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RESUMO 

 

O objetivo desse estudo foi avaliar a influência de diferentes ciclos e métodos de 

polimerização da resina acrílica (RA) branca de próteses oculares sobre a 

biocompatibilidade de células da conjuntiva humana e resposta inflamatória do tecido 

subcutâneo de ratos. Para isso, foram confeccionados corpos de prova em RA 

termopolimerizados em água aquecida (RNAA), por energia de microondas (RNTM) e 

quimicamente ativados (RNQA). Para a análise in vivo, a resposta inflamatória desses 3 

grupos (n=20/grupo) foi avaliada no tecido subcutâneo de 20 ratos Wistar por 7, 15, 30 e 

60 dias (d). Células inflamatórias foram contadas no tecido adjacente ao corpo de prova 

após coloração com hematoxilina e eosina. A análise imunohistoquímica foi realizada 

para a detecção de IL-1β, IL-6, TNFα, IL-17 e CCL20. Para a análise in vitro, diferentes 

ciclos de polimerização para cada método citado foram avaliados, totalizando 11 grupos 

(n=8/grupo). Foram realizadas análises de grau de conversão (GC), MTT, Alamar Blue, 

ELISA, RT-PCR em tempo real e dupla marcação de Anexina V e iodeto de propídio. 

Dados quantitativos foram submetidos à Análise de Variância e ao teste de Tukey com 

significância de 5%. Os resultados qualitativos foram comparados visualmente. Na 

análise in vivo, houve infiltrado inflamatório moderado para os grupos RNTM e RNQA 

e leve para o grupo RNAA após 7 d. O infiltrado inflamatório e a imunomarcação dos 

alvos testados diminuiu gradativamente ao longo dos 60 d. O grupo RNTM exibiu mais 

células inflamatórias, com exceção do grupo RNAA, que apresentou mais eosinófilos e 
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linfócitos após 15 d, e do grupo RNQA, onde foi observado mais macrófagos em 15 d e 

neutrófilos em 60 d. Os grupos RNAA e RNQA apresentaram maior imunomarcação de 

IL-1β após 7 d. O grupo RNQA apresentou maior imunomarcação de IL-1β (15 e 30 d), 

IL-6 (30 e 60 d), IL-17 (15 e 30 d) e TNF-α (7 d). Os grupos RNAA e RNTM 

apresentaram maior imunomarcação de TNF-α nos períodos de 15 e 30 d, enquanto o 

grupo RNTM, aos 60 d. Na análise in vitro, todos os grupos apresentaram proliferação 

celular maior que 75%. O ciclo longo de polimerização em microondas apresentou menor 

GC e percentual de proliferação celular no MTT e resultou em grande liberação de IL-2. 

No ensaio de Alamar Blue, esse grupo apresentou baixo percentual de proliferação 

celular, assim como o grupo que recebeu ciclo longo de polimerização em água aquecida 

e grupos submetidos à ativação química. Maior liberação de IL-6 foi observada nos 

grupos submetidos à ativação química e de IL-23 para o ciclo curto de polimerização em 

microondas. Maior expressão gênica de TGF β1 ocorreu para o grupo que recebeu ciclo 

longo de polimerização em água aquecida seguido de 30 min de armazenamento em água. 

Maior expressão gênica de CASP9 ocorreu para o grupo ativado quimicamente sobre a 

bancada. Pode-se concluir que os métodos de polimerização por meio de energia de 

microondas (ciclos longo e curto) e por ativação química desencadearam uma resposta 

inflamatória mais intensa. Dentre os métodos de polimerização recomendados pelo 

fabricante, a polimerização em água aquecida apresentou resultados mais satisfatórios. 

Palavras-chave: Olho artificial. Resinas acrílicas. Citotoxicidade imunológica. Teste de 

materiais.   
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SILVA, EVF. Biocompatibility of ocular prosthesis acrylic resin: in vitro and in vivo 
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Paulista, Araçatuba, 2018. 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate the influence of different cycles and methods of 

white color acrylic resin (AR) for ocular prosthesis on the biocompatibility of human 

conjunctival cells and on the inflammatory response of rat subcutaneous tissue. For this, 

AR specimens were prepared in water bath (NRWB), by microwave energy (NRME), 

and chemically activated (ANR). For in vivo analysis, the inflammatory response of these 

3 groups (n=20/group) was assessed in subcutaneous tissue of 20 Wistar rats at 7, 15, 30 

and 60 days (d). Inflammatory cells were counted in the tissue adjacent to specimen after 

staining with hematoxylin and eosin. The immunohistochemical analysis was performed 

for the detection of IL-1β, IL-6, TNFα, IL-17, and CCL20. For in vitro analysis, different 

cycles of polymerization for each method were evaluated, with a total of 11 groups 

(n=8/group). The degree of conversion (DC), MTT, ELISA, real-time RT-PCR and 

Annexin V and propidium iodide assays were performed. Quantitative data were 

submitted to Analysis of Variance and Tukey test with a 5% significance. Qualitative data 

were submitted to visual comparison. In in vivo analysis, there was a moderate 

inflammatory infiltrate for groups NRME and ANR, and a light infiltrate for the group 

NRWB after 7 d. The inflammatory infiltrate and the immunolabeling of tested targets 

decreased gradually during the 60 d. The group NRME exhibited the highest number of 

inflammatory cells, except for the group NRWB, which presented a higher number of 

eosinophils and lymphocytes after 15 d, and for the group ANR, where a higher number 
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of macrophages and neutrophils were observed at 15 d and at 60 d, respectively. Groups 

NRWB and ANR showed higher IL-1β immunolabeling after 7 d. The group ANR had 

the highest immunolabeling of IL-1β (15 and 30 d), IL-6 (30 and 60 d), IL-17 (15 and 30 

d), and TNF-α (7 d). Groups NRWB and NRME showed greater immunolabeling in the 

periods of 15 and 30 d, while the group NRME had also high results at 60 d. In in vitro 

analysis, all groups showed cell proliferation higher than 75%. The long cycle of 

polymerization using microwave energy resulted in lower DC and lower percentage of 

cell proliferation in the MTT assay and in large release of IL-2. In the Alamar Blue assay, 

this group had a low percentage of cell proliferation, as well as the group that received a 

long cycle of polymerization in water bath and groups submitted to chemical activation. 

A higher release of IL-6 was observed in groups submitted to chemical activation and of 

IL-23, for the short cycle of polymerization in microwave. Higher TGF β1 gene 

expression occurred for the group that received long cycle of polymerization in water bath 

followed by 30 min of storage in water. Higher CASP 9 gene expression occurred for the 

chemically activated group on bench. It can be concluded that the polymerization by 

microwave energy (long and short cycles) and by chemical activation resulted in higher 

inflammatory response. Among methods recommended by the manufacturer, the water 

bath polymerization showed more satisfactory results.  

Keywords: Ocular prosthesis. Acrylic resins. Cellular immune response. 

Biocompatibility testing.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 A prótese ocular é uma opção de tratamento para indivíduos anoftálmicos, visando 

reestabelecer a estética facial e a autoestima e favorecer a reintegração do indivíduo na 

sociedade. A prótese permite restaurar e manter a saúde das estruturas remanescentes e é 

composta em maior volume por resina acrílica (RA) branca, para a simulação artificial da 

esclera e, em menor quantidade por incolor, para o recobrimento da caracterização da 

prótese. Quanto aos métodos de polimerização, a RA pode ser termopolimerizada em 

água aquecida ou por energia de microondas e, ativada quimicamente.  

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

de metila (MMA) e um líquido de monômero de MMA, permite a conversão de 

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

substâncias potencialmente tóxicas podem ser liberadas quando reações incompletas de 

polimerização ocorrem, como formaldeído, ácido benzóico, ácido metacrílico, salicilato 

de fenila, dibutilftalato, benzoato de fenila e monômeros residuais de MMA.  

 Diferentes ciclos e métodos de polimerização da RA foram previamente 

avaliados, além do proposto pelo fabricante, quanto à sua influência nas características 

estéticas e mecânicas do material. Contudo, o comportamento biológico do material foi 

avaliado em RA de prótese total e ocular, porém sem comparação entre ciclos e métodos 

de polimerização.  

 O armazenamento da prótese em água por 24 h, previamente à instalação no 

indivíduo, é recomendado visando a liberação do monômero residual e a redução da 

irritação da mucosa. Contudo, a liberação de monômero pode ser contínua, mesmo após 

a polimerização do material recomendada pelo fabricante, podendo ocorrer por anos.  

 Dentre os fatores envolvidos no sucesso da reabilitação protética, é essencial que 

o material artificial utilizado possua a capacidade de não provocar efeitos indesejáveis no 
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indivíduo que o recebe. Essa qualidade consiste na biocompatibilidade do material. 

Diversos autores relatam a irritação física na cavidade anoftálmica associada ao uso de 

próteses oculares, devido ao material e ao processo utilizados para a confecção da prótese. 

Sabe-se que a irritação da mucosa oral é o efeito local mais severo associado à RA. 

Contudo, a mucosa mastigatória é queratinizada, o que está associado à maior resistência 

a substâncias tóxicas, diferentemente da conjuntiva ocular, que não é queratinizada. 

Portanto, o comportamento da exposição à RA é potencialmente mais tóxico nessas 

condições, sendo de suma importância entender como esse processo ocorre.  

 Os trabalhos de citotoxicidade presentes na literatura abordam, em regra, resinas 

termopolimerizadas de ciclo longo. Contudo, muitos profissionais utilizam resinas 

termopolimerizadas de ciclo curto, como a que será utilizada no presente estudo, inclusive 

para a confecção de próteses oculares. Visto que esse material é bastante utilizado, devido 

as vantagens de maior rapidez na sua confecção, quando comparado às resinas de ciclo 

longo, diferentes métodos e ciclos de polimerização do mesmo devem ser avaliados, 

visando identificar o que possui maior biocompatibilidade, para garantir a segurança na 

sua utilização. Com relação à resina polimerizada por energia de microondas, é 

interessante avaliá-la devido a rapidez e praticidade na sua confecção, com o objetivo de 

estabelecer o tempo mínimo para a obtenção de resultados satisfatórios, pois a 

citotoxicidade do material pode ser influenciada pelos parâmetros de tempo e potência do 

microondas. É ainda importante avaliar se é possível reduzir a toxicidade causada pela 

resina autopolimerizada, visto que é a que permite a confecção da prótese em menor 

tempo e permitiria pequenas correções e reembasamentos da prótese ocular na clínica. 

 Testes in vitro são essenciais para garantir a utilização dos materiais 

odontológicos em seres humanos com segurança, pois permitem a avaliação do 

comportamento celular na ausência da complexidade do organismo vivo. Além da 
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atividade citotóxica do material, também deve-se analisar a produção de mediadores que 

participam da inflamação, uma reação de resposta do organismo frente a um agente 

invasor que, quando em excesso, pode provocar danos irreversíveis. Por conta disso, é 

importante avaliar a capacidade das próteses oculares de induzir a liberação de citocinas 

e quimiocinas pró-inflamatórias e o seu mecanismo de ativação, atuação e atividade 

quimiotáxica. Esses mediadores secretados em condições de resposta inflamatória 

incluem o padrão de citocinas Th1, de atuação pró-inflamatória, e Th2, de ação anti-

inflamatória. Os principais mediadores secretados em condições de resposta inflamatória 

aguda incluem IL-1β, IL-6 e TNF-α.  

 Adicionalmente, é essencial o estudo da morte celular induzida pelas próteses 

oculares, visto que esse fenômeno pode ser causado pela presença de monômeros 

residuais provenientes da polimerização incompleta das RAs. Este fato decorre de 

diferentes fatores, como a presença de infiltrado inflamatório e, em nível celular, de danos 

genéticos no DNA e estresse oxidativo. Além disso, a análise da morte celular induzida 

pelas próteses oculares pode ser realizada por meio da detecção de apoptose e necrose, 

além da avaliação de proteínas antiapoptóticas (como a proteína de sequência 1 de 

Leucemia de Células mieloides, Mcl-1) e proteases envolvidas na apoptose (como as 

caspases 3 e 9). Enquanto a Mcl-1 é uma proteína que atua no controle da apoptose, 

promovendo a sobrevivência celular, a ativação das caspases induz o desequilíbrio 

intracelular pelo aumento de espécies reativas de oxigênio. 

 Além disso, é essencial avaliar o mecanismo de reparo tecidual, com o estudo da 

expressão gênica de proteínas que compõem a matriz extracelular (como o colágeno tipo 

IV - COL IV) e das enzimas (como a metaloproteinase de matriz 9 - MMP9) e fatores 

(como o fator de transformação do crescimento β - TGF β) que as regulam. O COL IV, 

produzido por células epiteliais, é essencial na composição da sua membrana basal. O 
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equilíbrio entre a sua síntese, estimulada pelo TGF β, e degradação, causada pela MMP9, 

é importante durante o processo de reparo tecidual, visando evitar uma reação fibrosa. 

 Os testes in vivo de toxicidade permitem o estudo dos mecanismos de reação 

adversa à um material. Por meio dos mesmos, é possível estudar as interações entre 

células e tecidos, simulando uma condição mais semelhante ao que ocorreria em 

humanos. Por meio do modelo de implantação no tecido subcutâneo de ratos, é possível 

analisar os efeitos locais de um determinado estímulo, possibilitando, por exemplo, a 

identificação de células inflamatórias e a análise da resposta tecidual local. Como estudos 

em humanos envolvem questões éticas para a sua realização e como os resultados obtidos 

em modelos animais possuem boa previsibilidade para a toxicidade em humanos (cerca 

de 70-80%), não sendo modelos mais resistentes do que em humanos, o presente estudo 

pode fornecer informações úteis para posteriormente ser testado em humanos.  

 Em uma revisão da literatura sobre a toxicidade da RA, foi observado que os 

artigos publicados sobre a toxicidade da RA de base de dentadura analisaram apenas se o 

material alterou ou não a proliferação celular, contudo o mecanismo pelo qual a 

toxicidade ocorre, a atividade quimiotáxica e a análise de apoptose ou necrose celular não 

foram previamente realizadas. Dessa forma, o presente estudo trará muitos benefícios 

para os profissionais e pacientes, pois permitirá identificar o(s) protocolo(s) mais 

biocompatível(is) para a confecção da prótese ocular. 

 Portanto, este estudo busca compreender, com maior clareza, os efeitos de 

diferentes ciclos e métodos de polimerização da RA branca de próteses oculares sobre a 

biocompatibilidade de células da conjuntiva humana e resposta inflamatória do tecido 

subcutâneo de ratos.   
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Avaliação da resposta inflamatória do tecido subcutâneo de ratos à diferentes métodos de 

polimerização da resina acrílica branca de próteses oculares * 

2.1 Resumo 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta tecidual de diferentes métodos de 

polimerização da resina acrílica (RA) branca no tecido subcutâneo de ratos Wistar, por meio da 

análise da resposta inflamatória. Foram confeccionados 60 corpos de prova em RA 

termopolimerizados em água aquecida (RNAA), por energia de microondas (RNTM) e 

quimicamente ativados (RNQA) (n=20/grupo). A resposta inflamatória foi analisada por meio 

do modelo de implantação de um corpo de prova de cada grupo no tecido subcutâneo de 20 

ratos Wistar e avaliados 7, 15, 30 e 60 d após (n=20). Mastócitos, eosinófilos, linfócitos, 

macrófagos e neutrófilos foram contados no tecido adjacente ao corpo de prova após coloração 

com hematoxilina e eosina. A análise imunohistoquímica foi realizada para a detecção de IL-

1β, IL-6, TNF-α, IL-17 e MIP-3α. Os dados foram submetidos à Análise de Variância dois 

fatores e ao teste de Tukey com significância de 5%. Os resultados qualitativos foram 

comparados visualmente. Houve infiltrado inflamatório moderado para os grupos RNTM e 

RNQA e leve para o grupo RNAA após o período de 7 d. O infiltrado inflamatório e a 

imunomarcação dos alvos testados diminuiu gradativamente ao longo do período de 60 d. O 

grupo RNTM exibiu o maior número de células inflamatórias, com exceção do grupo RNAA, 

que apresentou maior número de eosinófilos e linfócitos no período de 15 d, e do grupo RNQA, 

onde foi observado maior número de macrófagos em 15 d e neutrófilos em 60 d. Os grupos 

RNAA e RNQA apresentaram maior imunomarcação de IL-1β no período de 7 d. O grupo 

RNQA apresentou maior imunomarcação de IL-1β (15 e 30 d), IL-6 (30 e 60 d), IL-17 (15 e 30 

d) e TNF-α (7 d). Os grupos RNAA e RNTM apresentaram maior imunomarcação de TNF-α 

nos períodos de 15 e 30 d, enquanto o grupo RNTM, aos 60 d. Com base nos resultados, pode-  

* Este artigo será formatado de acordo com as normas do períodico Biomaterials.  
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se concluir que os métodos de polimerização da resina por energia de microondas e por ativação 

química desencadearam uma resposta inflamatória mais intensa. 

Palavras-chave: Olho artificial. Resinas acrílicas. Teste de materiais.   

 

2.2 Introdução 

 O uso da prótese ocular para melhorar a autoestima dos indivíduos anoftálmicos, por 

meio do reestabelecimento da estética facial e manutenção da saúde das estruturas 

remanescentes, é um procedimento reabilitador viável e seguro.1–3 Essa prótese, composta em 

maior volume por resina acrílica (RA) branca e em menor volume por resina incolor, pode ser 

polimerizada em água aquecida, por energia de microondas e ativada quimicamente.3–6  

 Dentre os fatores envolvidos no sucesso da reabilitação protética, é essencial que o 

material artificial utilizado possua a capacidade de não provocar efeitos indesejáveis, sejam 

locais ou sistêmicos, no indivíduo que o recebe.7 Porém, existem relatos na literatura de 

irritação associada ao uso de próteses oculares,8,9 que podem ocorrer quando há a conversão 

incompleta de monômeros de metacrilato de metila (MMA) em polímeros,4,10 com a liberação 

de substâncias potencialmente tóxicas, como formaldeído, ácido benzóico, ácido metacrílico, 

salicilato de fenila, dibutilftalato, benzoato de fenila e monômeros residuais de MMA.7,11–15  

 Os testes in vivo de toxicidade permitem o estudo dos mecanismos de reação adversa à 

um material,16 por meio da análise de interações entre células e tecidos, simulando uma 

condição mais semelhante ao que ocorreria em humanos.17–19 O modelo de implantação no 

tecido subcutâneo de ratos permite analisar os efeitos locais de um determinado estímulo, 

possibilitando, por exemplo, a identificação de células inflamatórias e a análise da resposta 

tecidual local.20,21 Uma resposta inflamatória excessiva do organismo pode provocar danos 

irreversíveis,22 portanto é importante avaliar a capacidade das próteses oculares de induzir a 

liberação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias e conhecer o seu mecanismo de atividade 
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quimiotáxica.22 Esses mediadores secretados em condições de resposta inflamatória incluem o 

padrão de citocinas Th1, de atuação pró-inflamatória sendo os principais IL-1β, IL-6 e TNF-α, 

e Th2, de ação anti-inflamatória.23 

 Visto que estudos em humanos envolvem questões éticas para a sua realização e como 

os resultados obtidos em modelos animais possuem boa previsibilidade para a toxicidade em 

humanos (cerca de 70-80%),19 não sendo modelos mais resistentes do que em humanos, o 

presente estudo pode fornecer informações úteis para pacientes e profissionais. O objetivo do 

presente estudo foi avaliar a resposta tecidual de diferentes métodos de polimerização da RA 

branca no tecido subcutâneo de ratos Wistar, por meio da análise da resposta inflamatória.  

 A hipótese nula testada é que os diferentes métodos de polimerização da RA branca não 

produzem efeitos de resposta tecidual inflamatória no tecido subcutâneo de ratos. 

 

2.3 Materiais e Métodos 

2.3.1 Confecção dos corpos de prova  

 Foram confeccionados 60 corpos de prova em RA na cor branca (N1) (Artigos 

Odontológicos Clássico Ltda) e distribuídos em 3 grupos (n=20), de acordo com o método de 

polimerização: resina termopolimerizada em água aquecida (RNAA, Clássico, Artigos 

Odontológicos Clássico Ltda), resina polimerizada por energia de microondas (RNTM, Onda 

Cryl, Artigos Odontológicos Clássico Ltda) e resina quimicamente ativada (RNQA, Jet, Artigos 

Odontológicos Clássico Ltda) (Tabela 1).5  

 Os corpos de prova foram obtidos a partir de uma matriz metálica vazada contendo 10 

compartimentos circulares com 10 mm de diâmetro e 3 mm de espessura.2,5 A RA foi 

proporcionada, manipulada conforme recomendações do fabricante e inserida nos moldes das 

muflas. Para a polimerização, a contra-mufla foi posicionada sobre a mufla e o conjunto 

mantido a uma carga de 1.250 kgf em prensa hidráulica de bancada por 2 min.24,25 A 
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polimerização foi realizada conforme citado na Tabela 1 e, após esse período, os corpos de 

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

brocas abrasivas.5 

2.3.2 Procedimento cirúrgico 

 Foram utilizados vinte ratos Wistar Albino, do sexo masculino, com idade de 4 meses. 

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e receberam água e 

alimentação ad libitum.20,21 Inicialmente, os corpos de prova foram esterilizados por exposição 

à luz ultra-violeta por 30 min por face.26 Os animais foram anestesiados por injeção 

intraperitoneal de quetamina (25 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Então, foi realizada a tricotomia 

no dorso e assepsia da região dorsal com solução de Povidona-iodo (PVPI) 5%.20,21 Foi 

realizada uma incisão de 2 cm no sentido longitudinal em relação ao corpo do animal, com uma 

lâmina de bisturi nº 15 (Bard-Parker, Franklin Lakes). O tecido conjuntivo foi divulsionado 

lateralmente, com auxílio de uma tesoura de ponta romba, para a formação de três lojas 

cirúrgicas, correspondentes a cada grupo testado. Um corpo de prova de cada grupo foi 

implantado no espaço criado da loja cirúrgica correspondente, de forma que permanecessem 

distantes entre si, e a pele foi suturada com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson).27 

2.3.3 Estudo histológico 

 Decorridos os períodos de 7, 15, 30 e 60 d após a implantação (n=5), foi realizada a 

eutanásia dos animais, com overdose de anestésico inalatório (Isoflurano, Cristália). Os corpos 

de prova e tecidos adjacentes foram removidos e fixados em formol tamponado 10% pH 7,0. 

Para o processamento histológico, as peças foram desidratadas em concentrações crescentes de 

álcool etílico (70%, 80%, 90%, 100%-I, 100%-II, 100%-III). Posteriormente, o corpo de prova 

foi cuidadosamente removido do interior do tecido que, por sua vez, foi diafanizado em banhos 

de Xilol e, finalmente, infiltrado e incluído em parafina. Os espécimes foram seccionados em 

cortes de 3 µm e corados com hematoxilina e eosina (HE), para posterior estudo microscópico 
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da contagem de células.20,21 A resposta tecidual foi classificada em 0 (nenhuma ou poucas 

células inflamatórias e sem reação tecidual), 1 (menos de 25 células e reação leve), 2 (entre 25 

e 125 células e reação moderada) e 3 (mais de 125 células e reação severa). Uma média do 

número de células para cada grupo foi obtida a partir da contagem de mastócitos, eosinófilos, 

linfócitos, macrófagos e neutrófilos, contados em 10 áreas separadas (magnificação 40´) de 

uma lâmina por um avaliador único.20,21 

2.3.4 Reações imunohistoquímicas(IHQ) 

 Foram selecionadas 20 lâminas de cada grupo para realização de reações IHQ, onde 

foram utilizados anticorpos primários feitos em cabra, para a detecção de interleucinas (IL) 1β, 

6 e 17 (Santa Cruz Biotechnology Inc.), e feitos em coelho, para a detecção de fator de necrose 

tumoral α (TNF-α) e proteína inflamatória de macrófago 3α (MIP-3α/CCL20) (Abcam) (n=5). 

Esses anticorpos foram selecionados devido à sua alta atuação em processos inflamatórios. 

Como anticorpo secundário, foi utilizado anticorpo biotinilado anti-IgG de cabra gerado em 

coelho (Santa Cruz Biotechnology Inc.) e de coelho gerado em cabra (Abcam). As reações 

obtidas foram amplificadas com o complexo de avidina-biotina (ABC Kit) (Vector Vectastain 

Elite ABC Kit Standard) e a Diaminobenzidina (DAB) (DAKO) foi o cromógeno utilizado. Ao 

término das reações IHQ, as lâminas receberam a contra-coloração pela Hematoxilina de Harris 

por 5 seg e passaram pelas etapas de desidratação para a montagem das lâminas com meio de 

montagem (DPX, Sigma Aldrich). O controle negativo das reações foi executado utilizando-se 

o protocolo descrito anteriormente, na ausência do emprego dos anticorpos primários.28,29 

 Foi realizado o registro fotográfico das lâminas (magnificação 20´, exceto para MIP-

3α onde foi utilizada magnificação 10´), com câmera Olympus XC50 (Olympus) acoplada ao 

microscópio Olympus BX53 (Olympus). Houve um padrão de imumomarcação difusa para IL-

1β, IL-6, IL-17 e TNF-α. Portanto, as imagens foram deconvoluídas por meio do programa Fiji 

Image J e analisadas em limiar de cor padrão por um avaliador único. Já a imunomarcação MIP-
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3α apresentou-se pontual, sendo realizada a contagem de células marcadas por campo. Um 

valor médio de imunomarcação foi obtido para cada alvo. 

2.3.5 Análise estatística 

 O software SPSS 21.0 (IBM Incorporation) foi utilizado para a análise dos dados. A 

avaliação quantitativa do processo inflamatório (coloração HE) e análise IHQ foram 

submetidas à análise de variância (ANOVA) dois fatores (Grupo e Período) e ao teste de Tukey 

com significância de 5%. Os resultados qualitativos foram comparados visualmente. 

 

2.4 Resultados 

 Para avaliar a resposta inflamatória gerada pelo implante subcutâneo nas diferentes 

condições experimentais, foram analisados cortes corados por HE. Durante a análise, pode-se 

verificar a presença de infiltrado inflamatório moderado após 7 d da implantação de corpos de 

prova referentes aos grupos RNTM e RNQA; e leve após o mesmo período de implantação de 

corpos de prova do grupo RNAA. Ao longo do tempo de análise essas características indicativas 

de resposta inflamatória foram diminuindo gradativamente. Não foi observado, em nenhum dos 

grupos propostos, presença de necrose no tecido adjacente e formação de granulomas (Figura 

1). Esse resultado fica mais evidente quando se avalia a média de células que foram recrutadas 

para o foco do processo inflamatório. Nos primeiros 7 d, foi observado um número maior de 

células (mastócitos, eosinófilos, linfócitos e neutrófilos) em comparação aos demais períodos, 

com exceção dos macrófagos que estavam em maior quantidade no período referente a 30 d. O 

grupo RNTM exibiu o maior número de células inflamatórias (Figuras 2 a 6), com exceção do 

grupo RNAA, que apresentou maior número de eosinófilos (Figura 3) e linfócitos (Figura 4) no 

período de 15 d, e do grupo RNQA, onde foi observado maior número de macrófagos em 15 d 

(Figura 5) e neutrófilos em 60 d (Figura 6). 

 Por meio da análise de IHQ, foi identificada a imunomarcação de diferentes alvos 
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(Figuras 7 a 16). De forma geral, quando analisada a imunomarcação ao longo de todos os 

períodos, maior resposta foi verificada após 7 d de implantação dos corpos de prova. Porém, 

exceções foram verificadas para a imunomarcação de IL-1β dos grupos RNTM (apenas 

numérica) e RNQA, onde a resposta foi maior aos 15 d de implantação (Figura 8); para o IL-6 

do grupo RNQA, onde a resposta foi maior aos 30 d (Figura 10) e; para o MIP-3α dos grupos 

RNAA e RNQA, onde a resposta foi maior aos 30 d (Figura 16). Porém, para todos os alvos 

houve diminuição da imunomarcação no período de 60 d, em relação aos períodos anteriores.  

 Após 7 d de implantação dos corpos de prova, pode se verificar que os grupos RNAA e 

RNQA apresentaram maior imunomarcação de IL-1β, com diferença estatisticamente 

significativa em relação ao grupo RNTM. No entanto, pode-se verificar nas análises de 15 e 30 

d, que maior marcação foi verificada para o grupo RNQA (Figura 8). Não foi observada 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos em relação à imunomarcação de IL-6 

após 7 d de implantação dos corpos de prova. Porém, o grupo RNQA apresentou maior 

imunomarcação após os períodos de 30 e 60 d, sendo diferente estatisticamente dos demais 

grupos. Apesar a marcação de IL-6 ter reduzido aos 60 d, este grupo ainda apresentou uma 

quantificação estatisticamente igual ao período de 7 d (Figura 10). O grupo RNQA foi o que 

apresentou maior imunomarcação de IL-17, sendo estatisticamente diferente dos demais grupos 

nos períodos de 15 e 30 d (Figura 12). Com relação ao TNF-α, o grupo RNQA exibiu maior 

imunomarcação após 7 d de implantação, com diferença estatisticamente significativa em 

relação ao grupo RNTM. No entanto, nas análises de 15 e 30 d, a maior marcação foi verificada 

para os grupos RNAA e RNTM. Aos 60 d, o grupo RNTM exibiu maior imunomarcação que 

os demais grupos (Figura 14). Na análise da imunomarcação de MIP-3α, não foi observada 

diferença estatisticamente entre os grupos nos diferentes períodos (Figura 16). Imagens 

representativas dos controles negativos da imunomarcação estão apresentados nas Figuras 17 e 

18.   
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2.5 Discussão 

 A hipótese nula testada que os diferentes métodos de polimerização da RA branca não 

produzem efeitos de resposta tecidual inflamatória no tecido subcutâneo de ratos foi negada, 

visto que foram observadas diferenças entre os grupos, com relação ao número de células 

associadas à inflamação e à imunomarcação dos mediadores inflamatórios avaliados.  

Ensaios in vivo envolvem a complexidade da interação célula-célula e entre células e 

tecidos, além de envolver uma diversidade de tipos celulares e efeitos hormonais e 

sistêmicos,17–19,30 sendo essencial analisar a resposta tecidual local após a implantação da RA 

de prótese ocular no tecido subcutâneo de ratos. Considerando que a biocompatibilidade é 

diretamente dependente dos componentes liberados pela RA,31 foi observada a diminuição da 

resposta inflamatória ao longo do tempo. Mastócitos, eosinófilos, linfócitos e neutrófilos foram 

observados em maior quantidade nos primeiros 7 d após implantação dos corpos de prova, 

especialmente para o grupo RNTM (Figuras 1 a 4 e 6). Durante a polimerização por 

microondas, há o confinamento da resina no interior da mufla e o processo é realizado em 

ambiente seco, sendo dificultado o processo de lixiviação de monômeros residuais e outras 

substâncias.5 Além disso, a energia de microondas age somente sobre as moléculas de 

monômero.32,33 Esses fatores podem explicar os resultados encontrados. Corroborando com 

esses resultados, da Silva et al.5 verificaram resultados insatisfatórios in vitro da RNTM, que 

causou discreta citotoxicidade em linhagem de células da conjuntiva ocular.      

Os mediadores secretados em condições de resposta inflamatória aguda incluem 

diversas citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF-α, estão presentes nas primeiras 

horas no sítio inflamatório, sendo responsáveis pela atividade quimiotática para diferentes 

células nos primeiros dias da inflamação,23,34 corroborando com os resultados do presente 

estudo. Os grupos RNAA e RNQA apresentaram maior imunomarcação de IL-1β no período 



 Tese de Doutorado Capítulo I   
 

 49 

de 7 d (Figuras 7 e 8), enquanto o grupo RNQA apresentou maior imunomarcação de TNF-α 

no período de 7 d (Figuras 13 e 14). Esses mediadores são sintetizados por linfócitos, 

macrófagos, dentre outras células, e atuam de forma quimiotáxica atraindo células, como os 

linfócitos, para o sítio inflamatório.34–36 Os linfócitos, cuja função principal é produzir 

anticorpos (Linfócitos B) e induzir a resposta inflamatória (Linfócitos T),34 foram as células 

mais recrutadas durante o processo, principalmente nos primeiros 7 d (Figura 4), seguido de 

mastócitos (Figura 2) e eosinófilos (Figura 3).  

Neutrófilos e macrófagos foram encontrados em menor quantidade no período de 7 d 

(Figuras 1, 5, 6). A ausência de invasão importante de neutrófilos no tecido indica que não 

houve resposta inflamatória severa ou necrose associada ao implante subcutâneo, corroborando 

com Yokoyama et al.37 Esses autores encontraram resultados semelhantes com a implantação 

de nanofibras de carbono no tecido subcutâneo, afirmando que a baixa quantidade de 

neutrófilos está associado à presença de um material não agudamente tóxico.37 Já os 

macrófagos, foram observados em maior quantidade no período de 30 d (Figura 5). 

Possivelmente, os macrófagos foram "alternativamente" ativados (M2) a partir do estímulo que 

receberam, sendo atraídos para o local de implantação mais tardiamente.38 Nessa condição, os 

macrófagos M2 promovem uma resposta imune do tipo Th2, induzindo o processo de reparo 

tecidual, angiogênese, remodelamento da matriz extracelular e atividade anti-inflamatória.38,39  

Porém, é interessante observar que o grupo RNQA apresentou maior imunomarcação 

de diferentes mediadores inflamatórios em períodos mais avançados de análise: IL-1β (15 e 30 

d) (Figuras 7 e 8), IL-6 (30 e 60 d) (Figuras 9 e 10), IL-17 (15 e 30 d) (Figuras 11 e 12). Esse 

fato pode ser explicado pelo baixo grau de conversão da resina acrílica durante a polimerização 

quimicamente ativada, resultando na liberação contínua de radicais livres e monômeros 

residuais não reagidos durante a polimerização.31,40 Estes são potencialmente irritantes ao 

tecido,40 podendo ter influenciado na liberação contínua de mediadores pró-inflamatórios. A 
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IL-17 tem um importante papel na indução da inflamação tecidual local e a MIP-3α, também 

conhecida por CCL20, é uma quimiocina inflamatória e, durante a inflamação, pode ser 

secretada ou expressa pelas células endoteliais, neutrófilos, células natural killers, linfócitos 

Th17, linfócitos B, e uma variedades de outras células do sistema imune relacionadas à resposta 

pró-inflamatória ou citotóxica.26 

Os grupos RNAA e RNTM apresentaram maior imunomarcação de TNF-α nos períodos 

de 15 e 30 d (Figuras 13 e 14). Esses achados corroboram com o estudo de Gretzer et al.,41 onde 

os autores observaram maior na quantidade de TNF-α no período de 21 d de análise. Os autores 

associam esse fator à uma resposta bifásica do TNF-α pois, além do aumento inicial da sua 

quantidade associado à implantação do corpo de prova, há um aumento desse mediador no 

estágio de reparo.41    

No período de 60 d, houve diminuição da imunomarcação para todos os alvos da IHQ 

(Figuras 7 a 16). No entanto, é importante ressaltar que, neste período, os grupos RNQA e 

RNTM apresentaram imunomarcação estatisticamente maior de IL-6 (Figura 10) e TNF-α 

(Figura 14), respectivamente. Isso nos faz concluir que, apesar da resposta inflamatória ter 

diminuído, ela parece ter sido mais intensa nestes dois grupos.  

Uma das limitações do estudo é que períodos de análise da resposta inflamatória 

menores que 7 d não foram incluídos. Porém, o intuito foi de evitar a interferência do fator 

procedimento cirúrgico em si nos resultados41 e para permitir que houvesse tecido adjacente ao 

corpo de prova suficiente para a análise.  

 

2.6 Conclusão 

 De acordo com os resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir que os 

diferentes métodos de polimerização da resina acrílica branca utilizada na confecção de 

próteses oculares resultaram em resposta inflamatória no tecido subcutâneo dos ratos. Os 
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métodos de polimerização dessa resina por meio de energia de microondas e por ativação 

química desencadearam uma resposta inflamatória mais intensa. 
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Tabela 1. Material, composição química e ciclo de polimerização dos materiais utilizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL COMPOSIÇÃO QUÍMICA POLIMERIZAÇÃO 

Resina 

acrílica  

Líquido 

 

Polimerização em água aquecida: 

Monômero de metilmetacrilado, 

topanol  

Imersão da mufla em água; aquecimento 

por 30 min; temperatura ambiente por 30 

min; fervura a 100ºC por 1 h 

Polimerização em microondas: 

Monômero de metilmetacrilado, 

topanol e etilenoglicoldimetacrilato 

Mufla no microondas com potências de 

30% (320 W) (3 min), 0% (0 W) (4 min 

) e 60% (720 W) (3 min) 

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 min 

Resina 

acrílica 

Pó  

Polímero de metilmetacrilato, 

dibutilftalato, acrilato de etila, 

pigmentos 
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Figura 1. Imagem representativa do corte histológico do tecido subcutâneo de ratos corados por meio de coloração hematoxilina-eosina. Infiltrado 

inflamatório leve (A-D, F-H, J-L) e moderado (E, I) (magnificação 40´). 
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Figura 2. Número e desvio padrão de mastócitos por campo para cada grupo proposto (RNAA, 

RNTM e RNQA) nos diferentes períodos. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença 

estatística entre grupos no mesmo período (p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam 

diferença estatística entre períodos no mesmo grupo (p<0,05). 
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Figura 3. Número e desvio padrão de eosinófilos por campo para cada grupo proposto (RNAA, 

RNTM e RNQA) nos diferentes períodos. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença 

estatística entre grupos no mesmo período (p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam 

diferença estatística entre períodos no mesmo grupo (p<0,05). 

 

 

 

 

 



 Tese de Doutorado Capítulo I   
 

 60 

 

Figura 4. Número e desvio padrão de linfócitos por campo para cada grupo proposto (RNAA, 

RNTM e RNQA) nos diferentes períodos. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença 

estatística entre grupos no mesmo período (p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam 

diferença estatística entre períodos no mesmo grupo (p<0,05). 
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Figura 5. Número e desvio padrão de macrófagos por campo para cada grupo proposto (RNAA, 

RNTM e RNQA) nos diferentes períodos. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença 

estatística entre grupos no mesmo período (p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam 

diferença estatística entre períodos no mesmo grupo (p<0,05). 
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Figura 6. Número e desvio padrão de neutrófilos por campo para cada grupo proposto (RNAA, 

RNTM e RNQA) nos diferentes períodos. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença 

estatística entre grupos no mesmo período (p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam 

diferença estatística entre períodos no mesmo grupo (p<0,05). 
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Figura 7. Imagem representativa da imunomarcação de IL-1β nos grupos propostos em diferentes períodos (magnificação 20´). 
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Figura 8. Análise imunohistoquímica para IL-1β nos grupos propostos em diferentes períodos. 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística entre grupos no mesmo período 

(p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre períodos no mesmo 

grupo (p<0,05). 
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Figura 9. Imagem representativa da imunomarcação de IL-6 nos grupos propostos em diferentes períodos (magnificação 20´). 
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Figura 10. Análise imunohistoquímica para IL-6 nos grupos propostos em diferentes períodos. 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística entre grupos no mesmo período 

(p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre períodos no mesmo 

grupo (p<0,05). 
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Figura 11. Imagem representativa da imunomarcação de IL-17 nos grupos propostos em diferentes períodos (magnificação 20´). 
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Figura 12. Análise imunohistoquímica para IL-17 nos grupos propostos em diferentes períodos. 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística entre grupos no mesmo período 

(p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre períodos no mesmo 

grupo (p<0,05). 
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Figura 13. Imagem representativa da imunomarcação de TNF-α nos grupos propostos em diferentes períodos (magnificação 20´). 
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Figura 14. Análise imunohistoquímica para TNF-α nos grupos propostos em diferentes 

períodos. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística entre grupos no mesmo 

período (p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre períodos no 

mesmo grupo (p<0,05). 
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Figura 15. Imagem representativa da imunomarcação de MIP-3α nos grupos propostos em diferentes períodos (magnificação 10´).
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Figura 16. Análise imunohistoquímica para MIP-3α nos grupos propostos em diferentes 

períodos. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística entre grupos no 

mesmo período (p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre 

períodos no mesmo grupo (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tese de Doutorado Capítulo I  
 

 
73 

 

Figura 17. Imagem representativa do controle negativo da imunomarcação anti-cabra. 
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Figura 18. Imagem representativa do controle negativo da imunomarcação anti-coelho. 

 

 

 



 

 

 

3. Capítulo �� 

 



Tese de Doutorado Capítulo II   
 

 76 

Biocompatibilidade de diferentes métodos e ciclos de polimerização da resina acrílica 

branca: análise in vitro em células da conjuntiva humana*  

3.1 Resumo 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes métodos e ciclos de 

polimerização da resina acrílica (RA) branca sobre a biocompatibilidade de células da 

conjuntiva humana. Onze grupos de resina foram confeccionados, sendo avaliados os métodos 

de polimerização em água aquecida, microondas ou ativação química, com diferentes ciclos de 

polimerização (n=8/grupo). O grau de conversão (GC) foi avaliado por meio da espectroscopia 

de infravermelho com transformadas de Fourier. Após a formação dos extratos de RA por 72 

h, a atividade citotóxica foi avaliada pelos ensaios de MTT e Alamar Blue após 24 h de 

exposição dos extratos às células Chang. A dosagem de diferentes mediadores inflamatórios foi 

analisada por meio do Ensaio imunoabsorbente de ligação enzimática. A expressão gênica de 

diferentes marcadores de reparo tecidual e de morte celular foi verificada por meio da técnica 

da Reação da transcriptase reversa seguida de reação em cadeia da polimerase em tempo real. 

A viabilidade e apoptose foi avaliada pela dupla marcação de Anexina V e iodeto de propídio. 

Os dados quantitativos foram submetidos à Análise de Variância e ao teste de Tukey com 

significância de 5% e, os qualitativos foram submetidos à estatística descritiva. Todos os grupos 

apresentaram proliferação celular maior que 75%. O ciclo longo de polimerização em 

microondas apresentou menor GC e percentual de proliferação celular no MTT e resultou em 

liberação de grandes quantidades de IL-2. No ensaio de Alamar Blue, esse grupo apresentou 

baixo percentual de proliferação celular, assim como o grupo que recebeu ciclo longo de 

polimerização em água aquecida e grupos submetidos à ativação química. Maior liberação de 

IL-6 foi observada nos grupos submetidos à ativação química e de IL-23 para o ciclo curto de 

polimerização em microondas. Maior expressão gênica de TGF β1 ocorreu para o grupo que 

* Este artigo será formatado de acordo com as normas do períodico Biomaterials.  
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recebeu ciclo longo de polimerização em água aquecida seguido de 30 min de armazenamento 

em água fervente. Maior expressão gênica de CASP9 ocorreu para o grupo ativado 

quimicamente sobre a bancada. Pode-se concluir que os métodos de polimerização por meio de 

energia de microondas (ciclo longo e curto) e por ativação química desencadearam uma 

resposta inflamatória mais intensa quanto à redução da proliferação de células da conjuntiva e 

liberação de mediadores inflamatórios. Dentre os métodos de polimerização recomendados 

pelo fabricante, a polimerização em água aquecida apresentou resultados mais satisfatórios. 

Palavras-chave: Olho artificial. Resinas acrílicas. Citotoxicidade imunológica.  

 

3.2 Introdução 

  A prótese ocular é utilizada para a reabilitação de indivíduos com anoftalmia com o 

intuito de reestabelecer a estética facial e, assim, otimizar a sua autoestima e relação social.1–3 

Para a sua confecção, geralmente são utilizadas resinas acrílicas (RA) nas cores branca e 

incolor, que podem ser polimerizadas de diversas maneiras. O método mais comum é a 

termopolimerização em água aquecida, porém podem ser utilizadas polimerização por energia 

de microondas e ativação química.1,4–6  

 Por meio da mistura de um pó de polímero de metacrilato de metila (MMA) à um líquido 

de monômero de MMA, há a conversão de monômeros em polímeros durante a reação de 

polimerização, com a otimização de suas propriedades físicas.5,7 Porém, quando essa reação é 

incompleta, há um menor grau de conversão da RA, com a liberação de diversas substâncias 

potencialmente tóxicas e irritantes, como monômeros residuais de MMA.6,8–12  

 Diferentes ciclos e métodos de polimerização da RA foram previamente avaliados, além 

do proposto pelo fabricante, quanto à sua influência nas características estéticas5,13,14 e 

mecânicas do material.5,15,16 Contudo, o comportamento biológico do material foi avaliado em 

RA de prótese total7,17,18 e ocular,19–21 porém sem comparação entre ciclos e métodos de 

polimerização.12 Todavia, é essencial testar a biocompatibilidade da RA de prótese ocular, 
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diante da existência de relatos na literatura de irritação associada ao seu uso.22,23 Pine et al.23 

afirmam que a prótese ocular causa irritação física na cavidade anoftálmica e sugerem o 

material e o processo utilizados para a confecção da prótese como etiologia.  

 De acordo com Gautam et al.,24 a irritação da mucosa oral é o efeito local mais severo 

associado à RA. Contudo, sabe-se que a mucosa mastigatória é queratinizada, o que está 

associado à maior resistência à substâncias tóxicas,25 diferentemente da conjuntiva ocular, que 

não é queratinizada.26 Portanto, o comportamento da exposição à RA é potencialmente mais 

tóxico nessas condições, sendo de suma importância entender como esse processo ocorre por 

meio da avaliação do comportamento celular na ausência da complexidade do organismo 

vivo;27–29 análise da produção de mediadores inflamatórios;30,31 estudo da morte celular 

induzida pelo materiais em nível celular, por meio de danos genéticos no DNA,6 e por meio da 

detecção de apoptose e necrose.6,32,33 

 O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes métodos e ciclos de 

polimerização da RA branca sobre a biocompatibilidade de células da conjuntiva ocular 

humana. Para isso, foi realizada a análise do grau de conversão (GC) da RA por meio da 

espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier (FT-IR); atividade citotóxica 

utilizando cultura de células Chang pelos ensaios de MTT e Alamar Blue; dosagem de 

diferentes mediadores inflamatórios por meio do Ensaio imunoabsorbente de ligação 

enzimática (ELISA); expressão gênica de diferentes alvos por meio da técnica da Reação da 

transcriptase reversa seguida de reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo real e; 

marcação de células apoptóticas por Anexina V.  

 A primeira hipótese nula testada é que os diferentes métodos e ciclos de polimerização 

da RA branca não são capazes de interferir no GC do material. A segunda hipótese é que os 

mesmos métodos e ciclos não produzem efeitos de citotoxicidade, não sendo capaz de ativar 

células da conjuntiva humana.  
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3.3 Materiais e Métodos 

3.3.1 Confecção dos corpos de prova  

 Foram confeccionados corpos de prova em RA para prótese ocular na cor branca (N1) 

(Artigos Odontológicos Clássico Ltda),19,21 polimerizados por diferentes métodos e ciclos 

(n=8/grupo), conforme Tabela 1. Os corpos de prova foram distribuídos de acordo com o 

método de polimerização em resina termopolimerizada em água aquecida (Clássico, Artigos 

Odontológicos Clássico Ltda) ou por energia de microondas (Onda Cryl, Artigos 

Odontológicos Clássico Ltda) e, resina quimicamente ativada (Jet, Artigos Odontológicos 

Clássico Ltda). Para cada grupo citado, o método de polimerização recomendado pelo 

fabricante, Polimerização 1, 6 e 9 (P1, P6 e P9), foi avaliado. Adicionalmente, diferentes ciclos 

de polimerização foram analisados, de acordo com: a temperatura e a duração da polimerização 

em água aquecida e o período de armazenamento final em água (polimerização em água 

aquecida - P2 a P5); a potência do microondas e duração da polimerização (polimerização em 

microondas - P7 e P8) e; o local de polimerização e período de armazenamento final em água 

(ativação química - P10 e P11). 

 Os corpos de prova foram confeccionados a partir de uma matriz metálica vazada 

contendo 10 compartimentos circulares com 10 mm de diâmetro e 3 mm de espessura.19, 21,35-37 

Em seguida, foi realizada a polimerização conforme citado na Tabela 1. Após esse período, os 

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

com brocas abrasivas.19  

3.3.2 Análise grau de conversão por meio da espectroscopia de infravermelho com 

transformadas de Fourier (FT-IR)  

 O GC da resina foi identificado utilizando um espectrômetro de FT-IR (Nicolet iS50, 

Thermo Fisher Scientific) no modo de transmissão (n=5).38,39 Para análise inicial (monômero), 

foram registrados os espectros da resina por meio da análise de uma gota do material 
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imediatamente após a manipulação, depositado sobre o cristal do equipamento. Para a análise 

final, corpos de prova de todos os grupos foram posicionados sobre o mesmo cristal. A 

intensidade de absorbância do C=C (pico a 1640 cm-1) do grupo metacrilato e do C=O (pico a 

1735 cm-1, utilizado como pico de referência antes e após a polimerização) do grupo éster foram 

utilizados para o cálculo do percentual de ligações duplas de carbono-carbono não reagidas. Os 

dados foram então inseridos na seguinte equação:40,41 

GC% = [1  -       (Absorbância final 1640 cm-1 / Absorbância final 1735 cm-1)   ]   x   100%  

         (Absorbância monômero 1640 cm-1 / Absorbância monômero 1735 cm-1) 

3.3.3 Obtenção dos extratos 

 Os extratos das substâncias hidrossolúveis presentes nos corpos de prova foram 

utilizados para a análise do efeito citotóxico das mesmas.42,43 Para isso, três corpos de prova de 

cada grupo foram colocados em um tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura 199 

(Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), e incubados em estufa à 37ºC pelo 

período de 72 h, para permitir a difusão das substâncias para o meio de cultura, com a 

consequente formação dos extratos. Posteriormente, os extratos foram filtrados (filtros Millex 

0,22 µm, Merck Millipore Corporation), tendo em vista a grande facilidade de contaminação 

do meio devido a sua riqueza em nutrientes.19  

3.3.4 Cultura e Manutenção das Células 

 A linhagem de células epiteliais da conjuntiva humana (Wong Kilbourne derivada da 

conjuntiva Chang, clone 1-5c- 4), obtida da American Type Culture Collection (CCL-20.2), foi 

utilizada para avaliar o possível efeito citotóxico das substâncias liberadas pelos materiais 

testados. As células foram expandidas em garrafas com meio de cultura 199 suplementado com 

10% de SFB, 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. 19,21 



Tese de Doutorado Capítulo II   
 

 81 

3.3.5 Testes de citotoxicidade 

 Para a realização dos testes de citotoxicidade, foram preparadas suspensões de 5 ´ 104 

células por poço, de uma placa de 24 poços. Após o período de 24 h 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 (n=3).19 O grupo não estimulado (controle negativo) consistiu em poços sem tratamento, 

que receberam apenas o meio 199 com 10% de SFB.8,44 Já nos poços controle positivo, foram 

adicionados Tween 20 (Sigma-Aldrich). Após 24 h de incubação dos extratos com as células, 

a citotoxicidade foi avaliada por meio das análises de MTT e Alamar Blue.  

O ensaio colorimétrico que utiliza um sal de tetrazólio (MTT) foi realizado para a 

análise da citotoxicidade visto que possibilita uma avaliação indireta da proliferação celular por 

meio da atividade enzimática mitocondrial das células viáveis.45,46 Os meios de cultura foram 

retirados e substituídos por 500 µL de meio 199 sem a adição de SFB 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 h. Após a incubação, os meios de cultura foram removidos e o 

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

placas foram agitadas por 5 min, antes da mensuração das absorbâncias das amostras a 570 nm 

em espectrofotômetro UV-Visível. (SpectraMax 190, Molecular Devices).18,45,46  

O ensaio de Alamar Blue (sal de resazurina) é um indicador fluorescente/colorimétrico 

com a propriedade redox. A forma oxidada é azul (não fluorescente/célula não viável) e a forma 

reduzida é rósea (fluorescente/célula viável).47 Para a análise do Alamar Blue (Invitrogen, Life 

Technologies), os meios de cultura foram removidos e o reagente Alamar Blue foi adicionado 

aos poços na proporção 1:10 de meio de cultura sem a adição de SFB. As placas foram 

incubadas por 2 h a 37ºC. Em seguida, 200 µL de cada poço foram transferidos para cada poço 
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da placa de 96 poços para a mensuração das absorbâncias das amostras a 570 nm e 600 nm em 

espectrofotômetro.47  

3.3.6 Determinação de níveis de citocinas e quimiocinas quantificados por um kit multiplex  

 O sobrenadante das culturas livres de células foi coletado após 24 h de contato dos 

extratos com as culturas celulares para a dosagem diferentes mediadores inflamatórios (n=3). 

Foi utilizado um kit multiplex específico para humanos (HTH17MAG-14K, Milliplex, Merck 

Millipore Corporation) para a realização do Ensaio imunoabsorbente de ligação enzimática 

(ELISA), conforme recomendações do fabricante.48–50 Foram avaliados os seguintes 

mediadores: fator estimulador de colônias de macrófagos e granulócitos (GM-CSF), interferon 

γ (IFN-γ), interleucinas (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, 

IL-17A, IL-17F, IL-17E/IL-25, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-28A, IL-31, IL-33), proteína 

inflamatória de macrófago 3α (MIP-3α/CCL20), fator de necrose tumoral α e β (TNFα e TNFβ). 

Para isso, foi utilizado um aparelho Bio-plex 200 system (BioRad Lanoratories) e os dados 

foram analisados por meio do software Analyst (Merck Millipore Corporation).19 

3.3.7 Reação de transcriptase reversa seguida de reação de polimerase em cadeia (RT-PCR) 

 A reação RT-PCR em tempo real foi realizada para a análise quantitativa da expressão 

dos genes para os marcadores envolvidos no mecanismo de reparo tecidual, 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)19 e, para os marcadores relacionados à apoptose e morte celular, proteína de 

sequência 1 de Leucemia de Células mieloides (Mcl-1) (MCL1: Hs01050896_m1), caspases 3 

(CASP3: Hs00234387_m1) e 9 (CASP9: Hs00609647_m1). 

 O reagente TRIzol (Ambion, Life Technologies) foi utilizado para a extração de RNA 

total das células após 24 h de contato dos extratos com as células (n=3), 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 
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Superscript II RNase H- reverse transcriptase (Invitrogen, Life Technologies). Em seguida, 

procedeu-se a amplificação dos níveis de RNAm para COL IV, MMP9, TGF β, Mcl-1 e 

caspases 3 e 9, por meio de um aparelho StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, Life Technologies) e a sua mensuração. 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 posteriormente 

analisados utilizando o método de CT (Cycle Threshold) comparativo.6,19,48 

3.3.8 Análise da morte celular pelo ensaio de Anexina V  

 A viabilidade e apoptose de células da conjuntiva humana expostas à RA de prótese 

ocular foi avaliada pela dupla marcação de Anexina V e iodeto de propídio (Anexina V/PI).32,33 

Foram preparadas suspensões de 1 ´ 105 células por poço de uma placa de 6 poços. Após o 

período de 24 h de incubação com 5% de CO2, em ambiente com umidade controlada à 

temperatura de 37ºC, foi realizado o descarte do meio de cultura e 3mL de extratos dos 

diferentes grupos foram adicionados em cada um dos poços (n=3). Após a exposição das células 

aos extratos de resina por 24 h, o kit Anexina V (Annevin V, Alexa Fluor 488, Life 

Technologies) foi utilizado, conforme recomendações do fabricante. A quantificação de 

fluorescência foi realizada utilizando o equipamento Countess II (Invitrogen, Life 

Technologies). Foi considerado o percentual de células da conjuntiva vivas (Anexina V 

negativo/PI negativo), em estágio de apoptose inicial (Anexina V positivo/PI negativo) e, em 

estágio de apoptose tardia/necrose (Anexina V positivo/PI positivo).51  

3.3.9 Análise estatística 

 Foi utilizado o software SPSS 21.0 (IBM Incorporation) para a análise dos dados. Os 

dados obtidos nos ensaios de GC, MTT, Alamar Blue, ELISA e RT-PCR foram submetidos à 

Análise de Variância (ANOVA) um fator (Grupo) e ao teste de Tukey com significância de 5%. 
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Os resultados encontrados no ensaio de Anexina V foram submetidos à estatística descritiva 

para análise da distribuição percentual de células vivas, em estágio de apoptose inicial ou 

tardia/necrose.  

 

3.4 Resultados 

Durante a análise do GC, é possível observar que houve diferença estatisticamente 

significante entre os grupos estudados (p<0,001). Maior percentual de GC foi observado para 

o grupo P3 (85,6%), enquanto menor percentual foi verificado para o grupo P8 (69,6%) (Figura 

1).  

Pode-se observar, durante a análise da proliferação celular, diferença estatisticamente 

significante entre os grupos estudados (p<0,001). No ensaio de MTT verificou-se que o grupo 

P8 apresentou o menor percentual de proliferação celular (85,4%), com diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo não estimulado (100%) (Figura 2). O mesmo 

fato foi observado no ensaio de Alamar Blue para os grupos P2 (89,4%), P8 (86,3%), P9 

(87,1%), P10 (89,28%) e P11 (75,3%) (Figura 2).  

Durante o ensaio de ELISA observou-se, para cada grupo analisado, a liberação de 

mediadores inflamatórios em diferentes concentrações (Tabela 2). Contudo, somente para as 

concentrações de IL-2, IL-6 e IL-23 foi constatado diferença estatisticamente significativa entre 

os grupos (p<0,001). Com relação à concentração de TNF-b, não foram detectáveis níveis 

desses alvos.  

O grupo P8 liberou grandes quantidades de IL-2 (39.297 ng/mL), apresentando valores 

estatisticamente diferentes em relação aos demais grupos. O mesmo ocorreu, mas em menor 

quantidade, para os grupos P5 (8.591 ng/mL) e P10 (9.969 ng/mL) (Figura 3). Em uma escala 

menor, os grupos P3 (218,4 pg/mL), P8 (247,1 pg/mL), P9 (319,5 pg/mL), P10 (318,7 pg/mL) 

e P11 (277,8 pg/mL) também liberaram quantidades maiores de IL-6, apresentando valores 
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estatisticamente diferentes em relação ao grupo controle (Figura 4). Maiores concentrações de 

IL-23 também foram verificadas para os grupos P1 (287,0 pg/mL) e P7 (534,2 pg/mL), 

apresentando diferença estatisticamente significativa entre esses dois grupos e, desses grupos 

com o grupo controle (Figura 5).  

Durante a análise da expressão gênica dos marcadores envolvidos no mecanismo de 

reparo tecidual, quantificações relativas de RNAm dos alvos testados (COL4, MMP9 e TGF 

β1) foram avaliadas nos diferentes grupos. Porém, somente foi observada diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos ao se analisar a expressão gênica de TGF β1, 

sendo verificado maior resultado para o grupo P3 (1,39) (Figura 6).  

Para os marcadores relacionados à apoptose e morte celular (Mcl-1, CASP3 e CASP9), 

foi observada diferença estatisticamente significativa entre os grupos somente para a expressão 

gênica de CASP9. Foi verificado que os grupos P4 (1,09), P8 (1,10) e P10 (1,21) foram os que 

mais expressaram esse alvo, porém sem diferença estatisticamente significativa em relação ao 

grupo controle (Figura 7). 

A marcação com Anexina V/PI permitiu a distinção de células viáveis, que constituíram 

o maior percentual encontrado, igual ou acima de 70%; células em apoptose inicial, até 17% e; 

células em apoptose tardia/necrose, no máximo 13% (Figura 8). 

 

3.5 Discussão 

A hipótese nula testada que os diferentes métodos e ciclos de polimerização da RA 

branca não são capazes de interferir no GC do material foi negada, visto que foram observadas 

diferenças entre os grupos. A hipótese que os mesmos métodos e ciclos produziriam efeitos 

tóxicos sobre a linhagem celular estudada foi negada pois, apesar da proliferação celular tanto 

na análise de MTT quanto na de Alamar Blue ter sido maior que 75%,43 foram verificadas 
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diferenças entre os grupos, além de diferenças nas concentrações de IL-2, IL-6 e IL-23 e 

expressão gênica de TGF β1 e CASP9.  

Com relação à conversão de monômeros em polímeros, o grupo P3 (água aquecida a 

74ºC por 9 h seguida de pós-polimerização em água a 100ºC por 30 min) apresentou maior 

percentual de GC, sem diferença estatística do grupo P4 (água aquecida a 74ºC por 9 h seguida 

de pós polimerização em água a 100ºC por 3 h) (Figura 1). Possivelmente, isso ocorreu devido 

ao aumento da mobilidade de moléculas de monômero quando em altas temperaturas, 

otimizando a polimerização.52 Já o grupo P8 (potências de 90 W por 13 min e 500 W por 90 

seg) apresentou menor percentual de GC (Figura 1), além de menor percentual de proliferação 

celular em relação ao grupo não estimulado no ensaio de MTT (Figura 2). Apesar disso, os 

resultados encontrados foram superiores a 75%, sendo o material considerado não citotóxico 

de acordo com a norma ISO 10993-5,43 relacionada à métodos in vitro para a análise da 

citotoxicidade. Acredita-se que o ciclo longo de polimerização utilizando energia de 

microondas pode ter causado uma degradação do material,52 influenciando nos resultados 

observados.  

Resultados divergentes foram observados em diversos estudos 8,53,54 que identificaram 

que a ativação química da RA 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. Porém, resultados 

semelhantes foram encontrados por da Silva et al.19 que identificaram que a RA branca, que 

possui pó de menor granulação que a RA de prótese total, polimerizada em água aquecida ou 

ativada quimicamente, conforme as recomendações do fabricante, exibiu menor citotoxicidade 

que a resina polimerizada pela energia de microondas. Estes autores trazem a hipótese de que 

resultados menos satisfatórios podem ser encontrados para a polimerização por microondas 

devido à condição de confinamento da resina no interior da mufla durante a polimerização e 

resfriamento, fato que não ocorre na ativação química.19 Além disso, a atuação da energia de 
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microondas ocorre somente sobre as moléculas de monômero.55,56 No presente estudo, a 

polimerização por energia de microondas foi realizada em ambiente seco, sem a imersão da RA 

em água para permitir a lixiviação de monômeros residuais e outras substâncias. O grau de 

conversão atingido pode não ter sido suficiente para reduzir o potencial citotóxico do material.19 

No método Alamar Blue foi possível verificar que um grupo da resina 

termopolimerizada por água aquecida (P2 - água aquecida a 74ºC por 9 h), outro por energia de 

microondas (P8) e todos os grupos da resina polimerizada quimicamente (P9 - 20 min de 

polimerização sob 20 libras de ar comprimido; P10 - polimerização de bancada e; P11 - 

polimerização de bancada seguida de pós-polimerização em água a 60ºC por 30 min) 

apresentaram percentual de proliferação celular menor que o grupo controle, com diferença 

estatisticamente significativa (Figura 2). Sabe-se que os monômeros residuais de MMA são os 

principais fatores associados às reações adversas causadas pela utilização de próteses totais, 

como a reação alérgica e irritação química local.9 Goiato et al.12 compararam, por meio de uma 

revisão de literatura, a citotoxicidade de RAs de prótese total polimerizadas por diferentes 

métodos. Os autores observaram que a termopolimerização da resina permite a maior conversão 

de monômeros em polímeros, reduzindo a quantidade de monômero residual liberado, quando 

comparada à resina ativada quimicamente. Contudo, Vallitu et al.57 verificaram que ciclos de 

polimerização com temperaturas inferiores a 100ºC produzem resinas com maior quantidade 

de monômero residual.  

Apesar de nenhum dos materiais testados terem sido tóxicos, pode-se observar a 

liberação de distintos mediadores químicos em diferentes concentrações (Tabela 2). O 

fenômeno da inflamação é mediado por essas substâncias químicas, cuja interação é complexa. 

Estas substâncias são oriundas do plasma, dos leucócitos, das plaquetas, do endotélio e do 

tecido conjuntivo. Porém, no presente estudo, somente as citocinas IL-2, IL-6 e IL-23 

mereceram destaque, por apresentarem elevadas concentrações distintas para cada grupo 

estudado (Figuras 3 a 5). A IL-2 foi o mediador químico mais liberado pelas células Chang. O 
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grupo P8 foi o que mais liberou essa IL, seguido, em menor concentração, pelos grupos P10 e 

P5 (água aquecida a 74ºC por 30 min seguida de pós-polimerização em água a 100ºC por 30 

min). Sabe-se que a IL-2 é uma glicoproteína envolvida na comunicação celular, sendo 

essencial na regulação da resposta imune. A partir de sua secreção, inicia-se uma ativação em 

cascata de diversas citocinas, incluindo outras interleucinas, interferons e fatores de necrose 

tumoral, com efeitos sinérgicos e inibitórios sobre a sua própria atividade no sistema imune.58,59  

Já a IL-6 é uma citocina pleiotrópica que influencia em respostas imune antígeno 

específicas e reações inflamatórias, sendo um dos maiores mediadores da fase aguda da 

inflamação. Tem ainda ação importante na atração de eosinófilos para o local de inflamação.60,61 

A maior quantidade dessa interleucina foi encontrada nos grupos de resinas polimerizadas 

quimicamente (P9, P10 e P11), seguida por um grupo de resina polimerizada por energia de 

microondas (P8) e por outro polimerizada por água aquecida (P3). A IL-23 é uma citocina 

heterodimérica, que desempenha um papel nas respostas imunológicas inatas e adaptativas. É 

produzida por células dendríticas, macrófagos e várias outras células do sistema imunológico.62 

A maior quantidade desta interleucina foi verificada para o grupo P7 (potência de 500 W por 3 

min). 

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

envolvidos no mecanismo de reparo tecidual, não ocorreu diferença estatisticamente 

significativa entre grupos. Porém, pode-se observar maior expressão de TGF β1 no grupo P3 

(Figura 6). De acordo com Simon et al.,63 o COL IV é produzido por células epiteliais, sendo a 

sua presença essencial para compor a membrana basal celular. A expressão de TGF β estimula 

a síntese de COL IV e a síntese de MMP9, atuando na degradação de COL IV.64,65 Segundo 

Yang et al.,65 a produção exacerbada de metaloproteinase pode resultar em danos severos ao 

tecido, sendo essencial um equilíbrio entre a sua ativação e inibição. Sendo assim, é importante 

que exista equilíbrio na expressão de RNAm para estes alvos, visando a preservação da 

estrutura da célula Chang, célula epitelial utilizada no presente estudo.  
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A Mcl-1 é uma proteína que atua no controle da apoptose, promovendo a sobrevivência 

celular,66 enquanto que a ativação das caspases induz o desequilíbrio intracelular pelo aumento 

de espécies reativas de oxigênio.67 Para a quantificação relativa de RNAm para esses 

marcadores (Mcl-1, CASP3 e CASP9), pode-se observar um equilíbrio na sua expressão. Não 

foi encontrada uma expressão destes alvos por algum grupo que fosse maior estatisticamente 

que a do grupo controle (Figura 7), o que nos permite concluir que a que a linhagem de células 

Chang produz esses alvos em condições fisiológicas. Esses resultados estão de acordo com os 

obtidos pelo ensaio com Anexina V/PI. Por esse método foi possível verificar um percentual 

pequeno de células em apoptose inicial (até 17%) ou em apoptose tardia/necrose (até 13%) 

(Figura 8). 

Novos estudos podem ser realizados em indivíduos usuários de prótese ocular para 

avaliar os diferentes métodos e ciclos de polimerização da RA, visando identificar métodos 

mais biocompatíveis e potencialmente menos irritantes, com o intuito de orientar o clínico 

durante a reabilitação. 

 

3.6 Conclusão 

 De acordo com os resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir que os 

métodos de polimerização por energia de microondas (ciclo longo e curto) e por ativação 

química desencadearam uma resposta inflamatória mais intensa quanto à redução da 

proliferação de células da conjuntiva e liberação de mediadores inflamatórios. Dentre os 

métodos de polimerização recomendados pelo fabricante, a polimerização em água aquecida 

apresentou resultados mais satisfatórios.  
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Tabela 1. Ciclos de polimerização utilizados no estudo. 

Água aquecida Método de polimerização 

P1 (Fabricante) 
Imersão da mufla em água; aquecimento por 30 min; temperatura ambiente por 

30 min; fervura a 100ºC por 1 h 

P27,34 Imersão da mufla em água a 74ºC por 9 h 

P37 
Imersão da mufla em água a 74ºC por 9 h, seguido de armazenamento em água 

(fervura a 100ºC por 30 min) 

P47,17 
Imersão da mufla em água a 74ºC por 9 h seguido de armazenamento em água 

(fervura a 100ºC por 3 h) 

P57,11 
Imersão da mufla em água a 74ºC por 30 min, seguido de armazenamento em 

água (fervura a 100ºC por 30 min) 

Microondas Método de polimerização 

P6 (Fabricante) 
Mufla no microondas com potências de 320 W (30%) (3 min), 0 W (0%) (4 

min) e 720 W (60%) (3 min) 

P714,34 Mufla no microondas com potência de 500 W (3 min) 

P834 Mufla no microondas com potência de 90 W (13 min) e 500 W (90 seg) 

Ativação química Método de polimerização 

P9 (Fabricante) 
Mufla aberta em panela de pressão com a quantidade necessária de água, 20 

libras de ar comprimido e polimerização por 20 min 

P1017,34 
Mufla aberta sobre a bancada para polimerização da resina à temperatura 

ambiente 

P1117 
Mufla aberta sobre a bancada para polimerização da resina à temperatura 

ambiente, seguido de armazenamento em água a 60ºC por 30 min 



Tese de Doutorado Capítulo II   
 

 98 

Tabela 2. Concentração (pg/mL) dos mediadores inflamatórios avaliados no ELISA. 

 IL-2 IL-6 IL-23 IL-28A IL-17E IL-4 IL-27 IL-31 GM-CSF CCL20 IL-17F IL-9 

Controle 49.000 124,4 58,5 45,0 41,8 28,4 37,0 37,2 20,8 17,5 9,7 7,5 

P1 112.000 150,6 287,0 31,7 39,7 20,5 30,9 27,6 18,8 13,2 9,8 8,9 

P2 1.734.000 163,9 119,5 27,1 37,2 24,2 43,5 31,0 13,6 10,9 7,0 10,1 

P3 245.000 218,4 141,0 44,1 51,0 34,7 35,5 18,7 16,9 17,5 10,5 11,0 

P4 687.000 152,2 70,0 26,6 46,0 22,4 32,7 18,1 10,9 13,1 8,0 7,9 

P5 8.591.000 175,1 53,8 32,8 39,1 43,9 24,3 33,9 13,2 12,9 7,1 7,1 

P6 732.000 172,4 140,6 33,4 34,9 16,8 32,2 27,1 14,2 16,6 10,8 10,0 

P7 1.322.000 185,6 534,2 14,0 40,2 29,4 24,8 40,3 15,0 12,8 12,9 8,8 

P8 39.297.000 247,1 189,7 68,0 32,5 43,0 46,1 27,0 12,1 17,8 15,4 10,6 

P9 309.000 319,5 188,1 45,7 38,5 28,7 25,1 27,3 14,9 10,7 8,9 7,1 

P10 9.969.000 318,7 191,9 54,9 23,4 32,0 25,2 28,8 14,7 7,3 9,1 6,8 

P11 141.000 277,8 185,4 59,1 39,8 29,7 31,1 25,0 13,7 16,8 11,6 13,2 
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Tabela 2 (continuação). Concentração (pg/mL) dos mediadores inflamatórios avaliados no ELISA. 

 IFN-g IL-15 IL-5 IL-13 IL-21 IL-22 IL-12 IL-1b IL-17A TNF-a IL-10 IL-33 

Controle 5,9 10,2 5,3 4,4 4,8 4,8 3,5 2,1 2,9 1,5 2,2 0,3 

P1 5,8 7,5 4,4 5,0 3,5 3,1 2,7 2,0 2,5 1,4 0,7 0,04 

P2 5,9 4,7 5,0 5,2 2,4 2,2 2,3 1,4 2,8 1,5 0,8 0,3 

P3 11,7 6,3 5,8 4,2 4,9 3,1 3,6 3,0 1,8 0,6 1,2 0,03 

P4 2,0 7,2 6,1 2,8 2,8 2,2 1,3 2,3 2,2 1,5 1,4 0,2 

P5 8,4 6,5 6,5 2,9 2,6 7,7 2,8 2,9 1,4 1,4 0,9 0,02 

P6 5,4 7,4 5,1 6,5 6,3 3,8 2,5 3,5 1,8 1,6 0,7 0,01 

P7 3,4 5,0 9,6 6,4 2,7 1,1 2,6 2,1 3,4 0,3 0,2 0,1 

P8 7,5 3,4 5,2 5,5 6,8 1,9 3,6 6,5 2,2 0,9 0,5 0,3 

P9 5,8 7,8 3,3 3,8 3,9 1,8 2,3 2,2 1,7 0,7 0,7 0,07 

P10 3,6 3,5 5,9 2,6 4,0 4,2 2,5 2,9 2,6 1,5 2,0 0,03 

P11 11,5 4,5 9,1 6,0 4,8 2,0 4,5 2,4 1,9 1,4 0,7 0,01 
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Figura 1. Percentuais ± desvio padrão de grau de conversão para os diferentes grupos 

testados. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
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Figura 2. Percentuais de proliferação celular obtidos nos ensaios de MTT e Alamar Blue 

para os diferentes grupos testados. Os resultados mostram média ± erro padrão dos 

percentuais de proliferação celular de cada grupo. Letras maiúsculas diferentes indicam 

diferença estatística (p<0,05) em relação ao respectivo grupo não estimulado. 
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Figura 3. Concentração de IL-2 ± desvio padrão para os diferentes grupos avaliados. 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
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Figura 4. Concentração de IL-6 ± desvio padrão para os diferentes grupos avaliados. 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
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Figura 5. Concentração de IL-23 ± desvio padrão para os diferentes grupos avaliados. 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
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Figura 6. Quantificação relativa de RNAm para TGF β1 ± desvio padrão para os 

diferentes grupos testados. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística 

(p<0,05). 
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Figura 7. Quantificação relativa de RNAm para CASP9 ± desvio padrão para os diferentes 

grupos testados. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística (p<0,05). 
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Figura 8. Gráfico em barra quantificando o percentual de células da conjuntiva vivas 

(Anexina V negativo/PI negativo), em estágio de apoptose inicial (Anexina V positivo/PI 

negativo) e, em estágio de apoptose tardia/necrose (Anexina V positivo/PI positivo), de 

acordo com os tratamentos testados.  
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ANEXO A - COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO B - NORMA DA REVISTA SELECIONADA PARA A 

PUBLICAÇÃO DOS ARTIGOS 

 Este artigo será formatado de acordo com as normas do períodico Biomaterials, 

disponível em:  

https://www.elsevier.com/journals/biomaterials/0142-9612/guide-for-authors 

 


