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Resumo

Benedetti, N.A. Avaliagdo da atividade antiviral dos compostos do esmalte de
unha (acetato de etila e acetato de butila) no herpesvirus bovino tipo 5.
2016.74f. Dissertacdo (Mestrado em Enfermagem) - Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

Introducdo: O Sistema de Vigilancia Sanitaria da Italia detectou 445 casos de
hepatite B e 69 de hepatite C, relacionados aos tratamentos de beleza. Fato esse
alarmante, pois, os cuidados com a aparéncia, tém levado a populacéo a buscar 0s
padrbes de beleza estabelecidos pela midia. Destacando-se que os sales de beleza
no Brasil estdo cada vez mais comuns com a atuacdo dos profissionais de
manicure e pedicure. Entretanto, os produtos cosmeticos necessitam de uma
avaliacdo da qualidade sanitaria, ou seja, testes que indicam a quantidade de
micro-organismos viaveis em cada amostra. Pois, evidéncias mostram a
sobrevivéncia dos Trichophytonrubrum, Trichopyton mentagrophytes, Candida
albicans, Candida parapsilosis no esmalte de unha. Todavia, a composicéo e a
fabricacdo do esmalte sdo pouco conhecidas, devido varias etapas estarem
envolvidas na producéo dos esmaltes de unhas comuns. Objetivo: Avaliar a agéo
dos solventes presentes no esmalte de unha, o acetato de etila e o acetato de butila,
sobre o herpes virus bovino tipo 5. Método: Realizou ensaios da atividade
antiviral nas diferentes fases do ciclo replicativo com os solventes, acetato de etila
e 0 acetato de butila. Resultados: No pré-tratamento, ndo houve replicacédo viral
no acetato de etila a partir da diluicdo 10 e no acetato de butila 10°. No pés-
tratamento ndo houve replicaco viral no acetato de etila a partir da diluicdo 107 e
no acetato de butila 10™ e na inativagdo viral, tanto o acetato de etila como o
butila, apds 48 e 72 horas, todas as diluicBes apresentaram replicacdo viral, 10 a
10'°. Discussdo: Apesar de ndo identificar na literatura relatos especificos sobre
solventes acetato de etila e acetato de butila na atividade antiviral, o presente
estudo evidenciou que apesar de pouca diferenca entre as diluicbes sequenciais
desses solventes, houve replicacdo viral em diluicdes mais concentradas de virus e
de solventes. A limitacdo do estudo, com o uso do esmalte de unha, se deu pelo
fato deste produto ndo ser diluido em meio de cultura para células em sua
totalidade, além de conter substancias muito volateis que secam o produto
rapidamente. Conclusdo: Concluiu-se que houve replicacdo viral nas diferentes
diluicbes, em maior concentracdo de solvente e maior nimero de virus. Para
diminuir o risco de contaminacdo cruzada da populacdo pela disseminacdo de
micro-organismos, mostra a necessidade dos 6rgdos fiscalizadores atuarem mais
nesses estabelecimentos, educando e verificando a rotina do trabalho desses
profissionais.

Descritores: Centros de embelezamento e estética, Doencas transmissiveis, Efeito
citopatogénico viral, Hepatite viral humana, Herpesvirus bovino 5.
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Benedetti, N.A. Evaluation of the antiviral activity of nail polish compounds (ethyl
acetate and butyl acetate) in bovine herpesvirus type 5. 2016.74f. Dissertation
(Master of Nursing) - School of Medicine of Botucatu, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2016.

Introduction: The Health Surveillance System in Italy detected 445 cases of
hepatitis B and 69 hepatitis C related to beauty treatments. These alarming facts,
for care of the appearance have led people to look for the beauty standards set by
the media. If highlighting the beauty salons in Brazil is becoming more common
with the activities of manicure and pedicure professionals. However, cosmetic
products require a quality assessment of the health, is tests which indicate the
amount of viable microorganisms in each sample. For evidence shows the survival
of Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans,
Candida parapsilosis in nail polish. However, the enamel composition and
manufacturing are little known due several steps are involved in the production of
common nail enamels. Objective: To evaluate the action of solvents present in
nail enamel, ethyl acetate and butyl acetate, about herpesvirus bovine type 5.
Method: The antiviral activity test performed at different stages of the replicative
cycle of the solvents, ethyl acetate and butyl acetate. Results: In the pre-treatment,
there was no viral replication in the ethyl acetate dilution from 10 to 10~ in butyl
acetate. In the post-treatment there was no viral replication in ethyl acetate from
the dilution 10 and 10° butyl acetate and viral inactivation, both the ethyl acetate
and the butyl after 48 and 72 hours, all dilutions they showed viral replication, 10
to 10™°. Discussion: Although not identify the specific reports literature solvents
ethyl acetate and butyl acetate in antiviral activity, this study showed that despite
little difference between serial dilutions of these solvents, there viral replication in
more concentrated dilutions of virus and solvents. A limitation of the study, using
the nail polish, was due to the fact that this product is not be diluted in culture
medium to cells in its entirety, and contain highly volatile substances that dry the
product quickly. Conclusion: We conclude that there was viral replication in the
different dilutions, higher solvent concentration and a higher number of viruses.
To reduce the risk of cross-contamination of the population by the spread of
micro-organisms, it shows the need for regulatory agencies act more in these
establishments, educating and checking the routine work of these professionals.

Key words: Beautification and Aesthetics, Communicable diseases, viral
cytopathogenic effect, Human Viral Hepatitis, Bovine herpesvirus 5.
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1. INTRODUCAO

Os cuidados com a aparéncia, sob influéncia da sociedade, tém levado a
populacdo a buscar os padrdes de beleza estabelecidos pela midia. Tanto que foi
desenvolvida uma pesquisa, visando a qualificacdo para o trabalho, em salGes de
beleza, na aquisicdo de conhecimentos, conscientizagdo referente as atitudes
simples de higienizacdo, uso compartilhado de instrumentos e a possibilidade de
transmisséo de doencas .

Segundo Classificacdo Brasileira de Ocupag¢bes do Ministério do Trabalho,
os saldes de beleza no Brasil sdo cada vez mais comuns e, para a atuagdo dos
profissionais de manicure e pedicure que cuidam, respectivamente de méaos e pes,
s80 necessarios no minimo, o ensino fundamental incompleto ou curso basico para
embelezamento®.

Em uma pesquisa realizada no interior de Sdo Paulo com esmalte de unha
mostrou que quatro espécies de fungos sobreviveram no esmalte,
Trichophytonrubrum, Trichopyton mentagrophytes, Candida albicans, Candida
parapsilosis *.

Desta maneira, Bou-Chacra e Mitsuko® ja relatavam que os produtos
cosméticos necessitam de uma avaliacdo da qualidade sanitaria, ou seja, testes que
indicam a quantidade de micro-organismos viaveis ou ndo em cada amostra.

Nesse contexto, estudo realizado para identificar as principais etapas
envolvidas na producdo do esmalte de unha que sdo pouco conhecidas, mostrou 0s
principais componentes envolvidos como: o0 solvente acetato de etila e acetato de
butila, solucdo alcoolica de canfora a 2 %, tolueno, nitrocelulose, formaldeido,
isopropanol e Oxido de ferro para a coloracdo. Ainda segundo os autores,
verificou-se que ao misturar todos esses componentes, por serem muito volateis,
houve perdas de reagentes durante a pesquisa, porém, estabeleceram alguns
fatores envolvidos na avaliagdo do esmalte como: densidade, o PH, a viscosidade
e 0 tempo de secagem”’.

O solvente acetato de etila pertence a familia dos ésteres, € um liquido
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limpido, incolor, de odor forte e frutal, alta volatilidade. E utilizado como solvente
produzido industrialmente ou em laboratérios académicos, a partir da reacdo de
acido acético com etanol, em presenca de acido sulfurico. Atualmente é utilizado
em formulacdes do esmalte de unha e acetona °.

O solvente de acetato de butila pertence a familia dos ésteres acéticos,
utilizado como solvente polar. E um liquido transparente, incolor, volatil e com
odor frutal caracteristico, obtido pela reacdo quimica do acido acético com n
butanol "

Nesse sentido, para o desenvolvimento e a producdo de medicamentos,
cosmeéticos e fitoterapicos, a evolucao tecnoldgica exige a qualidade e seguranca
dos produtos por meio do cumprimento de normas regulamentadoras ®.

No entanto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2010) ° define que
a estabilidade microbiolégica deve manter sua esterilidade ou resisténcia ao
crescimento microbiano. Para isso, é necessario que o profissional farmacéutico
tenha o conhecimento fisico-quimico das caracteristicas dos produtos, manuseio,
preparacdo, interacGes, conservacdo até o produto final.

Segundo o Guia de Estabilidade de Produtos, a avaliagdo microbiolégica
deve ser realizada, por meio de contagem microbiana e do sistema de testes de
conservantes do produto, permitindo verificar se as escolhas dos componentes das
formulacdes comprometem a sua eficacia™®.

Dessa forma, a cosmetovigilancia é uma importante ferramenta que analisa
os produtos pés- comercializacdo™. De acordo com a RDC 322 da Vigilancia
Sanitaria de 2005, este sistema facilitara na comunicacdo por parte do usuério,
sobre problema decorrente ao uso de produtos e também acesso ao consumidor a
informag&o®2.

Uma pesquisa realizada na Italia, no periodo de 1997-2002, com a utilizagdo
do banco de dados do Sistema de Vigilancia sanitaria para hepatites virais agudas,
na qual, detectou 2.964 casos de hepatite B e 598 casos de hepatite C, sendo que
15% (445) dos casos agudos eram de hepatite B e 11,5% (69) de casos agudos de
hepatite C, relacionados aos tratamentos de beleza .

O virus da hepatite B € uma das principais causas de doenca hepética no
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mundo e estima-se que cerca de dois bilhGes de pessoas ja tiveram contato com o
virus'.

O virus € um parasita intracelular que usa 0 mecanismo das células para se
replicar e deve ser assegurado, que o0 virus tenha condi¢bes ideais para
crescimento™, diferente do mecanismo de reproducdo dos fungos que em
laboratério, sdo inoculados em Sabouraud Dextrose Agar (DIFCO)?.

H& pouco mais de 70 anos as células de mamiferos foram cultivadas pela
primeira vez em laboratorio. A partir dai, uma infinidade de familias virais foram
isoladas e identificadas, sendo algumas destas, associadas as doencas da época.
Por meio da microscopia Optica, a presenca do virus € identificada de forma
indireta, por meio de alteracbes morfologicas nas células, denominadas efeito
citopatico (CPE) °.

Dessa forma, os virus sdo parasitas especificos, ou seja, penetram apenas em
determinados tipos de células, denominados especificidade viral. Tal fato impede,
portanto, o uso destes virus como modelo experimental. J&, o herpesvirus bovino,
por ser um virus envelopado, serve de modelo em estudos de atividade antiviral,
devido sua excelente adaptacdo e replicacéo em culturas celulares especificas *°.

O herpesvirus, membro da familia Herpesviridae, é representado por virus
que infectam os vertebrados, incluindo aves, peixes e varios mamiferos,
principalmente os humanos. Apresentam uma grande importancia médica por
estarem envolvidos em muitas doencas. Essa familia possui uma grande variacao
de virus, e é subdividida em trés subfamilias: Alphaherpesvirus, Bethaherpesvirus
e Gammaherpesvirus®.

A literatura mostra que os estudos relacionados a atividade antiviral in vitro
avaliam basicamente, a capacidade que o virus tem de se replicar em cultivos
celulares, monitoradas pela presenca do efeito citopatico, ou seja, alteracdo
morfoldgica que ele causa nas células®’.

Em uma pesquisa realizada com a atividade in vitro de trés drogas antivirais
(Aciclovir, Ganciclovir e Foscamet), sobre os herpesvirus bovino tipos 1, 2 e 5,
em cultivo celular, contribuiu para o delineamento de terapias experimentais e

para o tratamento de algumas dessas enfermidades, em situacdes especiais 2.
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Segundo Freitas'’, pesquisas sd0 necessarias para a avaliagdo da
citotoxicidade de material- testes, devido os mesmos se apresentarem toxicos para
as células e se tornam inviaveis na realizacdo de estudos de atividade antiviral.

A atividade citotoxica de drogas antivirais em fibroblastos mostrou potencial
para o desenvolvimento de teste na avaliagdo da atividade antiviral, frente aos
lentivirus de pequenos ruminantes™®.

Em pesquisa que avaliou o efeito do éleo de copaiba utilizado como cicatri-
zante, mostrou a proliferacdo de células Madin Darby Bovine Kidney, MDBK, por
meio de multiplicacdo celular %°.

Estudo aponta a prevaléncia de doencas e infec¢des causadas pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana (AIDS), hepatite B e C entre profissionais da saude
devido ao crescente niimero de acidentes de trabalhos .

Dessa forma, os riscos ocupacionais de trabalhadores da area de salde, ao
adquirirem patdgenos veiculados pelo sangue, ja est4 documentado® Os acidentes
com materiais bioldégicos humanos (sangue, secrecdes e excrecdes), provocados
por manuseio de objetos perfurocortantes, podem levar as doencas na forma
aguda, cronica ou até mesmo & morte °%.

Pinheiro e Zeitoune ?* referem que o conhecimento dos profissionais de
enfermagem sobre a hepatite B, medidas de biosseguranca utilizadas e a discussao
sobre as implicacdes desta doenca, precisam de treinamento permanente, visando
0 aumento dos conhecimentos quanto a tomada de decisdo em caso de exposicao
as secrecgdes corporais, para minimizar as consequéncias desta ocorréncia.

Os riscos dos profissionais de saude a infeccdo por hepatites B e C, no
exercicio da atividade profissional no ambiente hospitalar, constitui fator de risco
de infeccdo ocupacional, em virtude da ocorréncia ao contato direto com o0s
pacientes e da exposicéo aos fluidos corporais .

A transmissdo do virus hepatite B e C, por meio de instrumentos de
manicure e pedicure, evidenciou um nimero significante de casos de infeccdo pelo
uso inadequado de materiais °.

O compartilhamento de laminas, materiais de manicures e pedicures, sao

fatores de riscos associados aos virus da hepatite B e C e devem ser considerados
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pelas autoridades, a fim de fornecer informac0es e estratégias de politicas publicas
em seu controle %

Os conhecimentos dos profissionais de saldes de beleza, em relagdo a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e hepatite, séo insuficientes ou
incorretos, sobre o conceito, a transmissdo, a prevencdo e 0s meios de

esterilizacdo™?°.

Os profissionais de manicure, pedicure e poddloga néo
imunizados com a vacina contra a Hepatite B e 0 baixo conhecimento sobre essas
doencas, necessitam de campanhas de vacinacdo e cursos destinados a esse
pUblico, tornando possivel a prevencéo e o controle na transmisséo do virus?®**3

Pesquisa realizada na Colémbia, no intuito de avaliar a efetividade dos
processos de desinfeccdo dos utensilios em saldes de beleza e o cumprimento dos
protocolos de higiene, desinfeccdo e esterilizacdo, de acordo com a Resolucédo
2827 de 2006, concluiu que houve crescimento bacteriano de: Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca e
Pseudomonas aeruginosa, além de outros micro-organismos oportunistas *.

Para determinar a prevaléncia do virus da hepatite A, B e C em uma amostra
de esteticistas do Rio de Janeiro, foi aplicado um questionario para estes
profissionais, identificando o fator de risco sdcio- demografico o conhecimento e a
atitude em relacdo a hepatite viral. Os autores destacaram ainda uma alta
prevaléncia de infeccdo por hepatite viral A e uma baixa prevaléncia de infeccédo
por hepatite viral B e C, entre amostras das esteticistas estudadas *.

Na avaliacdo do controle de infeccdo em procedimentos de manicure e
pedicure, em estudo realizado em S&o Paulo, mostrou que 93% das manicures e
pedicures reutilizavam os materiais descartaveis como lixas e palitos. Ressalva
ainda que 74% referiram lavar as méos entre um cliente e outro, embora 80% néo
utilizavam luvas cirurgicas durante procedimentos com riscos de sangramento,
54% relatou ndo realizar qualquer acdo quando em contato com o sangue do
cliente e 93% dos profissionais ndo limpavam os materiais antes da esterilizagao.
Durante o processo de observacdo identificou-se baixa aderéncia pelos
profissionais no uso das recomendacdes de biosseguranca **.

O conhecimento de 90 funcionarios de estabelecimentos comerciais de
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manicure e pedicure, de Santo André e S&o Bernardo do Campo, sobre os
processos de desinfeccdo e esterilizacdo de artigos criticos, apresentaram
deficiéncias importantes relacionadas a limpeza e a esterilizacdo dos
instrumentais®.

Um manual de atualizacdo e aperfeicoamento sobre informagdes técnico-
cientificas de biosseguranca, com intuito de ser um processo funcional e
operacional, de fundamental importancia em servicos de saude, ndo sé por abordar
medidas de controle de infec¢cdes para protecdo da equipe de assisténcia e usuarios
da saude, mas também por ter um papel fundamental na consciéncia sanitaria, da
comunidade, na preservacdo do meio ambiente e na manipulacdo do descarte de
residuos quimicos, toxicos e infectantes e na reducdo geral de riscos a saude e
acidentes ocupacionais™.

A produgdo cientifica mundial em relacdo ao conhecimento e adesdo as
recomendacdes de biosseguranca, entre os profissionais do segmento de estética e
beleza e 0s riscos bioldgicos a que estdo expostos, destacam baixa adesdo dos
profissionais ao uso de equipamentos de protecdo individual, lavagem das méos e
protecdo vacinal e esperam que tais achados possam subsidiar reflex6es sobre
praticas seguras neste segmento, voltadas para profissionais e clientes®’.

Estudos sobre procedimentos de biosseguranca adotados e exposicao
ocupacional pelos profissionais de manicure, pedicure e outros, evidenciaram a
falta de conhecimentos sobre o assunto e a deficiéncia na regulamentacdo desses
servigos. Campanhas de educacdo em saude, associadas as politicas publicas, boas
praticas de biosseguranca e vigilancia nos estabelecimentos, sdo necessarias para
melhorar a qualidade da assisténcia e diminuir 0s riscos de transmissao de doencas
infecciosas® *°.

As atitudes voltadas a educacdo em biosseguranca, entre profissionais de
centros de embelezamentos, tornam-se cada vez mais necessarias, uma vez que
profissionais da area podem influenciar direta ou indiretamente a saude dos seus
clientes .

Estudo com a participacdo de 67 manicures mostrou que 48% delas, ndo

receberam informacOes sobre as doengas infectocontagiosas e apenas 21%
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utilizavam luvas, durante os procedimentos. A preocupacao com a esteriliza¢do do
material é maior, uma vez que 58% relataram que esterilizavam, porém o0s
métodos ndo eram adequados. Quanto a imunizacgdo, 54% afirmou estar vacinada.
Os indicadores analisados demonstram a vulnerabilidade da grande maioria das
manicures, quanto as doencas infectocontagiosas, que podem ser adquiridas no
cotidiano do trabalho **.

De acordo com manual de orientagdo para instalacdo e funcionamento de
institutos de beleza sem responsabilidade médica, conhecer possibilidades e riscos
de transmissdo de doencas, nocbes de higiene, de processos, desinfeccdo de
utensilios e instrumentos e o cuidado no uso de determinados produtos é
fundamental na prestacdo desse tipo de servico, com qualidade. As praticas
coerentes a serem adotadas pelos estabelecimentos de beleza consistem em um
conjunto de medidas que visam garantir a qualidade sanitaria em conformidade
com*:

« Codigo Sanitario Estadual - Lei n. 10.083/98.

* Decreto n® 20.931, de 11/01/1932.

Artigo 25: “Os institutos de beleza, sem direcdo médica, limitar-se-ao
aos servicos compativeis com sua finalidade, sendo terminantemente proibida aos
que neles trabalham a pratica de intervenc@es de cirurgia plastica, por mais ru-
dimentares que sejam, bem como, a aplicacdo de agentes fisioterapicos e a pres-
cricdo de medicamento”.

* Decreto n®12.342, de 27 de setembro de 1.978.

Artigo 218: “Os estabelecimentos de que tratam esta secao estdo su-
jeitos a vistoria pela autoridade sanitaria, e s6 poderao ser utilizados para o fim a
que se destinam, ndo podendo servir de acesso a outras dependéncias”.

Paragrafo Unico — “Sdo permitidas outras atividades afins, a critério
da autoridade sanitaria, respeitando as areas minimas exigidas”.

Segundo o Guia Técnico para Profissionais de Beleza da Coordenacdo de
Vigilancia em Satde®, recomenda-se iluminacdo e ventilagdo adequada,
instalacdo elétrica suficiente, pisos e paredes lavaveis, ralos, pias exclusivas para

limpeza de materiais, equipamentos adequados para esterilizacdo de materiais,
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descrevendo passo a passo como proceder cada processo e as legislagdes vigentes.

Os estabelecimentos devem ter um manual de rotinas e procedimentos, que é
um roteiro descritivo de cada servico prestado, mostrando as recomendacdes sobre
as atividades executadas®.

A postura ética do profissional da beleza inclui as condutas de
biosseguranca, que devem ser adotadas em diversas areas, incluindo a area de
maquiagem. A sugestdo desse trabalho surgiu, pelo conhecimento dos riscos de
contaminacdo, que podem comprometer ndo s6 o resultado final, a maquiagem,
mas também a satide do cliente e do profissional*.

Sobre a biosseguranca e o sistema de informacdo, é importante analisar a
construcdo de solidariedade cognitiva e préatica entre a ciéncia da informacéo e o
campo da biosseguranca favorecendo estratégias e instrumentos de monitoramento
de riscos, por meio da organizacdo de informacdo, em termos de relevancia
quantitativa e qualitativa®.

Tendo em vista a preocupacdo com disseminacdo de micro-organismos por
instrumentais que entram em contato com fluidos corporais e a auséncia de
estudos in vitro, relatando a acdo dos solventes do esmalte de unha, o acetato de
etila e acetado de butila, em modelos de virus experimentais, o presente trabalho
teve o proposito de avaliar a acdo destes compostos presentes no esmalte de unha,

sobre o herpesvirus bovino tipo 5.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antiviral in vitro de dois compostos do esmalte de

unha (acetato de etila e acetato de butila).
2.2 OBJETIVO ESPECIFICO
Analisar a acdo dos solventes, acetato de etila e acetato de butila em

concentracdo maxima nao tdxica para a célula Madin- Darby Bovine Kidney no

herpesvirus bovino tipo 5.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Tipos de Estudo

Trata-se de uma pesquisa experimental que constitui em determinar um
objeto de estudo, selecionar as variaveis que seriam capazes de influencia-lo,
definir as formas de controle e de observacéo dos efeitos que a variavel produz no
objeto. As pesquisas experimentais constituem no mais valioso procedimento
disponivel aos cientistas, para testar hipdteses que estabelecem relagdes de causa e
efeito entre as variaveis. Em virtude de suas possibilidades de controle, os
experimentos oferecem garantia maior do que qualquer outro delineamento é de

que a variavel independente causa efeitos na variavel dependente®.
3.2 Local da Pesquisa

A etapa laboratorial foi realizada no Laboratério de Virologia do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de
Botucatu/UNESP.

3.3 Células e Virus

Para os ensaios celulares foi utilizada a linhagem Madin- Darby Bovine
Kidney (MDBK) derivada de rim de bovino, que estava congelada em criotubos
de 1,5 mL e armazenada em reservatorio de nitrogénio liquido.

Na realizacdo dos ensaios virais foram utilizadas amostras de Herpesvirus
bovino tipo 5 (BoHV-5) congeladas em criotubos de 1,5 mL de virus a -80°C.

Informo ainda que tanto as células quanto os virus foram adquiridos do
Laboratorio de Virologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias de Botucatu/UNESP.
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3.4 Solventes testados

Os solventes testados foram: acetato de etila e o acetato de butila, que
segundo Farmacopeia Brasileira, os insumos farmacéuticos, 0s medicamentos e
outros produtos sujeitos a vigilancia sanitaria devem atender as normas e
especificacdes estabelecidas®’.

Este mesmo autor descreve o solvente acetato de etila como uma estrutura
quimica composto de carbono, hidrogénio e oxigénio - C4HgO, e massa molecular
88,11. (Figura 1). E um solvente liquido limpido, incolor, volatil, de odor
caracteristico e sua densidade aproximadamente 0,90. Temperatura de ebulicdo é
aproximadamente 77 °C, o indice de refracdo (20 °C): 1,371 a 1,373. Conservagao
em recipientes bem fechados, sendo que ao armazenar deve se proteger do calor é

também um produto inflamavel’.

Figura 1- Estrutura quimica do acetato de etila

O
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Fonte: ebah*®

O solvente de acetato de butila possui em sua estrutura quimica e massa
molecular — CgH1,0, — 116,16. (Figura 2). Apresenta se como um liquido incolor e
inflamavel com odor adocicado de fruta. A temperatura de ebulicdo é de 125°C a
126°C e o indice de refragcdo é de 20°C. Pouco solivel em agua. Miscivel em

etanol e éter etilico. Conservado em recipientes fechados’.



39

Figura 2- Estrutura quimica do acetato de butila
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Fonte: ebah*®

3.5 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, tendo sido liberado do parecer técnico, segundo oficio 006/2016-CEP
de 25 de janeiro de 2016, pois a pesquisa ndo envolve direta ou indiretamente

Seres Humanos. Resolugdo n°. 466, de 12 de Dezembro de 2012%.
3.6 Etapa Laboratorial
3.6.1 Preparo de cultivo celular (MDBK) para inoculacéo do virus (BoHV-5)

O armazenamento em nitrogénio liquido é a melhor forma de estocar
células, de modo a preservar a capacidade proliferativa e a viabilidade®°.

Procedimento: As células Madin-Darby bovine kidney (MDBK) foram
descongeladas do reservatério de nitrogénio, em banho Maria, a 37°C e colocadas
em frascos de cultura de 75cm?, para possibilitar sua multiplicacdo, ou seja, a
monocamada celular, suplementada de meio Dubelcco’s modified Eagle médium
(DMEM) e soro fetal bovino 10% e mantida por sete dias em estufa a 37°C.

Decorridos os sete dias, 0 meio de cultura do frasco da monocamada celular
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foi cuidadosamente retirado e desprezado. Em seguida foi adicionado meio
DMEM sem o soro fetal bovino ao frasco, contendo a monocamada, realizando
leve agitacdo para que toda a area do frasco, contendo as células do substrato,
fosse lavada. Este meio foi entdo removido e a solucdo de tripsina- EDTA foi
adicionada cinco mL num frasco de 75cm?, permitindo que toda a area em que as
células se encontravam entrassem em contato com a solu¢do. Em seguida o frasco
foi incubado a 37°C, por cinco minutos. Apés este periodo, a cultura foi
examinada no microscopio 6ptico para verificar se as células haviam sido
removidas da superficie do frasco. Em seguida, 10 mL de meio DMEM com soro
fetal bovino 10% foram adicionados, com uma pipeta, misturando-se suavemente
a solucdo. Apds, 50 pL de suspensdo celular foi retirado com pipeta e colocado em

um tubo eppendorf para a realizacdo da contagem™.
3.6.2 Contagem Celular

Na analise da viabilidade celular, por contagem manual, por meio da camara
Neubauer, utilizou-se o reagente azul de tripana, na concentracdo de 1%, na
solucdo salina. Este reagente é excluido do citoplasma de células viaveis; ja as
células mortas s&o incapazes de exclui-lo e coram em azul®®.

Procedimento: Para a realizacdo de contagem celular manual, foi misturado
50 pL da suspensdo de células, com igual volume de azul de tripan; o fator de
diluicdo foi igual a dois. A seguir, foram pipetados 15 pL da suspensdo com o azul

de tripan e colocada delicadamente na superficie da cAmara de Neubauer. (Figura
3,pg 41).
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Figura 3- Foto de Camara de Neubauer.
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Fonte: Gongalves®.

O liquido atravessa o ““grid” por capilaridade e fica retido entre a cdmara e a
laminula (Figura 4). As ceélulas foram observadas utilizando-se objetiva 10X ao
microscopio optico. A proporc¢do entre o nimero de células vivas e o total (vivas e
mortas) forneceu uma porcentagem da viabilidade celular, a qual foi superior a um

percentual de 90 % *°.

Figura 4- Desenho do grid da Cédmara de Neubauer.

Fonte: Gongalves®.

3.6.3 Manutencao das células
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Culturas de células aderidas sdo examinadas em microscopio Optico
invertido de modo que se possa observar o aspecto geral e a confluéncia da
cultura.

Procedimento: Para a manutencdo das células MDBK, frascos de cultura
celular foram mantidos a 37°C sob atmosfera de 5% CO,, sendo observados
diariamente, de modo a verificar a formacdo da monocamada de células. Quando
estas se mostraram homogéneas e confluentes, ou seja, em torno de um percentual
de 90%, foi necessario repicar a cultura. O crescimento das células é inibido pelo
contato, o que ocorre em alta confluéncia. Se as células permanecerem nesta

condicdo, descolam do frasco, o que inviabiliza a cultura >,

3.6.4 Determinacao do titulo infeccioso viral

A determinacdo do titulo infeccioso das suspensdes virais € um
procedimento imprescindivel a subsequente avaliacdo adequada de qualquer
atividade antiviral >,

Procedimento: consiste em contar o numero de particulas virais, por
unidade de volume, capazes de infectar células permissivas. Tal determinacao foi
efetuada, segundo o método das diluicdes-limites, com célculo do ponto de
infeccdo 50%, de acordo com a metodologia classica de Reed e Muench (1938).
Foi quantificado pelo valor reciproco da diluicdo do virus que teve a capacidade
de infectar 50% das células inoculadas, sendo expresso como a dose infectante a
50% do tecido celular (DITCsp) por mL. A DITCsy nédo revela quantas unidades
infecciosas podem estar presentes na amostra, mas somente se esta dose ou
diluicho produzira efeito citopdtico em cerca de 50% das unidades

experimentais®*.

3.6.5 Titulagéo viral

A partir da suspenséo - estoque viral, foi preparada uma série de diluicdes na

razdo de 1:10 em tubos de microtitulagdo, em banho de gelo, com meio DMEM,
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sem soro fetal bovino (900 pL de meio +100 pL da suspensdo viral). Esta série de
diluicBes 10" e 10™° foram adicionadas ao tapete celular previamente formado e o
efeito citopatico viral foi observado microscopicamente. A titulacdo foi realizada
em placas de microtitulacio de 96 cavidades de células MDBK (3,0x10°
células/ml), com oito cavidades para cada diluigdo, cada cavidade contendo 100pL
da suspensdo viral. As microplacas foram mantidas a 37°C, em estufa de CO,,
durante 72 horas. Apds este intervalo, foi realizada a contagem do numero de
cavidades nas quais houve ou ndo o efeito citopatico. Portanto, foi determinada a
diluicdo que produziu resposta positiva em 50% das amostras (50DITC50= 50%
dose infectante do tecido celular = DI50= dose infectante 50%) .

Foram contadas em cada diluicdo as cavidades infectadas como positivas,
utilizando o simbolo (+), ou seja, as cavidades que tiveram efeito citopatico. As
ndo infectadas como negativas, utilizando o simbolo (-), para as cavidades que ndo
tiveram efeito citopético. Foram calculadas as porcentagens de cavidades
infectadas para cada diluicdo e o valor encontrado foi multiplicado pelo volume
adicionado a cada cavidade, no caso 100 pL, obtendo-se o valor de DITCso/ml 5
Caso a diluicdo que infecta 50% das cavidades vier a variar entre duas dilui¢Ges, o
titulo podera ser calculado por meio da distancia proporcional (DP) entre as

mesmas, pelas seguintes formulas:

DP = (% de positivas acima de 50%) - 50% ( )

_(% de positivas acima de 50%)— (%de positivas abaixode 50%)

Log DITC50= (DP x log do fator de diluicdo) + (log da dilui¢éo
acima de 50%) (I1)

3.6.6 Determinacéo da viabilidade celular pelo método colorimétrico (MTT)
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O teste de MTT °* (3-4,5-Dimethylthiazol-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
foi utilizado para investigar a toxicidade dos solventes de acetato de etila e acetato
de butila para as células MDBK. O fundamento da técnica consiste na
metabolizacdo do MTT, de coloracdo amarela, pela enzima mitocondrial LDH de
células viaveis, formando formazan, que é um cristal de cor violeta. Portanto, é um
ensaio diretamente proporcional, sendo que quanto maior a intensidade da cor,
maior a absorbancia e, portanto, maior a viabilidade celular e menor a toxicidade
dos solventes.

Procedimento: Uma suspensdo de células MDBK, contendo
aproximadamente 3,0x10° células/mL, obtida por tripsinizacdo de um frasco de
cultura celular, foi distribuida (100uL/cavidade), em placas de microtitulacdo de
96 cavidades. As contagens foram realizadas na cdmara de Neubauer e as células
foram mantidas em meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, a
37°, até confluéncia (24horas). Em seguida, o meio foi aspirado e foram
adicionados 100uL/cavidade dos solventes- testes diluidos na razdo 1:2, ou seja,
diluicdes sequenciais de 2™ a 2™°. Foi realizado controle celular negativo com 100
puL meio DMEM/cavidade, e o controle positivo com 100uL de Dimetilsulfoxido
(DMSO)/cavidade. Em seguida as placas em duplicata foram mantidas a 37° C,
por 72horas. Transcorrido este periodo, os sobrenadantes foram cuidadosamente
aspirados, sendo em seguida adicionados 50uL da solucdo MTT/cavidade
(Sigma), a Img/mL em meio DMEM. As placas foram mantidas por mais quatro
horas, nas mesmas condi¢fes. Apds este periodo, foi retirado o meio contendo
MTT de cada cavidade, cuidadosamente, sem danificar as células, e adicionado
100uL de DMSO/cavidade, para solubilizacdo dos cristais de formazan. As placas
foram agitadas, levemente, a temperatura ambiente, por 10 minutos, para que todo
o formazan fosse solubilizado e foram lidas no espectrofotdmetro a 540 nm (Bio-
Tek, Elx 800) .

3.6.7 Ensaio da atividade antiviral nas diferentes fases do ciclo replicativo
com o solvente acetato de etila e o acetato de butila.
Os trés testes foram realizados em placas de microtitulagcdo de 96 cavidades
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(duplicata), com 100 pL/cavidade de células MDBK, que foram cultivadas em
garrafas, anteriormente. As placas de microtitulagdo foram preparadas 24horas
antes e incubadas em estufa a 37°C. O teste possui um controle celular com apenas
meio DMEM, e um controle viral e em cada tipo de teste avaliou uma variavel
diferente por meio de visualizacdo do efeito citopatico (+) ou auséncia do efeito
citopatico (-):

Teste de inativacdo viral: determinou o efeito da inativacdo viral, isto €,
destruicdo do virus ou pela interferéncia em sua habilidade em iniciar um ciclo de
replicacgéo.

Procedimento: Foram adicionadas quantidade de virus BoHV- 5 titulado,
com a quantidade do solvente de acetato de etila ou acetato de butila diluido, na
concentracdo ndo tdéxica para a célula MDBK, em 10 tubos Falcon de 15 mL,
mantendo-se em contato por lhora na auséncia de células, em temperatura
ambiente. Apos este periodo, a placa de microtitulacdo de 96 cavidades com
células MDBK confluentes, foram adicionados 100pul/cavidade de cada diluicdo
dos tubos Falcon (10™° a 10™%), incubadas em estufa a 37°C e realizado a leitura da
placa em microscopio invertido em 24, 48 e 72 horas .

Pre-tratamento: Ocorreu o tratamento das células MDBK com o solvente
acetato de etila ou acetato de butila em concentracdo ndo toxica para a célula, com
0 proposito de avaliacdo do bloqueio de receptores celulares.

Procedimento: Foram adicionados 100 pl do solvente de acetato de etila ou
acetato de butila, em concentracdes de diluicbes ndo téxica para a célula, por
cavidade de placas de microtitulacdo, de 96 cavidades de células MDBK
confluentes, mantendo-se em contato por lhora e incubado em estufa a 37°C.
Decorrido este periodo, foram retirados o sobrenadante de cada cavidade, com o
uso do pipetador multicanal e realizada a lavagem das células trés vezes
consecutivas, com 100uL de Meio DMEM, sem soro fetal bovino e, depois,
adicionado 100 pL/cavidade do virus BoHV-5, diluido na razdo 1:10, ou seja,
diluicBes seqiienciais 10™ a 10™° e feita a leitura em microscopio invertido apds
24, 48 e 72 horas de incubacéo™.

Pos-tratamento: Foi feita a inoculagdo das células com o virus BoHV- 5,
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diluido na raz&o 1:10, onde pretendeu verificar a capacidade de interferir na
replicacéo viral.

Procedimento: Foram adicionados 100 pl do virus BoHV- 5, diluido na
razdo 1:10, ou seja, diluicdes sequénciais 10™° a 10 por cavidade de placas de
microtitulacdo, de 96 cavidades de células MDBK confluentes, mantendo-se em
contato por 1hora e incubado em estufa a 37°C. Apds este periodo, foram retirados
0 sobrenadante de cada cavidade, com o uso do pipetador multicanal e realizada a
lavagem das células trés vezes consecutivas, com 100uL de Meio DMEM, sem
soro fetal bovino e, logo depois, adicionado 100 pL/cavidade do solvente acetato
de etila ou acetato de butila, diluido na concentracdo ndo toxica para a célula e

feita a leitura em microscopio invertido apés 24, 48 e 72 horas de incubagéo .



47

Resultados



48

4. RESULTADOS

No presente estudo, o resultado da titulacéo viral foi obtido pela visualizagédo
da ocorréncia do efeito citopatico (+) até a concentracéo de diluicio 10 (Tabela
1), sendo que a diluicéo da dose infectante a 50% do tecido celular (DITCsg) ficou
entre as diluicdes 10™ a 10°°. Quando se utilizou 0 método Reed Muench, obteve-
se um titulo de 10>° DITCso/mL de virus BoHV-5, uma vez que os valores DITCsg
indicaram a capacidade do virus de infectar apenas 50% das células MDBK. Para
atingir essa visualizacdo foram necessarias 72 horas de incubacdo para determinar

o titulo viral.

Tabela 1. Distribuicéo das diferentes dilui¢des de virus

BoHV-5 em relacdo ao efeito citopatico.

Diluicbes Efeito Citopatico
10" +
107
107
10
107
10°
10” -
10° -
107 -
10-10 _
(+): Efeito citopatico
(- ): Né&o houve efeito citopéatico

+ + + + +

O resultado da determinacdo da viabilidade celular, pelo método
colorimétrico (MTT), que apresentou maior viabilidade celular e menor toxicidade
do solvente, nas diluigdes sequenciais do solvente acetato de etila, foram nas
concentracdes que apresentaram 2° a 2™, O teste foi realizado em duplicata e teve
um controle negativo que apresentou maior viabilidade celular e um controle
positivo que teve menor viabilidade celular.

Enquanto que para o resultado da determinacdo da viabilidade celular, que
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apresentou maior viabilidade celular e menor toxicidade, nas dilui¢cfes sequenciais
do solvente acetato de butila, foram nas concentracdes de 2 a 27 *°. O teste foi
realizado em duplicata e teve um controle negativo que apresentou maior
viabilidade celular e um controle positivo que teve menor viabilidade celular.

No que se refere aos ensaios de atividade antiviral, o resultado do teste de
inativacdo viral com o solvente acetato de etila, ndo houve efeito citopético (-), has
concentracdes de diluicdes 10 a 10™°, em 24 horas de incubagdo. A leitura da
microplaca por meio da visualizacdo em 48 e 72 horas de incubacdo, apresentou
efeito citopatico (+) nas concentracdes de diluicdes 10™ a 10™°, ou seja, ndo houve
interferéncia na replicacdo viral nestas diluicbes (Tabela 2). O teste teve um
controle celular com apenas meio DMEM, e apresentou auséncia de efeito

citopatico (-) e o controle viral que apresentou efeito citopatico (+).

Tabela 2. Distribuicdo das diferentes diluicBes de virus BoHV-5 e do
solvente acetato de etila em relacdo ao efeito citopatico nos

periodos de incubacgdo 24, 48 e 72 horas.

Efeito Citopético

Diluicdes 24 48 72
10 - + +
1072 - + +
10° - + +
10" - + +
10° - + +
10° - + +
10”7 - + +
10° - + +
10°° - + +
10 - + +

(+): Efeito citopatico
(- ): Nao houve efeito citopatico
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No que se refere aos ensaios de atividade antiviral, o resultado do teste de
inativacdo viral com o solvente acetato de butila, ndo houve efeito citopético (-),
nas concentracdes de diluicdes 10 a 10™°, em 24 horas de incubago. A leitura da
microplaca por meio da visualizacdo em 48 e 72 horas de incubacdo, apresentou
efeito citopatico (+) nas concentracdes de diluicdes 10™ a 10™°, ou seja, ndo houve
interferéncia na replicagdo viral nestas diluicbes (Tabela 3). O teste teve um
controle celular com apenas meio DMEM, e apresentou auséncia de efeito

citopatico (-) e o controle viral que apresentou efeito citopatico (+).

Tabela 3. Distribuicdo das diferentes diluicdes de virus BoHV-5 e do
solvente acetato de butila em relacdo ao efeito citopatico nos

periodos de incubacgdo 24, 48 e 72 horas.

Efeito Citopatico

Diluicdes 24 48 72
10 - + +
1072 - + +
10° - + +
10" - + +
10° - + +
10° - + +
10”7 - + +
10° - + +
10°° - + +
10 - + +

(+): Efeito citopatico
(- ): Nao houve efeito citopatico

O resultado do ensaio de pré-tratamento das células MDBK com as dilui¢Bes
do solvente acetato de etila e inoculagédo viral, ndo houve efeito citopatico (-) nas
diluicdes 10™° a 10™° em 24 horas de incubago. A leitura da microplaca por meio
da visualizagdo em 48 e 72 horas de incubacdo, também ndo houve efeito

citopatico (-), nas diluicdes 10 a 10", ou seja, houve bloqueio dos receptores
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celulares nestas diluigcdes (Tabela 4). O controle celular com apenas meio DMEM,

ndo houve efeito citopético (-) e o controle viral apresentou efeito citopatico (+).

Tabela 4. Distribuicdo das dilui¢bes do solvente acetato de etila em relacao

ao efeito citopéatico nos periodos de incubacdo 24, 48 e 72 horas.

Efeito Citopético

Diluicbes 24 48 72
10 + + +
107 + + +
10° + + +
10 + + +
10° - + +
107 - - -
10” - - -
10°® - - -
107 - - -
10 - - -

(+): Efeito citopético
(-): N&o houve efeito citopatico

O resultado do ensaio de pré-tratamento das células MDBK com as dilui¢bes
do solvente acetato de butila e inoculacédo viral, ndo houve efeito citopatico (-) nas
diluicdes 10 a 10™° em 24 horas de incubacdo. A leitura da microplaca por meio
da visualizacdo em 48 e 72 horas de incubacgéo, ndo houve efeito citopatico (-) e
nas diluicbes 10 a 10, ou seja, houve bloqueio dos receptores celulares nestas
diluicdes, (Tabela 5, pg. 52). O controle celular com apenas meio DMEM, ndo

teve efeito citopatico (-) e o controle viral apresentou efeito citopatico (+).
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Tabela 5. Distribuicdo das diluicbes do solvente acetato de butila em

relacdo ao efeito citopatico nos periodos de incubacgdo 24, 48 e

72 horas.
Efeito Citopatico
Diluicbes 24 48 72
10% + + +
102 + + +
1073 + + +
10* + + +
107 - + +
10° - - -
10” - - -
10°® - - -
107 - - -
10 - - -

(+): Efeito citopatico
(-): Ndo houve efeito citopatico

O resultado do ensaio de pds-tratamento da inocula¢do da célula MDBK
com as diluicBes sequenciais com o virus BoHV 5 e o solvente acetato de etila,
ndo houve efeito citopético (-) nas diluicdes 10° a 10™° em 24 horas de incubac&o.
A leitura da microplaca por meio da visualizagdo em 48 e 72 horas de incubacéo,
ndo houve efeito citopatico (-) nas diluices 107 a 10" ou seja, houve
interferéncia na replicacdo viral, nestas diluigdes, (Tabela 6, pg. 53). O controle
celular com apenas meio DMEM, ndo apresentou efeito citopatico (-) e o controle
viral apresentou efeito citopatico (+).
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Tabela 6. Distribuicdo das diluicdes sequenciais do virus BoHV- 5 e o
solvente acetato de etila em relagdo ao efeito citopatico nos

periodos de incubacdo 24, 48 e 72 horas.

Efeito Citopatico
Diluicbes 24 48 72
10"
10°

N
+
103 +
+
+

10
10°
10° ;
107 - ] )
10°® ] _ ]
10° - ] ]
10-10 ) i ]
(+): Efeito citopatico
(-): N&o tem efeito citopatico

O resultado do ensaio de pds-tratamento da inoculagdo da célula MDBK
com as dilui¢bes sequenciais com o virus BoHV 5 e o acetato de butila, ndo houve
efeito citopético (-) nas diluicdes 10 a 10™° em 24 horas de incubagéo. A leitura
da microplaca por meio da visualizagdo em 48 e 72 horas de incubacao, ndo houve
efeito citopatico (-) nas diluicdes 10° a 10, ou seja, houve interferéncia na
replicacéo viral, nestas dilui¢des (Tabela 7, pg. 54). O controle celular com apenas
meio DMEM, ndo apresentou efeito citopatico (-) e o controle viral apresentou

efeito citopatico (+).



Tabela 7. Distribuicdo das dilui¢bes sequenciais do virus BoHV-5 e o
solvente acetato de butila em relacdo ao efeito citopatico nos

periodos de incubacdo 24, 48 e 72 horas.

Efeito Citopatico

Diluicbes 24 48 72

10t + + +
102 + + +
1073 + + +
10™ - + +
107 - - -

10° - - -
10” - - -
10° - - -
107 - - -
10" - - -

(+): Efeito citopético
(-): N&o tem efeito citopético
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5. DISCUSSAO

E importante salientar que ndo foi encontrado na literatura estudo com
composto do esmalte de unha, os solventes, acetato de etila e acetato de butila, em
uma avaliacdo de atividade antiviral, ndo permitindo comparacdo dos resultados,
sugerindo trabalho inédito.

Na avaliacdo da atividade antiviral, a dose infectante nesta pesquisa para
cultura de tecido celular, o titulo foi de 10°° por mL, o que difere com a maioria
dos resultados encontrados na literatura que utilizaram este mesmo método para
determinar a diluicdo de virus capaz de infectar 50% de células inoculadas.
Freitas'’ encontrou um titulo de 10* por mL, ao avaliar atividade antiviral de
compostos naturais contra dois tipos de virus, herpes simples humano tipol e
poliovirus tipo 2. Enquanto a pesquisa desenvolvida por D Angelo et al >, ao
inocularem células MDBK com herpesvirus bovino tipo 1, determinaram titulo de
10%° e 10*8 por mL, tendo como intuito a comparacéo da sensibilidade de culturas
priméarias de células epiteliais de oviduto e murino. Outra avaliacdo utilizando
herpesvirus bovino tipo 5 como candidatos & vacina, utilizando o mesmo método,
determinou o titulo viral com um valor de 10", dose infectante para cultura do
tecido celular por mL*°. Na anélise realizada por Mancini et al >°, em relacéo a
atividade antiviral de compostos fendélicos do alecrim foi encontrado um titulo de
10 °® por mL. De acordo com Pavéo °’, em relacdo & citotoxicidade e interferéncia
do extrato aquoso de Ateleie glazioviana (espécie vegetal) sobre a interacdo do
herpesvirus bovino (BoHV-1), com odcitos bovinos durante o periodo de
maturaco in vitro encontrou um titulo de 10°° por mL.

Entretanto ao analisar os dados obtidos com os localizados na literatura,
sugere que o valor do titulo encontrado depende do numero de células inoculadas,
ou seja, a capacidade que o virus teve de infectar 50% das celulas.

Foi encontrado na literatura pesquisa sobre a toxicidade celular para
avaliacdo de diferentes compostos em diferentes concentragdes e dilui¢bes, porém
é escassa em relacdo aos solventes analisados nesta pesquisa. Apesar de utilizarem

células do rim de boi em outros estudos, diferem quanto aos compostos tratados®,
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Embora perceba-se pelos trabalhos localizados de atividade antiviral de substratos
de plantas que utilizam os solventes para extracdo de compostos bioativos
presentes na planta’”°. Isso nos mostra a dificuldade comparativa para avaliacio
da toxicidade celular a estes solventes testados.

Apesar de ndo identificar na literatura relatos especificos sobre solventes
acetato de etila e acetato de butila na atividade antiviral, o presente estudo
evidenciou que apesar de pouca diferenca entre as diluicdes sequenciais, houve
replicacdo viral em diluicbes mais concentradas de virus e de solventes. Em outra

avaliacdo da atividade antiviral realizada por Luchemeyer >

, com extratos do
composto natural de folhas de erva-mate, por meio dos ensaios de replicagdo viral
no pré-tratamento, pos- tratamento e acdo virucida ou inativacdo viral. Embora
utilizada mesma metodologia, as diluicdes sequenciais dos extratos do composto
natural foram diferentes. Ressalva ainda no ensaio de acdo virucida e no pés-
tratamento, 0os compostos inativaram as particulas virais em todas as dilui¢Oes
sequenciais. No entanto, quando os compostos foram adicionados as células antes
de ocorrer a inoculacdo viral, no pré-tratamento, houve replicacdo viral nas
diluicbes sequenciais. Em outra pesquisa ainda analisando a atividade antiviral,
realizada por Miiller ®°, em plantas brasileiras, contra o herpesvirus humano tipol
utilizando ensaios de acgdo virucida, pré e pOs-tratamento desses compostos
apresentaram maior inibicdo da replicacdo viral foram os tratamentos de acao
virucida ou simultdneo como citado e o pos-tratamento, no pré-tratamento
apresentou menos eficacia da agéo dos solventes na inibi¢do da replicagéo viral.
As anéalises dos ensaios foram realizadas por meio de visualizacdo do efeito
citopatico e ensaio colorimétrico.

A limitacdo do presente estudo, com o uso do esmalte de unha, se deu pelo
fato deste produto nédo ser diluido em meio de cultura para células (DMEN) em
sua totalidade, além de conter substancias muito volateis que secam o produto
rapidamente. Estes dados vem corroborar com a pesquisa de Silva et al® que
estudaram os componentes do esmalte de unha, e estabeleceram a proporc¢ao dos
reagentes envolvidos, mesmo com perdas de produtos devido sua volatilidade. Os

dados da presente pesquisa diferem do estudo desenvolvido por Almeida®. Neste
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estudo concluiu que o esmalte é um veiculo possivel de transmissdo de micro-
organismo, pois utilizou o esmalte de unha, que é composto por: uma combinagao
complexa de substdncias como resinas, solventes, plastificantes, minerais,
pigmentos sintéticos e agentes naturais, sem precisar dilui-lo em meio de cultura,
pois utilizou Sabouraud Dextrose Agar, e provou a contaminacdo e o crescimento
de quatro espécies de fungos no esmalte.

Os solventes presentes no esmalte sdo considerados voléteis®, e o
profissional de manicure e pedicure, em seu uso diario de trabalho, com o esmalte
de unha, de uso coletivo, nos sugere que a concentracdo destes compostos volateis,
seja menor comparando a sua concentracdo inicial e final do frasco. Pela
volatilidade do solvente a concentracdo possivelmente difere da preconizada pelo
orgao fiscalizador. Em relacdo esmalte aberto por varios dias, ou seja, considerado
mais velho, teve um crescimento maior de fungos. Extrapolando esta possibilidade
da concentracdo destes solventes serem modificados pela volatilidade e podendo
alterar sua acdo antiviral, sugere que o esmalte pode ser um potencial reservatorio
ou até mesmo veiculo possivel de transmissdo de virus. Investigacdes sao
necessarias para aprofundar os conhecimentos em relacdo aos mecanismos de
transmissao de virus, bactérias e fungos por meio do esmalte de unha. Estes dados
vém acrescentar ao estudo de Melo e Isolani®® ao analisarem um nimero
significante de casos de infeccdo da hepatite B e hepatite C que provavelmente
ocorreram devido ao uso inadequado de materiais de manicure e pedicure por
meio do compartilhamento. No entanto os centros de embelezamento que
oferecem ao publico estes procedimentos devem seguir legislacdo sanitaria
vigente, de forma a garantir a segurancga dos clientes, bloqueando a cadeia de
transmissdo por meio destes produtos *°.

Pesquisa desenvolvida anteriormente ja demonstrava a preocupacdo da
transmisséo de micro- organismos em sal6es de beleza, que ha necessidade de uma
melhor regulamentacdo desses servicos pela legislacéo sanitaria®.

Refletindo sobre os saldes de beleza que realizam procedimentos complexos
as vezes invasivos, pele e mucosas, ha necessidade de maior conhecimento sobre

0s riscos de cada procedimento a populacdo assim como para os trabalhadores
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desta area. Estes dados reforcam os achados de Garcia et al ®, quando relatam que
os profissionais da area de beleza e 0s clientes expostos aos riscos patoldgicos,
relacionados a falta do uso de equipamento de protecdo individual e os
procedimentos de esterilizacdo de materiais inadequados, sugerem a necessidade
de acGes de qualificacdo aos profissionais quanto aos aspectos da importéncia da
saude coletiva.

A adocdo das medidas de biosseguranca, preconizadas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, é necessaria para a prevencdo da transmissao de
micro-organismos entre clientes e profissionais. Entretanto, a baixa adesdo as
medidas de biosseguranga por profissionais foram citados em varios estudos
37383940 Destacam pouco conhecimento dos profissionais pela falta de
informacdo, os métodos incorretos na esterilizacdo de materiais, a falta de limpeza
de superficies, condutas inadequadas pds-acidente com materiais perfurocortantes
e reforcam a necessidade de maior assisténcia dos Orgdos publicos aos
profissionais deste segmento na adocio de medidas de biosseguranca 3% 3 4142,

Pela possibilidade de contaminacéo no uso de materiais de saldes de beleza,
compartilhados, por meio de um acidente por contato com materiais bioldgicos, ou

seja, sangue e fluidos corporais, Gir et al ®

, citam em seu estudo, a melhor
alternativa na prevencdo de transmissdo de micro-organismos € indicar o uso de
material individual e evitar a exposicdo direta ao sangue. Enquanto Almeida 2,
ressalva que além do esmalte de unha apresentar a possibilidade de disseminacao
de micro-organismos, os fungos, os instrumentais também apresentam riscos
bioldgicos pelo uso compartilhado desses materiais, 0 que se pode sugerir na
possivel ocorréncia da contaminacéo pelo virus.

Na preocupacdo de disseminacdo de micro-organismos, os cuidados na
desinfeccéo e esterilizacdo de materiais sdo preconizados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria do Estado de S&o Paulo ®, que estabelecem medidas de
biosseguranca para obter um ambiente livre de riscos aos trabalhadores e clientes.
Pensando na prevengdo de doencas transmitidas em um local de grande
rotatividade, o saldo de beleza, ha necessidade de rever junto a Vigilancia

Sanitaria o cumprimento das boas praticas de manuseio de materiais de uso
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coletivo junto a fiscalizacdo com maior periodicidade.

Vérias doengas séo transmitidas pelos fluidos corporais conforme pesquisas
realizadas em hospitais ao relatar grande numero de notificacbes de acidentes
perfurocortantes e contaminagdo dos profissionais de salde, principalmente pelo
virus da hepatite e HIV. Esta preocupacdo em relacdo a prevencdo de
disseminacdo de micro-organismos foi criada a proposta do uso das medidas de
biosseguranca em instituicGes de salde. Pensando que o embelezamento pode ser
considerado como o cuidado do outro, nos sugere a implantacdo de medidas
semelhantes para seguranca do cliente em sal8es de beleza®3"383940,

Ao falar de seguranca do cliente ha necessidade de se pensar, nos Vvarios
eixos de atendimento ao cliente, principalmente nos casos de processos invasivos,
como a proposta de embelezamento da unha no Brasil, portanto é importante

enfatizar as medidas de biosseguranca.
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6. CONCLUSOES

Concluiu-se que houve replicagédo viral nas diferentes diluicbes, em maior
concentracdo de solvente e maior nimero de virus. Portanto, iSso nos sugere a
necessidade de cursos de capacitacdo sobre o possivel risco do uso de esmalte de
unha de forma coletiva.

Este dado nos permite concluir ainda, que ha necessidade de novas pesquisas
nesta area, para diminuir o possivel risco disseminacdo de micro-organismos e a
contaminacdo cruzada da populacéo.

Para evitar a exposicdo aos potenciais riscos os oOrgaos fiscalizadores
deveriam atuar mais nesses estabelecimentos, de forma educativa e na observagao
da dindmica do trabalho desses profissionais. Ou até mesmo sugerir as industrias
de esmaltes, elaborarem frascos com quantidades menores com propdésito de uso
unitario.

Conclui- se ainda que toda esta problematica da exposi¢do da populacdo
cada vez mais jovem que busca o saldo de beleza no cuidado da aparéncia,
propomos algumas medidas de acordo com a revisdo da literatura e do presente
resultado desta pesquisa, para controle de transmissdo de micro-organismos pelo

esmalte e instrumentais utilizados em centros de embelezamento.
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7. RECOMENDACOES SOBRE ACOES DE PREVENCAO NO
CONTROLE DE TRANSMISAO DE MICRO-ORGANISMOS EM
SALOES DE BELEZA.

As acbes de prevencdo para o controle de Infeccdo relacionada a
assisténcia a salde, em especial em salGes de embelezamento, deva ter
envolvimento do orgao fiscalizador nacional, local, proprietarios,
funcionarios e a populacdo em geral no controle de transmissdo de micro-

organismos, conforme recomendagdes abaixo:

ORGAO FISCALIZADOR LOCAL

> Deva incentivar por meio de fiscalizacdo o registro de abertura junto a
Agéncia de Vigilancia Sanitaria;

» Estipular prazos no cumprimento das normas e documentacao vigente para
a abertura do servico;

» Conscientizar a populagcdo da obrigatoriedade desta unidade possuir o
certificado da vigilancia sanitaria afixado em local de fécil visualizac&o;

> Utilizar a midia para divulgacdo dos potenciais riscos da populacdo em

sal6es de embelezamento.

PROPRIETARIOS DOS SALOES DE EMBELEZAMENTO

» Deva seguir as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria na
implementacédo de saldes de beleza;
» Cumprir determinagdes da Vigilancia Sanitaria local na prevencdo de

riscos a populacao.
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PROFISSIONAIS

» Atualizar- se profissionalmente;

» Manter a carteira de vacinagcdo em dia

» Conhecer as a¢des em caso de acidentes com perfurocortantes;

» Deva incentivar a utilizacdo individual do “Kit unha” (Figura 5), contendo:
alicate de cuticula e unha, tesoura, palito, espatula, lixa, esmalte e papel
toalha.

» Proceder aos métodos de desinfeccdo e esterilizacdo de acordo com
normas da Vigilancia Sanitéria;

» Utilizar os equipamentos de protecao individual;

» Utilizar bacias com protecdo de plastico descartavel com troca a cada
cliente;

» Os materiais descartaveis deverdo ser desprezados em recipientes
resistentes e com tampa;

» Proporcionar ambiente e procedimento com seguranca aos clientes.

CLIENTES

» Utilizar saldes de beleza que tenham registro na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria;

» Verificar se os profissionais realizam atividades de atualizagbes e
apresenta preocupac6es com riscos a populacéo

» Observar a limpeza do local e a lavagem das mdaos pelos profissionais
antes e apés o atendimento ao cliente;

» Ter um Kit individual para os materiais como alicate de cuticula e unha,
tesoura, espatula, lixa, palito e papel toalha e esmalte;

» Ndo fazer empréstimos dos materiais determinados como individuais;

» Se optar por usar os instrumentais do saldo verificar se existe procedimento

de esterilizacdo adequado.
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Figura 5. Foto ilustrativa do Kit de unha.

Fonte: Autora
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