelular.  

Palavras-chave: Olho artificial, resinas acrílicas, citotoxicidade imunológica, teste de 

materiais.   
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Abstract 

  

Silva EVF. In vitro analysis of cell proliferation and the production of inflammatory 

mediators by conjunctiva cells stimulated by ocular prosthesis materials [dissertation]. 

Araçatuba: UNESP – São Paulo State University; 2015. 

 

Abstract 

Ocular prosthesis is a treatment option for esthetical and functional rehabilitation of 

ocular absence. The knowledge of ocular prosthesis material's biocompatibility is 

important to ensure a safe use in patients. The aim of this study was to evaluate the 

cytotoxic effect of ocular prosthesis materials, through the analysis of the cell 

proliferation, and the production of proinflammatory cytokines and extracellular matrix 

proteins by a human conjunctival cell line. Initially, the influence of different 

preparation and exposition periods of eluates from heat-polymerized ocular prosthesis 

N1 color acrylic resin in human conjunctival cell line was evaluated. A total of 24 

acrylic resin samples were manufactured and divided into 2 groups, according to the 

eluate exposition period to conjunctival cell line (24 and 72 hours). Eluates 

corresponding to 24, 48 and 72 hours of resin sample immersion in medium and, 24 

hours of resin sample immersion in water followed by 24 hours of immersion in 

medium, were prepared (n=3) for the proposed tests. Then, the cytotoxic effect of 

different polymerization methods of ocular prosthesis N1 color acrylic resin was 



Dissertação de Mestrado	
   Abstract 	
  
	
  
analyzed. A total of 9 acrylic resin samples were manufactured (n=3), according to the 

polymerization method: heat-polymerization in water bath, polymerization by 

microwave energy and auto-polymerization. Eluates corresponding to 72 hours of resin 

sample immersion in medium were prepared for proposed tests and exposed to 

conjunctival cell line for 72 hours. Additionally, the influence of pigment incorporation 

on the cytotoxicity of heat-polymerized ocular prosthesis N1 color acrylic resin was 

evaluated. A total of 9 samples were manufactured (n=3): N1 color acrylic resin without 

pigment incorporation, N1 color acrylic resin with pigment incorporation, and acrylic 

pigment. Eluates corresponding to 72 hours of sample immersion in medium were 

prepared and exposed to conjunctival cell line for 72 hours. The cytotoxic effect from 

the eluates was evaluated using MTT assay with Chang conjunctival cells. The 

production of IL1β, IL6, TNF α and CCL3/MIP1α was evaluated by ELISA and, 

mRNA expression of COL IV, TGF β and MMP9, by RT-PCR. Data were submitted to 

ANOVA with Bonferroni post-tests (p<0.05). Longer preparation and exposition 

periods of eluates from the tested resin to human conjunctival cell line are associated 

with higher production of proinflammatory cytokines and extracellular matrix proteins. 

Resins submitted to different polymerization methods exhibited divergent biological 

behavior. Microwave-processed resin showed slight cytotoxicity due to significant cell 

proliferation reduction and IL6 quantity increase. Regarding the influence of pigment 

incorporation in heat-polymerized N1 color acrylic resin, no cytotoxicity was observed 

based on cell proliferation. However, resin with pigment incorporation showed 

significant IL6 quantity increase. Heat-polymerized N1 color acrylic resin was 

considered non-cytotoxic and may be combined with acrylic pigment, despite had been 

stimulating the production of proinflammatory cytokines and extracellular matrix 

proteins. 
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Keywords: Ocular prosthesis, acrylic resins, cellular immune response, 

biocompatibility testing.  
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1. Introdução Geral 

 A prótese ocular é um tratamento para pacientes com anoftalmia, visando 

melhorar a estética facial e a autoestima do indivíduo, além de restaurar e manter a 

saúde das estruturas remanescentes. Dentre os materiais atualmente utilizados para a 

confecção dessa prótese, destaca-se a resina acrílica para esclera artificial, de cor 

branca, e a incolor.   

 Pigmentos acrílicos de cores diversas podem ser incorporados à resina acrílica 

para esclera artificial, visando simular a esclera natural do paciente. Além disso, a íris 

artificial é posicionada e fibras de seda vermelhas também podem ser incorporadas para 

a caracterização da superfície da prótese. Então, a resina incolor é utilizada para a 

cobertura da caracterização.  

 A polimerização deste material, que consiste em um pó de polímero de 

metacrilato de metila e um líquido de monômero de metacrilato de metila, permite a 

conversão de monômeros em polímeros, com a otimização de suas propriedades físicas. 

Quanto aos métodos de polimerização, a resina pode ser termopolimerizada, em água 

aquecida ou por energia de microondas, e ativada quimicamente (RAAQ). Reações 

incompletas de polimerização resultam na presença de monômeros residuais de 

metilmetacrilato (MMA) e outros produtos químicos que podem ser tóxicos, como o 

formaldeído, ácido benzóico, ácido metacrílico, salicilato de fenila, dibutilftalato e 

benzoato de fenila.  

 Estética, durabilidade e adequada adaptação são requisitos essenciais da prótese 

ocular. Contudo, a biocompatibilidade é uma qualidade essencial para o sucesso da 

reabilitação e consiste na capacidade que um material artificial possui de não provocar 

efeitos indesejáveis, sejam locais ou sistêmicos, no indivíduo que o recebe.  
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 Testes in vivo de citotoxicidade envolvem questões éticas para a sua realização. 

Portanto, testes in vitro são essenciais para garantir segurança e biocompatibilidade na 

utilização dos materiais odontológicos em seres humanos. Dentre os recursos 

disponíveis, o método de culturas de células possui as características de simplicidade e 

reprodutibilidade na sua execução e possui adequado custo-benefício.  

 Preferencialmente células primárias ou de linhagem, o mais próximo possível do 

órgão alvo, devem ser utilizadas. A linhagem de células da conjuntiva humana (Wong 

Kilbourne derivada da conjuntiva Chang) pode ser utilizada para a avaliação da 

citotoxicidade de materiais utilizados na confecção da prótese ocular, visto que o tecido 

de suporte dessa prótese é a conjuntiva, que consiste em uma membrana mucosa fina 

que protege o olho de corpos estranhos e infecções.  

 O ensaio colorimétrico que utiliza um sal de tetrazólio (MTT) pode ser realizado 

para a análise da citotoxicidade pois, possibilita uma avaliação indireta da proliferação 

celular por meio da atividade enzimática mitocondrial das células viáveis. Diferentes 

períodos de formação e de exposição dos extratos do material testado sobre culturas de 

células podem ser analisados. Além disso, é essencial conhecer os mediadores que 

participam do processo inflamatório. 

 Os mediadores interleucina 6, fator de necrose tumoral α e interleucina 1β são as 

principais citocinas pró-inflamatórias e possuem a capacidade de aumentar a 

concentração local de células para reparação tecidual. O colágeno tipo IV consiste em 

uma proteína de constituição da matriz extracelular. Já a metaloproteinase de matriz 9 

(MMP9) atua degradando o colágeno tipo IV, enquanto o fator de transformação do 

crescimento β (TGF β) participa do controle da resposta inflamatória e do processo de 

reparo tecidual, estimulando a síntese de colágeno e promovendo a angiogênese local. 
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Portanto, é essencial que os níveis de TGF β e MMP9 estejam em equilíbrio durante o 

processo de reparo tecidual. 

 A literatura apresenta escassez de estudos sobre a biocompatibilidade de 

próteses oculares, contudo há a necessidade de conhecer essa propriedade, visando a 

utilização clínica da prótese ocular de forma segura. Portanto, este estudo avaliou a 

citotoxicidade de materiais utilizados na confecção de próteses oculares, por meio da 

análise in vitro da proliferação celular e produção de mediadores inflamatórios por 

células da conjuntiva humana. 

   

  



	
  

	
  

2. Capítulo I 
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Influência de períodos de formação e de exposição dos extratos de resina de 

prótese ocular sobre culturas de células da conjuntiva humana 

 

2.1 Resumo 

 

O conhecimento da técnica adequada de confecção da prótese ocular, visando reduzir a 

liberação de substâncias potencialmente tóxicas aos usuários, é importante para garantir 

a biocompatibilidade do material. O objetivo neste estudo foi avaliar a influência de 

diferentes períodos de formação e de exposição dos extratos de resina acrílica branca 

utilizada na confecção de prótese ocular sobre culturas de células da conjuntiva humana, 

por meio da análise da proliferação celular e da produção de citocinas pró-inflamatórias 

e de proteínas de matriz extracelular por essas células. Foram confeccionados 24 corpos 

de prova em resina acrílica branca para prótese ocular, sendo 12 para cada período de 

exposição de células da conjuntiva aos extratos da resina testada (24 e 72 horas). Após a 

formação dos extratos por 24, 48 e 72 horas de imersão em meio de cultura e, 24 horas 

em água seguido de 24 horas de imersão em meio, a citotoxicidade foi avaliada pelo 

ensaio de MTT em culturas de células Chang, originária da conjuntiva humana. Foi 

avaliada a produção das citocinas IL1β, IL6 e TNF α e quimiocina CCL3/MIP1α por 

meio do ELISA e, a expressão de RNAm para COL IV, TGF β e MMP9, por meio da 

técnica de RT-PCR. Os dados obtidos nos ensaios foram submetidos à ANOVA, 

seguido pelo teste Bonferroni, com nível de significância de 5%. Para avaliar a 

diferença entre os períodos de imersão dos extratos em contato com as células (24 e 72 

horas), foi aplicado o teste t de Student, com nível de significância de 5%. Foi 

observado que no período de 72 horas de exposição das culturas de células aos extratos 
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de resina acrílica, houve maior produção de IL6 e expressão de RNAm para COL IV, 

quando comparado ao período de 24 horas. Além disso, após 72 horas de formação dos 

extratos seguidas de 72 horas de exposição das culturas de células aos mesmos, foi 

verificado menor percentual de proliferação celular e maiores concentrações de IL6 e 

expressão de RNAm para COL IV, TGF β e MMP9. Quanto maiores os períodos de 

formação e de exposição dos extratos da resina testada sobre culturas de células da 

conjuntiva humana, maior a produção de citocinas pró-inflamatórias e de proteínas de 

matriz extracelular. 

Palavras-chave: Olho artificial, resinas acrílicas, citotoxicidade imunológica, teste de 

materiais.   
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Influence of periods of preparation and exposition of eluates from ocular 

prosthesis acrylic resin in human conjunctival cell line 

 

2.2 Abstract 

 

The knowledge of proper technique for ocular prosthesis manufacturing, aiming to 

reduce potentially toxic substance release to users, is important to ensure the 

biocompatibility of the material. The aim of this study was to evaluate the influence of 

different preparation and exposition periods of eluates from ocular prosthesis N1 color 

acrylic resin in human conjunctival cell line, through the analysis of the cell 

proliferation and the production of proinflammatory cytokines and extracellular matrix 

proteins. A total of 24 acrylic resin samples were manufactured and divided into 2 

groups, according to the eluate exposition period to conjunctival cell line (24 and 72 

hours). Eluates corresponding to 24, 48 and 72 hours of resin sample immersion in 

medium and, 24 hours of resin sample immersion in water followed by 24 hours of 

immersion in medium, were prepared. The cytotoxic effect from the eluates was 

evaluated using MTT assay with Chang conjunctival cells. The production of IL1β, IL6, 

TNF α and CCL3/MIP1α was evaluated by ELISA and, mRNA expression of COL IV, 

TGF β and MMP9, by RT-PCR. Data were submitted to ANOVA with Bonferroni post-

tests (p<0.05) and analyses of data obtained for differences between the eluate 

exposition periods to the conjunctival cell line (24 and 72 hours) were conducted using 

the Student's t-test (p<0.05). At 72 hours of eluate exposition to cells, significant 

quantities of IL6 and mRNA expression of COL IV were verified, when compared to 24 

hours. After the exposition, for 72 hours to cells, of eluates corresponding to 72 hours of 
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resin sample immersion in medium, lower cell proliferation and higher IL6 quantities 

and mRNA expression of COL IV, TGF β e MMP9 were observed. Longer preparation 

and exposition periods of eluates from the tested resin to human conjunctival cell line 

are associated with higher production of proinflammatory cytokines and extracellular 

matrix proteins. 

Keywords: Ocular prosthesis, acrylic resins, cellular immune response, 

biocompatibility testing.  
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2.3 Introdução * 

 A prótese ocular é uma alternativa de tratamento para pacientes com anoftalmia, 

visando melhorar a estética facial e a autoestima do indivíduo, além de restaurar e 

manter a saúde das estruturas remanescentes [1-3]. 

 Dentre os materiais atualmente utilizados para a confecção da prótese ocular, 

destaca-se a resina acrílica para esclera artificial, de cor branca, e a incolor [1,4]. A 

polimerização deste material, que consiste em um pó de polímero de metacrilato de 

metila e um líquido de monômero de metacrilato de metila, permite a conversão de 

monômeros em polímeros, com a otimização de suas propriedades físicas [5,6].  

 Song et al. [7] recomendam o armazenamento da prótese em água por 24 horas, 

previamente à instalação no paciente, visando a liberação do monômero residual e a 

redução da irritação da mucosa. Contudo, Bettencourt et al. [8] afirmam que a liberação 

de monômero é contínua, mesmo após a polimerização do material recomendada pelo 

fabricante, podendo ocorrer por anos.     

 A biocompatibilidade é uma qualidade fundamental para o sucesso da 

reabilitação [9,10], e consiste na capacidade que um material artificial possui de não 

provocar efeitos indesejáveis, sejam locais ou sistêmicos, no indivíduo que o recebe 

[11].  

 Testes in vivo de citotoxicidade envolvem questões éticas para a sua realização. 

Portanto, testes in vitro são essenciais para garantir segurança e biocompatibilidade na 

utilização dos materiais odontológicos em seres humanos. O método de culturas de 

células, por exemplo, é um teste relativamente simples  de ser executado, é reprodutível,  

* Este artigo será formatado de acordo com as normas do períodico Biomaterials.  
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pode ser cuidadosamente controlado e possui adequado custo-benefício [9,12,13]. 

 O ensaio colorimétrico que utiliza um sal de tetrazólio (MTT) pode ser realizado 

para a análise da citotoxicidade visto que possibilita uma avaliação indireta da 

proliferação celular por meio da atividade enzimática mitocondrial das células viáveis. 

Diferentes períodos de formação e de exposição dos extratos do material testado sobre 

culturas de células podem ser analisados [14-16]. Para avaliar a citotoxicidade do 

material, devem-se utilizar células primárias ou de linhagem, o mais próximo possível 

do órgão alvo [9]. Além disso, é essencial conhecer os mediadores que participam do 

processo inflamatório [17]. 

 A literatura apresenta escassez de estudos sobre a biocompatibilidade de 

próteses oculares, contudo há a necessidade de conhecer essa propriedade, visando a 

utilização clínica da prótese ocular de forma segura. Portanto, este estudo avaliou a 

influência de diferentes períodos de formação e de exposição dos extratos de resina 

acrílica branca utilizada na confecção de prótese ocular sobre culturas de células da 

conjuntiva humana. Esta avaliação ocorreu por meio da análise in vitro da proliferação 

celular pelo ensaio de MTT, da análise da produção de citocinas pró-inflamatórias e 

produção de proteínas de matriz extracelular por células da conjuntiva humana.  

 A hipótese nula deste estudo é que diferentes períodos de formação e de 

exposição dos extratos de resina acrílica sobre culturas de células da conjuntiva humana 

não produzem efeitos de citotoxicidade. 
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2.4 Materiais e Métodos 

Confecção dos corpos de prova  

 Foram confeccionados 24 corpos de prova em resina acrílica para prótese ocular 

na cor branca (N1) (Artigos Odontológicos Clássico Ltda, São Paulo, Brasil), 

termopolimerizados em água aquecida, sendo 12 para cada período de exposição de 

células da conjuntiva humana aos extratos da resina testada (24 e 72 horas).  

Para a confecção dos corpos de prova citados, foram utilizados discos de resina 

quimicamente ativada, obtidos em uma matriz metálica vazada contendo 10 orifícios 

circulares com 10 mm de diâmetro e 3 mm de espessura [18]. Os discos de resina foram 

incluídos em mufla específica para forno microondas (Artigos Odontológicos Clássico 

Ltda, São Paulo, Brasil) com a utilização de gesso especial tipo IV (Durone, Dentsply 

Ind e Com Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) e silicone extra duro (Zetalabor, Rovigo, Itália). 

Após a cristalização do gesso, as muflas foram abertas e os discos removidos, obtendo-

se, assim, os moldes [19,20].  

 A resina acrílica foi proporcionada e manipulada de acordo com as 

recomendações do fabricante e inserida nos moldes das muflas. Posteriormente, a 

contra-mufla foi posicionada sobre a mufla e o conjunto levado a uma prensa hidráulica 

de bancada, com carga de 1.250 kgf, permanecendo em repouso por 2 minutos [21,22]. 

Em seguida, foi realizada a polimerização conforme recomendações do fabricante, 

iniciada por polimerização de bancada seguida de imersão da mufla em água a 

temperatura ambiente, manutenção em fogo brando por 30 minutos, seguido de ausência 

de aquecimento por 30 minutos e fervura por 1 hora. Após esse período, os corpos de 

prova foram desincluídos e submetidos ao acabamento para a remoção dos excessos, 

com brocas abrasivas maxi-cut. 
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Obtenção dos extratos 

 Os extratos das substâncias hidrossolúveis presentes nos corpos de prova foram 

utilizados para a análise do efeito citotóxico das mesmas [12,23]. Três corpos de prova 

de cada grupo foram colocados em um tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de 

cultura 199 (Gibco, Nova Iorque, Estados Unidos) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino [12], e incubados em estufa à 37ºC pelos períodos de 24, 48 e 72 horas. 

Adicionalmente, foi avaliado o período de imersão prévia em água destilada por 24 

horas e então incubação em meio de cultura 199 por 24 horas.  

 No curso desses períodos, houve a difusão das substâncias para o meio de 

cultura, com a consequente formação dos extratos que foram incubados com as culturas 

celulares para a realização do teste de citotoxicidade [24]. Posteriormente, filtros Millex 

(Millipore, Darmstadt, Alemanha) de 0,22 µm para esterilização foram utilizados para 

filtrar os extratos, tendo em vista a grande facilidade de contaminação do meio devido a 

sua riqueza em nutrientes [9,11]. 

Cultura de células e Teste de citotoxicidade 

 A cultura de células foi o método de escolha para avaliar o possível efeito 

citotóxico das substâncias liberadas pelos materiais testados. Dessa forma, a linhagem 

de células da conjuntiva humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang, clone 

1-5c-4) foi obtida da American Type Culture Collection (CCL-20.2, Virgínia, Estados 

Unidos). Então, as células foram expandidas em garrafas com meio de cultura 199 

suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 µg/mL de estreptomicina, 10 µg/mL de 

penicilina, 10 µg/mL de gentamicina e 250 µg/mL de fungizone, e incubadas com 5% 

de CO2, em ambiente com umidade controlada à temperatura de 37ºC [25-27]. 
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 Para a realização dos testes de citotoxicidade foram preparadas suspensões 

celulares de 5 x 104 células/mL da linhagem de células da conjuntiva humana, 

previamente determinadas por estudo piloto, sendo pipetado 1 mL desta suspensão em 

cada poço, de uma placa de 24 poços. Após o período de 24 horas de incubação com 5% 

de CO2, em ambiente com umidade controlada à temperatura de 37ºC, foi realizado o 

descarte do meio de cultura e 500 µL de extratos dos diferentes grupos foram 

adicionados em cada um dos poços.  

 Após 24 e 72 horas de incubação dos extratos com as células, os meios de 

cultura foram retirados e substituídos por 500 µL de meio 199 sem a adição 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 CO2 à temperatura de 37ºC por 4 horas [9,11,28]. 

 Após a incubação, os meios de cultura foram removidos e o formazan 

intracelular foi liberado pela solubilização com 1mL de álcool etílico 100%. As placas 

foram agitadas por 5 minutos, antes da mensuração das absorbâncias das amostras a 570 

nm em espectrofotômetro UV-Visível (SpectraMax 190, Molecular Devices, Califórnia, 

Estados Unidos). O ensaio de MTT foi realizado em triplicata [9,12,13,28]. 

Determinação dos níveis de IL1β, IL6, TNF α e CCL3/MIP1α no sobrenadante das 

culturas das células de linhagem estimuladas pelo extrato em diferentes tempos 

 Os extratos obtidos após a incubação dos corpos de prova por um período de 24, 

48 e 72 horas e após um período de imersão prévia em água destilada por 24 horas e 

produção do extrato por 24 horas foram colocados sobre as culturas celulares e, o 

sobrenadante das culturas livres de células foi coletado após 24 e 72 horas. O objetivo 

da coleta foi dosar as citocinas pró-inflamatórias, interleucina 1β (IL1β), interleucina 6 

(IL6) e fator de necrose tumoral α (TNF α) e, a proteína inflamatória de macrófagos 1α 
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(CCL3/MIP1α) pelo Ensaio Imunoabsorbente de Ligação Enzimática (ELISA) (DuoSet 

ELISA Development Systems, R&D System, Minnesota, Estados Unidos) [25,29,30]. 

Um volume total de 100 µL do sobrenadante livre de células foi utilizado para a análise 

quantitativa em triplicata das amostras, realizada conforme recomendações do 

fabricante [31].    

Reação de polimerase em cadeia (RT-PCR) 

 A reação de polimerase em cadeia (RT-PCR) foi realizada para a análise 

quantitativa da expressão dos genes para colágeno tipo IV (COL IV) (COL4A3BP: 

Hs00178621_m1), metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) (MMMP9: Hs00234579_m1) 

e fator de transformação do crescimento β (TGF β) (TGFB1: Hs0099133_m1) [29], nos 

períodos de produção dos extratos por 48 horas e 72 horas em meio de cultura e após 

um período de imersão prévia em água destilada por 24 horas e produção do extrato por 

24 horas.  

 A análise dos genes alvos pela técnica de RT-PCR em tempo real no período de 

formação dos extratos após 24 horas não foi realizada visto que, não foi observada 

redução significativa da proliferação celular ou aumento considerável dos níveis de IL6 

e TNF α neste período. 

 O reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Califórnia, Estados Unidos) 

foi utilizado para a extração de RNA total das células após os períodos de imersão do 

extrato em contato com as células por 24 e 72 horas, seguindo as recomendações do 

fabricante. A concentração de RNA foi mensurada por espectrofotometria. As primeiras 

cadeias de cDNA foram sintetizadas com a utilização de 1 µg de RNA total e 

Superscript II RNase H- reverse transcriptase (Invitrogen Life Technologies, Califórnia, 

Estados Unidos). Em seguida, procedeu-se a mensuração dos níveis de RNAm para 
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COL IV, MMP9 e TGF β, e a sua amplificação por meio de um aparelho StepOnePlus 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Invitrogen Life Technologies, Califórnia, 

Estados Unidos). A detecção de RNAm para β-actina (ACTB: Hs03023880_g1) foi 

utilizada como controle endógeno. As reações foram realizadas utilizando um volume 

de 20 µL, em duplicata para cada amostra, sendo seguidas as condições de ciclos 

térmicos recomendadas pelo fabricante. Os resultados foram analisados utilizando o 

método de CT (Threshold Cycle) comparativo [10,25].  

Análise dos Resultados 

 Os dados obtidos nos ensaios de MTT, ELISA e RT-PCR foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA) dois fatores, para período de produção dos extratos e 

período de imersão dos extratos em contato com as células, seguido pelo teste 

Bonferroni, com nível de significância de 5%. Para avaliar a diferença entre os períodos 

de imersão dos extratos em contato com as células (24 e 72 horas), foi aplicado o teste t 

de Student, com nível de significância de 5%.  
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2.5 Resultados 

 A Figura 1a apresenta o percentual de proliferação celular após a exposição das 

culturas de células da conjuntiva aos extratos de resina acrílica utilizada na confecção 

de prótese ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. Não foi observada diferença 

estatisticamente significativa entre os períodos estudados (p=0,146). Quando 

comparados os diferentes períodos de obtenção dos extratos previamente a sua 

exposição sobre culturas de células por 24 horas, não houve diferença estatística entre 

os mesmos (Figura 1b). Contudo, na Figura 1c é possível verificar que, no período de 

exposição dos extratos sobre culturas de células por 72 horas, menores percentuais de 

proliferação celular foram observados para os períodos de formação dos extratos após 

72 horas (88,4%) e para o período de imersão prévia em água por 24 horas e então 

incubação em meio por 24 horas (80,5%), com diferença estatisticamente significativa 

dos demais períodos estudados. 
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Figura 1. (a) Percentual da proliferação celular após a exposição das culturas de células 
da conjuntiva humana aos extratos de resina acrílica utilizada na confecção de prótese 
ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. (b) Percentual da proliferação celular para os 
diferentes períodos de formação dos extratos previamente a sua exposição sobre 
culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram média ± erro 
padrão dos percentuais de proliferação celular. Letras maiúsculas diferentes para cada 
gráfico indicam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  
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 Com relação à concentração de IL1β e CCL3/MIP1α, no presente trabalho não 

foram encontrados níveis detectáveis desses alvos. Contudo, a Figura 2a apresenta a 

concentração de IL6 após a exposição das culturas de células aos extratos de resina 

acrílica utilizada na confecção de prótese ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. Foi 

observada diferença estatística para a concentração de IL6 (p=0,043) entre os períodos 

de 24 horas (385 pg/mL) e 72 horas (4.594 pg/mL). Com relação aos diferentes 

períodos de formação dos extratos previamente a sua exposição sobre culturas de 

células por 24 horas (Figura 2b), não foi verificada diferença estatisticamente 

significativa entre os mesmos. Por outro lado, no período de exposição dos extratos 

sobre culturas de células por 72 horas (Figura 2c), a maior concentração de IL6 foi 

observada para o período de obtenção dos extratos por 72 horas (12.374 pg/mL), com 

diferença estatisticamente significativa dos demais períodos estudados. 
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Figura 2. (a) Concentração de IL6 após a exposição das culturas de células da 
conjuntiva humana aos extratos de resina acrílica utilizada na confecção de prótese 
ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. (b) Concentração de IL6 para os diferentes 
períodos de formação dos extratos previamente a sua exposição sobre culturas de 
células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram média ± erro padrão da 
concentração de IL6 (pg/mL). Letras maiúsculas diferentes para cada gráfico indicam 
diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  
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 Por meio da Figura 3 é possível observar a concentração de TNF α após a 

exposição das culturas de células aos extratos de resina acrílica utilizada na confecção 

de prótese ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. Não foi verificada diferença 

estatisticamente significativa na concentração de TNF α entre os períodos de 24 e 72 

horas (p=0,394), independente dos períodos de formação dos extratos previamente a sua 

exposição sobre culturas de células.  
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Figura 3. (a) Concentração de TNF α após a exposição das culturas de células da 
conjuntiva humana aos extratos de resina acrílica utilizada na confecção de prótese 
ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. (b) Concentração de TNF α para os diferentes 
períodos de formação dos extratos previamente a sua exposição sobre culturas de 
células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados mostram média ± erro padrão da 
concentração de TNF α (pg/mL). Letras maiúsculas diferentes para cada gráfico 
indicam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  
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 A Figura 4a apresenta a quantificação relativa de RNAm para colágeno tipo IV 

após a exposição das culturas de células aos extratos de resina acrílica utilizada na 

confecção de prótese ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. Foi observada diferença 

estatística (p=0,01) entre os períodos de 24 horas (0,95) e 72 horas (1,58). Para os 

períodos avaliados de obtenção dos extratos previamente a sua exposição sobre culturas 

de células por 24 horas (Figura 4b), não foi verificada diferença estatisticamente 

significativa entre os mesmos. Por outro lado, no período de exposição dos extratos 

sobre culturas de células por 72 horas (Figura 4c), maior expressão de colágeno tipo IV 

foi identificada para os períodos de formação dos extratos após 48 horas (1,71) e 72 

horas (2,21), com diferença estatisticamente significativa do período de imersão prévia 

em água por 24 horas e então incubação em meio por 24 horas.  
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Figura 4. (a) Quantificação relativa de RNAm para COL IV após a exposição das 
culturas de células da conjuntiva humana aos extratos de resina acrílica utilizada na 
confecção de prótese ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. (b) Quantificação relativa 
de RNAm para COL IV para os diferentes períodos de formação dos extratos 
previamente a sua exposição sobre culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os 
resultados mostram média ± erro padrão da expressão de COL IV. Letras maiúsculas 
diferentes para cada gráfico indicam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  
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 A Figura 5a apresenta a quantificação relativa de RNAm para MMP9 após a 

exposição das culturas de células aos extratos de resina acrílica utilizada na confecção 

de prótese ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. Não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os períodos estudados (p=0,257). Por meio da Figura 5b, não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas na comparação entre os períodos 

de formação dos extratos previamente a sua exposição sobre culturas de células por 24 

horas. Contudo, no período de exposição das culturas de células aos extratos por 72 

horas (Figura 5c), maior expressão de MMP9 foi verificada para o período de obtenção 

dos extratos por 72 horas (5,75), com diferença estatisticamente significativa dos 

demais períodos avaliados.  
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Figura 5. (a) Quantificação relativa de RNAm para MMP9 após a exposição das 
culturas de células da conjuntiva humana aos extratos de resina acrílica utilizada na 
confecção de prótese ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. (b) Quantificação relativa 
de RNAm para MMP9 para os diferentes períodos de formação dos extratos 
previamente a sua exposição sobre culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os 
resultados mostram média ± erro padrão da expressão de MMP9. Letras maiúsculas 
diferentes para cada gráfico indicam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  
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 A Figura 6a apresenta a quantificação relativa de RNAm para TGF β após a 

exposição das culturas de células aos extratos de resina acrílica utilizada na confecção 

de prótese ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. Não foi verificada diferença 

estatisticamente significativa entre os períodos 24 e 72 horas (p=0,606). Contudo, a 

Figura 6b mostra que maior expressão de TGF β foi observada para o período de 

formação dos extratos após 24 horas após a imersão prévia em água por 24 horas (1,94), 

com diferença estatisticamente significativa dos demais períodos avaliados. Além disso, 

no período de exposição dos extratos sobre culturas de células por 72 horas (Figura 6c), 

houve maior expressão de TGF β para o período de obtenção dos extratos por 72 horas 

(2,02), com diferença estatisticamente significativa do período de imersão prévia em 

água por 24 horas e então incubação em meio por 24 horas. 
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Figura 6. (a) Quantificação relativa de RNAm para TGF β após a exposição das 
culturas de células da conjuntiva humana aos extratos de resina acrílica utilizada na 
confecção de prótese ocular pelos períodos de 24 e 72 horas. (b) Quantificação relativa 
de RNAm para TGF β para os diferentes períodos de formação dos extratos previamente 
a sua exposição sobre culturas de células por 24 horas e (c) 72 horas. Os resultados 
mostram média ± erro padrão da expressão de TGF β. Letras maiúsculas diferentes para 
cada gráfico indicam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  
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2.6 Discussão 

 A hipótese nula testada no presente estudo, de que diferentes períodos de 

formação e de exposição dos extratos de resina acrílica branca sobre culturas de células 

da conjuntiva humana não produzem efeitos de toxicidade, não foi aceita visto que a 

produção de IL6 (Figura 2) e expressão de RNAm para COL IV (Figura 4) foram 

estatisticamente maiores no período de exposição de 72 horas, quando comparado à 24 

horas. Com relação aos diferentes períodos de obtenção dos extratos previamente a sua 

exposição sobre culturas de células, quanto maior o tempo de liberação de substâncias 

hidrossolúveis para o meio de cultura, maior a produção de citocinas pró-inflamatórias e 

de proteínas de matriz extracelular.  

 Apesar da diferença estatística ter sido observada apenas para os alvos citados 

(IL6 e COL IV) no período de exposição de 72 horas das culturas de células aos extratos 

de resina acrílica, maior concentração de TNF α e expressão de RNAm para MMP9 e 

TGF β também foram encontrados. Já o percentual de proliferação celular foi menor 

nesse período do que em 24 horas. De acordo com Cimpan et al. [32], quanto maior a 

concentração de substâncias hidrossolúveis no extrato de resina acrílica e maior o 

período de exposição do mesmo sobre culturas de células, maiores os efeitos deletérios 

resultantes.  

 É importante ressaltar que, previamente à realização do presente estudo, foi 

executado um estudo piloto para determinar as suspensões celulares adequadas (5 x 104 

células/mL) para o teste de citotoxicidade, de forma que, no período de 72 horas de 

exposição das culturas de células aos extratos houvesse uma monocamada de células 

com crescimento confluente.    
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 Com relação aos diferentes períodos de formação dos extratos previamente a sua 

exposição sobre culturas de células por 24 horas, não foi observada diferença estatística 

entre os períodos avaliados (24, 48 e 72 horas em meio de cultura e, imersão prévia em 

água por 24 horas seguida de imersão em meio por 24 horas), com relação ao percentual 

de proliferação celular e aos níveis de IL6 e TNF α (Figuras 1b, 2b e 3b). Da mesma 

forma, não houve diferença estatisticamente significativa entre os períodos de 48 horas 

e 72 horas em meio de cultura e, imersão prévia em água por 24 horas seguida de 

imersão em meio por 24 horas) para expressão de COL IV e MMP9 (Figuras 4b e 5b). 

Possivelmente, esse fato ocorreu devido ao menor período de exposição das culturas de 

células aos extratos do material testado [32,33]. Com relação ao TGF β, maior 

expressão foi verificada para o período de obtenção dos extratos por 24 horas após a 

imersão prévia em água por 24 horas (Figura 6b).  

 De acordo com Abbas et al. [17], o TGF β participa do controle da resposta 

inflamatória e do processo de reparo tecidual, estimulando a síntese de colágeno e 

promovendo a angiogênese local. Já a metaloproteinase de matriz atua degradando o 

COL IV, que consiste em uma proteína de constituição da matriz extracelular [34]. 

Portanto, é essencial que os níveis de TGF β e MMP9 estejam em equilíbrio durante o 

processo de reparo tecidual. Por meio das Figuras 5b e 6b, foi observado o equilíbrio na 

expressão de TGF β e MMP9 para o período de formação dos extratos após 24 horas 

após a imersão prévia em água por 24 horas.   

 Quanto aos diferentes períodos de obtenção dos extratos previamente a sua 

exposição sobre culturas de células por 72 horas, menores percentuais de proliferação 

celular foram observados no período de formação dos extratos após 72 horas e no 

período de imersão prévia em água por 24 horas seguido de incubação em meio por 24 

horas (Figura 1c). Adicionalmente, para o período de formação dos extratos após 72 
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horas, houve maior concentração de IL6, quando comparada aos demais períodos 

(Figura 2c). Essa interleucina é uma das principais citocinas pró-inflamatórias e possui, 

juntamente com o TNF α e a IL1, a capacidade de aumentar a concentração local de 

células para reparação tecidual [17]. A redução da proliferação celular e o aumento na 

concentração de IL6 podem ter ocorrido pois, durante o processo de difusão de 

diferentes substâncias como os monômeros residuais da resina acrílica, o meio aquoso 

penetra na matriz resinosa e expande a abertura entre as cadeias poliméricas. Como 

resultado, há a lixiviação de monômeros residuais para fora do material, que podem ser 

tóxicos para a célula, causando um processo inflamatório [24].  

 De acordo com Retamoso et al. [35] e Saravi et al. [36], a manutenção da resina 

acrílica em meio aquoso é essencial para a lixiviação de monômeros para esse meio 

previamente à sua instalação no paciente, visando reduzir os efeitos deletérios 

resultantes da irritação química causada pelo MMA. Contudo, visto que os períodos 

acima citados apresentaram resultados semelhantes com relação ao percentual de 

proliferação celular, acreditamos que a imersão da resina de prótese ocular avaliada em 

água por 24 horas, previamente à instalação, não parece ser necessária para a redução da 

citotoxicidade. Porém, a imersão da resina em água é importante para a compensação da 

contração da resina [37]. 

 De acordo com a ISO-standard 10993-5, os métodos in vitro para a análise da 

citotoxicidade podem ser classificados como não citotóxicos (proliferação celular maior 

que 75%), discreta citotoxicidade (proliferação entre 50 e 75%), moderada 

citotoxicidade (entre 25 e 50%) e alta citotoxicidade (menor que 25%) [23]. Portanto, 

para todos os períodos de formação dos extratos analisados, não houve citotoxicidade da 

resina acrílica testada (Figura 1).      
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 No presente trabalho não foram encontradas concentrações detectáveis de IL1β e 

CCL3/MIP1α, após a exposição da linhagem de células derivadas da conjuntiva Chang 

à resina acrílica para prótese ocular. Acreditamos que essa linhagem de células não foi 

capaz de ser estimulada pelo extrato da resina acrílica testada para a produção dos 

mediadores inflamatórios citados. Não existem trabalhos na literatura que demonstrem 

que essas células tenham produzido algum desses mediadores.  

 Com relação à quantificação relativa de RNAm para COL IV, MMP9 e TGF β, 

durante os diferentes períodos de obtenção dos extratos, previamente a sua exposição 

sobre culturas de células por 72 horas, maiores quantidades desses alvos foram 

observadas no período de formação dos extratos após 72 horas (Figuras 4c, 5c e 6c). 

Possivelmente, este resultado é devido a maior lixiviação de monômeros residuais para 

o meio de cultura [35,36,38]. De acordo com Simon et al. [39], o COL IV é produzido 

por células epiteliais pulmonares, sendo a sua presença essencial para compor a 

membrana basal celular. É importante que exista um equilíbrio na expressão de RNAm 

para COL IV, MMP9 e TGF β, visando a preservação da estrutura da célula Chang, 

célula epitelial utilizada no presente estudo. No período citado, foi observada 

semelhança no aumento da expressão gênica de COL IV (Figura 4c), assim como da 

expressão de TGF β (Figura 6c), esta última proteína estimula a síntese de COL IV 

[17,34]. Contudo, a expressão de MMP9, que atua na degradação de COL IV [17,34], 

aumentou cerca de 3 vezes mais do que a expressão de COL IV e TGF β (Figura 5c), o 

que pode ser deletério, visto que a ativação excessiva de MMP9 danifica a morfologia 

celular. Segundo Yang et al. [40], a produção exacerbada de metaloproteinase pode 

resultar em danos severos ao tecido, sendo essencial um equilíbrio entre a sua ativação e 

inibição. 
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 No presente estudo, testes in vitro de análise da citotoxicidade e ativação celular 

foram realizados. Embora apresentem limitações, visto que os resultados não refletem 

completamente as propriedades citotóxicas do material na sua condição clínica [6,36], 

esses testes são essenciais para avaliar a biocompatibilidade na utilização dos materiais 

odontológicos em seres humanos [12]. Novos estudos podem ser realizados com a 

análise de mediadores inflamatórios diferentes e com a avaliação de períodos mais 

longos de liberação de substâncias hidrossolúveis para a obtenção dos extratos, 

previamente a sua exposição sobre culturas de células.  
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2.7 Conclusão 

 Quanto maiores os períodos de formação e de exposição dos extratos de resina 

acrílica branca utilizada na confecção de prótese ocular sobre culturas de células da 

conjuntiva humana, maior a produção de citocinas pró-inflamatórias e de proteínas de 

matriz extracelular.  
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Análise da toxicidade da resina de prótese ocular polimerizada por diferentes 

métodos sobre as células da conjuntiva humana 

 

3.1 Resumo 

 

A resina acrílica de prótese ocular deve ser biocompatível, independente do método de 

polimerização utilizado na sua confecção. O objetivo neste estudo foi avaliar o efeito 

citotóxico de diferentes métodos de polimerização de resina acrílica branca utilizada na 

confecção de prótese ocular, por meio da análise da proliferação celular e da produção 

de citocinas pró-inflamatórias e de proteínas de matriz extracelular por células da 

conjuntiva humana. Foram confeccionados 9 corpos de prova em resina acrílica para 

prótese ocular na cor branca, termopolimerizados em água aquecida, por energia de 

microondas ou ativados quimicamente, utilizados para a formação dos extratos dessas 

resinas. Os extratos foram obtidos após 72 horas de imersão dos corpos de prova em 

meio de cultura e expostos às células da conjuntiva por 72 horas para a realização dos 

ensaios propostos. O grupo não estimulado consistia em poços com meio de cultura sem 

resina acrílica. Em seguida, a sua citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT em 

culturas de células Chang, originária da conjuntiva humana, pela produção das citocinas 

IL1β, IL6 e TNF α e quimiocina CCL3/MIP1α por meio do ELISA e, pela expressão de 

RNAm para COL IV, TGF β e MMP9, por meio da técnica de RT-PCR. Os dados 

obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de 

Bonferroni, com nível de significância de 5%. As resinas submetidas aos diferentes 

métodos de polimerização apresentaram comportamentos divergentes com relação aos 

ensaios realizados. A resina polimerizada pela energia de microondas proporcionou 
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citotoxicidade discreta devido a redução da proliferação celular e aumento da 

concentração de IL6. A maior expressão gênica de COL IV, MMP9 e TGF β foi 

verificada para a resina termopolimerizada em água aquecida, contudo houve 

semelhança com o grupo não estimulado. 

Palavras-chave: Olho artificial, resinas acrílicas, citotoxicidade imunológica, teste de 

materiais.   
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Toxicity analysis in human conjunctival cell line stimulated by ocular 

prosthesis acrylic resin polymerized by different methods 

 

3.2 Abstract 

 

Ocular prosthesis acrylic resins should be biocompatible, regardless of the selected 

polymerization method. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic effect of 

different polymerization methods of ocular prosthesis N1 color acrylic resin, through 

the analysis of the cell proliferation, and the production of proinflammatory cytokines 

and extracellular matrix proteins by a human conjunctival cell line. A total of 9 acrylic 

resin samples were manufactured and divided into 3 groups, according to the 

polymerization method: heat-polymerization in water bath, polymerization by 

microwave energy and auto-polymerization. Eluates corresponding to 72 hours of resin 

sample immersion in medium were prepared and exposed to conjunctival cell line for 72 

hours. Medium without samples was used to serve as negative control (non stimulated 

group). The cytotoxic effect from the eluates was evaluated using MTT assay with 

Chang conjunctival cells. The production of IL1β, IL6, TNF α and CCL3/MIP1α was 

evaluated by ELISA and, mRNA expression of COL IV, TGF β and MMP9, by RT-

PCR. Data were submitted to ANOVA with Bonferroni post-tests (p<0.05). Resins 

submitted to different polymerization methods exhibited divergent biological behavior. 

Microwave-processed resin showed slight cytotoxicity due to significant cell 

proliferation reduction and IL6 quantity increase. Higher mRNA expression of COL IV, 

MMP9 and TGF β was verified by water bath resin, however this result was similar to 

the non stimulated group.  
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Keywords: Ocular prosthesis, acrylic resins, cellular immune response, 

biocompatibility testing.  
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3.3 Introdução * 

 A prótese ocular é um tratamento que deve ser realizado o mais precocemente 

possível em pacientes com anoftalmia [1,2]. A resina acrílica para esclera artificial, de 

cor branca, e a incolor são os materiais atualmente utilizados para a sua confecção 

[1,3,4].  

 A resina acrílica consiste em um pó de polímero de metacrilato de metila e um 

líquido de monômero de metacrilato de metila [5]. A polimerização deste material 

possibilita a conversão de monômeros em polímeros, com consequente melhora de suas 

propriedades físicas [6]. Quanto aos métodos de polimerização, a resina acrílica pode 

ser termopolimerizada, em água aquecida ou por energia de microondas, e ativada 

quimicamente (RAAQ) [5,7,8]. Reações incompletas de polimerização resultam na 

presença de monômeros residuais de metilmetacrilato (MMA) e outros produtos 

químicos que podem ser tóxicos, como o formaldeído, ácido benzóico, ácido 

metacrílico, salicilato de fenila, dibutilftalato e benzoato de fenila [6-12].  

 O método de polimerização pode ter influência direta na quantidade de 

monômero residual liberado, resultando em diferentes graus de citotoxicidade [13], que 

podem interferir no sucesso da reabilitação [8,14]. 

 Para avaliar a biocompatibilidade na utilização de materiais odontológicos em 

seres humanos, testes in vitro de citotoxicidade devem ser realizados. Dentre os recursos 

disponíveis, o método de culturas de células possui as características de simplicidade e 

reprodutibilidade na sua execução e possui adequado custo-benefício [14-16]. 

 A citotoxicidade de  um  material  pode ser  avaliada com a utilização de  células  

* Este artigo será formatado de acordo com as normas do períodico Biomaterials.  
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primárias ou de linhagem, o mais próximo possível do órgão alvo [14]. Para a análise da 

biocompatibilidade de materiais que compõem a prótese ocular, cujo tecido de suporte é 

a conjuntiva, uma membrana mucosa, fina e resistente, ricamente vascularizada, que 

protege o olho de corpos estranhos e infecções [17-19], a linhagem de células da 

conjuntiva humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang) pode ser utilizada. 

O seu uso tem sido amplamente relatado em estudos in vitro [20-26].  

 A literatura apresenta escassez de estudos sobre a biocompatibilidade de 

próteses oculares, contudo há a necessidade de conhecer essa propriedade, visando a 

utilização clínica da prótese ocular de forma segura. Portanto, este estudo avaliou o 

efeito citotóxico de diferentes métodos de polimerização de resina acrílica branca 

utilizada na confecção de prótese ocular. Para esta avaliação, foi realizada a análise in 

vitro da proliferação celular pelo ensaio de MTT, a análise da produção de citocinas 

pró-inflamatórias e produção de proteínas de matriz extracelular por células da 

conjuntiva ocular humana.  

 A hipótese nula deste estudo é que, independente do método de polimerização, a 

resina acrílica branca utilizada na confecção de prótese ocular não produz efeitos de 

toxicidade sobre a linhagem celular estudada.   
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3.4 Materiais e Métodos 

Confecção dos corpos de prova  

 Foram confeccionados 9 corpos de prova em resina acrílica para prótese ocular 

na cor branca (N1) (Artigos Odontológicos Clássico Ltda, São Paulo, Brasil), 

polimerizados por três diferentes métodos (Tabela 1). Os corpos de prova foram 

distribuídos nos seguintes grupos (n=3) [15]: resina N1 termopolimerizada em água 

aquecida (RTA), resina N1 polimerizada por energia de microondas (RTM) e, resina N1 

ativada quimicamente (RQ). 

Tabela 1. Material, marca comercial e composição química dos materiais utilizados. 

 

 

Para a confecção dos corpos de prova citados, inicialmente, discos de resina 

quimicamente ativada foram obtidos em uma matriz metálica vazada contendo 10 

MATERIAL 
MARCA 

COMERCIAL 
COMPOSIÇÃO QUÍMICA POLIMERIZAÇÃO 

RESINA 
ACRÍLICA 

LÍQUIDO 

Clássico 
Polimerização em água aquecida: 
Monômero de metilmetacrilado, 

topanol  

Imersão da mufla em água; 
aquecimento por 30 minutos; 
resfriamento por 30 minutos; 
fervura por 1 hora. 

Onda Cryl 

Polimerização em microondas:  
Monômero de metilmetacrilado, 

topanol e 
etilenoglicoldimetacrilato 

Mufla no microondas (Brastemp, 
São Paulo, Brasil) com potências 
de 30% (3 minutos), 0% (4 
minutos ) e 60% (3 minutos). 

Jet 
Ativação química: Monômero de 

metilmetacrilato, inibidor, 
dimetiltoluidina 

Mufla aberta em panela de 
pressão com a quantidade 
necessária de água, 20 libras de 
ar comprimido e polimerização 
por 20 minutos. 

RESINA 
ACRÍLICA 

PÓ  

Resina acrílica 
N1  

Polímero de metilmetacrilato, 
dibutilftalato, acrilato de etila, 

pigmentos 
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orifícios circulares com 10 mm de diâmetro e 3 mm de espessura [27]. Esses discos 

foram incluídos em mufla específica para forno microondas (Artigos Odontológicos 

Clássico Ltda, São Paulo, Brasil) com a utilização de gesso especial tipo IV (Durone, 

Dentsply Ind e Com Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) e silicone extra duro (Zetalabor, 

Rovigo, Itália). Após a cristalização do gesso, as muflas foram abertas e os moldes 

foram obtidos [28,29].  

 Após a proporção e manipulação da resina acrílica conforme as recomendações 

do fabricante, as mesmas foram inseridas nos moldes das muflas. Em seguida, a contra-

mufla foi colocada em posição e o conjunto levado a uma prensa hidráulica de bancada, 

com carga de 1.250 kgf por 2 minutos [4,30] e seguiu-se a polimerização conforme 

recomendações do fabricante. Posteriormente, os corpos de prova foram desincluídos e 

receberam o acabamento com brocas abrasivas maxi-cut. 

Obtenção dos extratos 

 Para a análise do efeito citotóxico dos corpos de prova, os extratos das 

substâncias hidrossolúveis presentes nos mesmos foram utilizados [15,31]. Três corpos 

de prova de cada grupo foram colocados em um tubo de ensaio contendo 10 mL de 

meio de cultura 199 (Gibco, Nova Iorque, Estados Unidos) suplementado com 10%  de 

soro fetal bovino, e incubados em estufa à 37ºC por 72 horas.  

 Durante esse período de incubação, as substâncias hidrossolúveis foram 

difundidas para o meio de cultura, formando os extratos para o teste de citotoxicidade. 

Em seguida, a esterilização dos extratos foi realizada por meio de filtros Millex 

(Millipore, Darmstadt, Alemanha) de 0,22 µm [7,14]. 

Cultura de células e Teste de citotoxicidade 
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 Para a análise do possível efeito citotóxico das substâncias hidrossolúveis 

liberadas pelos materiais testados, foi utilizada a cultura da linhagem de células da 

conjuntiva humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang, clone 1-5c-4), 

obtida da American Type Culture Collection (CCL-20.2, Virgínia, Estados Unidos). 

Inicialmente, foi realizada a expansão de células em garrafas com meio de cultura 199 

suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 µg/mL de estreptomicina, 10 µg/mL de 

penicilina, 10 µg/mL de gentamicina e 250 µg/mL de fungizone, e incubadas com 5% 

de CO2, em ambiente com umidade controlada à temperatura de 37ºC [21,25,26,32]. 

 Suspensões celulares de 5 x 104 células/mL, previamente determinadas por 

estudo piloto, foram preparadas para a realização dos testes de citotoxicidade. Em uma 

placa de 24 poços, 1 mL desta suspensão foi pipetado em cada poço. Após 24 horas de 

incubação com 5% de CO2, em ambiente com umidade controlada à temperatura de 

37ºC, foi realizado o descarte do meio de cultura e 500 µL de extratos dos diferentes 

grupos foram adicionados em seu respectivo poço. O grupo não estimulado (controle 

negativo) consistia em poços sem tratamento, que receberam apenas o meio 199 com 

10% de soro fetal bovino [7,21]. Já nos poços controle positivo, foram adicionados 

Tween 20 (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos). As mesmas condições de 

incubação e temperatura determinadas para a obtenção dos extratos foram utilizadas 

para essa placa. 

 Após 72 horas de incubação dos extratos em contato com as células, os meios de 

cultura foram retirados e substituídos por 500 µL de meio 199 sem a adição 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 CO2 à temperatura de 37ºC por 4 horas [7,14,33]. 
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 Em seguida, os meios de cultura foram descartados e o formazan intracelular foi 

liberado pela solubilização com 1mL de álcool etílico 100%. As placas foram agitadas 

por 5 minutos e, então, a mensuração das absorbâncias das amostras foi realizada a 570 

nm em espectrofotômetro UV-Visível (SpectraMax 190, Molecular Devices, Califórnia, 

Estados Unidos). O ensaio de MTT foi realizado em triplicata [14-16,33]. 

Determinação dos níveis de IL1β, IL6, TNF α e CCL3/MIP1α no sobrenadante das 

culturas das células de linhagem estimuladas pelo extrato em diferentes tempos 

 O sobrenadante das culturas livres de células foi coletado após 72 horas de 

imersão dos extratos em contato com as células. A coleta teve o objetivo de dosar as 

citocinas pró-inflamatórias, interleucina 1β (IL1β), interleucina 6 (IL6) e fator de 

necrose tumoral α (TNF α) e, a proteína inflamatória de macrófagos 1α (CCL3/MIP1α) 

pelo Ensaio Imunoabsorbente de Ligação Enzimática (ELISA) (DuoSet ELISA 

Development Systems, R&D System, Minnesota, Estados Unidos) [32,34,35]. Um total 

de 100 µL do sobrenadante livre de células foi utilizado para a análise quantitativa das 

amostras. A análise foi realizada em triplicata e foram seguidas as recomendações do 

fabricante [36].    

Reação de polimerase em cadeia (RT-PCR) 

 A quantificação da expressão dos genes para colágeno tipo IV (COL IV) 

(COL4A3BP: Hs00178621_m1), metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) (MMMP9: 

Hs00234579_m1) e fator de transformação do crescimento β (TGF β) (TGFB1: 

Hs0099133_m1) [34] foi realizada por meio da análise da reação de polimerase em 

cadeia (RT-PCR). Para a extração de RNA total das células após o período de imersão 

do extrato em contato com as células por 72 horas, o reagente TRIzol (Invitrogen Life 

Technologies, Califórnia, Estados Unidos) foi utilizado conforme as recomendações do 
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fabricante. A concentração de RNA foi mensurada por espectrofotometria. Com 1 µg de 

RNA total e Superscript II RNase H- reverse transcriptase (Invitrogen Life 

Technologies, Califórnia, Estados Unidos), as primeiras cadeias de cDNA foram 

sintetizadas. Posteriormente, os níveis de RNAm para COL IV, MMP9 e TGF β foram 

mensurados e amplificados por meio de um aparelho StepOnePlus Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, Invitrogen Life Technologies, Califórnia, Estados 

Unidos). A detecção de RNAm para β-actina (ACTB: Hs03023880_g1) foi o controle 

endógeno. Um volume total de 20 µL foi utilizado para a realização das reações. A 

análise foi realizada em duplicata para cada amostra, conforme as condições de ciclos 

térmicos recomendadas pelo fabricante. Por meio do método de CT (Threshold Cycle) 

comparativo, os resultados foram analisados. 

Análise dos Resultados 

 Os dados obtidos nos ensaios de MTT, ELISA e RT-PCR foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA) de fator único, seguido pelo teste de Bonferroni, com 

nível de significância de 5%.  
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3.5 Resultados 

 A Figura 1 apresenta o percentual de proliferação celular para os diferentes 

métodos de polimerização avaliados. Foi observada diferença estatística entre os grupos 

(p=0,000). Os grupos RTA (88,4%) e RTM (74,9%) exibiram menores percentuais de 

proliferação celular, com diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

não estimulado (100%). 

  

Figura 1. Percentual de proliferação celular para os diferentes métodos de 

polimerização avaliados. GNE: grupo não estimulado. RTA: resina N1 

termopolimerizada em água aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de 

microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os resultados mostram média ± erro 

padrão dos percentuais de proliferação celular. Letras maiúsculas diferentes indicam 

diferença estatística (p<0,05) em relação ao respectivo grupo não estimulado.  

  

 No presente trabalho, não foram encontradas concentrações detectáveis de IL1β 

e CCL3/MIP1α. Contudo, por meio da Figura 2, é possível observar a presença de altos 
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níveis de IL6 para os grupos testados. Além disso, essa concentração foi 

estatisticamente diferente entre os métodos de polimerização avaliados (p=0,006). 

Concentrações estatisticamente superiores foram verificadas para o grupo RTM (14.199 

pg/mL), em relação ao grupo não estimulado (9.842 pg/mL) e RQ (10.248 pg/mL). Não 

houve diferença estatisticamente significativa na concentração de IL6 entre o grupo 

RTA (12.374 pg/mL) e os demais grupos.  

 

Figura 2. Concentração de IL6 para os diferentes métodos de polimerização avaliados. 

GNE: grupo não estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em água aquecida. 

RTM: resina N1 polimerizada por energia de microondas. RQ: resina N1 ativada 

quimicamente. Os resultados mostram média ± erro padrão da concentração de IL6 

(pg/mL). Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) entre os 

grupos.  

 

 Por meio da Figura 3, é possível verificar que não houve diferença 

estatisticamente significativa na concentração de TNF α entre os métodos de 

polimerização avaliados (p=0,182).  
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Figura 3. Concentração de TNF α para os diferentes métodos de polimerização 

avaliados. GNE: grupo não estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em água 

aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de microondas. RQ: resina N1 

ativada quimicamente. Os resultados mostram média ± erro padrão da concentração de 

TNF α (pg/mL). Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) 

entre os grupos.  

 

 A Figura 4 apresenta a quantificação relativa de RNAm para colágeno tipo IV 

para os diferentes métodos de polimerização avaliados. Foi observada diferença 

estatística entre os grupos (p=0,000). Os grupos RTA (2,21) e não estimulado (2,01) 

apresentaram maior expressão gênica de colágeno tipo IV que os grupos RTM (0,99) e 

RQ (1,25), com diferença estatisticamente significativa.  
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Figura 4. Quantificação relativa de RNAm para colágeno tipo IV para os diferentes 

métodos de polimerização avaliados. GNE: grupo não estimulado. RTA: resina N1 

termopolimerizada em água aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de 

microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os resultados mostram média ± erro 

padrão da expressão de colágeno tipo IV. Letras maiúsculas diferentes indicam 

diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  

 

 Por meio da Figura 5, é possível verificar que houve diferença estatística na 

quantificação relativa de RNAm para MMP9 entre os diferentes métodos de 

polimerização avaliados (p=0,000). Os grupos RTA (5,75) e não estimulado (5,77) 

apresentaram maior expressão gênica de MMP9 que os grupos RTM (1,80) e RQ (1,65), 

com diferença estatisticamente significativa.  
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Figura 5. Quantificação relativa de RNAm para MMP9 para os diferentes métodos de 

polimerização avaliados. GNE: grupo não estimulado. RTA: resina N1 

termopolimerizada em água aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de 

microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os resultados mostram média ± erro 

padrão da expressão de MMP9. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença 

estatística (p<0,05) entre os grupos.  

 

 A Figura 6 mostra a quantificação relativa de RNAm para TGF β para os 

diferentes métodos de polimerização avaliados. Diferença estatística entre os grupos foi 

observada (p=0,000), devido aos grupos RTA (2,02) e não estimulado (1,80) terem 

apresentado maior expressão gênica de TGF β que os grupos RTM (0,75) e RQ (0,66).  
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Figura 6. Quantificação relativa de RNAm para TGF β para os diferentes métodos de 

polimerização avaliados. GNE: grupo não estimulado. RTA: resina N1 

termopolimerizada em água aquecida. RTM: resina N1 polimerizada por energia de 

microondas. RQ: resina N1 ativada quimicamente. Os resultados mostram média ± erro 

padrão da expressão de TGF β. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença 

estatística (p<0,05) entre os grupos.  

 

 

 

 

 

 



Dissertação de Mestrado	
   Capítulo II 	
  
	
  

	
  
98	
  

3.6 Discussão 

 A hipótese nula deste estudo de que, independente do método de polimerização, 

a resina acrílica branca utilizada na confecção de prótese ocular não produziria efeitos 

de toxicidade sobre a linhagem celular estudada não foi aceita, visto que as resinas 

apresentaram comportamentos divergentes com relação aos ensaios realizados. 

  A polimerização tem o objetivo de converter monômeros em polímeros, com a 

otimização das propriedades físicas e mecânicas do material [6,37]. A 

termopolimerização em água aquecida é um dos métodos mais utilizados para a 

confecção de próteses, visto que possui baixo custo, quando comparado à polimerização 

por microondas, associado à obtenção de próteses com ótimas propriedades mecânicas e 

estéticas [38,39]. Contudo, devido a reação exotérmica de polimerização, pode ocorrer 

aumento da porosidade de superfície do material [5]. Já a resina quimicamente ativada é 

comumente utilizada na clínica para reparos de próteses, visto que é rapidamente 

polimerizada à temperatura ambiente [12].  

 Os diferentes métodos de polimerização da resina acrílica de prótese ocular não 

foram previamente estudados quanto à citotoxicidade. Porém, diversos estudos 

[7,40,41] referem que a ativação química da resina acrílica de prótese total causa maior 

inibição da proliferação celular, quando comparada aos demais métodos de 

polimerização, devido ao menor grau de conversão alcançado e consequente maior 

quantidade de monômero residual liberado [38].  

 Contudo, no presente estudo, não foi observada redução da proliferação celular 

pela resina ativada quimicamente em relação ao grupo não estimulado (Figura 1), 

possivelmente pelo fato dessa polimerização ter sido realizada com a mufla aberta e sob 

pressão por 20 minutos, conforme as recomendações do fabricante, para evitar a 
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porosidade do material [42]. Por meio desses resultados, é possível supor que, a partir 

deste momento, a liberação de monômero residual já iniciou, previamente à colocação 

dos corpos de prova nos tubos para a obtenção dos extratos, diferente da condição das 

resinas polimerizadas pelos demais métodos, onde aguardou-se o esfriamento das 

muflas para a demuflagem das amostras. Além disso, parte dos monômeros residuais da 

resina ativada quimicamente podem não ter difundido para o meio aquoso, 

permanecendo na matriz resinosa como cadeias pendentes [12,37].  

 A polimerização por energia de microondas possui as vantagens de redução do 

tempo de cura do material, homogeneidade da mistura entre o pó e o líquido, e 

excelente adaptação da prótese [4,37,43]. Contudo, após essa polimerização, é 

necessário aguardar o esfriamento da mufla antes de sua abertura, de forma semelhante 

à termopolimerização em água aquecida. Adicionalmente, o método possui maior custo, 

visto que requer a utilização de um aparelho de microondas e de muflas específicas para 

o mesmo [39].  

 Quando comparados ao grupo não estimulado, o grupo RTA pode ser 

considerado não citotóxico (proliferação celular maior que 75%), enquanto o grupo 

RTM proporcionou citotoxicidade discreta (proliferação entre 50 e 75%) (Figura 1), de 

acordo com a ISO-standard 10993-5, que avalia os métodos in vitro para a análise da 

citotoxicidade [31]. Sheridan et al. [41] observaram, de forma semelhante, que a resina 

acrílica para prótese total termopolimerizada em água aquecida foi menos citotóxica que 

a por energia de microondas, após 96 horas de formação dos extratos. 

 Apesar de seguidas as recomendações do fabricante para a polimerização por 

energia de microondas no presente estudo, Azzarri et al. [37] afirmam que a 
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citotoxicidade do material pode ser influenciada pelos parâmetros de tempo e potência 

do microondas.  

 Além disso, a atuação da energia de microondas ocorre somente sobre as 

moléculas de monômero [16,43]. No presente estudo, a polimerização por energia de 

microondas foi realizada em ambiente seco, sem a imersão da resina acrílica em água 

para permitir a lixiviação de monômeros residuais. O grau de conversão atingido pode 

não ter sido suficiente para reduzir o potencial citotóxico do material. De acordo com 

Jorge et al. [13] e Sheridan et al. [41], a difusão de diversas substâncias potencialmente 

tóxicas, que não são influenciadas pela energia de microondas, como formaldeído, ácido 

metacrílico, ácido benzóico, benzoato de fenila, aditivos orgânicos, dentre outros, pode 

ser responsável pelo potencial citotóxico do material. Essa hipótese pode justificar a 

citotoxicidade discreta observada para o grupo RTM. Os sítios livres de ligação da 

cadeia polimérica podem ter se ligado ao oxigênio, inibindo a sua ocupação por 

moléculas de monômero e, consequentemente, a polimerização [13].  

 Houve a necessidade de aguardar o esfriamento da mufla antes de sua abertura, o 

que pode estar associado à menor proliferação celular para a resina acrílica polimerizada 

por energia de microondas, quando comparada à resina acrílica ativada quimicamente, 

que teve sua reação sem as condições de confinamento da amostra no interior da mufla.  

 Essas hipóteses podem ser utilizadas para justificar as maiores concentrações de 

IL6 encontradas para RTM, em relação ao grupo não estimulado (Figura 2). Essa 

interleucina é uma das grandes responsáveis pelo aumento da concentração local de 

células para reparação tecidual [44, 45].  

 Diferentes propriedades da resina acrílica polimerizada por meio da energia de 

microondas, como a resistência à flexão, estabilidade dimensional e microdureza, foram 
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previamente estudadas [4,46-48], sendo observados excelentes resultados na sua 

utilização. Porém, com relação à citotoxicidade, condição avaliada neste trabalho, este 

método não parece ser o mais apropriado para a polimerização da resina acrílica branca 

de prótese ocular. A resina acrílica de prótese ocular difere da resina utilizada na 

confecção da prótese total devido a menor granulação do pó de polímero de metacrilato 

de metila [49].   

 Jorge et al. [50] compararam a resina acrílica para prótese total polimerizada em 

água aquecida e por energia de microondas e verificaram resultado similar quanto à 

proliferação celular. Contudo, o período de formação dos extratos foi de 24 horas, 

diferentemente do período utilizado no presente estudo (72 horas). De acordo com 

Cimpan et al. [51], quanto maior a dose e o tempo de exposição ao extrato da resina 

acrílica, maiores os efeitos deletérios resultantes. Portanto, o período de 72 horas do 

presente estudo pode ter influenciado na discreta citotoxicidade encontrada para RTM.   

  

 Com relação à quantificação relativa de RNAm para COL IV, MMP9 e TGF β, 

maiores quantidades desses alvos ocorreram para o grupo RTA (Figuras 4 a 6). Houve 

semelhança na expressão gênica entre este grupo e o grupo não estimulado, indicando 

que a linhagem de células estudada parece produzir esses alvos em condição fisiológica. 

O equilíbrio entre a síntese e a quebra de colágeno é importante durante o processo de 

reparo tecidual, visando evitar uma reação fibrosa [52,53]. O COL IV, produzido por 

células epiteliais, é essencial na composição da sua membrana basal [54]. É 

fundamental que exista um equilíbrio na expressão de RNAm para COL IV, MMP9 e 

TGF β, visando a preservação da estrutura celular. Foi observada semelhança no 

aumento da expressão gênica de COL IV, assim como da expressão gênica de TGF β, 

esta última proteína é responsável pelo estímulo à síntese de COL IV [44,55]. Contudo, 
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a expressão de MMP9, que atua na degradação de COL IV [44,55], aumentou cerca de 3 

vezes mais do que a expressão de COL IV e TGF β, o que pode ser deletério, visto que a 

ativação excessiva de MMP9 danifica a morfologia celular, podendo resultar em danos 

severos ao tecido [56]. 

 O ciclo de polimerização do grupo RTA foi realizado conforme recomendação 

do fabricante, com duração total de 2 horas, sendo 1 hora de fervura final (Tabela 1). A 

influência da utilização de diferentes ciclos, em uma resina acrílica para prótese total, 

foi avaliada por Bural et al. [6]. Os autores verificaram que, apesar do fabricante do 

material recomendar a polimerização por um período de 1 hora, sendo 30 minutos em 

água aquecida e 30 minutos de fervura final, o ciclo longo de polimerização de 9 horas 

em água aquecida associado a 30 minutos de fervura final reduziu significativamente a 

quantidade de monômero residual liberado no meio de cultura e aumentou de forma 

significativa o percentual de proliferação celular nos extratos formados por 24 e 48 

horas.   

 É importante ressaltar que diferentes linhagens de células foram utilizadas entre 

os estudos para a avaliação da citotoxicidade da resina acrílica, o que pode ter 

influenciado na resposta celular encontrada [9]. Adicionalmente, não há relatos da 

avaliação da resposta da linhagem de células Wong Kilbourne derivada da conjuntiva 

Chang exposta à resina acrílica. Essas células têm sido bastante utilizadas em estudos in 

vitro [20-23], visto que correspondem à células da conjuntiva humana, que cobre a parte 

posterior da pálpebra e se estende para trás recobrindo a esclera [17,18].  

 O presente estudo possui como limitação as diferenças entre os períodos para a 

demuflagem das amostras para cada método de polimerização. Porém, foram 

respeitadas as orientações do fabricante para a demuflagem. Além disso, foram 
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realizados testes in vitro, que apesar de não refletirem a condição clínica de utilização 

do material, são essenciais para a análise do seu comportamento biológico. Do ponto de 

vista clínico, os resultados devem ser interpretados com cuidado. Novos estudos podem 

ser realizados para avaliar a citotoxicidade causada por diferentes ciclos de 

polimerização da resina acrílica branca, além da análise da resina acrílica incolor, 

utilizada para o recobrimento da caracterização da prótese ocular, quanto aos diferentes 

métodos de polimerização.  
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3.7 Conclusão 

 As resinas submetidas aos diferentes métodos de polimerização apresentaram 

comportamentos divergentes em relação a citotoxicidade, ativação celular e produção de 

proteínas de matriz. A resina polimerizada em água aquecida apresentou 

comportamento mais semelhante ao grupo não estimulado, sendo o método mais 

adequado para a confecção da prótese ocular.  
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Análise da toxicidade da resina acrílica de prótese ocular com ou sem 

pigmento acrílico sobre as células da conjuntiva humana 

 

4.1 Resumo 

 

O conhecimento da biocompatibilidade dos materiais que compõem a prótese ocular é 

importante para a sua utilização sem reações danosas aos usuários. Esse estudo avaliou 

a influência da presença do pigmento acrílico na resina acrílica branca utilizada na 

confecção de prótese ocular, por meio da análise da proliferação celular e da produção 

de citocinas pró-inflamatórias e de proteínas de matriz extracelular por células da 

conjuntiva ocular humana. Foram confeccionados 9 corpos de prova de materiais 

utilizados para a confecção de prótese ocular, termopolimerizados em água aquecida, e 

distribuídos em 3 grupos, sendo um de resina acrílica branca sem pigmento acrílico, um 

de resina com pigmento e um de pigmento acrílico. Os corpos de prova foram imersos 

em meio de cultura por 72 horas para a formação dos extratos e expostos às células da 

conjuntiva por 72 horas para a realização dos ensaios propostos. O grupo não 

estimulado consistia em poços com meio de cultura sem corpos de prova. Em seguida, a 

citotoxicidade dos extratos foi avaliada pelo ensaio de MTT em culturas de células 

Chang, originária da conjuntiva humana, pela produção das citocinas IL1β, IL6 e TNF α 

e quimiocina CCL3/MIP1α por meio do ELISA e, pela expressão de RNAm para COL 

IV, TGF β e MMP9, por meio da técnica de RT-PCR. Os dados obtidos foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni, com 

nível de significância de 5%. Os materiais com diferentes pigmentações apresentaram 

comportamentos divergentes com relação aos ensaios realizados. Não foi observada 
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citotoxicidade dos materiais quanto à proliferação celular. Contudo, a resina pigmentada 

apresentou maior concentração de IL6. A maior expressão gênica de COL IV, MMP9 e 

TGF β foi verificada para a resina branca, contudo houve semelhança com o grupo não 

estimulado. 

Palavras-chave: Olho artificial, resinas acrílicas, citotoxicidade imunológica, teste de 

materiais.   
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Toxicity analysis in human conjunctival cell line stimulated by ocular prosthesis 

acrylic resin with or without pigment incorporation 

 

4.2 Abstract 

 

The knowledge of ocular prosthesis material's biocompatibility is important to ensure a 

safe use in patients. The aim of this study was to evaluate the influence of pigment 

incorporation on the cytotoxicity of ocular prosthesis N1 color acrylic resin, through the 

analysis of the cell proliferation, and the production of proinflammatory cytokines and 

extracellular matrix proteins by a human conjunctival cell line. A total of 9 samples 

were manufactured by heat-polymerization in water bath and divided into 3 groups: N1 

color acrylic resin without pigment incorporation, N1 color acrylic resin with pigment 

incorporation, and acrylic pigment. Eluates corresponding to 72 hours of sample 

immersion in medium were prepared and exposed to conjunctival cell line for 72 hours. 

Medium without samples was used to serve as negative control (non stimulated group). 

The cytotoxic effect from the eluates was evaluated using MTT assay with Chang 

conjunctival cells. The production of IL1β, IL6, TNF α and CCL3/MIP1α was evaluated 

by ELISA and, mRNA expression of COL IV, TGF β and MMP9, by RT-PCR. Data 

were submitted to ANOVA with Bonferroni post-tests (p<0.05). The materials exhibited 

divergent biological behavior. No cytotoxicity was observed based on cell proliferation. 

However, resin with pigment incorporation showed significant IL6 quantity increase. 

Higher mRNA expression of COL IV, MMP9 and TGF β was verified by resin without 

pigment incorporation, however this result was similar to the non stimulated group.  
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Keywords: Ocular prosthesis, acrylic resins, cellular immune response, 

biocompatibility testing.  
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4.3 Introdução * 

 A prótese ocular é um tratamento que deve ser realizado o mais precocemente 

possível em pacientes com anoftalmia e geralmente é confeccionada com resina acrílica 

na cor branca e incolor, devido a sua fácil manipulação e adaptação, estética satisfatória 

e baixo custo [1-3].  

 Pigmentos acrílicos de cores diversas podem ser incorporados à resina acrílica 

para esclera artificial, visando simular a esclera natural do paciente. Além disso, a íris 

artificial é posicionada e fibras de seda vermelhas também podem ser incorporadas para 

a caracterização da superfície da prótese. Então, a resina incolor é utilizada para a 

cobertura da caracterização [1,4]. 

 A resina acrílica é composta por um pó de polímero de metacrilato de metila e 

um líquido de monômero de metacrilato de metila [5]. Quando manipulados, há uma 

reação de polimerização que consiste na conversão de monômeros em polímeros, 

otimizando as propriedades físicas do material [6]. Caso essa reação seja incompleta, 

monômeros residuais de metilmetacrilato (MMA) e outros produtos químicos que 

podem ser tóxicos são liberados. Exemplos desses produtos são o formaldeído, ácido 

benzóico e metacrílico, dentre outros [6-12].      

 Estética, durabilidade e adequada adaptação são requisitos essenciais da prótese 

ocular. Contudo, a biocompatibilidade é uma qualidade essencial para o sucesso da 

reabilitação e pode ser avaliada por meio de testes in vitro da citotoxicidade [4,12-14]. 

 Por meio do método de culturas de células, um teste relativamente simples de ser 

executado e reproduzido, a citotoxicidade de um material pode ser avaliada [14-16].  

* Este artigo será formatado de acordo com as normas do períodico Biomaterials.  
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 Preferencialmente células primárias ou de linhagem, o mais próximo possível do 

órgão alvo, devem ser utilizadas [14]. O uso da linhagem de células da conjuntiva 

humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang) tem sido amplamente relatado 

em estudos in vitro [17-23]. Essa linhagem pode ser utilizada para a avaliação da 

citotoxicidade de materiais utilizados na confecção da prótese ocular, visto que o tecido 

de suporte dessa prótese é a conjuntiva, que consiste em uma membrana mucosa fina 

que protege o olho de corpos estranhos e infecções [24-26].  

 A literatura apresenta escassez de estudos sobre a biocompatibilidade de 

próteses oculares, contudo há a necessidade de conhecer essa propriedade, visando a 

utilização clínica da prótese ocular de forma segura. Portanto, esse estudo avaliou de 

avaliar a influência da presença do pigmento acrílico na resina acrílica branca utilizada 

na confecção de prótese ocular. Para esta avaliação, foi realizada a análise in vitro da 

proliferação celular pelo ensaio de MTT, a análise da produção de citocinas pró-

inflamatórias e produção de proteínas de matriz extracelular por células da conjuntiva 

ocular humana. 

 A hipótese nula deste estudo é que a resina acrílica branca utilizada na confecção 

de prótese ocular, com ou sem pigmento acrílico, e o pigmento acrílico não produzem 

efeitos de toxicidade sobre a linhagem celular estudada. 
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4.4 Materiais e Métodos 

Confecção dos corpos de prova  

 Foram confeccionados 9 corpos de prova de materiais utilizados para a 

confecção de prótese ocular, termopolimerizados em água aquecida (Tabela 1). Esses 

corpos de prova foram distribuídos nos seguintes grupos (n=3) [15]: resina N1 

termopolimerizada em água aquecida (RTA), resina N1 + pigmento termopolimerizada 

em água aquecida (RpTA) e, pigmento termopolimerizado em água aquecida (pTA).  

 

Tabela 1. Material, marca comercial e composição química dos materiais utilizados.  

 

 Discos de resina quimicamente ativada foram utilizados para a confecção dos 

corpos de prova citados, obtidos a partir de uma matriz metálica vazada contendo 10 

orifícios circulares. Esses discos, com 10 mm de diâmetro e 3 mm de espessura [27], 

foram incluídos em mufla específica para forno microondas (Artigos Odontológicos 

MATERIAL MARCA COMERCIAL COMPOSIÇÃO QUÍMICA 

RESINA 
ACRÍLICA 

PÓ  

Resina acrílica N1 (Artigos 
Odontológicos Clássico Ltda, 

São Paulo, Brasil)  

Polímero de metilmetacrilato, 
dibutilftalato, acrilato de etila, 

pigmentos 

PIGMENTO PÓ 
Poli-Côr roxo (cor R2) (Artigos 
Odontológicos Clássico Ltda, 

São Paulo, Brasil) 

Polímero  metilmetacrilato,  
dibutilftalato,  acrilato de etila, cerca 

de 1,5% de pigmentos diversos 
orgânicos e inorgânicos 

RESINA 
ACRÍLICA 

LÍQUIDO 

Clássico (Artigos 
Odontológicos Clássico Ltda, 

São Paulo, Brasil) 

Polimerização em água aquecida:  
Monômero de metilmetacrilado, 

topanol 
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Clássico Ltda, São Paulo, Brasil) com a utilização de gesso especial tipo IV (Durone, 

Dentsply Ind e Com Ltda, Rio de Janeiro, Brasil) e silicone extra duro (Zetalabor, 

Rovigo, Itália). Após a cristalização do gesso, as muflas foram abertas e os discos 

removidos, com a consequente obtenção dos moldes [4,28].  

 A resina acrílica (RTA) e o pigmento acrílico isolado (pTA) foram 

proporcionados e manipulados de acordo com as recomendações do fabricante e 

inseridos nos moldes das muflas. No grupo RpTA, a incorporação do pigmento acrílico 

foi realizada no momento da manipulação da resina. Para isso, a resina acrílica e o 

pigmento foram devidamente pesados em balança digital de precisão (BEL 

Equipamentos Analítico, São Paulo, Brasil), sendo o pigmento equivalente a 7 % do 

peso da resina acrílica [29]. 

 Após a inserção dos materiais nos moldes das muflas, a contra-mufla foi 

posicionada sobre a mufla e o conjunto levado a uma prensa hidráulica de bancada, com 

carga de 1.250 kgf por 2 minutos [2,13]. Posteriormente, foi realizada a polimerização 

conforme recomendações do fabricante, iniciada por polimerização de bancada seguida 

de imersão da mufla em água a temperatura ambiente, manutenção em fogo brando por 

30 minutos, seguido de ausência de aquecimento por 30 minutos e fervura por 1 hora. 

Após esse período, os corpos de prova foram removidos e receberam o acabamento para 

remoção dos excessos, com brocas abrasivas maxi-cut. 

 Um corpo de prova adicional de cada grupo foi utilizado para a análise da 

composição química elementar da superfície, em pequenos volumes na ordem de 1 µm³, 

por meio da espectroscopia de energia dispersiva (EDS).  

Obtenção dos extratos 
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 Os extratos das substâncias hidrossolúveis presentes nos corpos de prova foram 

utilizados para a análise da citotoxicidade [15,30]. Três corpos de prova de cada grupo 

foram colocados em um tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura 199 (Gibco, 

Nova Iorque, Estados Unidos) suplementado com 10% de soro fetal bovino, e 

incubados em estufa à 37ºC por 72 horas.  

 Esse período de incubação permitiu a difusão das substâncias hidrossolúveis 

para o meio de cultura, com a formação dos extratos para o teste de citotoxicidade. Em 

seguida, filtros Millex (Millipore, Darmstadt, Alemanha) de 0,22 µm foram utilizados 

para a esterilização dos extratos [11,14]. 

Cultura de células e Teste de citotoxicidade 

 A cultura de células foi o método escolhido para a análise do possível efeito 

citotóxico das substâncias liberadas pelos materiais testados. Para isto, a linhagem de 

células da conjuntiva humana (Wong Kilbourne derivada da conjuntiva Chang, clone 1-

5c-4), obtida da American Type Culture Collection (CCL-20.2, Virgínia, Estados 

Unidos), foi utilizada. Essas células foram expandidas em garrafas com meio de cultura 

199 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 µg/mL de estreptomicina, 10 

µg/mL de penicilina, 10 µg/mL de gentamicina e 250 µg/mL de fungizone e incubadas 

com 5% de CO2, em ambiente com umidade controlada à temperatura de 37ºC 

[18,22,23,31]. 

 Suspensões celulares de 5 x 104 células/mL da linhagem de células da conjuntiva 

humana, previamente determinadas por estudo piloto, foram preparadas, sendo pipetado 

1 mL desta suspensão em cada poço, de uma placa de 24 poços. Após 24 horas de 

incubação nas mesmas condições acima citadas, o meio de cultura foi descartado e 500 

µL de extratos de cada grupo foram adicionados em seus respectivos poços. O grupo 
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não estimulado (controle negativo) consistia em poços sem tratamento, aonde foram 

adicionados apenas o meio 199 com 10% de soro fetal bovino [11,18]. Nos poços 

controle positivo, foram adicionados Tween 20 (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados 

Unidos). Essa placa foi submetida as mesmas condições de incubação e temperatura 

determinadas para a obtenção dos extratos. 

 Após 72 horas de incubação dos extratos em contato com as células, os meios de 

cultura foram descartados e 500 µL de meio 199 sem a adição de soro fetal bovino 

contendo 0,5 mg/mL de MTT (3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio) foram 

adicionados em cada poço, e incubados com 5% de CO2 à temperatura de 37ºC por 4 

horas [11,14,32]. 

 Posteriormente, os meios de cultura foram removidos e o formazan intracelular 

foi liberado pela solubilização com 1mL de álcool etílico 100%. Após a agitação das 

placas por 5 minutos, a mensuração das absorbâncias das amostras foi realizada a 570 

nm em espectrofotômetro UV-Visível (SpectraMax 190, Molecular Devices, Califórnia, 

Estados Unidos). Esse ensaio foi realizado em triplicata [11,15,16,32]. 

Determinação dos níveis de IL1β, IL6, TNF α e CCL3/MIP1α no sobrenadante das 

culturas das células de linhagem estimuladas pelo extrato em diferentes tempos 

 Após 72 horas de imersão dos extratos em contato com as células, o 

sobrenadante das culturas livres de células foi coletado com o objetivo de dosar as 

citocinas pró-inflamatórias interleucina 1β (IL1β), interleucina 6 (IL6) e fator de 

necrose tumoral α (TNF α) e, a proteína inflamatória de macrófagos 1α (CCL3/MIP1α) 

pelo Ensaio Imunoabsorbente de Ligação Enzimática (ELISA) (DuoSet ELISA 

Development Systems, R&D System, Minnesota, Estados Unidos) [31,33,34]. Um 

volume de 100 µL do sobrenadante livre de células foi utilizado para a análise 
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quantitativa em triplicata das amostras. A análise foi realizada de acordo as 

recomendações do fabricante [35].     

Reação de polimerase em cadeia (RT-PCR) 

 A análise da reação de polimerase em cadeia (RT-PCR) foi realizada para a 

quantificação da expressão gênica para colágeno tipo IV (COL IV) (COL4A3BP: 

Hs00178621_m1), metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) (MMMP9: Hs00234579_m1) 

e fator de transformação do crescimento β (TGF β) (TGFB1: Hs0099133_m1) 

(Oliveira), exceto para o grupo pTA.  

 O grupo pTA não foi avaliado, visto que o pigmento resinoso pode ser 

incorporado à resina durante a confecção da prótese ocular, contudo, a sua utilização 

não ocorre de forma isolada. 

 O RNA total das células, obtido após o período de imersão do extrato em contato 

com as células por 72 horas, foi extraído com a utilização do reagente TRIzol 

(Invitrogen Life Technologies, Califórnia, Estados Unidos), de acordo com as 

recomendações do fabricante. A concentração de RNA foi mensurada por 

espectrofotometria. As primeiras cadeias de cDNA foram sintetizadas a partir da 

utilização de 1 µg de RNA total e Superscript II RNase H- reverse transcriptase 

(Invitrogen Life Technologies, Califórnia, Estados Unidos). Após essa etapa, os níveis 

de RNAm para COL IV, MMP9 e TGF β foram mensurados e amplificados com a 

utilização de um aparelho StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 

Invitrogen Life Technologies, Califórnia, Estados Unidos). O controle endógeno 

utilizado foi a detecção de RNAm para β-actina (ACTB: Hs03023880_g1). Para a 

realização das reações, um volume de 20 µL foi utilizado. A análise foi realizada em 

duplicata para cada amostra, de acordo com as condições de ciclos térmicos 
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recomendadas pelo fabricante. Os resultados foram analisados utilizando o método de 

CT (Threshold Cycle) comparativo. 

Análise dos Resultados 

 Os dados do presente estudo, obtidos nos ensaios de MTT, ELISA e RT-PCR, 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) de fator único. Em seguida, o teste 

de Bonferroni foi realizado, com nível de significância de 5%.  
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4.5 Resultados 

 O percentual de proliferação celular para os materiais com diferentes 

pigmentações avaliados no presente estudo está apresentado na Figura 1. Diferença 

estatística foi observada entre os grupos (p=0,000). Os grupos RTA (88,4%) e pTA 

(87,5%) exibiram menores percentuais de proliferação celular, com diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo não estimulado (100%).  

 

Figura 1. Percentual de proliferação celular para os materiais avaliados. GNE: grupo 

não estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em água aquecida. RpTA: resina 

N1 + pigmento termopolimerizada em água aquecida. pTA: pigmento 

termopolimerizado em água aquecida. Os resultados mostram média ± erro padrão dos 

percentuais de proliferação celular. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença 

estatística (p<0,05) em relação ao respectivo grupo não estimulado.  

  

 No presente trabalho, não foram encontradas concentrações detectáveis de IL1β 

e CCL3/MIP1α. Contudo, altos níveis de IL6 foram observados para os grupos testados 
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(Figura 2) e variaram de forma significativa de acordo com o material avaliado 

(p=0,000). Maiores concentrações foram observadas para o grupo RpTA (14.708 

pg/mL), em relação ao grupo não estimulado (9.842 pg/mL) e pTA (3.312 pg/mL). Não 

houve diferença estatisticamente significativa na concentração de IL6 entre o grupo 

RTA (12.374 pg/mL) e o grupo GNE e RpTA.  

 

Figura 2. Concentração de IL6 para os materiais avaliados. GNE: grupo não 

estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em água aquecida. RpTA: resina N1 + 

pigmento termopolimerizada em água aquecida. pTA: pigmento termopolimerizado em 

água aquecida. Os resultados mostram média ± erro padrão da concentração de IL6 

(pg/mL). Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) entre os 

grupos.  

 

 A Figura 3 ilustra a ausência de diferença estatisticamente significativa na 

concentração de TNF α para os materiais com diferentes pigmentações avaliados 

(p=0,264).  
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Figura 3. Concentração de TNF α para os materiais avaliados. GNE: grupo não 

estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em água aquecida. RpTA: resina N1 + 

pigmento termopolimerizada em água aquecida. pTA: pigmento termopolimerizado em 

água aquecida. Os resultados mostram média ± erro padrão da concentração de TNF α 

(pg/mL). Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) entre os 

grupos.  

 

 Por meio da Figura 4, que apresenta a quantificação relativa de RNAm para 

colágeno tipo IV para os materiais testados, foi observada diferença estatística entre os 

grupos (p=0,000). Os grupos RTA (2,21) e não estimulado (2,01) apresentaram maior 

expressão de colágeno tipo IV que o grupo RpTA (1,25), com diferença estatisticamente 

significativa.  
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Figura 4. Quantificação relativa de RNAm para colágeno tipo IV para os materiais 

avaliados. GNE: grupo não estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em água 

aquecida. RpTA: resina N1 + pigmento termopolimerizada em água aquecida. Os 

resultados mostram média ± erro padrão da expressão de colágeno tipo IV. Letras 

maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  

 

 A Figura 5 apresenta a quantificação relativa de RNAm para MMP9 para os 

materiais avaliados. Foi observada diferença estatística entre os mesmos (p=0,03). Os 

grupos RTA (5,75) e não estimulado (5,77) expressaram mais MMP9 que o grupo 

RpTA (2,95), com diferença estatisticamente significativa.  
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Figura 5. Quantificação relativa de RNAm para MMP9 para os materiais avaliados. 

GNE: grupo não estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em água aquecida. 

RpTA: resina N1 + pigmento termopolimerizada em água aquecida. Os resultados 

mostram média ± erro padrão da expressão de MMP9. Letras maiúsculas diferentes 

indicam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos.  

 

 Por meio da Figura 6 é possível observar a quantificação relativa de RNAm para 

TGF β para os materiais avaliados. Houve diferença estatística entre os grupos testados 

(p=0,000), devido ao grupo RTA (2,02) ter expressado mais TGF β que o grupo RpTA 

(1,34).  
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Figura 6. Quantificação relativa de RNAm para TGF β para os materiais avaliados. 

GNE: grupo não estimulado. RTA: resina N1 termopolimerizada em água aquecida. 

RpTA: resina N1 + pigmento termopolimerizada em água aquecida. Os resultados 

mostram média ± erro padrão da expressão de TGF β. Letras maiúsculas diferentes 

indicam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos. 

 

 Os elementos químicos presentes na superfície das amostras foram identificados 

por meio do ensaio de EDS (Tabela 2). Os elementos carbono (C) e oxigênio (O) foram 

detectados para todos os grupos. O grupo RpTA apresentou, adicionalmente, 2,14% de 

silício (Si). No grupo pTA, foi encontrado 1,00% de Si e 0,13% de alumínio (Al).  
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Tabela 2. Porcentagem (%) de cada composto químico para os grupos avaliados por 

meio da espectroscopia de energia dispersiva (EDS). 

COMPOSTOS  GRUPOS  

RTA RpTA pTA 

Carbono (C) 75,79% 74,45% 75,02% 

Oxigênio (O) 24,21% 23,41% 23,85% 

Silício (Si) - 2,14% 1,00% 

Alumínio (Al) - - 0,13% 

RTA: resina N1 termopolimerizada em água aquecida. RpTA: resina N1 + pigmento 
termopolimerizada em água aquecida. pTA: pigmento termopolimerizado em água 
aquecida. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Dissertação de Mestrado	
   Capítulo III 	
  
	
  

	
  
132	
  

4.6 Discussão 

 A hipótese nula de que a resina acrílica com ou sem pigmento acrílico e o 

pigmento acrílico não produzem efeitos de toxicidade sobre a linhagem celular estudada 

não foi aceita, visto que os materiais com diferentes pigmentações apresentaram 

comportamentos divergentes com relação aos ensaios realizados. 

No presente estudo pode-se observar que todos os grupos apresentaram 

proliferação celular maior que 75% (Figura 1), sugerindo assim que os materiais 

utilizados são considerados não citotóxicos de acordo com a ISO-standard 10993-5, que 

avalia os métodos in vitro para a análise da citotoxicidade [30]. Esses resultados estão 

de acordo com os achados de Retamoso et al. [36] que verificaram que os pigmentos 

acrílicos utilizados em resinas ativadas quimicamente não influenciaram na 

biocompatibilidade do material. 

Apesar de não citotóxico, o grupo pTA apresentou o menor percentual de 

proliferação celular (Figura 1). Esse fato pode estar associado à presença de diferentes 

elementos químicos na composição do material. Por meio da análise de EDS, os 

elementos alumínio e silício foram detectados na superfície da amostra desse grupo 

(Tabela 2).  

Sabe-se que o alumínio é um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre 

na forma de óxido de alumínio (Al2O3) [37]. Segundo a Organização Mundial da Saúde, 

atualmente a dose semanal tolerável é de 1 mg de alumínio por quilograma de massa 

corporal [37]. Estudos mostram que o sistema imune parece ser sensível à exposição ao 

Al [37-39]. Algumas pessoas manifestam alergia ao alumínio, sofrendo dermatites ao 

seu contato, inclusive desordens digestivas ao ingerir alimentos cozidos em recipientes 

de alumínio [37-39]. O alumínio não é considerado tão tóxico como os metais pesados, 
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mas existem algumas evidências de certa toxicidade quando ingerido em grandes 

quantidades, principalmente quando na forma de íons, pois o mesmo é solúvel em água 

[37-39]. Apesar do grupo pTA não ter sido citotóxico, a proliferação celular pode ter 

sido reduzida devido a presença de íons de alumínio.  

Pode-se verificar maior concentração, estatisticamente significativa, de IL6 para 

o grupo RpTA quando comparado ao grupo não estimulado (Figura 2). Pelo ensaio de 

EDS, foi observado que as amostras de resina acrílica branca com pigmento 

apresentaram, além de carbono e oxigênio, o elemento silício (Si) (Tabela 2).  

 A presença de concentrações tóxicas de íons metálicos, dentre eles o silício, 

pode estar associada a alterações genéticas, citotoxicidade, reações inflamatórias e 

carcinogênicas [40]. De acordo com Speck-Hernandez & Montoya-Ortiz [41], o 

processo citotóxico resultante da exposição à materiais contendo silício incluem redução 

da atividade metabólica celular, aumento da produção de mediadores inflamatórios, 

como as citocinas pró-inflamatórias (IL1β, IL6 e TNF α) e apoptose. Acreditamos que 

reação semelhante pode ter ocorrido no presente estudo, devido a liberação de íons de 

silício no meio de cultura e consequente exposição das culturas celulares ao mesmo.  

 Não foram encontradas concentrações detectáveis de IL1β e CCL3/MIP1α, 

sugerindo que o estímulo dado pelos extratos dos materiais testados não foi suficiente 

para a célula Chang secretar tais mediadores inflamatórios. 

 Apesar de não ter sido encontrado diferença estatística significativa nas 

concentrações de TNF α, pode-se observar quantidades numericamente maiores desse 

mediador para os materiais avaliados quando comparados ao grupo não estimulado 

(Figura 3). O TNF α é uma das principais citocinas pró-inflamatórias e possui, 

juntamente com IL1 e IL6, a capacidade de aumentar a concentração local de células 
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para reparação tecidual. Uma das funções desse mediador é promover a resposta imune 

e inflamatória por meio do recrutamento de neutrófilos e monócitos para o local da 

infecção, além de ativá-los [42].  

 Com relação à quantificação relativa de RNAm para COL IV, MMP9 e TGF β, 

maiores quantidades desses alvos ocorreram para o grupo não estimulado e RTA 

(Figuras 4 a 6), sem diferença estatisticamente significativa entre eles, indicando que a 

linhagem de células Chang parece produzir esses alvos em condição fisiológica. Foi 

observada semelhança no aumento da expressão gênica de COL IV, assim como da 

expressão gênica de TGF β (proteína é responsável pelo estímulo à síntese de COL IV) 

[42,43]. Sabe-se que o equilíbrio entre a síntese e a quebra de colágeno é essencial 

durante o processo de reparo tecidual, para evitar uma reação fibrosa [44,45], e que o 

COL IV, produzido por células epiteliais, é essencial na composição da sua membrana 

basal [46]. É fundamental haver um equilíbrio na expressão de RNAm para COL IV, 

MMP9 e TGF β, para a preservação da estrutura celular. Contudo, a expressão de 

MMP9, que atua na degradação de COL IV [42,43], aumentou cerca de 3 vezes mais do 

que a expressão de COL IV e TGF β, o que pode ser deletério, visto que a ativação 

excessiva de MMP9 danifica a morfologia celular [47]. 

Ainda é importante ressaltar que basicamente existem duas técnicas de 

pigmentação da esclera artificial para tentar reproduzir de forma mais natural a prótese 

ocular, a técnica extrínseca e a intrínseca, podendo estar associadas ou não. A extrínseca 

consiste em pigmentar a superfície externa da base da prótese após a acrilização, 

utilizando pigmentos solubilizados em monômero de metilmetacrilato que, 

posteriormente serão recobertos por uma fina camada de resina incolor. A técnica 

intrínseca resume-se na incorporação de pequenas camadas de pigmentos à massa da 

resina acrílica que será polimerizada posteriormente [29]. No presente estudo a técnica 
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utilizada foi a intrínseca, que pelos resultados obtidos não afetou a proliferação celular. 

No entanto, faz-se necessário a realização de outros estudos para verificar as demais 

técnicas, que podem estar relacionadas ou não com a maior liberação de subprodutos, 

podendo causar efeitos citotóxicos sobre a célula. Além disso, trabalhos para verificar e 

quantificar íons que podem ser liberados após a polimerização dos materiais estudados, 

devem ser realizados. 
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4.7 Conclusão 

 Os materiais avaliados apresentaram comportamentos divergentes em relação a 

citotoxicidade, ativação celular e produção de proteínas de matriz. O grupo RpTC 

apresentou semelhança estatística ao grupo não estimulado em relação à proliferação 

celular, não sendo citotóxico, apesar de ter estimulado a produção de IL6.  
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