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RESUMO



MORENO A. Avaliacdo da adesao de Staphylococcus spp. em resina
acrilica especifica para protese ocular e alteracdo de cor de botdes
de iris artificiais, variando a cor e as técnicas de obtencdo, ambos
apés desinfeccao quimica [Tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia

da Universidade Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

As proteses oculares sdo responsaveis pela recuperacdo da estética e
auto-estima do usuério. Assim, os materiais utilizados na confec¢do de
prétese ocular devem possuir propriedades especificas para sua
indicacdo e durabilidade principalmente aos procedimentos de
desinfeccéo pelo paciente. Desse modo, este estudo teve como objetivo
verificar a efetividade de diferentes solu¢des desinfetantes na remocgéao de
biofiilme de duas espécies de Staphylococcus spp., desenvolvidas na
superficie de resina acrilica especifica para protese ocular e avaliar a
alteracé@o de cor de botbes de iris artificiais confeccionadas por diferentes
técnicas antes e apdés a polimerizacdo e quando influenciadas pela
desinfeccdo quimica. Para o teste de microbiologia, 396 amostras em
resina acrilica para prétese ocular N1 foram confeccionadas (1,0 cm em
diametro e 0,3 cm em espessura), sendo metade dessas amostras para
formacéo de biofilme de S. epidermidis e a outra metade para formacéao

de biofilme de S. aureus, ambos na superficie da amostra. Para cada



cepa bacterina, 66 amostras foram submetidas a formacéo de biofilme em
sua superficie durante trés diferentes tempos: inicial (24h), intermediario
(48h) e maduro (72h). Em seguida as amostras foram distribuidas
aleatoriamente (unidade amostral n=6) para um dos tratamentos
desinfetantes: agua destilada durante 10, 15, 30 min e 6 h (controle-CTL);
sabdo neutro (NES) durante 30 min; Opti-Free® durante 30 min e 6 h;
Efferdent® (EFF) durante 15 min; e gluconato de clorexidina (0,5%; 2% e
4%) (CHX) durante 10 min. Apés o tratamento desinfetante, as amostras
acrilicas foram imediatamente agitadas para desprendimento do biofilme.
A contagem de colbnias foi verificada por analise do nimero de UFC/mL.
Para a andlise de alteracdo de cor 300 amostras simulando préteses
oculares foram confeccionadas, sendo metade dessas amostras com iris
artificial na cor azul e a outra metade na cor marrom. Para cada cor,
cinquenta amostras de cada técnica empregada (técnica convencional
(PE), técnica com calota pré-fabricada (CA) e pintura invertida (PI1)) foram
confeccionadas. Para cada técnica empregada, 10 amostras foram
submetidas a trés tipos de solucdes desinfetantes (sabdo neutro (NES),
Opti-Free (OPF) e clorexidina a 4% (CHX)); ou permaneceram sem
desinfeccdo (C1, imersas em soro fisiolégico e C2 restritas a ambiente
seco). A desinfeccdo foi realizada por 240 dias, sendo as amostras
desinfetadas, armazenadas em soro fisioldgico durante esse periodo. A
leitura de cor das amostras foi realizada por um espectrofotdmetro,

usando o sistema CIE L*a*b* antes da polimerizacao da resina incolor (B1),



logo apds a sua confeccado (B2), e apos 60 (T1), 120 (T2) e 240 (T3) dias
de desinfeccdo e armazenagem. As diferencas de cor (AE) foram
calculadas para os periodos entre B2 e B1 (B2B1), T1 e B2 (T1B2), T2 e B2
(T2B2) e T3 e B2 (T3B2). Os resultados foram analisados por andlise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey-Kramer (0=0,05). Pode-se verificar
menores valores de UFCs para os tratamentos com CHX e EFF, com
diferenca significante (P<0,001), quando comparados com 0s respectivos
grupos controles para ambas as cepas, em todos os periodos de
desenvolvimento do biofilme. O tratamento de CHX durante 10 min em
todas as concentragdes apresentou amplo espectro antimicrobiano contra
Staphylococcus spp em todos os periodos de desenvolvimento do biofilme.
(P<0,0001). Em relacao a avaliacao de alteracéo de cor, observou-se que
o botéo de iris artificial de todas as amostras apresentou alteracao de cor
tanto apos a polimerizacdo da resina acrilica incolor quanto apos os
periodos de desinfeccdo e armazenagem. As amostras com botédo de iris
artificial de cor marrom apresentaram maior estabilidade de cor (P<0,05)
em relacdo a cor azul tanto apos polimerizagdo da resina incolor quanto
durante o periodo de desinfec¢cdo e armazenagem para todas as técnicas.
Em relacdo a alteracdo de cor verificada apds a polimerizacdo da resina
incolor, as amostras com botédo de iris artificial confeccionado pela técnica
CA (AE=6,79 na cor azul e AE=4,93 na cor marrom) apresentaram 0S
maiores valores de alteracdo de cor, estatisticamente significante

(P<0,05). Para o botdo de iris de cor marrom, as amostras



confeccionadas pela técnica Pl (AE=0,64) apresentaram 0S menores
valores de alteracdo de cor, estatisticamente significante (P<0,05). Em
relacdo a alteracédo de cor verificada ao longo do periodo de desinfeccdo
e armazenagem, as amostras de botéo de iris na cor azul confeccionadas
pelas técnicas PE e CA apresentaram maior estabilidade de cor (P<0,001),
apos o periodo de desinfeccdo e armazenagem. As amostras com botéo
de iris artificial desinfetados com CHX apresentaram maiores valores de
alteracao de cor (P<0,001), em relagcdo aos tratamentos controle, para
ambas as cores e técnicas. Pode-se concluir que os tratamentos com
peroxido alcalino e gluconato de clorexidina foram efetivos na remog¢é&o do
biofiilme de Staphylococcus spp. da superficie da resina acrilica para
todos os periodos de desenvolvimento do biofilme. O tratamento realizado
com gluconato de clorexidina mostrou ocasionar maior alteracédo de cor do
botdo de iris aritifical, para ambas as cores. A avaliacdo da alteracéo de
cor do botdo de iris artificial ap0s a polimerizacdo da resina incolor e
periodos de desinfeccdo e armazenagem apresentou diferenca
significante entre as diferentes técnicas empregadas na sua confeccéo,
para ambas as cores.

Palavras-chave: Desinfec¢cdo, Olho artificial, Cor, Resinas acrilicas,

Protese maxilofacial, Biofilmes.
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MORENO A. Evaluation of Staphylococcus spp adhesion ocular
prosthesis acrylic resin and chromatic change of artificial iris
buttons fabricated with different techniques and colors after
chemical disinfection [Thesis]. Aracatuba: Sao Paulo State University;

2014.

ABSTRACT

Considering that ocular prostheses restore esthetics and patient’'s self-
esteem, the materials used for prosthesis fabrication should present
appropriate properties regarding indication and reliability after the
disinfection procedures. So, the aim of this study was to assess the
effectiveness of different disinfectant solutions against two species of
Staphylococcus spp. cultured on ocular prosthesis acrylic resin. In addition,
the chromatic change of artificial iris buttons fabricated with different
techniques was also evaluated before and after polymerization and
disinfection. For the microbiology tests 396 acrylic specimens were
fabricated (1.0 cm in diameter and 0.3 cm in thickness). Half of the
samples were made for biofilm formation of S. epidermidis and half were
made for biofilm formation of S. aureus, both on the sample surface. For
each strain, 66 samples were underwent to biofilm formation on the liner
surface for three different points: initial (24h), intermediate (48h) and
mature (72h). Afterwards the specimens were randomly assigned (unit

sample n = 6) to one of disinfectant treatments: distilled water for 10, 15,



30 min and 6 h (control-CTL); treated with neutral soap (NES) for 30 min;
treated with Opti-Free® (OPT) for 30 min and 6 h; treated with Efferdent®
(EFF) for 15 min; and treated with (0.5%, 2% and 4%) chlorhexidine
gluconate (CHX) for 10 min. After the treatments, the specimens were
vortexed to disrupt the biofilm, and residual cells were counted (cell/mL).
For the color meansurations a total of 300 samples simulating ocular
prosthesis were fabricated. Half of the samples were made with blue
artificial irises, and half were made with brown artificial irises. For each
color, 50 samples were fabricated according to one of the following
techniques: PE — conventional technique, CA — prefabricated cap, and PI
— inverted painting. A total of 10 specimens of each technique was
submitted to disinfection with neutral soap (NES), Opti-Free (OPF) and 4%
chlorhexidine (CHX). The control samples remained immersed in saline
solution (C1) or exposed to dry environment (C2). The disinfection was
conducted for 240 days and the disinfected samples remained immersed
in saline during this period. Chromatic change was measured using a
spectrophotometer according to the CIE L*a*b system before
polymerization of the colorless resin (B1); after sample fabrication (B2); and
after 60 (T1), 120 (T2) and 240 (Ts) days of disinfection and storage. The
chromatic change (AE) was calculated between the periods B2 and B:
(B2B1), T1 and B2 (T1B2), T2 and B2 (T2B2), and T3 and Bz (T3B2). The
results were analyzed using analysis of variance (ANOVA) and Tukey-

Kramer test (a=0.05). There was lowest values of CFUs for treatments



with CHX and EFF, with significant difference (P<0.001) in comparison to
the control groups of each strain in all periods of biofilm development. The
treatment with CHX at all concentrations during 10 minutes presented high
antimicrobial activity against Staphylococcus spp. in all periods of biofilm
culture (P<0.0001). For chromatic change, all samples presented
alteration in artificial iris button color after polymerization of the colorless
resin, disinfection and storage. The samples with the artificial brown iris
buttons showed greater stability color (P<0.05) after polymerization of the
colorless resin and period of disinfection and storage for all techniques.
Considering the analysis after polymerization of the colorless resin, the
artificial irises buttons fabricated with the CA (AE=6.79 to blue color and
AE=4.93 brown color) technique showed the highest values of chromatic
change (P<0.05). For the brown irises, the Pl (AE=0.64) samples
presented the lowest values of chromatic change (P<0.05). Considering
the chromatic change during disinfection and storage, blue artificial iris
buttons fabricated by PE and CA techniques exhibited greater stability
(P<0.001), after period of disinfection and storage. The artificial irises
buttons disinfected with CHX showed higher values of chromatic change
(P<0.001), in comparison to the control treatments, for both colors and
techniques. It was concluded that the treatments with alkaline peroxide
and chlorhexidine gluconate were effective against Staphylococcus spp.
biofilm cultured on the acrylic resin during all periods of biofilm culture. The

treatment with chlorhexidine showed cause greater change color of the iris



aritifical button for both colors. In addition, there was significant difference
in color change after colorless resin polymerization; and disinfection period
and storage on the artificial irises buttons fabricated with different
techniques in both colors.

Keywords: Disinfection, Artificial eye, Color, Acrylic resins, Maxillofacial

prosthesis, Biofilms.
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1 INTRODUCAO GERAL

A protese ocular esta entre as varias modalidades da
prétese bucomaxilofacial, sendo um tratamento reabilitador artificial para
0s pacientes que sofreram perda total ou parcial do bulbo ocular. As
perdas do globo ocular podem ser por traumas, oncologia ou
malformacdes genéticas. Embora essa protese ndo devolva ao seu
portador a funcdo primordial, ou seja, a visdo, mantém preenchida a
cavidade anoftalmica, restaurando a direcdo lacrimal e prevenindo o
acumulo desse fluido na cavidade. Além disso, a aparéncia estética do
paciente também é melhorada, contribuindo para o seu desenvolvimento
psiquico social e melhor qualidade de vida.

Entre os materiais utilizados na reabilitacdo ocular, as
resinas acrilicas sdo consideradas de eleicdo por apresentar
caracteristicas singulares como baixo custo, boa adaptacdo e
biocompatibilidade, facil manipulacdo e estética satisfatéria. Durante a
confeccdo da protese ocular, alguns aspectos importantes na sua
dissimulacdo devem ser considerados, como sua leveza, morfologia da
face anterior, escolha correta das cores da iris artificial e esclera. A
prétese ocular é constituida pela esclerética, confeccionada com resina
acrilica branca, caracterizada por vénulas, representando a esclera do

7

olho humano. Sobre essa esclerdtica € posicionado o botdo de iris
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artificial, que é a associacdo da pintura com a calota incolor. Esta ultima
pode ser confeccionada industrialmente, ou obtida por meio da
prensagem de resina acrilica sobre a pintura. Essa camada de resina
incolor pode variar de 1 a 3,5 mm, permitindo, pela sua translucidez, a
perfeita visualizagdo da iris artificial, em profundidade e naturalidade,
semelhante ao olho natural, a fim de alcancar estética e harmonia facial.

Na cavidade anoftdlmica embora a prétese ocular
encontre-se adequadamente adaptada, na maioria dos casos pode-se
observar certo grau de “espago morto”, entre sua superficie posterior e o
fundo da cavidade. Com isso, a secrecdo lacrimal, muco e residuos
estagnados nesse espaco constituem excelente meio de cultura para o
crescimento bacteriano. Algumas evidéncias sugerem que a superficie do
material pode ter influéncia sobre as interagcbes com as bactérias. Além
disso, a microbiota enddgena conjuntival € a primeira suspeita quando se
esta pesquisando a causa de infec¢des oculares pés-traumaticas e pos-
operatorias.

A adeséo bacteriana a polimeros e a producao de biofilme
depende de propriedades fisico-quimicas da superficie do material e da
superficie bacteriana. Os estafilococos sdo considerados 0s mais
importantes patégenos de infec¢des protéticas, contribuindo assim para a
maioria das bacteremias hospitalares. Entre 0s microrganismos mais
frequentemente isolados da cavidade anoftalmica, estédo os estafilococos

coagulase-negativos, cuja espécie mais prevalente € o Staphylococcus
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epidermidis; e o estafilococos coagulase-positivos cujo principal
representante é o Staphylococcus aureus. O S. epidermidis tem
habilidade de se aderir e proliferar em superficies de polimeros,
especialmente lentes e proteses intra-oculares, secretando matriz
extracelular viscosa (biofilme) que o protege contra antibidticos, bem
como dos mecanismos de defesa do hospedeiro. O S. aureus vive
principalmente nas superficies das mucosas e tem sido considerado um
dos mais versateis e perigosos patégenos humanos. Assim para a
manutencdo da saude dos usuarios de protese ocular, € importante
ressaltar o controle da formacdo de biofilme microbiano sobre a resina
acrilica.

Além disso, a literatura tem dirigido estudos em relacao a
variedade de técnicas de confeccdo do botdo de iris artificial estético da
protese ocular. E conhecido que entre as técnicas de confec¢éo do botéo
de iris artificial estdo a pintura convencional e mistura de mondémero-
polimero sobre a iris artificial, a técnica da pintura invertida com a
utilizacao de calotas pré-fabricadas e, também, a reproducédo impressa ou
fotografica da iris sd& do paciente, associada a mistura de mondmero-
polimero ou a calotas pré-fabricadas. Segundo a literatura, a utilizacdo de
calotas pré-fabricadas confere a protese ocular propriedades fisicas
semelhantes a utilizacdo da resina acrilica incolor em mistura monémero-

polimero.
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A pintura da iris artificial € o passo mais delicado e requer
método e disciplina rigorosos, para que o0 resultado seja satisfatorio.
Portanto, deve-se considerar, durante a pintura, a qualidade da tinta
utilizada e as diferengas entre as técnicas de obtencdo do botdo da iris
artificial. Estes fatores sao importantes, a fim de prevenir descoramento,
manchas e alteracdo de cor diante dos procedimentos de envelhecimento,
limpeza e manuseio da protese pelo paciente. O botdo de iris artificial
pode sofrer alteracdes de cor ao longo do tempo, sendo essas alteracdes
clinicamente observadas e, as vezes, quase imperceptiveis a olho nu; no
entanto, elas podem vir a se tornar acentuadas, o suficiente para levar a
indicacdo da confeccdo de nova protese, mesmo quando a outra ainda
apresenta boa adaptacéao.

Em relacao as tintas utilizadas na confeccao da pintura de
iris artificiais, existem as tintas aquarela, guache, tinta a 6leo, automotiva
e tinta para modelismo, em diferentes superficies, como papel, discos de
acetato e resina acrilica. Alguns estudos demonstram que as tintas
guache e acrilica, quando empregadas, apresentam alteracéo de cor, e a
tinta a 6leo apresenta melhor estabilidade de cor frente a acdo degradante
dos agentes ambientais. Além disso, a instabilidade de cor pode variar em
relacdo a tonalidade do pigmento utilizado. Os pigmentos escuros
apresentam maior resisténcia aos efeitos degradantes, devido a formacéao
de ligacbes quimicas mais estaveis, ndo sujeitas a quebra durante a

polimerizacao.
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Entre as solugcbes empregadas para a limpeza das
préteses oculares, estdo o sabdo neutro, gluconato de clorexidina e
solucado multipropésito para lentes de contato. No entanto, verifica-se que
ndo ha estudos quanto ao efeito de solu¢des desinfetantes e tempo de
uso no controle de biofilmes formados sobre resina acrilica especifica
para protese ocular, bem como sobre a alteracéo de cor do botdo estético

de iris artificial diante das diferentes possibilidades de sua confec¢éo.



CAPITULO 1
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AVALIACAO DA DESINFECCAO QUIMICA NA REMOCAO DO
BIOFILME DE STAPHYLOCOCCUS SPP EM SUPERFICIE DE RESINA

ACRILICA ESPECIFICA PARA PROTESE OCULAR

2.1 RESUMO

A desinfeccdo de préteses oculares objetiva o controle da formacao de
biofilme, e prevencédo de inflamacdo e infeccdo na microbiota endégena
conjuntival, associada com Staphylococcus spp. O desenvolvimento de
biofiilme na prétese ocular pode promover bacteremia recorrente, e
resisténcia a antibioticos. O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade
de tratamentos desinfetantes na remocao de biofilme de Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus aureus, desenvolvidas na superficie da
resina acrilica especifica para protese ocular. Para isso, 396 amostras em
resina acrilica N1 foram confeccionadas (1,0 cm em diametro e 0,3 cm em
espessura) sendo metade dessas amostras para formacéo de biofilme de
S. epidermidis e a outra metade para formacao de biofilme de S. aureus,
ambos na superficie da amostra. Para cada cepa bacterina, 66 amostras
foram submetidas a formacéo de biofiime em sua superficie durante trés
diferentes tempos: inicial (24h), intermediario (48h) e maduro (72h). Em
seguida as amostras foram distribuidas aleatoriamente (unidade amostral
n=6) para um dos tratamentos desinfetantes: agua destilada durante 10,

15, 30 min e 6 h (controle-CTL); sabéao neutro (NES) durante 30 min; Opti-

Obs.: Estudo realizado na University of Tennessee, USA — Bolsa BEPE- FAPESP
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Free® (OPF) durante 30 min e 6 h; Efferdent® (EFF) durante 15 min; e
gluconato de clorexidina (0,5%; 2% e 4%) (CHX) durante 10 min. Apés o
tratamento desinfetante, as amostras acrilicas foram imediatamente
agitadas para desprendimento do biofilme. A contagem de col6nias foi
verificada por andalise do numero de UFC/mL. Os resultados foram
analisados por ANOVA trés-fatores e teste de Tukey (a=0,05). Os
tratamentos com CHX e EFF apresentaram menores valores de UFCs,
estatisticamente significante (P<0,0001), em relacdo aos seus respectivos
grupos controle para ambas as bactérias em todos os periodos de
desenvolvimento do biofilme. Apenas para S. aureus o tratamento com
OPF durante 6 h apresentou menores Vvalores, estatisticamente
significantes, em relacdo ao grupo controle. Entretanto, nao foi observada
diferenca significante (P> 0,05) entre os demais tratamentos e 0s grupos
controle para ambas as cepas em todos os periodos de desenvolvimento
do biofilme. Pode ser concluido que os desinfetantes com perdxido
alcalino e gluconato de clorexidina apresentaram efeito antimicrobiano de
amplo espectro na remocdo do biofilme de Staphylococcus spp. na

superficie de resina acrilica especifica para prétese ocular.

PALAVRAS-CHAVE: Biofilme. Staphylococcus epidermidis.
Staphylococcus aureus. Desinfec¢cao. Polimetil Metacrilato (PMMA). Olho

artificial.
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2.2 INTRODUCAO

A prétese ocular é uma modalidade da prétese facial' que visa
reparar aloplasicamente as perdas ou as deformidades do bulbo ocular?.
Uma vez que a visdo nao pode ser reconstituida por meios artificiais, a
prétese tem como principal objetivo reconstruir a estética da face,
restaurando e embelezando o rosto cuja expressao fora comprometida.
Atualmente o material de escolha para a reabilitacdo ocular séo as resinas
acrilicas por apresentarem caracteristicas singulares como baixo custo,
boa adaptacdo e biocompatibilidade, facil manipulacdo e estética
satisfatéria®.

Na cavidade anoftalmica embora a protese ocular encontre-se
adequadamente adaptada, na maioria dos casos pode-se observar certo
grau de “espaco morto”, entre a superficie posterior da mesma e o fundo
da cavidade*®. Com isso, a secre¢do lacrimal, muco e residuos
estagnados nesse espaco constituem excelente meio de cultura para o
crescimento bacteriano®. A acumulacéo de tais secrecfes para dentro da
cavidade anoftalmica pode promover alteracdes estéticas aos pacientes,
bem como desconforto e inflamacéo.

E conhecido que as bactérias colonizam superficies artificiais
extremamente bem®. A formacéo de biofilmes na superficie de materiais
poliméricos (por exemplo, resina acrilica - polimetiimetacrilato - PMMA)

ocorre através da absorcdo de glicoproteinas pela resina formando a
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pelicula adquirida, com subsequente colonizacdo bacteriana a superficie
da mesma®. A microbiota endégena conjuntival é a primeira suspeita
guando se estd pesquisando a causa de infec¢Bes oculares poés-
traumaticas e pos-operatérias’. Ainda a maior parte das infecoes
protéticas é causada por estafilococos®. Assim, podemos encontrar como
os mais frequente patdégenos colonizadores da cavidade anoftalmica os
estafilococos coagulase-negativos, cuja espécie mais prevalente é o
Staphylococcus epidermidis; e o estafilococos coagulase-positivos cujo
principal representante é o Staphylococcus aureus®.

Assim o controle da formacédo de biofilme microbiano para a
manutencao da salde dos usuarios de prétese ocular, € muito importante.
Este controle do biofilme pode ser realizado por meio de técnicas diarias
de higienizacdo e desinfeccdo das proteses'®??, Algumas solucdes
utilizadas para a limpeza das proteses oculares, sdo o sabao neutro,
gluconato de clorexidina e solugdo multipropésito para lentes de contato??.
Contudo na literatura sdo escassos os estudos relacionados a avaliagao
da eficacia de solucdes desinfetantes no controle de biofilmes formados

sobre resina acrilica para protese ocular.

* Artigo sera formatado segundo normas da Revista Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied
Biomaterials (Anexo A)
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2.3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia de diferentes
tratamentos com solugbes desinfetantes na remocédo do biofiime de
Staphylococcus spp., desenvolvido em superficie de resina acrilica
especifica para prétese ocular. A hipétese do estudo é que os tratamentos
com solugcdes de Opti-Free Express® e clorexidina a 4% podem
apresentar melhor desempenho na reducdo da adesao bacteriana (ou
limitante do crescimento de biofilme) em relacdo a tratamentos com outras

solugdes, devido a sua eficicia antibacteriana conhecida na literatura.
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2.4 MATERIAL E METODO

Foram confeccionadas 396 amostras em resina acrilica especifica
para prétese ocular N1 (cor branca) de esclera artificial (Artigos
Odontologicos Classico Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), sendo metade
dessas amostras para formacéo de biofilme de S. epidermidis e a outra
metade para formacdo de biofilme de S. aureus, ambos na superficie da
amostra. Para cada cepa, 66 amostras foram submetidas a formagéo de
biofilme em sua superficie durante trés diferentes tempos (24, 48 e 72
horas). Em seguida as amostras foram distribuidas (unidade amostral
n=6) de acordo com tratamento desinfetante realizado pelas solucdes

apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1. Soluc¢des desinfetantes utilizadas no estudo.

Produto Cor  Fabricante Composicao Quimica

Glicerina, polietileno glicol laurato de

sorbitano, sulfato de éter de tridecilo

de sodio, cocoamidopropil-betaina,
cocoanfocarboxiglicinato, alcool
cetilico etoxilado e propoxilado,

Johnson & ) . : :
poliglucose lauril, lanolina etoxilados,
~ Johnson, . . . .
Sabéo neutro ~ 2 éter de laurilo de sodio carboxilato,
Incolor S&o José . o .
dos dlestear_ato de p(_)llet_lleno_-ghcol,
fragréncias, metilisotiazolinona e
Campos, : : ) g
SP_ Brasil ethylchlormso'gh|_azoI|,no_ne, tetrassodio
’ de EDTA acido citrico, corante
vermelho alimentar 1 e agua. Férmula
biodegradavel
Solugdo tamponada estéril, isotdnica,
aguosa, contendo citrato de sodio,
Opti-Free® Alcon. Fort cloreto de sdédio, acido borico, sorbitol,
Express® ' aminometilpropanol TETRONIC ®
~ Incolor Worth, TX, .
solucéo EUA 1304, com edetato dissodico a 0,05%,

mutipropadsito Polyquad ® poliquatérnio-1) a 0,001%
e ALDOX ® (dimetilamina
miristamidopropil) 0,0005%

Pfizer
Efferdent Consumer
Original Azul Healt_h, Peroxido Alcalino
Denture Morris
Cleanser Plains, NJ,
EUA
1,1 -hexametileno-bis [5 - (p-
clorofenil) biguanida] di-D-gluconato)
Sigma— em base contendo agua, alcool,
Gluconato de Incolor Aldrich, St. glicerina, PEG-40 sorbitano
Clorexidina Louis, MO, diisoestearato, sabor, sacarina de

EUA sédio, e FD & C Azul No. 1. O produto
gluconato de clorexidina € uma
solucao neutra (taxa de pH de 5-7)
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Confeccédo das amostras em resina acrilica

Para a padronizacdo das amostras em resina acrilica, foi utilizada
uma matriz metalica vazada na espessura de 3 mm, contendo em seu
interior 10 compartimentos circulares, com dimensdes de 10 mm de
didametro cada. As suas dimensd@es internas corresponderam as medidas
da futura amostra'®. Esta matriz foi posicionada sobre uma lamina de
vidro retangular (80 mm x 35 mm x 3 mm) e seu interior foi preenchido
com cera utilidade (Wilson, Polidental Ind. E Com. Ltda, Cotia, SP, Brasil).

Em seguida o conjunto lamina de vidro e matriz metalica foi incluido
em mufla prépria para polimerizagdo em forno microondas (VIPI STG;
VIPI Indastria, Comércio, Exportacdo e Importacdo de Produtos
Odontoldgicos Ltd, Pirassununga, SP, Brasil). Para isso, a superficie
interna da base da mufla foi isolada com vaselina em pasta, sendo
preenchida em seguida com gesso especial tipo IV (Durone; Dentsply Ind
e Com Ltd, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), seguindo a proporcéo de 30 mL de
agua para 100 g de p6, espatulado por 1 minuto e vertido sob vibracao
constante de acordo com o fabricante.

ApoOs a cristalizacdo do gesso, outra lamina de vidro com as
mesmas dimensdes citadas anteriormente foi posicionada sobre a matriz
ja incluida em gesso e fixada com cera utilidade. A contra-mufla foi
posicionada e sobre a superficie desta Ultima lamina de vidro foi vertido
gesso especial tipo IV. Em seguida a mufla foi levada a prensa hidraulica

de bancada (VH; Midas Dental Produtos Ltda., Araraquara, SP, Brasil)
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sobre pressdo constante de 1,2Kg/F por 2 minutos®t°. Apds a
cristalizacdo do gesso, a mufla foi aberta e a cera removida do interior de
cada superficie interna da matriz. A superficie do vidro foi limpa com
acetona pura (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, SP,
Brasil).

A resina acrilica termopolimerizavel N1 (cor branca) para esclera
artificial (Artigos Odontologicos Classico Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) foi
proporcionada de acordo com as instrugbes do fabricante. Para cada
amostra, 0,7 mL de mondmero (liquido) foram misturados com 2,1 g de
polimero (p0d), para ser manipulado e ao atingir a fase pléstica inserido no
interior das superficies internas da matriz incluida em mufla. Apds a
insercdo, a contra-mufla foi posicionada e levada a prensa hidraulica
(Midas Dental Products Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), com forca de
1,2Kg/F, durante 2 minutos, e realizada a polimerizacdo de bancada por
30 minutos. A resina foi polimerizada por energia de microondas (BC 30
LTS Maxi; Brastemp, Sdo Paulo, SP, Brasil) com 1200W de poténcia
durante 10 minutos (3 min iniciais com 30% da poténcia total, 4 min sem
poténcia (0%), e 3 min com 60% da poténcia total)!°. Apdés a
polimerizacdo da resina, a mufla foi aberta e as amostras de resina
acrilica foram removidas.

As superficies das amostras foram submetidas ao polimento,
utilizando-se lixas metalograficas (#120) em politriz automatica (Ecomet

300PRO; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). De acordo com Yamauchi* a



CAPITULO 1 68

adesdo bacteriana in vitro foi verificada por meio de uma rugosidade da
superficie limite de 0,09. Assim, este processo foi feito capaz de facilitar a
adesdo bacteriana a superficie do acrilico®4. Em seguida, as amostras
foram armazenadas em agua destilada deionizada a 37°C durante 48
horas, a fim de libertar o monémero residual'®. Posteriormente as
amostras foram submetidas a limpeza em ultrassom (Arotec, Odontobras,
Sao Paulo, SP, Brasil) por 20 minutos em agua destilada, para remocéao
de possiveis debris na superficie da resina, e apos isso foram deixadas ao

ar livre para secagem (Figura 1).

Figura 1. Amostras finalizadas.

Para a caracterizacao das imperfeicfes de superficie, uma amostra
aleatoriamente selecionada foi submetida a Microscopia eletrénica de
Varredura (MEV)'® (JSM 610LA; JEOL, Téquio, Japdo) imediatamente
apos a limpeza ultra-sénica. As imagens da amostra foram obtidas nos

aumentos de 300 e 10.000 vezes. A analise quimica elementar em
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volumes pequenos da resina acrilica utilizada, da ordem de 1 um?3
(micrémetro cubico), foi verificada pela técnica de EDS?. A energia de
superficie foi calculada, em dez amostras aleatoriamente selecionadas,
por meio de um gonidbmetro (Rameé-Hart 100-00; Ramé-Hart Instrument
Co., Alemanha) usando o método da gota séssil. Desta forma dez leituras
foram realizadas em cada amostra para mensurar o angulo de contato da
agua (componente polar), e outras 10 leituras foram novamente
realizadas em cada amostra para mensurar 0 angulo de contato do
diodometano (componente dispersivo). O angulo de contato foi calculado
pela equagdo de Young: ysv = ysi + yiv cos B¢c; onde B¢ é o angulo de
contato e y a energia de superficie das interfaces: soélido-vapor (sv),
sélido-liquido (sl), e liquido-vapor (lv). A relacdo do angulo de contato e
energia de superficie foram determinadas pelo método de Owens-Wendt,
baseado no angulo de contato formado por 2 liquidos com diferentes
polaridades.

Posteriormente, as amostras foram aleatoriamente distribuidas aos
grupos de ensaio experimental de acordo com o tratamento desinfetante,
e em seguida esterilizadas por Oxido de etileno para eliminacdo de

possiveis microrganismos remanescentes?®.

Inoculacéo e condi¢cBes de crescimento
As cepas de S. epidermidis (ATCC 35984 - biofilme positiva) e as

cepas de S. aureus (ATCC 6538 — biofilme positiva) foram utilizadas no
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estudo. Para o preparo do indcuo as células foram mantidas em -70°C em
solugéao contendo 25% de glicerol e semeadas em placas contendo meio
de cultura TSB (Tryptic Soy Broth Agar -TSB) (Becton Dickinson and
Company, NJ, EUA) incubadas a 37°C. A cultura foi iniciada em 5 mL de
BHI (Brain Heart Infusion Broth - BHI) (Becton Dickinson and Company,
NJ, EUA) e mantidas em crescimento a 37°C por 18 horas (toda a noite) a
fim de obter células em fase exponencial®. Apds este periodo a densidade
Optica foi mensurada por espectrofotbmetro a fim de estabelecer a
concentracdo de 0,01 a OD600. A quantidade de cultura inoculada foi

calculada para obter aprox. 1 x 108 UFC/mL.

Desenvolvimento do biofilme

As amostras de resina acrilica foram retiradas do envelope de
esterilizacdo com auxilio de uma pinca esterilizada e colocadas em placas
de cultura de seis pocos contendo 6 mL de TSB (Tryptic Soy sem
dextrose) suplementado com 1% de glucose (Becton Dickinson and
Company, NJ, EUA). Em seguida foi adicionado ao meio de cultura o
inécuo de S. epidermidis ou S. aureus com aprox. 108 cells/mL8. As
amostras foram mantidas a 37°C com agitacdo de 100 rpm (modelo C24;
Incubator Shaker; Edison, NJ, EUA). Foram examinadas trés fases de
crescimento de biofilme: inicial (24 horas), intermediaria (48 horas), e
madura (72 horas)!’ (Figura 2). A cada 24 horas, as amostras foram

removidas com pinca estéril e lavadas duas vezes com 6 mL de PBS para
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remover as células fracamente aderidas. Apés isso, as amostras foram

colocadas em uma nova placa de seis po¢os com novo meio de cultura.

Figura 2. Amostras imersas no meio de cultura inoculado com S.
epidermidis apds 72 horas de desenvolvimento do biofilme (a), e amostras
imersas no meio de cultura inoculado com S. aureus apos 72 horas de

desenvolvimento do biofilme (b).

Tratamento das amostras pelas solucdes desinfetantes

Os tratamentos de desinfecdo foram realizados por imersdo em
solucdes desinfetantes: agua destilada estéril por 10, 15, 30 minutos, e 6
horas (controle-CLT); sabdo neutro (NES) por 30 minutos; Opti-Free
Express® solucdo multipropdsito (OPF) por 30 minutos, e 6 horas; agua
destilada estéril a 37°C contendo uma pastilha de Efferdent Original

Denture Cleanser (EFF) por 15 minutos!®; e gluconato de clorexidina
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(CHX) a 0,5%; 2% e 4% por 10 minutos?!® (Tabela 1). Apés cada periodo
de incubacdo (24, 48 e 72 horas)!’, as amostras acrilicas foram
imediatamente desinfetadas. O tratamento de desinfeccéo foi efetuado no
interior da camara de fluxo, retirando as amostras da placa de seis pocos
e imergindo-os, individualmente em 5 mL de cada substancia desinfetante
para posteriormente, lava-los em 6 mL de PBS durante 15 segundos'®. A
solucdo de gluconato de clorexidina foi manipulada no mesmo dia do
experimento, para garantir que sua concentracao desejada se mantivesse

estavel.

Contagem das células do biofilme imediatamente apés desinfeccao

ApOs os tratamentos com as solucdes desinfetantes e lavagem em
PBS, as amostras foram imersas em 1 mL de PBS e agitadas para
desagregar a estrutura do biofilme formada em sua superficie por vortex?°
trés vezes, durante 1 minuto cada vez, em ambiente de 4°C (os tubos
repousaram no gelo durante 2 minutos entre cada agitacéo). Em seguida
as amostras foram removidas dos tubos permanecendo somente as
solucbes, as quais foram diluidas e pleiteadas em triplicata no BHI agar.
As placas Petri foram incubadas a 37°C em condi¢des aerdbicas por 24
horas. O nimero de coldnias formadas por mililitro (UFC/mL)*® foi contado

utilizando contador de colbnias (Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
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Analise Estatistica

A transformacdo Box-Cox?! foi utilizada nos resultados para
obtencdo de dados normais e homocedasticidade. A transformacao
indicou que a funcéo logaritmica natural (In) aplicada aos dados atende
aos pressupostos da Andlise de Variancia (ANOVA). A ANOVA trés-
fatores foi realizada para verificar diferenca significante entre os fatores
analisados: cepa, tratamentos desinfetantes e periodos. As diferencas
significantes nos valores obtidos na ANOVA foram comparados por teste
de Tukey-Kramer HSD em nivel de significancia de 0,05. Além disso, Box
plots foram realizados para apresentar a distribuicéo e variabilidade dos

resultados.
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2.5 RESULTADOS

A MEV revelou rugosidade de superficie na resina acrilica e a
analise EDS apresentou altos niveis de carbono (C) e baixos niveis de
oxigénio (O2) (Figura 3). Os valores médios (DPs) da energia de
superficie das amostras avaliadas foram (em &angulo) 29,26 (2,95). Os
componentes dispersivos apresentaram maiores valores meédios de
angulo quando comparados com 0Ss componentes polares,
respectivamente (28,86 (2,46); 0,12 (0,11)). As imagens do angulo de
contato indicaram alto angulo de contato da superficie da amostra com a
agua (aprox. 113 graus) ap0s polimento (#120) (Figura 3).

Pode-se verificar de forma geral maior numero de UFCs,
estatisticamente significante (P<0,0001) para S. epidermidis, e maiores
valores para os respectivos quartis, quando comparada com S. aureus
(Tabela 2, Figura 5). Em relacdo ao periodo, independente do tipo de
bactéria e tratamento, pode-se verificar aumento do numero de UFCs,
estatisticamente significante, ao longo do tempo (P<0,0001). (Tabela 2,
Figura 5). Em particular pode-se observar que o primeiro quartil no
periodo de 72 h foi superior aos demais quartis relativos aos outros
periodos (Figura 5). Pela distribuicdo dos dados, considerando o tipo de
bactéria e periodo, pode-se verificar que as amostras tratadas com CHX e
EFF apresentaram menor numero de UFCs, estatisticamente significante

(P<0,0001), comparado aos seus grupos controles (Tabela 2, Figura 4).



"‘9JuawreAloadsal ‘snelb 09 @ £TT op 104 BII|1IO. eUISAI Bp aldijadns e wod ‘ejob ep
0Jelu0d ap ojnbue O ‘ordeziusiss e ajuswelnald 8 (0ZT#) oluawijod sode syuswelelpawl eII|1IO. BUISa) Bp ST oSljeue

9 (q) ouelaw opolp o 3 (k) enbe e WO opewlo) ojeluod ap ojnbue :(sazaA 000°0T @ 00Ex) AJIN ep suabew) "¢ einbi4

LA L e : =T 2a) 4P
oo's § : i A e s DASSWWOLAM WANDZ 135

o0ch 000k

[£+3"}x]sjunog

G/l I 0TNLITK)



CAPITULO 1 76

Tabela 2. Resultados de ANOVA trés fatores para In (numero de células

aderidas/mL).
Fatores de Variacéo gl SQ QM Valor de F Valor de P
Bactéria 1 4422 4422 1623,1 < 0,0001*
Tratamento desinfetante 10 15500,7 1550,1 5689,9 < 0,0001*
Periodo 2 18234 911,7 3346,5 < 0,0001*

Bactéria x Tratamento
desinfetante

Bactéria x Periodo 2 23,9 11,9 43,8 < 0,0001*
Bactéria x Tratamento

10 2679 26,8 98,3 < 0,0001*

*
desinfetante x Periodo 20 646,2 32,3 118,6 < 0,0001
Erro 330 89,9 0,3
Total 395 19020,4

*P < 0,05 denota diferenca estatistica significante.
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Além disso, pode-se observar que os valores dos quartis das
amostras tratadas com CHX e EFF, apresentaram-se menores em relagéo
aos demais tratamentos (Figura 5). E importante ressaltar que o
tratamento com CHX a 4% durante 10 min apresentou amplo espectro
antimicrobiano, contra o Staphylococcus spp. em todos os periodos de
desenvolvimento do biofilme; desde que um nimero extremamente baixo
de UFCs, estatisticamente significante (P<0,0001), foi observado para
ambas as cepas (Tabela 2 e Figuras 4-5).

As amostras tratadas com OPF durante 6 h para S. aureus
apresentaram menor numero de UFCs, estatisticamente significante
(P<0,001), quando comparado com as amostras do grupo controle, em
todos os periodos de desenvolvimento do biofilme (Tabela 2 e Figura 5).
Enquanto para o S. epidermidis, as amostras tratadas com OPT durante 6
h apresentaram menor numero de UFCs, sem diferenca estatistica
significante (P>0,05), quando comparado ao grupo controle (Tabela 2 e
Figura 5). Além disso, ndo houve diferenca estatisticamente significante
(P>0,05), quanto ao numero de UFCs das amostras tratadas com NES e
OPF, sendo ambos os tratamentos durante 30 min para Staphylococcus
Spp. em relacdo aos seus respectivos grupos controles (Tabela 2 e Figura

5).
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2.6 DISCUSSAO

A hipotese deste estudo de que o efeito dos tratamentos
desinfetantes com CHX e OPF poderiam ser limitantes na reducédo da
adesdo bacteriana em relagéo aos outros tratamento foi confirmado pelo
fato de que houve diferencas significativas em relacdo aos seus
respectivos grupos controles. O modelo de crescimento bacteriano
utilizado deste estudo simulou in vitro as condi¢cbes do crescimento
estatico do biofilme que se encontram na superficie de contato de uma
protese ocular com o tecido da membrana conjuntiva.

A caracteristica de rugosidade de superficie da resina acrilica,
consequentemente, modifica a interagdo molecular do material com o
microrganismo. Superficies lisas e altamente polidas geralmente sdo mais
estéticas e de mais facil manutencdo em comparacdo com superficies
rugosas??. A presenca de irregularidades e rugosidade elevada ainda
funciona como abrigo microbiano, aumentando a probabilidade de estes
microrganismos permanecerem nas superficies mesmo depois de serem
limpas??23. Com isso, a rugosidade de superficie proporcionada pelo
polimento das amostras de resina acrilica neste estudo pode ter
determinado maior capacidade do biofilme para fazer o intimo contato
com o substrato do polimero (Figura 3). De acordo com Quirynen?® , uma
rugosidade de superficie maior do que o limite de 0,2 um parecem ter um

s

efeito significativo, para adesdo microbiana. No entanto, € importante
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ressaltar que a resina acrilica utilizada neste estudo apresentou
comportamento hidrofébico, embora tenha apresentado componentes
polares em sua mensuracdo de energia de superficie (Figura 3). As
amostras de resina acrilica apresentaram-se favoraveis para o
desenvolvimento de biofilme, uma vez que foi encontrado elevado nimero
de adeséo bacteriana nos grupos de tratamento controle. (Tabela 2). Este
fato pode ser explicado pelas caracteristicas de rugosidade superficial e
presenca de componentes polares no material. Alguns estudos tém
sugerido que as superficies hidrofilicas, dotadas de componentes polares,
sdo mais propensas a adesdo de patégenos?+2°. Além disso, no presente
estudo, pode-se observar maior numero de UFCs de S. epidermidis, com
diferenca significante (P<0,0001), de adesdo para a resina acrilica em
relacéo ao S. aureus (Tabela 2, Figuras 4-5). Estes resultados podem ser
devido a diferencas entre as cepas bacterianas, fase de crescimento e
meio de cultura?®. E conhecido que a aderéncia do S. epidermidis, vem
pela sua capacidade de aderir e formar espessa matriz extracelular com
multiplas camadas sobre a superficie de polimeros?’. Ainda assim
estudos in vitro mostram que o S. epidermidis adere preferencialmente a
superficie de polimeros, enquanto o S. aureus a superficie metalica®®.

Em relagdo a contagem de células de biofiime para S. aureus,
pode-se observar que as amostras tratadas com OPT durante 6 h e EFF
durante 15 min, apresentaram menores valores de UFCs, estatisticamente

significante (P<0,001; Tabela 2; Figura 4), guando comparadas com 0s



CAPITULO 1 82

respectivos grupo controle, em todos os periodos de desenvolvimento do
biofilme. Nossos resultados vem corroborar com outros estudos onde o
biofilme produzido por S. aureus também foi reduzido ou eliminado com
tratamentos similares.?>3* A acdo de um desinfetante contra
microrganismos em biofilmes pode variar no tempo e no espacgo. E
conhecido que os componentes de desinfeccdo como compostos de
amoénio quaternédrio (QAC) e miristamidopropil dimetilamina atuam
primariamente nas células proximas a interface do fluido do biofilme e
progressivamente penetram e atuam nas células mais profundas?®3°. O
Polyquad (polyquaternium-1, PQ-1) pode causar prejuizos a membrana
citoplasmatica do S. aureus®!. Quanto aos perdxidos alcalinos, estes
apresentam em sua composicdo agentes oxidantes, efervescentes,
redutores da tensdo superficial e quelantes®?. A maioria dos produtos
comerciais sao apresentados na forma de pOs ou tabletes, os quais, em
contato com a agua, tornam-se soluc¢des produzindo diéxido de carbono
ou oxigénio. Estudos anteriores confirmaram a capacidade destes
produtos de promover a desagregacédo da estrutura do biofilme, durante
acdo efervescente3?:33,

As amostras tratadas com OPT durante 6 h, embora apresentaram
menores valores de UFCs para S. epidermidis, n&o tiveram diferenca
estatistica significante, em relagéo ao grupo controle (P>0,05) para todos
os periodos de desenvolvimento do biofilme (Tabela 2; Figura 5). De

acordo com Davison et al.3* o QAC apenas retardam a penetragdo do
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biofilme na superficie do material. Essas diferengas encontradas em
nosso estudo de um mesmo tratamento para duas diferentes bactérias
pode ser devido aos métodos para a deteccédo de formacédo de biofiime3®.
Além disso, 0s microganismos bacterianos incluindo S. epidermidis
possuem alguns componentes em sua matriz de biofime como o
polissacarideo de adesao intercelular (PIA), o qual é constituido por
polissacérido sulfatado. Isso permite que outras bactérias possam se ligar
ao biofilme ja existente, gerando um biofiime de multicamadas e
resistente3®. Ainda, a estruturacdo do biofilme do S. epidermidis e seu
desprendimento ainda sdo mal compreendidos®®.

Quanto ao tratamento com CHX, pode-se verificar que a
concentracdo a 4% acarretou em menores valores de UFCs,
estatisticamente significante (P<0,001), para Staphylococcus spp. em
todos os periodos de desenvolvimento do biofilme das amostras tratadas.
A clorexidina € um composto sintético derivado a partir de uma bis-
biguanida com um elevado nivel de atividade antimicrobiana3®"38. Devido a
este nivel de atividade, pequenas concentracfes de sais de clorexidina,
sdo geralmente suficientes para inibir o processo reprodutivo ou
exterminar espécies bacterianas. Em nosso estudo, o tratamento com
CHX durante 10 min foi ativo em concentracfes baixas ( 0,5 % , 2 %, 4 %)
contra um numero de bactérias gram-positivas aerdbias (Tabela 2,
Figuras 4-5 ). No entanto, esta solu¢do desinfetante n&do foi capaz de

remover completamente o biofilme bacteriano. E conhecido que a ac¢&o do
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gluconato de clorexidina é de rapida absorcéo pelas células bacterianas, o
gue resulta em uma série de modificacdes na permeabilidade citolégica e
propriedades Opticas destes patdgenos. Estudos anteriores verificaram
gque a clorexidina reagiu com grupos lipofilicos de células de
microrganismos e provocou desorientacdo da lipoproteina de membrana
dificultando o funcionamento da barreira osmética®®4°. No entanto a partir
da reacéo inicial, os eventos subsequentes dependem da concentragcao
da substancia®8. Por esta razdo, em nosso estudo, as concentracdes mais
baixas de clorexidina apresentaram-se menos eficazes contra as
bactérias gram-positivas nos ultimos periodos de desenvolvimento de
biofilme.

Embora resultados satisfatérios foram encontrados para o
tratamento CHX na reducdo bacteriana de  Staphiloccocus spp., a
literatura cientifica tem mostrado que este produto apresenta o potencial
de alterar algumas propriedades fisicas e mecéanicas dos polimeros
utilizados na confeccdo de pecas protéticas. Assim, a clorexidina pode
nao ser mais apropriada para o uso diario de desinfeccdo da protese
ocular. No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar diferentes
concentracfes e imersdo por um longo periodo. O principal objetivo da
imersdo de uma protese ocular, em uma solucdo desinfetante é a
remocdo do biofiime e descontaminacdo da superficie, uma vez que a
prétese pode funcionar como reservatorio de agentes patdogenos. Assim,

um dos objetivos mais importantes de um protocolo de desinfeccdo da
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prétese é evitar a formacdo de biofilme na cavidade anoftdlmica. No
presente estudo, o tratamento com CHX a 4% durante 10 min foi eficiente
para remover a formacdo de biofilme no periodo de 72 horas, sem
diferenca significativa entre as espécies de Staphylococcus spp. Embora
este estudo n&o reproduz completamente o ambiente ocular, esses
resultados podem sugerir a necessidade de estimular um protocolo

periddico de desinfeccdo da protese ocular.



CAPITULO 1 86

2.7 CONCLUSAO

v' Os desinfetantes com peroxido alcalino e gluconato de clorexidina
apresentaram efeito antimicrobiano de amplo espectro na remocéo
do biofilme de Staphylococcus spp. na superficie de resina acrilica
especifica para prétese ocular.

v' A desinfeccdo com Opti-Free foi eficaz na reducdo de adeséo a
superficie das amostras, apenas para o S. aureus em todos 0s

periodos de desenvolvimento do biofilme.
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ESTABILIDADE DE COR DE BOTOES DE iRIS ARTIFICIAIS
VARIANDO A COR E AS TECNICAS DE OBTENCAO EM PROTESE
OCULAR ANTES E APOS POLIMERIZACAO DA RESINA ACRILICA

INCOLOR

3.1 RESUMO

As préteses oculares sao responsaveis pela recuperacdo da estética e
auto-estima do usuario. Sabe-se que o que mais interfere na longevidade
das préteses oculares € a instabilidade de cor das iris, devido a
polimerizacao das proteses e o uso clinico. Dessa forma, este estudo teve
como proposito avaliar o efeito de trés diferentes técnicas de confeccao
de proétese ocular na alteracéo de cor de botédo de iris artificial, para duas
tonalidades de cor antes e ap0s polimerizacdo da resina acrilica incolor.
Para isso foram confeccionadas 60 amostras simulando prétese ocular,
sendo metade dessas amostras com iris artificial na cor azul e a outra
metade na cor marrom. Para cada cor, dez amostras de cada técnica
(convencional (PE), técnica com calota pré-fabricada (CA) e pintura
invertida (PI)) foram confeccionadas. A leitura de cor dos botbes de iris
artificiais foi realizada por meio da espectrofotometria de reflexdo, usando
o sistema CIE L*a*b*, antes (B) e apds polimerizacdo da resina acrilica
incolor sobre a pintura (P). A alteracdo de cor (AE) foi calculada para os

periodos entre P e B (PB). Os dados obtidos foram submetidos a analise
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de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (0=0,05). Pelos
resultados observou-se que todas as amostras apresentaram alteracéo de
cor das iris artificiais logo apés polimerizacdo da resina acrilica incolor. A
técnica CA (AE=6,79 para cor azul; AE=4,93 para cor marrom) apresentou
0s maiores valores de alteracdo de cor (P<0,05). Considerando os botbes
de iris na cor marrom, a técnica Pl (AE=0,64) apresentou 0s menores
valores de alteracdo de cor (P<0,05). A cor marrom apresentou menores
valores, estatisticamente significante, de alteracdo de cor do botéo de iris
artificial, em relacdo a cor azul, para todas as técnicas (P<0,05) apés
polimerizacdo. Pode-se concluir que as diferentes técnicas utilizadas para
confeccdo da protese ocular influenciaram de forma significante a
estabilidade de cor da iris artificial, para ambas as cores utilizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Estética. Coloracdo. Espectrofotometria. Resina

acrilica. Olho artificial.
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3.2 INTRODUCAO

O uso de uma protese ocular pode oferecer boa cosmética e
resultados funcionais-3. Na prétese ocular a estética e a harmonia facial
sdo alcancadas pela perfeita confeccdo e manutencdo cromatica da iris
artificial*®>. Além disso, o alcance de seu contorno e volume adequados é
constituido pela esclerética e o botdo de iris artificial, que é a associacdo
da pintura com a calota incolor, a qual deve permitir, pela sua translucidez,
a visualizacdo da iris artificial, em profundidade e naturalidade,
semelhante ao olho natural®’.

Um problema frequentemente encontrado durante a reabilitacao
com proteses oculares € a alteracdo da cor da iris durante o processo de
polimerizacdo da resina acrilica incolor sobre a pintura da iris artificial®®.
Pensando assim, alguns autores®? se preocuparam em realizar variadas
técnicas de obtengdo do botdo de iris artificial, como a pintura
convencional e mistura de mondmero-polimero sobre a iris artificial, a
técnica da pintura invertida com a utilizacdo de calotas pré-fabricadas! e,
também, a reproducdo impressa ou fotografica da iris s& do paciente,
associada a mistura de monémero-polimero ou a calotas pré-fabricadas®.

Além disso, a instabilidade de cor pode variar em relacdo a
gualidade da tinta e tonalidade do pigmento utilizado®°. Alguns estudos
demonstraram que a tinta a Oleo apresenta melhor estabilidade de cor

frente a acdo degradante dos agentes ambientais®>!°, e os pigmentos
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escuros apresentam maior resisténcia aos efeitos degradantes do

processo de polimerizagdo da resina acrilica*®.

* Artigo sera formatado segundo normas da Revista Journal of Biomedical Optics (Anexo A).
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3.3 PROPOSICAO

A proposicéo deste estudo foi avaliar o efeito de trés diferentes
técnicas de confeccdo de prétese ocular na alteracdo de cor de botdo de
iris artificial (calota ocular incolor associada a pintura), para duas
tonalidades de cor, antes e apés a polimerizacao da resina acrilica incolor.
A hipotese do estudo é que a estabilidade de cor do botéo de iris artificial
pode variar entre as trés diferentes técnicas e para as duas tonalidades

de cor.
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3.4 MATERIAL E METODO

Foram confeccionadas 60 amostras simulando préteses oculares,
sendo metade dessas amostras com iris artificial, na cor azul, e a outra
metade, na cor marrom. Para a pintura das iris artificiais, selecionou-se
tinta a O6leo, devido a sua melhor estabilidade de cor frente ao
envelhecimento®1® selecionaram-se, também, duas resinas acrilicas
termopolimerizaveis (N1 para esclera e incolor), calotas oculares
especificas para prétese ocular e adesivo liquido, a serem utilizadas na
confeccao das amostras (Tabela 1). As técnicas de confeccdo do botdo
de iris ocular foram: técnica convencional (prensagem da resina acrilica
sobre a pintura do disco em papel) (PE), técnica com calota pré-fabricada
(base da calota ocular posicionada sobre a pintura do disco em papel)
(CA) e pintura invertida (base da calota ocular pintada) (PI1). Para cada cor
(azul ou marrom), dez amostras de cada técnica empregada foram

confeccionadas.
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Tabela 1. Materiais utilizados para a confeccédo das amostras.

Marca Comercial Cor Fabricante Lote

Azul  Acrilex Tintas Especiais S.A.,
cobalto/  Sao Bernardo do Campo, 84113/714641
Marrom SP, Brasil

Artigos Odontologicos
Branca  Classico Ltda., Sdo Paulo, 10234680006
SP, Brasil

Tinta a 0leo
(Tinta para pintura)

N1 para esclera artificial
(Resina acrilica)

Incolor para protese ocular

: - Incolor Artigos Odontologicos 10234680006
(Resina acrilica)

Classico Ltda.

Calotas oculares para ) .
Artigos Odontologicos

protese ocEJ.Iar (Resina Incolor Classico Ltda. 000248
acrilica)
J-305, Monopoly Syrup Incolor Factor Il Inc, EUA B051811

(Adesivo liquido)

Obtencao das amostras

As amostras foram confeccionadas com auxilio de matrizes
metalicas (modificadas segundo a técnica preconizada por Goiato et al.
(2009)°), de formato retangular, medindo 30mm de comprimento, 20mm
de largura e 2mm de espessura, com demarcacgao circular no centro com
13mm de diametro. Apés a obtencdo das matrizes metélicas, foram
posicionadas calotas oculares incolores de resina acrilica pré-fabricada,
no centro das matrizes, sobre a demarcacéo. Essas calotas foram fixadas
sobre a matriz, com auxilio de cera rosa n°® 7 (Wilson, Polidental, Sdo

Paulo, SP, Brasil).
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O conjunto, matriz metdlica e calota incolor, foram incluidos em
mufla prépria para polimerizagdo em forno microondas (Artigos
Odontolégicos Classico S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil). Durante a inclusao,
com gesso pedra Tipo IV (Durone, Sao Paulo, SP, Brasil), foi utilizado,
para o revestimento das superficies das calotas e da matriz metalica,
silicone laboratorial extra-duro (Zetalabor; Zhermack, Rovigo, Italia). Ap6s
isso, as muflas foram abertas e o conjunto matriz associado a calota
incolor foi removido. A regido do molde, correspondente ao formato da
calota ocular, foi isolada por vaselina, sendo preenchida com silicone
laboratorial para a prensagem da resina acrilica N1.

A resina acrilica N1 foi manipulada de acordo com a instrucdo do
fabricante, sendo prensada em mufla e levada a uma prensa hidraulica
(Midas Dental Products Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), com forca de
1,2Kg/F, durante 2 minutos. A polimerizacdo da resina foi realizada com
energia de microondas (BC 30 LTS Maxi; Brastemp, Sédo Paulo, SP,
Brasil), utilizando 60% de sua poténcia maxima durante 3 minutos®°. Apds
a polimerizacao da resina, a mufla foi novamente aberta e o silicone que
preencheu o molde da calota ocular foi removido, para serem prensados
os botdes de iris artificiais (calota incolor associada a pintura).

A obtencéo das iris artificiais foi realizada por meio da pintura com
tinta a 6leo em trés camadas sobre discos de cartolina preta ou sobre a
face plana da calota ocular (pintura invertida), ambos apresentando

diametro de 13 mm, durante 0 mesmo periodo e sob as mesmas



CAPITULO 2 103

condi¢cbes de iluminag&o. A secagem da pintura foi obtida por exposi¢céao
direta a uma fonte de luz infravermelha (Empalux Ltda., Curitiba, PR,
Brasil)>°. Para obtencdo dos botdes de iris artificiais das amostras na
técnica convencional (PE), foi realizada a prensagem de resina acrilica
sobre a pintura do disco em papel. Para isso, os discos pintados foram
fixados por meio de adesivo liquido, no centro da placa de resina acrilica
N1 (Figura 1). Sobre esses discos, foi prensada resina acrilica incolor.
Essa resina foi manipulada de acordo com as instru¢cdes do fabricante,
sendo inserida nos moldes, para sua posterior prensagem, em uma
prensa hidraulica com forga de 1,2kgf. A resina foi polimerizada em forno
microondas (BC 30 LTS Maxi; Brastemp), utilizando 60% de sua poténcia
maxima (1400 watts), durante 3 minutos®?.

Os botdes de iris artificiais das amostras, na técnica com calota
pré-fabricada, (CA) foram obtidos por meio da fixagcdo da pintura dos
discos de cartolina na base das calotas oculares, utilizando o adesivo
liguido. Posteriormente, os botdes de iris foram fixados por meio de
adesivo liquido, no centro da placa de resina acrilica N1 contida na mufla
(Figura 1). Na interface entre botédo de iris e placa de resina acrilica N1,
foi prensada resina acrilica incolor, realizando-se as mesmas etapas
descritas anteriormente. Os botdes de iris artificiais das amostras da
técnica de pintura invertida (PI) foram obtidos por meio da pintura da iris
na base da calota ocular, sendo posteriormente fixados por meio de

adesivo liquido no centro da placa de resina acrilica N1 contida na mufla
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(Figura 1). Na interface botdo de iris e placa de resina acrilica
termopolimerizavel N1, foi prensada resina acrilica incolor, como ja foi

descrito anteriormente.

oJeflofo]|e]

Figura 1. Obtencdo das amostras nas técnicas de confeccao do botédo de
iris artificial antes da polimerizacéo da resina acrilica incolor: técnica
convencional na iris cor azul e marrom - PE (A); técnica com calota pré-

fabricada - CA (B); técnica da pintura invertida — PI (C).

As amostras foram submetidas ao acabamento com pontas
abrasivas (Edenta AG, Hauptstrasse, Suica). As superficies
correspondentes aos botbes de iris artificiais foram polidas em um torno
de bancada (Nevoni, Sdo Paulo, SP, Brasil) com pedra pomes (Labordent,
Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e branco-de-espanha® (Labordent, Sédo
Paulo, SP, Brasil). As superficies correspondentes a base das amostras
foram submetidas a polimento em Polidora Automatica Lixadeira e Politriz
Universal® (APL-4, Arotec, Cotia, SP, Brasil). Cada amostra foi mensurada

com o auxilio de paquimetro digital de precisdo + 0,02 (500-171-20B,
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Mitutoyo, Toquio, Japdo), de forma a obter as dimensdes propostas

(Figura 2).

Figura 2. Amostras finalizadas.

Armazenagem das amostras

As amostras foram armazenadas em soro fisiolégico por 50 + 2
horas, em estufa bacteriologica digital (CE-150/280I, CIENLAB
Equipamentos Cientificos Ltda., Campinas, SP, Brasil) a 37 + 2°C, para
serem hidratadas ao mesmo tempo em que o mondmero residual foi

eliminado®.

Avaliacdo da estabilidade de cor

ApoOs esse procedimento, foram realizadas leituras de cor iniciais
por espectrofotometria de reflexdo ultravioleta visivel, no diametro do
botdo de iris artificial. As alteracbes de croma e luminosidade foram
avaliadas com auxilio do espectrofotometro de reflexdo* (UV-2450,

Shimadzu Corp, Kyoto, Japao), com as alteracdes de cor calculadas por
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meio da Comissao Internacional de lluminacao (CIE) pelo sistema L*a*b*,
com iluminagdo padrdo D65°°. O CIE L*a*b* permite a especificacdo de
percepcbes de cores em termos de espaco tridimensional através do
comprimento de onda versus reflexdo. O valor de "L" é conhecido como
brancura ou brilho de um objeto e varia de 0 (preto) a 100 (branco
perfeito). O valor "a" representa a quantidade de vermelho (valores
positivos) e verde (valores negativos), enquanto o valor "b" representa a
guantidade de amarelo (valores positivos) e azul (valores negativos). Os
parametros "a" e "b" coexistem no mesmo plano, dentro deste espaco
tridimensional.

As leituras de cor do botédo de iris artificial das amostras foram
realizadas em um periodo inicial (B) e apos polimerizacdo da resina
acrilica incolor sobre a pintura (P). A variacdo de cor foi calculada para as
trés mensuracgdes entre dois periodos por meio da formula: AE = [(AL)? +
(Aa)?> + (Ab)?] % As amostras foram posicionadas da mesma forma
usando um dispositivo de metal revestido na cor preta, fabricado pelos
autores e adaptado no espectrofotometro (UV-2450; Shimadzu Corp)
utilizado no presente estudo; este dispositivo foi confeccionado para

padronizar a area de leitura e impedir variacdes na cor.

Anédlise estatistica
A anadlise de variancia (ANOVA) dois-fatores foi realizada para

verificar se houve diferencas significativas entre as técnicas de confeccéo
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de botdo de iris artificial e as duas tonalidades de cor utilizadas. As
diferencas nos valores obtidos para os testes realizados foram
comparadas pelo Teste de Tukey-Kramer HSD. Todos os resultados

foram analisados em nivel alfa de 0,05.
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3.5 RESULTADOS

A andlise de variancia (ANOVA) mostrou diferenca estatistica
significante entre tonalidade de cor e técnica (P<0,05) na alteracdo de cor
dos botdes de iris artificiais (Tabela 2). A Tabela 3 apresenta os valores
médios e o0 desvio padrao de alteracdo de cor do botdo de iris artificial
para o periodo mensurado entre P e B. Pelos resultados observou-se que
todas as amostras apresentaram alteracdo de cor do botéo de iris artificial
apos a polimerizagdo da resina acrilica incolor. As amostras
confeccionadas pela técnica CA (AE=6,79 para cor azul, AE=4,93 para
cor marrom) apresentaram o0s maiores valores de alteragédo de cor do
botdo de iris artificial, estatisticamente significante (P<0,05) (Tabela 3).
Entretanto pode-se verificar menores valores de alteracdo de cor,
estatisticamente significante (P<0,05), para os botdes de iris artificiais na
cor marrom, confeccionados pela técnica Pl (AE=0,64). Para o botédo de
iris artificial na cor azul, ndo houve diferencga significante (P>0,05), entre
as técnicas PE e Pl (AE=3,66; AE=4,38), respectivamente. Além disso, 0s
botdes de iris artificiais ha cor marrom apresentaram menores valores de
alteracdo de cor, estatisticamente significante (P<0,05), em relacdo a cor

azul, para todas as técnicas avaliadas (P<0,05) (Tabela 3).
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Tabela 2. Resultados de Analise de Variancia (ANOVA) dois-fatores.

Fatores gl SQ QM F P
Técnica 2 134,79 67,39 144,40 <0,001*
Cor 1 8563 85,63 183,46 <0,001*
Técnicax Cor 2 13,98 6,99 14,98 <0,001*
Erro 54 25,20 0,47

Total 59 259,60

*P < 0,05 denota diferenga estatistica significante

Tabela 3. Valores médios e Desvio Padréo (DP) de alteracdo de cor (AE)

das amostras.

Cor
Técnica
Azul Marrom
PE 3,66 (0,90) Aa 2,09 (0,59) Ab
CA 6,79 (0,70) Ba 4,93 (0,61) Bb
Pl 4,38 (0,85) Aa 0,64 (0,16) Cb

Médias seguidas de letras mailsculas distintas na coluna e letras minusculas distintas na linha diferem

estatisticamente entre si em nivel de 5% de significancia (P<0,05), pelo teste de Tukey.

A tabela 4 apresenta os valores médios e desvio padrdo dos
parametros AL*, Aa* e Ab* doss botdes de iris artificiais referente a
mensuracao realizada nos periodos P e B. Em relacdo ao parametro L*
das amostras confeccionadas pelas técnicas PE e PI, de ambas as cores,
os valores moveram-se na diregdo do branco perfeito; enquanto que para
a técnica CA isso ocorreu em direcdo ao preto. Durante o periodo PB os
valores do parametro a* das amostras com botdes de iris artificiais na cor
azul, distanciaram-se do vermelho, enquanto que os valores do parametro

b* distanciaram-se do azul. As amostras confeccionada pelas técnicas PE
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e CA com botBes de iris artificiais na cor marrom, apresentaram 0s
valores do parametro a* aproximando-se do vermelho, e os valores do
parametro b* aproximando-se do amarelo; enquanto pode-se observar o
oposto para as amostras da técnica Pl na mesma cor do botdo de iris
artificial. Assim, pode-se sugerir que as técnicas PE e Pl exibiram a
mesma tendéncia de aumento na iluminacao/brilho para ambas as cores;
ao contrario da técnica CA durante o periodo PB. De forma geral, a
técnica CA apresentou maior alteracdo de cor para L*, b*, a* em relacéo

as outras técnicas, produzindo aumento nos valores de AE (Tabelas 3-4).

Tabela 4. Valores médios (DP) de AL, Aa e Ab das diferentes técnicas de

confeccao de botéo de iris artificial para as duas tonalidades de cor.

Técnica/Cor - eriodo L* a*  b* AL*  Aa*  Ab*
Mensurado

B 25,85 6,13 -25,98

PE/azul 186 -1,84 2,34
P 30,71 4,29 -23,64 (0,57) (0,53) (0,78)
B 42,03 5,33 -24,49

CA/azul 492 -300 348
P 37.11 2,33 21,01 4Tov (061) (0.65)
B 34,72 592 -28,57

Pl/azul 010 -1,74 3,90
P 34,82 4,18 -24,67 (0,81) (0,52) (0,93)
B 22,01 1,93 0,92

PE/marrom 1,79 0,60 0,81
P 23,80 2,52 1,72 (0,51) (0,23) (0,47)
B 36,05 1,46 0,61

CA/marrom 4,73 0,76 1,11
P 3132 223 173 h59) (0.18) (0.25)
B 25,56 3,28 3,26

Pl/marrom j .
P 2569 295 292 or5 034 0.3

(0,37) (0,15) (0,22)
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3.6 DISCUSSAO

Diversas técnicas para a confeccado de protese ocular tém sido
desenvolvidas, com o propésito de oferecer aos pacientes melhor
dissimulacbes e maior durabilidade. A hip6tese do estudo em que a
estabilidade de cor de botdo de iris artificial pode variar entre as trés
diferentes técnicas e para as duas tonalidades de cor foi aceita, porque
houve diferenca na alteracdo de cor do botdo de iris artificial para cor e
técnica (Tabela 2). No presente estudo observou-se que todas as
amostras apresentaram alteracdo de cor do botdo de iris artificial (Tabela
3). Estudos anteriores demonstraram que o manchamento da iris artificial
ocorria principalmente apds o processo de polimerizacdo da resina
acrilica incolor*®. Associado a isso, deve-se considerar a superficie e
luminosidade do objeto como fatores influentes na determinacdo da
cor5-7'12'13.

A polimerizacdo ocorre para a obtencdo da esclera artificial, em
resina acrilica especifica para a mesma, e ap0s a sua caracterizagao, em
resina acrilica incolor para a obtencdo da camada transparente a iris
artificial. No presente estudo os botdes de iris artificiais confeccionados
pelas diferentes técnicas apresentaram alteracdo de cor, sendo aqueles
pela técnica CA, os quais apresentaram menor estabilidade de cor,
estatisticamente significante (P<0,05); caracteristica detectada por

espectrofotometria (Tabelas 2-3). Ao contrario do que ocorreu, a utilizagao
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de calotas pré-fabricadas deveria impedir a agdo do mondémero residual
sobre a pintura, e assim, a alteragéo de cor deveria ser menor. No entanto,
esse fato pode estar associado a composicdo dos materiais utilizados
para a confeccdo das amostras, pois, tinta e calota, sdo polimeros e com
isso, uma possivel interacdo entre estes componentes poliméricos
presentes em todos os produtos com base de metil metacrilato durante o
processo de polimerizacdo pode ter ocorrido, explicando a alteracdo de
cor verificada nas amostras®10.14,

Além disso, o processo de polimerizacdo da resina incolor
termopolimerizavel e a resina que compde as tintas podem ter afetado as
ligacdes quimicas das tintas e promovido troca de ligacdes ou quebra
destas'“. Este grau de instabilidade das ligagdes vem promover maior ou
menor alteracdo de cor. Outro fator a ser consideravel sao os
componentes das tintas utilizados, os quais podem ter liberado residuos
ou permitir a evaporacdo de solventes organicos volateis durante o
processo de secagem, que posteriormente reagiram com a resina acrilica
embutida sobre a pintura. Com isso, 0 papel cartolina suporte da tinta
utilizado na técnica CA, pode ter degradado superficialmente
corroborando com esta liberacéo de solventes.

De acordo com estudos anteriores, o grau de polimerizacéo
interfere nas propriedades mecanicas das resinas, e esta, por sua vez,
podem interferir em outras propriedades como a opacidade’>'’. De

acordo com o fabricante, as calotas oculares, sdo confeccionadas com
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resina termopolimerizavel, incluida em moldes de aco e aquecida, com
temperatura e tempo nao informados, sem adicdo de mondémeros. Desse
modo, poderiamos inferir que o botao de iris artificial confeccionadas pela
técnica CA apresentariam caracteristicas fisicas diferentes quando
comparadas a técnica PE, em funcao do ciclo de polimerizacdo. Contudo,
por desconhecimento da composi¢cdo quimica minuciosa de todos os
materiais deste estudo, ndo se pode afirmar que esse fator foi atuante
sobre a alteracéo de cor.

Além disso, a instabilidade de cor pode variar em relacdo a
tonalidade do pigmento utilizado. No presente estudo a tinta a 6leo cor
marrom foi considerada mais estavel em relacdo a cor azul (Tabelas 2-3).
De acordo com Goiato et al. (2010)°, os pigmentos escuros apresentam
maior resisténcia aos efeitos degradantes, devido a formacéao de ligacdes
guimicas mais estaveis, nao sujeitas a quebra durante a polimerizacéo.
Quanto a tinta na cor azul, esta apesar de possuir resisténcia a luz,
apresenta baixo poder de cobertural®, fato que pode ter ocasionado os
maiores valores de alteracdo de cor desta em relacdo a tinta na cor
marrom. Acredita-se que a tinta na cor azul durante o processo de
prensagem e polimerizacdo adquiriu instabilidade de seus componentes
guimicos de forma diferente do pigmento marrom. A alteracdo que
ocorreu entre as cores, € uma questdo a ser ressaltada, pois pode vir a
interferir no resultado final da reproducéo da iris artificial. Dessa forma a

interacdo de cores primarias de diferentes tonalidades pode gerar
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instabilidade em cores secundarias. Pode-se sugerir também que as tintas
azuis apresentam componentes de grupamentos quimicos distintos
ocasionando instabilidade em suas propriedades fisico-quimicas.

A alteracdo da brancura/briiho dos botées de iris artificiais
verificada pela avaliacdo do parametro L* (Tabela 4) foi similar a outros
estudos, que relatam distor¢cdo da cor da iris pela refracdo da luz, apos
polimerizacdo®1'8, Desta forma, a alteracdo de cor das amostras
promovida pela variacdo das técnicas pode estar associada a fatores
intrinsecos como alteragcbes em sua matiz!®. Portanto, esta mudanca
explicaria os valores de alteragdo observados em L*, a* e b*, contribuindo
para o maior aumento nos valores de AE (Tabelas 3-4).

Considerando as limitagdes deste estudo, os procedimentos
laboratoriais in vitro simulando a confeccdo de préteses oculares nao
foram completamente semelhantes aos protocolos utilizados por outros
autores, desde que poucos estudos avaliaram a alteracdo de cor apos o
processo de polimerizagcdo. Alguns outros fatores que podem também
influenciar a estabilidade de cor do botdo de iris artificial sédo a
porosidade inerente a técnica'®?%, falhas na superficie do material e
polimento superficial?t?2, Portanto pesquisas futuras sdo necessarias

para investigar estas interacoes.
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3.7 CONCLUSAO

v' As amostras confeccionadas pela técnica com calota pré-fabricada
apresentaram os maiores valores de alteracao de cor.
v Os botdes de iris artificiais de cor marrom apresentaram o0s

menores valores de alterac&o de cor.
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EFEITO DE SOLUCOES DESINFETANTES SOBRE A ESTABILIDADE
DE COR DE BOTOES DE iRIS ARTIFICIAIS OBTIDOS POR

DIFERENTES TECNICAS PARA DUAS TONALIDADES DE COR.

4.1 RESUMO

A cor da iris artificial com estética aceitavel € uma importante condicao
clinica para a reabilitagdo ocular. Dessa forma, este estudo teve como
proposito avaliar a influéncia de trés solu¢Bes desinfetantes, na alteracao
de cor do botéo de iris artificial obtido por diferentes técnicas, para duas
tonalidades de cor. Foram confeccionadas 300 amostras simulando
préteses oculares, sendo metade dessas amostras com iris artificial na
cor azul e a outra metade na cor marrom. Para cada cor, cinquenta
amostras de cada técnica empregada (técnica convencional (PE), técnica
com calota pré-fabricada (CA) e pintura invertida (Pl)) foram
confeccionadas. Para cada técnica empregada, 10 amostras foram
submetidas a trés tipos de solucdes desinfetantes (sabdo neutro (NES),
Opti-Free (OPF) e clorexidina a 4% (CHX)); ou permaneceram sem
desinfeccdo (C1, imersas em soro fisioloégico e C2 restritas a ambiente
seco). A desinfeccdo foi realizada por 240 dias, sendo as amostras
desinfetadas, armazenadas em soro fisiolégico durante esse periodo. A
leitura de cor dos botbes de iris artificial foi realizada por meio da
espectrofotometria de reflexdo, usando o sistema CIE L*a*b*, no periodo

inicial (B) e ap6s os periodos de desinfeccdo e armazenagem (60 (T1),
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120 (T2), e 240 (Ts) dias). A alteracdo de cor (AE) foi calculada para os
periodos entre T1 e B (T1B), T2e B (T2B), e Tz e B (T3B). Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey (0=0,05). Pode-se verificar pela analise ANOVA diferenca
estatistica significante nos valores de alteracdo de cor do botdo de iris
artificial entre técnica x desinfetante x periodo; técnica x cor x periodo; e
desinfetante x cor x periodo (P<0,001). Os botdes de iris artificiais na cor
azul confeccionados pelas técnicas PE e CA, apresentaram maior
estabilidade de cor (P<0,001), nos periodos de desinfeccdo e
armazenagem. Os botbes de iris artificiais desinfetados com CHX em
ambas as cores, apresentaram maiores valores de alteracdo de cor
(P<0,001), em relacdo aos respectivos tratamentos controle. Em
conclusdo, amostras com botdo de iris artificial na tonalidade azul
apresentaram menor estabilidade de cor entre as diferentes técnicas; bem
como o periodo de desinfeccdo e armazenagem influenciou de forma

significante a alteracéo de cor para ambas as cores.

PALAVRAS-CHAVE: Desinfeccdo. Cor. Espectrofotometria. Resina

acrilica. Olho artificial.
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4.2 INTRODUCAO

A prétese ocular é, entre as préteses faciais, a que exige maiores
recursos técnico-artisticos'3, sendo um tratamento reabilitador artificial
para os pacientes que sofreram perda total ou parcial do bulbo ocular4®.
Esta prétese é constituida pela esclerética, confeccionada com resina
acrilica branca, caracterizada por vénulas, representando a esclera do
olho humano. Sobre essa esclerética é posicionado o botdo de iris
artificial, que é a associa¢ao da pintura com a calota incolor.

Desde a antiguidade, varias eram as tentativas de se reproduzir o
globo ocular®. Ao longo do tempo Vvarios autores sugeriram as mais
variadas técnicas de obtencdo do botdo de iris artificial, como a pintura
convencional e mistura de monémero-polimero sobre a iris artificial’:, a
técnica da pintura invertida com a utilizacdo de calotas pré-fabricadas® e,
também, a reproducédo impressa ou fotografica da iris s& do paciente,
associada a mistura de mondmero-polimero ou a calotas pré-
fabricadas?.

No entanto, um problema de alteracbes de cor do botdo de iris
artificial € frequentemente encontrado ao longo do tempo de uso. Assim
essas alteracbes podem ser clinicamente observadas sendo, as vezes,
guase imperceptiveis a olho nu; no entanto, elas podem vir a se tornar
acentuadas, o suficiente para levar a indicacdo da confeccdo de nova

protese, mesmo quando a outra ainda apresenta boa adaptagdo!!*?.
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Alguns estudos ainda demonstram que a instabilidade de cor pode variar
em relacdo a tonalidade do pigmento de coloracdo da iris estética
utilizado?14,

Além disso, 0 sucesso na adaptacdo e uso de préteses oculares
depende de vérios fatores, sendo sua manutencdo um dos mais
importantes®®. Por isso, é recomendada aos usuarios de proteses oculares
a desinfeccdo constante de suas préteses. Entretanto, ha evidéncias de que
a exposicao frequente a agua e solucbes desinfetantes podem alterar as

propriedades fisicas das resinas acrilicas'>?0.

* Artigo sera formatado segundo normas da Revista Journal of Biomedical Optics (Anexo A).
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4.3 PROPOSICAO

A proposicao deste estudo foi avaliar a influéncia de trés
solugdes desinfetantes na alteragcdo de cor do botdo da iris artificial
(calota incolor associada a pintura), obtido por trés diferentes técnicas de
confeccao em prétese ocular, para duas tonalidades de cor. A hipGtese
do estudo é que a estabilidade de cor do botdo da iris artificial, pode
variar entre as tonalidades de cor, quanto aos tipos de técnica de
obtencdo, solucbes desinfetantes e periodo de desinfeccdo e

armazenagem.
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4.4 MATERIAL E METODO

Foram confeccionadas 300 amostras simulando préteses oculares,
sendo metade dessas amostras com iris artificial, na cor azul, e a outra
metade, na cor marrom. Para a pintura das iris artificiais, selecionou-se
tinta a O6leo, devido a sua melhor estabilidade de cor frente ao
envelhecimento!?15; selecionaram-se, também, duas resinas acrilicas
termopolimerizaveis (N1 para esclera e incolor), calotas oculares
especificas para prétese ocular e adesivo liquido, a serem utilizadas na
confeccao das amostras (Tabela 1). As técnicas de confeccdo do botao
de iris ocular foram: técnica convencional (prensagem da resina acrilica
sobre a pintura do disco em papel) (PE), técnica com calota pre-
fabricada (base da calota ocular posicionada sobre a pintura do disco em
papel) (CA) e pintura invertida (base da calota ocular pintada) (PI). Para
cada cor (azul ou marrom), cinquenta amostras de cada técnica
empregada foram confeccionadas, totalizando 150 amostras (Figura 1).
Para cada técnica empregada, 10 amostras foram submetidas aos trés
tipos de solucbes desinfetantes: sabdo neutro (NES), Opti-free (OPF), e
clorexidina a 4% (CHX) (Tabela 1) ou permaneceram sem desinfeccao
(controle dmido (C1), imersas em soro fisiologico em estufa
bacterioldgica digital (CE-150/2801, CIENLAB Equipamentos Cientificos
Ltda., Campinas, Sdo Paulo, Brasil) a 37 £ 2°C; e controle seco (C2),

restritas a ambiente seco onde a luz do dia ndo pudesse alcancar).
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Tabela 1. Materiais utilizados nos estudo.
Marca Comercial Cor Fabricante Lote
. , Acrilex Tintas Especiais S.A.,
_Tinta a oleo Azul cobalto/ o< B nardo do Campo, SP, 84113/714641
(Tinta para pintura) Marrom Brasil
N1 para esclera artificial Arti_gos Odontologicos
. - Branca Classico Ltda., Sado Paulo, 10234680006
(Resina acrilica) -
SP, Brasil
Incolor para prote,_se ocular Incolor Artigos Odontol4gicos 10234680006
(Resina acrilica) .
Classico Ltda.
Calotas oculares para ) o
prétese ocular (Resina Incolor Artlgo§ Odontologlcos 000248
o Classico Ltda.
acrilica)
J-305, M ly S
onopoly Syrip Incolor Factor Il Inc, EUA B051811
(Adesivo liquido)
Sabao Neutro Incol Johnson & Johnson, Séao 1860804
(Desinfetante) neolor José dos Campos, SP, Brasil
Opti-Free Express
Solug¢éo multi-propdsito Incolor Alcon, EUA 51226
(Desinfetante)
Clorexidina a 4% Apothicario, Aracatuba, SP,
Incolor 367723

Brasil
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Amostras T
(fris Azul ou Marrom) 37

[} | — 3

(n=50)

(n=50)
]

{' Téecnica PE ‘ " Técnica CA ‘ { Técnica PT ‘

(n=50)

1

Sem desinfecgdo

(n=10)

Sem desinfeccdo

Controle 1 (Umide) Controle 2 (seco)
(n=10)

|

{ Total de 150 nmustmsJ

Figura 1. Fluxograma da confecgdo das amostras.

Obtencao das amostras

As amostras foram confeccionadas com auxilio de matrizes
metalicas (modificadas segundo a técnica preconizada por Goiato et al
(2009)%), de formato retangular, medindo 30mm de comprimento, 20mm
de largura e 2mm de espessura, com demarcacao circular no centro com
13mm de diametro. Apds a obtencdo das matrizes metalicas, foram
posicionadas calotas oculares incolores de resina acrilica pré-fabricada,
no centro das matrizes, sobre a demarcacdo. Essas calotas foram
fixadas sobre a matriz, com auxilio de cera rosa n°® 7 (Wilson, Polidental,

Sao Paulo, Brasil) (Figura 2).
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L wwoz J

Figura 2. Desenho esquematico das dimensdes da matriz metélica e

vista superior desta com a calota ocular em posicéo centralizada.

O conjunto, matriz metalica e calota incolor, foram incluidos em
mufla prépria para polimerizacdo em forno microondas (Artigos
Odontolégicos Classico S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil). Durante a inclusao,
com gesso pedra Tipo IV (Durone, Sdo Paulo, SP, Brasil), foi utilizado,
para o revestimento das superficies das calotas e da matriz metalica,
silicone laboratorial extra-duro (Zetalabor; Zhermack, Rovigo, Italia).
Apbs isso, as muflas foram abertas e o conjunto matriz associado a
calota incolor foi removido. A regido do molde, correspondente ao
formato da calota ocular, foi isolada por vaselina, sendo preenchida com
silicone laboratorial para a prensagem da resina acrilica N1.

A resina acrilica N1 foi manipulada de acordo com a instrucéo do
fabricante, sendo prensada em mufla e levada a uma prensa hidraulica
(Midas Dental Products Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil), com forca de
1,2Kg/F, durante 2 minutos®>. A polimerizacdo da resina foi realizada

com energia de microondas (BC 30 LTS Maxi; Brastemp, S&o Paulo, SP,
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Brasil), utilizando 60% de sua poténcia maxima durante 3 minutos!?15,
Apds, a polimerizagdo da resina, a mufla foi novamente aberta e o
silicone que preencheu o molde da calota ocular foi removido, para
serem prensados os botdes de iris artificiais (calota incolor associada a
pintura).

A obtencédo das iris artificiais foi realizada por meio da pintura
com tinta a 6leo (azul ou marrom) em trés camadas sobre discos de
cartolina preta ou sobre a face plana da calota ocular (pintura invertida),
ambos apresentando didmetro de 13 mm, durante 0 mesmo periodo e
sob as mesmas condigbes de iluminagdo. A secagem da pintura foi
obtida por exposicdo direta a uma fonte de luz infravermelha (Empalux
Ltda., Curitiba, PR, Brasil)'2%,

Para obtencdo dos botdes de iris artificiais das amostras na
técnica convencional (PE), foi realizada a prensagem de resina acrilica
sobre a pintura do disco em papel. Para isso, os discos pintados foram
fixados por meio de adesivo liquido, no centro da placa de resina acrilica
termopolimerizavel N1. Sobre esses discos, foi prensada resina acrilica
incolor. Essa resina foi manipulada de acordo com as instru¢cdes do
fabricante, sendo inserida nos moldes, para sua posterior prensagem,
em uma prensa hidraulica com forca de 1,2kgf. A resina foi polimerizada
em forno microondas (BC 30 LTS Maxi; Brastemp), utilizando 60% de

sua poténcia maxima (1400 watts), durante 3 minutos!?%°,
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Os botbes de iris artificiais das amostras, na técnica com calota
pré-fabricada, (CA) foram obtidos por meio da fixacdo da pintura dos
discos de cartolina na base das calotas oculares, utilizando o adesivo
liquido. Posteriormente, os botdes de iris foram fixados por meio de
adesivo liquido, no centro da placa de resina acrilica termopolimerizavel
N1 contida na mufla. Na interface entre botdo de iris e placa de resina
acrilica N1, foi prensada resina acrilica incolor, realizando-se as mesmas
etapas descritas anteriormente. Os botbes de iris artificiais das amostras
da técnica de pintura invertida (PI) foram obtidos por meio da pintura da
iris na base da calota ocular, sendo posteriormente fixados por meio de
adesivo liquido no centro da placa de resina acrilica N1 contida na mufla.
Na interface botdo de iris e placa de resina acrilica N1, foi prensada
resina acrilica incolor, como ja foi descrito anteriormente.

As amostras foram submetidas ao acabamento com pontas
abrasivas (Edenta AG, Hauptstrasse, Suica). As superficies
correspondentes aos botbes de iris artificiais foram polidas em um torno
de bancada (Nevoni, Sdo Paulo, SP, Brasil) com pedra pomes
(Labordent, Sdo Paulo, SP, Brasil) e branco-de-espanha'® (Labordent,
Sao Paulo, SP, Brasil). As superficies correspondentes a base das
amostras foram submetidas a polimento em Polidora Automatica
Lixadeira e Politriz Universal'® (APL-4, Arotec, Cotia, SP, Brasil). Cada

amostra foi mensurada com o auxilio de paquimetro digital de precisao +
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0,02 (500-171-20B, Mitutoyo, Téquio, Japao), de forma a obter as

dimensdes propostas (Figura 3).

Figura 3. Amostras finalizadas de acordo com as diferentes técnicas de
confeccao do botéao de iris artificial: técnica convencional na iris cor azul
e marrom - PE (A); técnica com calota pré-fabricada - CA (B); técnica da

pintura invertida — PI1 (C).

Armazenagem das amostras

As amostras foram armazenadas em potes opacos com 5 mL de
soro fisiologico por 50 + 2 horas, em estufa bacteriolégica digital (CE-

150/2801, CIENLAB Equipamentos Cientificos Ltda.) a 37 £ 2°C, para
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serem hidratadas ao mesmo tempo em que o mondmero residual foi

eliminado®®

Avaliagcdo da estabilidade de cor

Apéds esse procedimento, foram realizadas leituras de cor iniciais
por espectrofotometria de reflexdo ultravioleta visivel, no didametro do
botdo de iris artificial. As alteracdes de croma e luminosidade foram
avaliadas com auxilio do espectrofotbmetro de reflexdo* (UV-2450,
Shimadzu Corp, Kyoto, Japao), com as alteracbes de cor calculadas
através da Comissao Internacional de lluminacdo (CIE) pelo sistema
L*a*b*, com iluminacédo padrdo D65'215, As leituras de cor do botédo de
iris artificial das amostras foram realizadas em um periodo inicial (B) e
apos os periodos de desinfeccdo e armazenagem (60 (T1), 120 (T2), e
240 (T3) dias). A alteracdo de cor (AE) foi calculada para os periodos
entre T1 e B (T1B), T2 e B (T2B), e Tz e B (T3B) por meio da férmula: AE =
[(AL)* + (Aa)? + (Ab)?] ™.

As amostras foram posicionadas da mesma forma usando um
dispositivo de metal revestido na cor preta, e adaptado no
espectrofotometro (UV-2450; Shimadzu Corp) utilizado no presente
estudo; este dispositivo foi confeccionado para padronizar a area de
leitura e impedir variacdes na cor. Os niveis de alteracdo de cor (AE)
foram também quantificados pela National Bureau of Standards (NBS)?!

unidades de diferenca de cor (<3,0 NBS unidades — nivel aceitavel
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clinicamente). NBS unidades € expressa pela seguinte formula: NBS

unidade = AE x 0,92.

Desinfeccdo e armazenagem das amostras

O processo de desinfeccédo e armazenagem foi realizado por um
periodo de 240 dias. As amostras foram desinfetadas diariamente, por
meio de friccdo manual durante 1 minuto com auxilio de gaze, sendo em
seguida enxaguadas em &agua corrente por 30 segundos'®??. Durante
este periodo de desinfeccdo, todas as amostras enquanto nao
estivessem sendo desinfetadas, encontravam-se armazenadas em potes
opacos contendo 5 mL de soro fisioldgico em estufa bacterioldgica digital
(CE-150/2801, CIENLAB Equipamentos Cientificos Ltda.) a 37 + 2°C. As
amostras que permaneceram sem desinfeccdo em ambiente Umido,
seguiram as mesmas regras de armazenagem citadas previamente
durante 240 dias. Enquanto que as amostras que permaneceram em
ambiente seco, foram armazenadas no interior de potes opacos, sem a

presenca de qualquer liquido, onde a luz do dia ndo pudesse alcancar.

Analise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) guatro-fatores medidas repetidas
foi realizada para verificar se houve diferencas significativas entre as
tonalidades de cor, técnicas de confeccdo de botdo de iris artificial,

desinfetantes utilizados e periodo de desinfeccdo e armazenagem. As
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diferencas nos valores obtidos para o0s testes realizados foram
comparadas pelo Teste de Tukey-Kramer HSD. Todos os resultados

foram analisados em nivel alfa de 0,05.
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4.5 RESULTADOS

A tabela 2 apresenta os valores médios e desvio padrdo de
alteracdo de cor do botdo de iris artificial, para cada periodo mensurado.
Os valores de alteracdo de cor para ambas as cores de botdo de iris
artificial aumentaram ao longo do tempo (Tabela 3). Na andlise de
variancia (ANOVA) pode-se observar diferenca estatistica significante
(P<0,001), nos valores de alteracdo de cor do botéo de iris artificial entre
técnica x desinfetante x periodo; técnica x cor x periodo; e desinfetante x
cor x periodo (Tabela 3). Entretanto ndo hove diferenca estatistica
sinigifcante (P>0,05) na interacdo entre todos os fatores do estudo
(técnica x desinfetante x cor x periodo) (Tabela 3).

Considerando os botbes de iris artificiais na cor azul, para cada
técnica, independente do desinfetante utilizado, pode-se verificar
menores valores de alteracdo de cor, estatisticamente significante
(P<0,001), para as técnicas PE e CA em comparacédo a técnica PIl, em
todos os periodos mensurados; com excecao da técnica CA no periodo
TiB (AE=1,34) (Tabela 4). Entretanto ndo houve diferenca de alteracao
de cor, estatisticamente significante (P>0,05), para os botdes de iris
artificiais na cor marrom entre as técnicas utilizadas; com excecdo da
técnica PE (AE=0,73) em relacdo a técnica Pl (AE=0,88), ambos no
periodo T3B (Tabela 4). Além disso, os botdes de iris artificiais na cor

marrom apresentaram menores valores de alteracdo de cor,
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estatisticamente significantes (P<0,001), em comparacdo a cor azul.

(Tabela 4).

Tabela 2. Valores médios e Desvio Padrdo (DP) de alteracdo de cor (AE)

dos botdes de iris artificiais.

Periodo Mensurado

Cor Técnica | Desinfetante T1B NBS T2B NBS T3B NBS
Azul PE NES 1,39 (0,20) 1,28 2,26 (0,29) 2,08 3,73(0,24) 3,43
OPF 1,43 (0,25) 1,32 2,66 (0,25) 2,45 3,98 (0,22) 3,66

CHX 1,80 (0,32) 1,66 2,98 (0,37) 2,74 4,48(0,18) 4,12

c1 1,32 (0,18) 1,21 2,35(0,27) 2,17 3,29 (0,23) 3,03

C2 0,40 (0,12) 0,37 0,42 (0,11) 0,39 0,72 (0,22) 0,66

CA NES 1,56 (0,18) 1,44 2,33(0,20) 2,14 3,90 (0,21) 3,59
OPF 1,57 (0,17) 1,45 2,53(0,27) 2,32 4,07 (0,24) 3,75

CHX 1,74 (0,34) 1,60 2,95(0,32) 2,71 4,21(0,32) 3,87

c1 1,38 (0,23) 1,27 2,24(0,27) 2,06 3,61(0,23) 3,33

C2 0,44 (0,13) 0,41 0,53(0,18) 0,49 0,75(0,12) 0,69

PI NES 1,68 (0,31) 2,69 2,92(0,43) 2,69 4,64 (0,21) 427
OPF 1,72 (0,20) 1,58 2,90 (0,19) 2,67 4,09 (0,26) 3,77

CHX 2,05 (0,26) 1,88 3,36 (0,36) 3,10 4,83(0,33) 4,44

c1 1,23 (0,17) 1,14 2,64 (0,21) 2,43 4,13(0,17) 3,80

c2 0,52 (0,14) 0,48 0,59 (0,25) 0,54 1,08 (0,28) 1,00

Marrom | PE NES 0,33 (0,07) 0,31 0,56 (0,10) 0,52 0,70 (0,23) 0,65
OPF 0,44 (0,08) 0,40 0,62 (0,08) 0,57 0,82 (0,27) 0,75

CHX 0,42 (0,10) 0,38 0,71(0,13) 0,65 1,24 (0,20) 1,14

C1 0,30 (0,07) 0,27 0,46 (0,05) 0,42 0,50 (0,30) 0,46

C2 0,18 (0,06) 0,17 0,23 (0,06) 0,21 0,37 (0,18) 0,34

CA NES 0,36 (0,06) 0,33 0,44 (0,11) 0,41 0,75(0,15) 0,69
OPF 0,40 (0,09) 0,37 0,57 (0,08) 0,52 0,97 (0,28) 0,89

CHX 0,49 (0,11) 0,45 0,80(0,12) 0,73 1,07 (0,31) 0,99

c1 0,32 (0,08) 0,29 0,41(0,06) 0,38 0,76 (0,28) 0,70

C2 0,25 (0,03) 0,23 0,31(0,09) 0,29 0,54 (0,25) 0,50

PI NES 0,42 (0,08) 0,39 0,67 (0,10) 0,62 1,04(0,24) 0,96
OPF 0,44 (0,11) 0,41 0,72 (0,09) 0,66 0,73 (0,20) 0,67

CHX 0,58 (0,09) 0,53 0,92(0,24) 0,84 1,26(0,31) 1,16

c1 0,39 (0,06) 0,36 0,57 (0,07) 0,53 0,77 (0,12) 0,71

C2 0,27 (0,05) 0,25 0,31(0,05) 0,29 0,60 (0,19) 0,55
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Tabela 3. Resultados de Andlise de Variancia (ANOVA) quatro-fatores

medidas repetidas.

Fatores gl SQ QM F P
Técnica 2 9,345 4,672 115,113 < 0,001*
Desinfetante 4 243,598 60,899 1500,335 <0,001*
Cor 1 700,030 700,030 17246,127 <0,001*
Técnica x Desinfetante 8 2,300 0,288 7,084 < 0,001*
Técnica x Cor 2 2,507 1,254 30,883 < 0,001*
Desinfetante x Cor 4 129,362 32,341 796,751  <0,001*
Técnica x Desinfetante x Cor 8 0,669 0,084 2,059 0,040*
Entre amostras 270 10,959 0,041

Periodo 2 240,093 120,046 2718,375 <0,001*
Periodo x Técnica 4 1,556 0,389 8,807 <0,001*
Periodo x Desinfetante 8 34,312 4,289 97,121 <0,001*
Periodo x Cor 2 102,541 51,271 1160,993 <0,001*
Periodo x Técnica x Desinfetante 24 5,493 0,229 5,183 <0,001*
Periodo x Técnica x Cor 6 3,338 0,556 12,596 < 0,001*
Periodo x Desinfetante x Cor 12 151,627 12,636 286,126 <0,001*
Periodo x Técnica x Desinfetante x

Cor 24 1,360 0,057 1,283 0,164
Intra amotras 540 23,847 0,044

*P < 0,05 denota diferenga estatistica significante.

Pode-se verificar na tabela 5 que os botdes de iris artificiais

tratados com CHX para as duas tonalidades de cor, em todos os

periodos mensurados, independente da técnica, apresentaram maiores

valores de alteracdo de cor, estatisticamente significante (P<0,001),

guando comparados com aqueles de ambos os tratamentos controle,
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com excecao das amostras tratadas com CHX no periodo TiB na cor
marrom (AE=0,50). Ainda notou-se diferencas significantes (P<0,001) de
alteracdo de cor dos botdes de iris artificiais na cor azul, tratados com
NES e OPF, em comparacéo aqueles de ambos os tratamentos controle;
com excecdo do das amostras tratadas com NES no periodo T2B
(AE=2,50) (Tabela 5).

Além disso, para todas as técnicas e periodos mensurados, 0S
botdes de iris artificiais tratados com CHX apresentaram maior alteracao
de cor, estatisticamente significante (P<0,001) comparados aos
respectivos tratamentos controle, independente da tonalidade de cor
(Tabela 6). De forma geral as amostras que permaneceram em ambiente
seco (C1), ou seja sem tratamento apresentaram maior estabilidade de
cor, estatisticamente significante (P<0,001), em relacdo aquelas em
ambiente Umido, com ou sem desinfeccdo (demais tratamentos
realizados) (Tabelas 5-6). Na comparacdo dos botdes de iris artificiais
entre os diferentes periodos mensurados, pode-se verificar na maioria
das amostras, maior alteracdo de cor, estatisticamente significante
(P<0,001), ao decorrer do tempo de desinfeccdo e armazenagem das

amostras (Tabelas 4-6).
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Tabela 4. Valores médios e desvio padrédo de alteracdo de cor (AE) dos
botdes de iris artificiais para tonalidade de cor, técnica e periodo,

independente do desinfetante utilizado.

Periodo
Cor Técnica T1B T2B T3B
Azul PE 1,27 (0,52) Aa 2,13 (0,94) Ab 3,24 (1,35) Ac
CA 1,34 (0,51) ABa 2,11 (0,87) Ab 3,31 (1,33) Ac
PI 1,44 (0,57)Ba 2,48 (1,03) Bb 3,76 (1,40) Bc
Marrom | PE 0,33(0,12) Ca 0,52(0,19)Cb 0,73 (0,38) Cc
CA 0,36 (0,11) Ca 0,51(0,19) Ca 0,82 (0,31) CDb
Pl 0,42 (0,23) Ca 0,64 (0,22)Cb 0,88 (0,32) Dc

Médias seguidas de letras mailsculas distintas na coluna e letras mindsculas distintas na linha diferem

estatisticamente entre si em nivel de 5% de significancia (P<0,05), pelo teste de Tukey.

Tabela 5. Valores médios e desvio padrdo de alteracdo de cor (AE) dos

botdes de iris artificiais para tonalidade de cor, desinfetante e periodo,

independente do técnica utilizada.

Periodo

Cor Desinfetante T1B T2B T3B

Azul NES 1,55 (0,26) Aa 2,50 (0,43) ABb 4,09 (0,46) Ac
OPF 1,57 (0,24) Aa 2,70 (0,28) Bb 4,05 (0,24) Ac
CHX 1,86 (0,33) Ba 3,10(0,39)Cb 4,50 (0,38) Bc
C1 1,31(0,20) Ca 2,41 (0,30) Ab 3,68 (0,41) Cc
C2 0,46 (0,13) Da 0,51 (0,20) Da 0,85 (0,27) Db

Marrom | NES 0,37 (0,08) Aa 0,56 (0,14) Aa 0,83 (0,25) Ab
OPF 0,43 (0,09) ABa 0,64 (0,10) ABb 0,84 (0,26) Ac
CHX 0,50 (0,12) Aa 0,81 (0,16)Bb 1,19 (0,28) Bc
C1 0,33 (0,08) ABa 0,48 (0,09) Aab 0,68 (0,27) ACb
C2 0,23 (0,06) Ba 0,29 (0,08) Ca 0,51(0,22) Cb

Médias seguidas de letras mailsculas distintas na coluna (comparagéo entre desinfetantes para uma mesma

tonalidade de cor) e letras minusculas distintas na linha diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% de

significancia (P<0,05), pelo teste de Tukey.
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Tabela 6. Valores médios e desvio padrédo de alteracdo de cor (AE) dos

botbes de

independente da tonalidade de cor.

iris artificiais para técnica, desinfetante e periodo,

Periodo

Técnica | Desinfetante T1B T2B T3B

PE NES 0,86 (0,56) ABa 1,41 (0,90) Ab 2,22 (1,57) Ac
OPF 0,93 (0,54) ABa 1,64 (1,06) ABb 2,40 (1,64) Ac
CHX 1,11 (0,75)Ba 1,84 (1,19)Bb 2,86 (1,67) Bc
C1 0,81 (0,54) Aa 1,41(0,99)Ab 1,90 (1,45) Cc
C2 0,29 (0,15) Ca 0,33(0,13)Ca 0,55 (0,26) Da

CA NES 0,96 (0,63) ABa 1,39 (0,98) Ab 2,33(1,63) ACc
OPF 0,99 (0,62) ABa 1,55(1,02) Ab 2,52 (1,61) ABc
CHX 1,12 (0,69) Ba 1,87 (1,13)Bb 2,64 (1,64) Bc
C1 0,85(0,57) Aa 1,32(0,96) Ab 2,19 (1,49) Cc
C2 0,35(0,13) Ca 0,42 (0,18) Cab 0,64 (0,22) Db

Pl NES 1,05 (0,68) ACa 1,80(1,19)Ab 2,84 (1,86) Ac
OPF 1,08 (0,67) ABa 1,81 (1,13)Ab 2,41 (1,74) Bc
CHX 1,31(0,78) Ba 2,14 (1,28) Bb 3,04 (1,86) Ac
C1 0,81(0,45)Ca 1,61(1,07)Ab 2,45 (1,73) Bc
Cc2 0,40 (0,26) Da 0,45(0,23)Ca 0,84 (0,34) Cb

Médias seguidas de letras mailsculas distintas na coluna (comparagéo entre desinfetantes para uma mesma

técnica) e letras minusculas distintas na linha diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% de

significancia (P<0,05), pelo teste de Tukey.
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4.6 DISCUSSAO

A desinfeccao de préteses oculares tem como principal objetivo a
descontaminacdo do material, por meio do controle da formacédo de
biofilme sobre a resina acrilica em contato com a conjuntiva. No entanto,
€ desejavel que esse processo ndo cause danos a estrutura mecanica,
guimica e fisica desses materiais, tais como alteracdes de cor da iris
estética. A hipotese do estudo foi parcialmente aceita, porque houve
diferenca na alteracdo de cor do botdo de iris artificial das amostras
entre parte dos fatores avaliados. Por outro lado, ndo houve diferenca
significante na interacdo entre todos estes fatores (ANOVA, Tabela 3).
Pode-se verificar pelos resultados que a derivada de cor (AE) para
todas as amostras foi maior que zero, indicando, pela analise
espectrofotométrica, alteracdo de cor (Tabela 2). Alguns estudos
apresentam que essa alteracdo pode ser causada por fatores
intrinsecos e extrinsecos?3-?%, Os fatores intrinsecos envolvem a propria
descoloracdo do material, com alteracdo de sua matiz?#2?°, Fatores
extrinsecos como a absorcao e adsorcdo de manchas também podem
causar descoloracdo?32426-28 Associado a isso, outros fatores séo
responsaveis pela instabilidade de cor como: acumulo de manchas,
desidratacdo, absor¢cdo de &gua, infiltracdo, superficie rugosa,
degradacdo quimica e pelo uso, oxidacdo durante as reac¢des duplas de
carbono produzindo compostos de peroxido e a continua formacao de

pigmentos devido a degradacgédo de produtos?®-32,
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Pode-se verificar para a cor azul, que a técnica PE apresentou
menores valores de alteracdo de cor, estatisticamente significante
(P<0,001), em relacdo a técnica Pl. No entanto ndo houve diferenca
significante (P>0,05) entre as técnicas na cor marrom (Tabela 4). De
acordo com o fabricante, as calotas oculares, sdo confeccionadas com
resina termopolimerizavel, incluida em moldes de aco e aquecida, com
temperatura e tempo nao informados, sem adicdo de mondémeros. A
obtencdo de polimeros por este método tem como principal
desvantagem maior absorcdo de agua ao logo do tempo, alterando as
caracteristicas fisicas do mesmo. Desse modo, a acdo da agua,
proporcionada pela armazenagem e desinfecgcdo, provavelmente
proporcionou alteracdo das ligacdes quimicas dos polimeros33? que
compdem as calotas pré-fabricadas, degradando-o, refletindo
diretamente na estabilidade de cor das amostras. Com estes resultados,
a alteracdo de cor do botdo de iris artificial na cor azul pode ter sido
reflexo tanto da degradacdo da resina incolor da calota ocular bem
como da tinta selecionada para a pintura da iris artificial. Ainda os
botdes de iris artificiais ha cor marrom apresentaram menores valores
de alteracdo de cor (P<0,001), em comparag&o a cor azul. (Tabela 4). E
conhecido que os pigmentos escuros tais como preto e marrom podem
apresentar melhor estabilidade de cor frente a degradagcdo da luz UV.
Assim as cores claras podem refletir a radiagdo que incidem sobre elas,
enquanto que as cores escuras a absorvem®31>, Este fato associado ao
conteudo de possiveis impurezas na composicdo do pigmento azul

podem ter contribuido a alteracdo de suas propriedades fisico-quimicas
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ao longo do processo de desinfeccdo e armazenagem. Além disso,
diante do fato que no botdo de iris artificial obtido pela técnica PI foi
realizado a pintura direta sobre a base da calota pode-se supor que a
tinta tenha liberado residuo ou permitido a evaporacdo de solventes
organicos volateis, mais facilmente em relacdo as outras técnicas e
tonalidade de cor da iris artificial, em contato com calor e umidade.

Poucos sdo os estudos!'1315 sobre a alteracdo de cor de iris
artificial, em longo prazo e apdés imersdao em solucbes quimicas
desinfetantes. No presente estudo observou-se aumento significativo
(P<0,001) nos valores médios de valores de alteracdo de cor do botdo
de iris artificial das amostras durante o periodo de desinfeccdo e
armazenagem, para ambas as cores e técnicas de confeccdo (Tabelas
2,4-6). Este fato pode ser mais bem observado ao verificar que as
amostras com tratamento controle a seco, apresentaram de forma geral,
menores valores de alteragdo de cor, estatisticamente significante
(P<0,001) em relacdo aquelas tratadas com outros desinfetantes e em
ambiente Umido (Tabelas 5-6), indicando que provavelmente a
associagcao de calor e humidade, proporcionados pela armazenagem e
processo de desinfec¢do pode ter ocasionado a degradacgéo do polimero.
Essas moléculas de &gua penetram na massa de resina acrilica e
ocupam posicdes entre as cadeias poliméricas separando-as, causando
ligeira expansdo da massa de resina polimerizada e interferindo no
entrelagamento da cadeia polimérica. Além disso, a maioria dos

polimeros possuirem em suas cadeias moleculares grupos funcionais
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gue absorvem luz ultravioleta, a qual leva a estrutura a um estado mais
instavel?®>3, Se a molécula excitada dispersar o excesso de energia por
algum meio, haverd um rompimento, isto é, a degradacédo fotoquimica e
esses fatores concorrem concomitantemente para o aparecimento de
deterioracdo tais como perda de cor ou brilho'1525-27.33  perda de
opacidade?4, aparecimento de trincas 1°3° entre outros.

Além disso, as solucdes desinfetantes empregadas neste estudo
sdo aquosas com compostos quimico especificos ao seu principio ativo,
gue podem causar a dissolugcdo ou deformacédo da resina, tais como
alcool e fenol®?35, Estes compostos provavelmente foram absorvidos e
causaram amolecimento da camada mais superficial da resina incolor.
Neste estudo pode-se também observar que os botdes de iris artificiais
tratados com CHX apresentaram maior alteracdo de cor,
estatisticamente significante (P<0,001) comparados aos respectivos
tratamentos controle (Tabelas 5-6). E bem conhecido que a clorexidina
age por saturacao, e é recomendada para desinfeccdo de materiais por
ser praticamente atoxica, aléem de ndo ser poluente, ndo exalar gases e
nao irritar a pele e as mucosas. Neste estudo, os maiores valores de
alteracdo de cor relacionada ao uso da clorexidina pode ser devido a
elevada concentracdo (4%) desta solucéo utilizada com lenta absorcao
do produto na resina ao longo do tempo de armazenagem com
desinfeccdo, resultando em mudancas estruturais no polimero. Alguns

estudos também relatam a presenca do pigmento amarelo em sua
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formulacdo>3¢, que pode ter sido responsavel pela alteracédo de cor da
resina acrilica translucida a visualizag¢éo da iris artificial.

De acodo com os parametros estabelecidos NBS?! um AE < 3,3 é
considerado clinicamente aceitavel. Na observacao destes conceitos, foi
verificado neste estudo que o botdo de iris artificial de todas as
amostras na cor marrom apresentou alteracdo de cor clinicamente
aceitavel, o que néo ocorreu para as amostras na cor azul no periodo
T3B (Tabela 2). Entretanto, deve ser ressaltado que no presente estudo,
a desinfeccao e armazenagem foram realizadas por um periodo de 240
dias, o que é considerado inferior ao que geralmente ocorre na
atualidade de uso pelo paciente; onde a troca de protese ocular ocorre a
cada 3 a 5 anos. Assim, considerando a tendencia do aumento de cor
observado neste estudo, pode-se inferir para a cor azul, que a situagéo
clinica de alteracé@o de cor da iris artificial estética pode alcancar valores
clinicamente inaceitaveis ao decorrer do tempo de uso pelo paciente.

A escolha das condi¢des experimentais neste estudo considerou
a adaptacdo da prétese ocular aos tecidos subjacentes pelo paciente
dentro do primeiro ano de uso apdés sua confeccdo. Ainda ha uma
grande populacdo de pacientes com préoteses oculopalpebrais e até
mesmo pacientes que receberam transplantes de cérnea que ainda
requerem lentes de contato protéticas. Por isso a estética da iris artificial,
em relacéo a alteracdo de cor, torna-se entre outros, o mais importante

fator de aceitacdo da reabilitacéo facial.
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4.7 CONCLUSAO

v' As amostras com botdes de iris artificiais na cor azul
confeccionadas pelas técnicas convencional e com calota pré-
fabricada apresentaram maior estabilidade de cor.

v' Os botbes de iris artificiais de cor marrom apresentaram menor
alteracao de cor.

v' A desinfeccdo com clorexidina e o periodo de armazenagem
influenciaram a estabilidade de cor dos botdes de iris artificiais em

longo prazo.
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ANEXO A — Normas das revistas selecionadas para a publicacdo dos

artigos

CAPITULO 1

JOURNAL OF BIOMEDICAL MATERIALS RESEARCH PART B:
APPLIED BIOMATERIALS

Aims and Scope

Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials is
anofficial journal of the Society for Biomaterials, the Japanese Society
forBiomaterials, the Australasian Society for Biomaterials, and the
KoreanSociety for Biomaterials. It is a peer-reviewed journals serving the
needs ofbiomaterials professionals who devise, promote, apply , regulate
produce, andmarket new biomaterials and medical devices. Papers are
published on devicedevelopment, implant retrieval and analysis,
manufacturing, regulation ofdevices, liability and legal issues, standards,
reviews of different deviceareas, and clinical applications. Published
manuscript fit into one of sixcategories: original research reports, clinical
device-related articles, shortresearch and development reports, review,
special report, or columns andeditorials. Manuscripts from all countries are
invited but must be in English. Authors are not required to be members of

a Society for Biomaterials.

Types of Articles Considered for Publication

Original Research Reports: Full-length papers consisting of complete
anddetailed descriptions of a research problem, the experimental
approach, thefindings, and appropriate discussion. Findings should
represent significantnew additions to knowledge.
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Clinical Device-Related Articles: Full-length papers addressingsuch
iIssues as material processing, device construction, regulatorymatters,

clinical trials, and device retrieval.

Reviews: Scholarly and critical topic-oriented reviews thatpresent a state-
of-the-art view. While most reviews are solicited, personsinterested in

contributing may contact the Editor.

Special Reports: Reports of special topic-oriented
symposia,deviceretrieval protocols, or other special reports not described
in the abovecategories, yet of interest to the applied biomaterials research
anddevelopment community. Potential contributors should contact the

Editor beforesubmitting special reports.

Columns and Editorials: While columns and guest editorials
arepreponderantly solicited, persons interested in becoming columnists

orcontributing editorials are encouraged to contact the Editor.

Submission of Manuscripts

Online Submission: Journal of Biomedical Materials Research Part B:
Applied Biomaterialsis now receiving submitted manuscripts online

at http://mc.manuscriptcentral.com/jomr-b.

Submit all new manuscripts online. Launch your web browser and go
tohttp://mc.manuscriptcentral.com/jomr-b. Check for an existing user
account. Ifyou are submitting for the first time, and you do not find an
existingaccount, create a new account. Follow all instructions.

At the end of a successful submission, a confirmation screen

withmanuscript number will appear and you will receive an e-malil
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confirming thatthe manuscript has been received by the journal. If this
does nothappen,please check your submission and/or contact tech

support using the GetHelp Now link in the right corner of any screen.

Upon Acceptance: Manuscript files will now automatically be sentto the
publisher for production. It is imperative that files be in the correctformat to
avoid a delay in the production schedule.

JBMR Part B has adopted a policy that requires authors to make a
statement concerning potential conflict of interest relating to theirsubmitted
articles. The Editorial Board asks authors of original reports andreviews to
disclose, at the time of submission: (1) any financial oremployment
arrangements they may have with a company whose product
figuresprominently in the submitted manuscript or with a company making
a competitiveproduct; and (2) any grants or contracts from a government
agency, a nonprofittoundation, or a company supporting the preparation of
the manuscript or thedescribed research. This information will be available
to the reviewers of themanuscript. If the article is accepted for publication,
the editor willdiscuss with the authors the manner in which such

information may becommunicated to the reader.

At the time of submission, JBMR Part B asks authors to certify that all
animals utilized in their research were cared for according to thepolicies
and principles established by the Animal Welfare Act and the NIHGuide for
Care and Use of Laboratory Animals.

Review Process: All original reports and reviews receive criticalreview by
at least two reviewers with expertise in the major subject area ofthe paper.
Reviewers may recommend "Acceptance as is,” "Acceptance
withmaodification,” or "Rejection.” If modification is required, the manuscript

isreturned to the author(s). The revised manuscript is then re-reviewed by
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theoriginal reviewers, and even re-revised if necessary. Differences in

opinionare resolved by submission either to a third reviewer or the Editor.

Copyright/Licensing

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding
author for the paper will receive an email prompting them to login into
Author Services; where via the Wiley Author Licensing Service (WALS)
they will be able to complete the license agreement on behalf of all

authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement:
If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be
presented with the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms
and conditions of the CTA can be previewed in the samples associated
with the Copyright FAQs below: CTA Terms and

Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen: If the OnlineOpen option is selected
the corresponding author will have a choice of the following Creative
Commons License Open Access Agreements (OAA):
Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA
To preview the terms and conditions of these open access agreements
please visit the Copyright FAQs hosted on Wiley Author
Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.aspand
visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyri
ght--License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The
Wellcome Trust and members of the Research Councils UK (RCUK) you

will be given the opportunity to publish your article under a CC-BY license
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supporting you in complying with Wellcome Trust and Research Councils
UK requirements. For more information on this policy and the Journal’s
compliant self-archiving policy please visit:
http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview
the terms and conditions of this license: Creative Commons Attribution
License OAA To preview the terms and conditions of these open access
agreements please visit the Copyright FAQs hosted on Wiley Author
Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp and
visit
http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--

License.html.

Organization and File Formats

Manuscript: For optimal production, prepare manuscript text in size 12
font on 8-1/2 x 11 inch page, double-spaced, with at least 1-inch margins
on all sides. Text files should be formatted as .doc or .rif files. The results
and discussion sections must be written separately and cannot be
combined. Refrain from complex formatting; the Publisher will style your
manuscript according tot the Journal design specifications. Do notuse
desktop publishing software such as PageMaker orQuark Xpress or other
software such as Latex. If you prepared your manuscript with one of these
programs, export the text to a word processing format. Please make sure
your word processing programs “fast save” feature is turned off. Please do
not deliver files that contain hidden text: for example, do not use your word
processor’s automated features to create footnotes or reference lists.
Manuscripts including references (but not figures or tables) should be no
longer than 18 pages.

Please be sure to submit your illustrations and tables as separate files;the
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system will automatically create a pdf file of your paper for thereviewers.

Original research and short reports should appear in the
followingorder:title  page  (including authors and affiliations),
abstract,keywords,introduction, materials and methods, results,
discussion,acknowledgments,references, figure legends. Number pages
consecutivelystarting with the titlepage as page 1. Abbreviations must
conform to thoselisted in Council ofBiology Editors' CBE Style Manual, 5th
Edition.

When mentioning a material, chemical reagent, instrument,
orotherproduct, use the generic name only. If  further
identification(proprietaryname, manufacturer's name and address) is

absolutely required,list it inparentheses.

Title Page: List the full title of the paper andeachauthor's full name (first
name, middle initial(s), surname),department,institution, city, and state
(and country if other than the UnitedStates).Indicate the name and

address of the author to whom reprint requests should besent.

Abstract and Keywords: Include an abstract of about200words
maximum summarizing the aims, findings, and conclusions of
thepaper.Below the abstract, list five keywords or phrases that best

characterizethesubject matter of the manuscript.

Running Heads: Supply a short title of no more than65characters,

including spaces and punctuations, to be used for runningheadcopy.

References: Number references consecutively as they appear in the
text.Materialaccepted for publication but not yet published may be listed

intheReferences, but unpublished observations, personal



ANEXOS 161

communications,andmaterial submitted for publication but not vyet
accepted should becitedparenthetically within the text (and not included
among thenumberedreferences). Style references entries using the
Council of Biology Editors Style Manual, 5th Edition formats:
For journal articles: Alexander A, Green WS. Total hip replacements: A
second look. JSocBiomater 1989;45:345-366. For books/chapters:
Ricci JL, Guichet J-M. Total hip replacement: A third look.CindraAB,
Franklin DE, editors. State of the art orthopaedics, vol 3, Hips.NewYork:
Wiley;1988:56-59. For abstracts: Davidson GRH. Total hip replacement: A
fifth look. TransABCS1987;22-341-345. For presentations: Goodenough
T. Total hip replacement. A sixth look. Presented atthe3rd Annu Mtg
Orthop Res Soc, Boston, December 5-7, 1989.

Figure Legends: Please supply complete captions for allfigures.Captions

are to appear on a separate page at the end of the manuscript.

Tables: Please save Tables separately and supply numbers andtitlesfor
all. All table columns should have an explanatory heading. Tablesshould
besubmitted as doc or rtf files (it is preferred that tables areprepared

usingWord’s table edit tool.)

lllustrations: When preparing digital art, please consider:

Resolution:

The minimum requirements for resolution are: 1200 DPI/PPI for black and
white images, such as line drawings or graphs. 300 DPI/PPI for picture-
only photographs 600 DPI/PPI for photographs containing pictures and
line elements,i.e.,text labels, thin lines, arrows. These resolutions refer to
the output size of the file; if youanticipatethat your images will be enlarged

or reduced, resolutions should beadjustedaccordingly.
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Formats:

For the editorial review process, GIF and JPEG filesareacceptable; upon
submission of a revision, TIFF or EPS files will berequired.For the editorial
review process, color images may be submitted in RGB color;upon
revision, CMYK color will be required. Delivery ofproduction-qualityfiles
early in the review process may facilitate smooth andrapid publicationonce
a manuscript has been accepted.

Note that these file formats are not acceptable for printing: JPG,GIF,ONG,
PCX, PNG, XBM, Word, and Excel. We recommend creating your
graphicsinPhotoshop, lllustrator, or Freehand and importing them into
yourpageapplications as TIFFs with all fonts included. Do not scan figures
asJPEGsand convert to TIFFs. For further guidance on preparing digital
figurefiles, authors are encouraged to
visit http://cjs.cadmus.com/da/applications.asp.

To ensure that your digital graphics are suitable for printpurposes,please
go to Rapidlnspector™ at http://rapidinspector.cadmus.com/zwi/index.jsp.
Thisfree,stand-alone software application will help you to inspect

andverifyillustrations right on your computer.

A legend must be provided for each illustration and must
defineallabbreviations used therein. Legends should be placed at the end

ofthemanuscript text file.

Color lllustrations: Color figures are generally printedinthe Journal at the
author’s expense. The published will provide costestimatesprior to printing.
A limited number of color figures that are ofcriticalimportance and that
significantly enhance the presentation will beconsideredfor publication at
the publisher’'s expense subject toeditorialrecommendation. Final decision
on publication of color figures willbe at thediscretion of the Editor. All color
figures will be reproduced infull colorin the online edition of the journal at

no cost to authors. Forbestreproduction, bright, clear colors should be
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used. Dark colors against a dark background do not reproduce well;
please place your color images againstawhite background wherever

possible.

Reprints: Reprints may be ordered at
https://caesar.sheridan.com/reprints/redir.php?pub=10089&acro=JEMB.

Note to NIH Grantees:

Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post the accepted version
of contributions authored by NIH grant-holders to PubMed Central upon
acceptance. This accepted version will be made publicly available 12
months after publication. For further information, see

www.wiley.com/go/nihmandate.

CAPITULOS 2e 3

JOURNAL OF BIOMEDICAL OPTICS

About the Journal of Biomedical Optics

The Journal of Biomedical Optics (JBO) is a print and online journal that
publishes peer-reviewed papers on the use of modern optical technology

for improved health care and biomedical research.

The journal publishes full-length research papers, letters, opinions,
outlooks, tutorials, and reviews. In addition to contributed research
articles, JBO often publishes special sections in key areas of technology.
Special sections are assembled by guest editors. See the Editorial
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Schedule for a list of forthcoming special section topics and dates. To view
a list of previously published special sections, see Past Special Sections.

Authors should read the journal policies prior to submission to ensure their
manuscript meets the journal requirements. This page will also provide

information about submitting a proceedings manuscript to the journal.

Authors are required to include a cover letter with their submission
explaining the significance and novelty of the work, the problem that is
being addressed, and why the manuscript belongs in this journal.

Why publish in this journal?
JBO is a highly ranked journal focused on the applications of emerging
technologies in lasers, optoelectronic devices, fiber optics, sensors, and
imaging to medical research, diagnostics, and therapy. JBO's impact
factor has consistently ranked in the top 10 in the optics category since
2001.
Author benefits:

e Online-first publication of articles

e Established and competitive impact factor

e Professional copyediting and typesetting

e Rapid review and publication

e Free online color figures

¢ Multimedia integration

e 5 free downloads for authors from the SPIE Digital Library

e Open access publication at a low competitive cost

¢ NIH-funded articles are deposited into PubMed Central (PMC) at no

charge, with full-text access available one year after publication.
e Delayed open access after one year to all authors who pay the

voluntary page charges in full.
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e Abstracting and indexing in leading scientific databases, including
Index Medicus/MEDLINE; Science Citation Index; Current
Contents/Life Sciences; Current Contents/Engineering, Computers
& Technology; Inspec; Scopus; Ei Compendex; and Chemical
Abstracts

Submit a manuscript

Journal of Biomedical Optics uses an online submission system.

Authors should read and follow the instructions on how to prepare and

format a manuscript prior to submission.

Manuscript Types
Letter: A short technical communication of significant interest intended for
rapid publication in the JBO Letters section of the journal. The manuscript

length may not exceed three printed journal pages. Further details below.

Regular Paper: A full-length manuscript presenting original work intended

as a regular contribution to the journal.

Special Section Paper: A full-length manuscript presenting original work
intended for submission to a special topical section organized by a guest

editor.

Review Paper: An article reviewing a particular topic or field. Review
papers are typically invited papers written by a highly regarded expert in
the field.

Technical Note: A concise description of a software package, instrument,

chemical, or procedure that provides a solution to a specific problem and
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has sufficient value to many readers of JBO. The Note length may not
exceed five printed journal pages.

Tutorial: A tutorial is an introductory and systematic description of a
technology or a research topic. Tutorials should be accessible to general
readers of JBO and may include homework problems.

Outlook: A visionary type of paper that takes a speculative look at where
a technology or a research area might be heading. Of particular interest
are the prospects in the next 5-15 years. Outlook papers should include a
brief overview followed by predictions for the future and may occupy 5-10
printed pages in the journal. Potential authors are encouraged to contact

the Editor-in-Chief before writing the manuscript.

Opinion: A description of opinions on a topic of general interest to the
readers of JBO. Potential authors are encouraged to contact the Editor-in-

Chief before writing the manuscript.
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ANEXO B - llustracfes da fase laboratorial da metodologia experimental.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Figura 1. Materiais odontoldgicos utilizados no estudo: resinas acrilicas

termopolimerizaveis (N1 para esclera artificial e incolor); adesivo liquido

J-350 e calotas oculares.

Figura 2. Cepas utilizadas no estudo: S. epidermidis e S. aureus.

Figura 3. Materiais de microbiologia utilizados no estudo: solugéo de

agua destilada estéril; meio de cultura BHI; e glucose.
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Figura 4. Desinfetantes utilizados no estudo: sab&o neutro, Opti-Free,

Efferdent e gluconato de clorexidina.

Figura 5. Forno microondas com 1400 W (BC 30 LTS Maxi; Brastemp,

Séo Paulo, SP,Brasil).

Figura 6. Paquimetro digital (500-171-20B; Mitutoyo, Toquio, Japao).
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Figura 7. Politriz automatica: http://www.buehler.com (Ecomet 300PRO;

Buehler, lllinois, EUA).

Figura 8. Estufa bacteriologica digital (CE-150/280I; CIENLAB

Equipamentos Cientificos Ltda., Campinas, Sao Paulo, Brasil).
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L
Figura 9. Microscopio eletrdnico de Varredura: http://www.jeol.co.jp (JSM

610LA; JEOL, Téquio, Japao).

&

Figura 10. Goniémetro: http://www.ramehart.com (Ramé-Hart 100-00;

Ramé-Hart Instrument Co., Alemanha).
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Figura 11. Espectrofotdmetro ultravioleta visivel (Evolution 60S; Thermo

Scientific, Waltham, MA, EUA).

Figura 12. Aparelhos e instrumentos utilizados para a obtencao da
contagem de bactérias: vortex mixer (Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA), mesa para espalhamento de bactéria, contador de colénias (Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) e espatula de Drigalsky.

Figura 13. Incubadora (C24 Incubator Shaker; Edison, NJ, EUA).




ANEXOS 172

Figura 14: Espectrofotdmetro de reflexao ultravioleta visivel (UV-2450;
Shimadzu Corp, Kyoto, Japao).

Figura 15. Dispositivo para padronizar a area de leitura de cor das

amostras.

=100

Figura 16. Desenho esquematico representativo do Sistema CIE L*a*b*.



ANEXOS 173

METODOLOGIA — CONFECCAO DAS AMOSTRAS — CAPITULO 1

Figura 17. Vista superior da matriz metalica preenchida com cera 7 e
unido do conjunto (matriz metdlica e placa de vidro) com silicone de

condensacao extra-duro.

Figura 18. Conjunto (matriz metalica e placa de vidro) incluidos na base

na mufla e placa de vidro incluido na contra mufla.

Figura 19. Mondémero e polimero da resina acrilica N1 devidamente

proporcionados e vertidos no pote de vidro para manipulacéo de resina.
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Figura 20. Insercéo da resina acrilica no interior dos circulos vazados da

matriz incluida na base da mufla.

Figura 22. Etapas finais de confec¢cdo das amostras em resina acrilica:

acabamento das amostras com fresa maxicute, amostras finalizadas apdés

polimento e esterilizadas.
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METODOLOGIA — CULTURA, DESENVOLVIMENTO DO BIOFILME E

CONTAGEM DAS CELULAS — CAPITULO 1

Figura 23. Culturas de Staphylococcus spp inicadas em BHI e mantidas

em crescimento a 37°C.

Figura 24. Amostras em meio de cultura inoculado com Staphylococcus

spp e mantidas sob agitacdo para desenvolvimento do biofilme.
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Figura 25. Amostras colocadas em uma nova placa de seis po¢os com

troca do meio de cultura apds 24 horas de desenvolvimento do biofilme.

Figura 26. Amostras imersas no meio de cultura inoculado com S.

epidermidis apos 72 horas de desenvolvimento do biofilme; e amostras
imersas no meio de cultura inoculado com S. aureus apos 72 horas de

desenvolvimento do biofilme.
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Figura 27. Desinfecgéo das amostras apos desenvolvimento do biofilme;
desprendimento do biofilme por vortex e visualizagcédo de dois tubos falcéo

antes e apos agitacao.

Figura 28. Processo de espalhamento da bactéria na placa petri:
remocao de 100 microlitros de solugdo do ependorf, em seguida
infiltracdo desta aliquota na placa petri e espalhamentodo desta com

espatula flamblada.

Figura 29. Placas Petri incubadas a 37°C por 24 horas, e ap0s isso

contagem do ndmero de colbnias formadas por mililitro.
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METODOLOGIA — CONFECCAO DAS AMOSTRAS — CAPITULOS 2E 3

13 mm

I {2 mm

[ 30 mm |

Figura 30. Desenho esquemético da matriz metélica com suas dimensdes

e vista superior da mesma.

Figura 31. Desenho esquemético da matriz metélica com a calota em

posicéo centralizada e vista lateral da mesma.
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Figura 32. Conjunto (matriz metalica e calota incolor) incluidos em mufla

para obtencédo de moldes de silicone.

Figura 33. Preenchimento da regido (seta) corresponde a calota no molde

de silicone.
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Figura 34. Preenchimento do molde com resina acrilica N1.

Figura 35. Blocos de resina acrilica termopolimerizavel N1 apoés

polimerizacao.
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Figura 36. Iris artificiais e calotas oculares pintadas.

e -l

Figura 37. Obtencéo das amostras nas técnicas de confeccdo do botédo
de iris artificial antes da polimerizacéao da resina acrilica incolor: técnica
convencional na iris cor azul e marrom - PE (A); técnica com calota pré-

fabricada - CA (B); técnica da pintura invertida — PI (C).
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Figura 38. Discos de cartolina pintados e fixados com adesivo no centro da
placa de resina acrilica N1. Prensagem da resina acrilica incolor sobre a pintura

do disco em papel (PE).

Figura 39. Fixacao da pintura dos discos de cartolina na base das calotas
oculares; e posicionamento deste conjunto (disco e calota) no centro da placa de
resina acrilica N1. Prensagem da resina acrilica incolor sobre a calota ocular

(CA).
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Figura 40. Fixacéo das bases das calotas oculares pintadas no centro da
placa de resina acrilica N1. Prensagem da resina acrilica incolor sobre a

calota ocular (P1).

Figura 41. Desinclusdo da mufla apés prensagem e polimerizacdo da

resina incolor.
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Figura 43. Amostras finalizadas com botéo de iris na cor azul e marrom.
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METODOLOGIA — ARMAZENAGEM E DESINFECCAO QUIMICA -

CAPITULO 3

Figura 44. Armazenagem das amostras imersas em soro fisiolégico no

interior de recipientes opacos em estufa bacteriol6gica a +37°C.

Figura 46. Desinfecgcéo das amostras com Opti-Free e clorexidina.
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ANEXO C - Tabela dos valores obtidos da contagem de células do teste

de microbiologia.

Tabela 3. Contagem de células/mL para Staphylococcus spp. apds o0s

tratamentos desinfetantes em cada periodo de desenvolvimento do

biofilme (Média e Desvio Padréo; n = 6).

Bactéria Tratamento

Desinfetante

Periodo de desenvolvimento do biofilme

24h

48h

72h

S. epidermidis CTL 30
NES 30
OPF 30

CTL6
OPF 6
CTL 15
EFF 15
CTL 10

CHX 0.5% 10

CHX 2% 10
CHX 4%10
CTL 30
NES 30
OPF 30
CTL 6
OPF 6
CTL 15
EFF 15
CTL 10
CHX 0.5% 10
CHX 2% 10
CHX 4% 10

S. aureus

2.02E+08 (6.37E+07)
1.35E+08 (5.93E+07)
2.12E+08 (4.04E+07)
1.76E+08 (8.22E+07)
7.79E+07 (2.00E+07)
1.96E+08 (6.25E+07)
2.11E+02 (6.89E+01)
1.85E+08 (7.63E+07)
7.18E+01 (3.90E+01)
4.98E+01 (5.47E+01)
1.65E+01 (2.76E+01)
1.77E+07 (6.41E+06)
6.58E+06 (2.84E+06)
1.56E+07 (6.05E+06)
1.28E+07 (7.57E+06)
3.29E+05 (1.09E+05)
1.54E+07 (6.88E+06)
1.50E+02 (7.53E+01)
1.69E+07 (7.33E+06)
1.61E+02 (1.06E+02)
2.28E+02 (5.74E+01)
7.75E+01 (2.74E+01)

2.36E+09 (5.06E+08)
1.27E+09 (3.55E+08)
1.43E+09 (7.39E+08)
2.24E+09 (7.18E+08)
6.46E+08 (2.01E+08)
2.15E+09 (8.61E+08)
3.00E+02 (2.29E+02)
2.60E+09 (4.98E+08)
1.02E+06 (5.80E+05)
7.22E+01 (7.73E+01)
2.75E+01 (2.48E+01)
1.91E+08 (8.36E+07)
1.22E+08 (5.91E+07)
1.76E+08 (5.33E+07)
2.01E+08 (4.39E+07)
1.64E+07 (7.32E+06)
1.81E+08 (6.33E+07)
8.32E+01 (7.53E+01)
2.06E+08 (8.83E+07)
4.89E+04 (3.38E+04)
2.50E+02 (1.21E+02)
1.67E+02 (1.86E+02)

1.82E+10 (7.55E+09)
1.52E+10 (3.52E+09)
2.10E+10 (7.05E+09)
1.81E+10 (7.29E+09)
7.57E+09 (3.15E+09)
1.68E+10 (4.83E+09)
1.07E+07 (6.63E+06)
1.80E+10 (7.52E+09)
1.31E+08 (6.62E+07)
3.71E+04 (2.57E+04)
2.20E+01 (2.69E+01)
1.42E+09 (4.23E+08)
1.32E+09 (4.04E+08)
1.29E+09 (5.47E+08)
1.87E+09 (7.22E+08)
2.01E+08 (8.25E+07)
1.70E+09 (5.88E+08)
1.83E+02 (1.13E+02)
1.38E+09 (5.42E+08)
1.11E+07 (8.89E+06)
5.23E+04 (3.27E+04)
1.50E+02 (1.13E+02)




