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Araljo, F. B. M. Andlise do efeito das solugdes multiuso nos estojos de armazenamento de
lentes de contato gelatinosas. Jodo Pessoa, 2020 — Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular

e Molecular) — Universidade Federal da Paraiba, 2020.

RESUMO
Alguns microrganismos da superficie ocular, residentes ou patégenos, podem permanecer
viaveis na presenca das solugdes multiuso usadas para desinfeccdo de lentes de contato,
desenvolvendo, posteriormente, biofilmes nos estojos de armazenamento das lentes e
representando risco de infecces para os usuarios. Este estudo avaliou a acdo biocida de trés
marcas comerciais de solu¢ées multiuso (SM) utilizadas no Nordeste do Brasil e a formacéo
de biofilmes em estojos de armazenamento de lentes de contato gelatinosas. Para a verificacdo
da formacéo do biofilme utilizou-se o teste do cristal violeta. Os ensaios in vitro, para analise
do efeito biocida das soluges multiuso, avaliaram a exposicdo por 48h de Pseudomonas
aeruginosa UFPEDA 416 e Staphylococcus aureus UFPEDA 02 as trés SM, como também a
acao de ultrassom a 40 KHz no inicio e apds 24h de imersdo nas SM. Posteriormente, ensaios
in vivo avaliaram a formacdo de biofilmes microbianos nas paredes dos estojos de
armazenamento, contendo lentes de contato gelatinosas (LCG) de silicone-hidrogel imersas
em solucdes multiuso, de 15 pacientes voluntarios sadios que as usaram LCG durante sete
dias. Também foram realizados exames para avaliacéo clinica da fungéo e producéo lacrimal
em todos os voluntarios. Em mais de um terco dos ensaios o biofilme nédo foi inibido, tdo
pouco perturbado, especialmente nos tratamentos com ultrassom. Nos testes in vivo, as médias
obtidas das densidades Opticas a 590nm foram entre 0.6-0.8. Os resultados foram similares
entre 0s pocos direito e esquerdo dos estojos de armazenamento das LCG. Houve correlagéo
entre a formacdo de biofilme microbiano e o tipo de SM testada, com diferenca estatistica
entre os trés tratamentos. Nos ensaios in vitro os biofilmes foram inibidos entre 26-98%, com
diferenca estatisticamente significativa apenas com P. aeruginosa UFPEDA 416 quando
exposta as SM diluidas. Adicionalmente, células aderentes foram detectadas em mais de 90%
dos testes. A avaliagdo da funcdo e producdo lagrimal ndo demonstrou alteracGes
significativas. Embora as SM tenham promovido uma inibi¢do parcial da formacgdo dos

biofilmes microbianos nos ensaios in vitro e in vivo.

Palavras-chaves: Biofilmes, Lentes de Contato gelatinosas, Solugdes multiuso.
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Aradjo, F. B. M. Evaluation of biocide action of Multi-Propurse Desinfection Solutions in
contact lens storage cases. Jodo Pessoa, 2020 — Thesis (Molecular and Cellular Biology) —

Paraiba Federal University, 2020.

ABSTRACT
Certain ocular resident or pathogenic microbes may remain viable in the presence of multi-
purpose disinfectant solutions (MPDS), subsequently developing biofilms inside contact lens
storage cases (CLSC) which pose a risk of infection to wearers. This study evaluated the
formation of ocular microbiota biofilms exposed to three top selling MPDS. To this, crystal
violet assay was carried out for the verification of biofilm formation. The in vitro assays
evaluated Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 and Staphylococcus aureus UFPEDA 02
exposure of 48h to MPDS, as well as the use of 40 KHz ultrasound at the beginning and with
24h immersion in the MPDS. Subsequently, in vivo assays evaluated the formation of
microbial biofilms on the CLSC walls containing silicone-hydrogel contact lenses immersed
in MPDS from 15 healthy volunteer patients, who had been wearing the lenses for 7 days.
Tests for clinical evaluation of function and tear production were also performed in all
volunteers. Biofilms were inhibited by 26-98% in the in vitro assays, with a statistically
significant difference only for P. aeruginosa UFPEDA 416 exposed to diluted MPDS. Most
inhibitions occurred moderately and weakly. Additionally, adherent cells were detected in
more than 90% of the tests. Biofilm was not inhibited in more than one third of the results,
nor was it disturbed, especially with the ultrasound treatments. The average of obtained
optical densities at 590 nm were between 0.6-0.8 in the in vivo assays. Results were similar
between the CLSC right and left wells. There was a correlation between microbial biofilm
formation and the type of MPDS tested, with statistical difference between the three
treatments. The evaluation of function and tear production showed no changes and there was
no relationship with the formation of biofilms. MPDS promoted a partial inhibition of
microbial biofilm formation but only one MPDS proved to be more effective in vitro and in
vivo. This study, however, could not distinguish the effect of possible errors in the good

hygiene practices of the users.

Key-words: Biofilms, Soft contact lens, Multipropurse disinfection solutions
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1 - INTRODUCAO

Este trabalho disserta sobre um estudo comparativo, in vitro e in vivo, entre trés
solugdes multiuso usadas para desinfeccdo de lentes de contato e seu efeito biocida na
prevencdo da formacgdo de biofilmes nos estojos de armazenamento de lentes de contato
gelatinosas (LCG). Paralelamente, foram estudadas algumas varidveis que analisam a
producdo e funcdo lacrimal para identificar possiveis alteracGes oculares secundarias ao uso
de LCG.

As lentes de contato gelatinosas (LCG) sdo orteses oftalmoldgicas utilizadas
amplamente em individuos amétropes e proporcionam melhor acuidade visual em portadores
de miopia, hipermetropia, astigmatismo e presbiopia. Ademais, oferecem a praticidade,
seguranca e 0 beneficio estético da substituicdo dos Oculos em atividades cotidianas, tais
como praticas de esportes e vida social. Em complemento, LCG podem ser utilizadas com
funcdo terapéutica para proteger a superficie corneal (MORISON, 2019; WU et al., 2010a).

Nas ultimas cinco décadas, o uso de lentes de contato aumentou significativamente na
populagdo mundial (CAVANAGH et al., 2010). As primeiras lentes de contato eram de
material rigido e causavam grande desconforto aos usuarios durante o processo de adaptacdo e
uso diario. Contudo, a evolucdo dos materiais utilizados na confeccdo das LCG difundiu a
comercializacdo de lentes de contato de silicone-hidrogel que sdo altamente confortaveis e de
facil manutencéo, limpeza e adaptacdo. Cerca de 50-75% das LCG prescritas no mundo séo
de silicone-hidrogel (LEMP e KERN, 2013). Outro beneficio associado é o fato de ser um
produto descartavel apds 30 dias de uso, fator que contribui diretamente para a prevencao de
complicacdes infecciosas relacionas ao uso prolongado (STAPLETON e TAN, 2017).

A superficie ocular ndo € um ambiente estéril. A microbiota conjuntival residente
auxilia a manutencdo da integridade e homeostase da superficie ocular e varia de acordo com
idade e o0 sexo (WILLCOX, 2013). Todavia, o uso de LCG pode alterar a microbiota da
superficie ocular e permitir o aumento do risco de infeccbes (XIOFENG et al., 2017; SHIN et
al., 2016).

Paralelamente a evolucao das lentes de contato, o delineamento de novas formulacgdes
garantiu a praticidade das solugdes multiuso para limpeza e desinfeccdo, empregadas para
higiene, manutencdo e armazenamento das LCG (KACKAR et al.,, 2017). Contudo, a
manipulagdo inadequada e habitos incorretos de higiene por parte dos usuarios, tais como

dormir com as LCG, podem favorecer a contaminacéo e colonizacdo das mesmas e dos seus
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respectivos estojos de armazenamento (WU et al., 2010b). Ambos sdo importantes fomites de
patégenos relacionados as infecgdes oculares em usuério de LCG (SZCZOTKA-FLYNN et
al., 2010, WILLCOX et al., 2010, MacLAUGHLIN et al., 1998, DONDIZ et al., 1987,
LARKIN et al., 1990).

As solugdes multiuso (SM) sdo formuladas de forma a garantir limpeza e lubrificagéo
(LEMP e KERN, 2013) e alguns de seus componentes sdo eficientes na reducdo de proteinas
e sorcao de lipideos (TAM et al., 2014). As substancias ativas que compdem as SM devem
apresentar propriedades antimicrobianas que possam garantir a seguranca do produto, em
especial frente aos dois mais frequentes patdgenos associados as infeccBes oculares:
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Os fabricantes recomendam um contato
minimo de 6 horas com os agentes ativos das SM para que a viabilidade celular seja afetada
(BUDIMAN et al., 2017), isto é, perturbar a capacidade microbiana de levar a cabo a funcéo
celular necesséria para sua manutencdo em condi¢fes normais de vida (BREEUER e ABEE,
2000).

P. aeruginosa e S. aureus exibem diversos fatores de viruléncia e, em especial,
destaca-se a capacidade de organizacdo em biofilmes (ARTINI et al., 2015). Aderidos as
superficies das lentes de contato ou nas paredes dos estojos de armazenamento, os biofilmes
aumentam de 10 a 1000 vezes a resisténcia aos agentes antimicrobianos (JOYCE et al., 2014).
Assim, os pontos criticos referentes aos cuidados durante o uso de LCG incluem uso
criterioso, medidas de higiene e fatores climaticos (KOBIA-ACQUAH et al., 2019).

Embora a atividade antimicrobiana das solucdes multiuso seja algo esperado e
desejado por oftalmologistas e usuarios de lentes de contato (WALTHER et al., 2019) a
eficacia destes produtos ndo é um consenso absoluto na comunidade cientifica e, por vezes,
até questionada (XIN-HUI, 2017; HINOJOSA, 2017; KIM, 2017).
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2 - OBJETIVOS

2.1-OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito biocida de trés solu¢des multiuso de desinfecgéo de lentes de contato
gelatinosas (LCG) na prevencdo da formacéo de biofilmes nos estojos de armazenamento das
LCG.

2.2-OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar, in vitro, a inibicdo da formacdo de biofilmes empregando

microrganismos padréo;

= Verificar e quantificar a formacdo de biofilmes microbianos nos estojos de

armazenamento das LCG;

= Analisar a funcdo e producdo lagrimal dos pacientes voluntarios que

participaram do estudo clinico.
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3 - REFERENCIAL TEORICO

3.1. O olho humano

O globo ocular humano é didaticamente dividido em dois segmentos: anterior e
posterior (Figura 1). O segmento anterior do globo ocular é representado por todas as
estruturas anatdmicas situadas anteriormente ao humor vitreo: cristalino, iris, pupila, camara
anterior, esclera, cérnea, conjuntiva, filme lacrimal e palpebras. As quatro ultimas estruturas
citadas constituem a superficie ocular, uma unidade de fisiologica de fundamental

importancia para o olho humano.

Figura 1 — Anatomia do globo ocular humano.
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Fonte: autor (2020)

A superficie ocular é composta pela cornea, conjuntiva, filme lacrimal e palpebras é
o local utilizado para proceder a adaptacdo das lentes de contato, as quais estdo em contato
direto com essas estruturas anatdmicas em um ambiente ndo estéril. Na superficie ocular
humana identifica-se uma microbiota tipica, a qual em determinadas circunstancias pode estar

associada as infecgdes oculares. Fatores externos como idade e sexo podem ter uma forte
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influéncia na caracterizagdo da biota da superficie ocular (XIOFENG et al, 2017). O
microbioma ocular é de extrema importancia para manutencdo da integridade da superficie
ocular, varia de acordo com idade e sexo e apresenta uma homeostase que ainda é pouco
conhecida (WILLCOX, 2013). O uso de lentes de contato pode alterar esse microbioma e
aumentar o risco de infecgBes em usuarios de lentes de contato (SHIN et al, 2016).

O filme lacrimal humano, além de outras funcBes, é uma ferramenta natural de
protecéo e defesa do olho. E formado por trés camadas denominadas mucina, camada aquosa
e camada lipidica. Em sua composicdo existem diversas substancias, tais como
imunoglobulinas e lisozima, além de outros componentes que conferem as caracteristicas
fisiologicas da pelicula lacrimal do olho humano. Atualmente, o filme lacrimal pode ser
analisado, quantitativa e qualitativamente, por meio de testes especificos (OCULUS, 2017),

descritos mais adiante na sessao 5.5.2 desta dissertacéo.

3.2. Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos e representam a principal forma de
vida desses seres vivos. Acredita-se que existem duas formas de vida microbiana: livre
(plancténica) e séssil (biofilmes). Os biofilmes representam uma complexa forma de
organizacdo da vida dos microrganismos. De acordo com o nUimero de espécies que se
organizam em um biofilme, podem ser classificados como axénicos, quando formados por
uma Unica espécie e mistos, quando sdo compostos por duas ou mais, incluindo grupos
distintos como fungos e bactérias num mesmo microambiente (COSTERTON; GEESEY;
CHENG, 1978).

Para a formacdo do biofilme é necessario que o microrganismo planctdnico consiga
aderir-se a uma superficie na presenca de um meio fluido. Apds a adesdo o processo continua
com a colonizagdo, maturacdo e desprendimento, propagando o ciclo que perpetua a
proliferacdo microbiana (Figura 2) (COSTERTON; WILSON, 2004).
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Figura 2 — Processo de formagéo do biofilme
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Da esquerda para direita: células planctonicas migram pelo fluido até a superficie e iniciam o processo de adesdo
irreversivel, seguido da colonizacdo, maturacdo do biofilme e desprendimento, quando o microambiente esta saturado de
células e metabdlitos. Fonte: autor (2020)
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3.3. Lentes de contato gelatinosas

As lentes de contato gelatinosas (LCG) sdo adaptadas ha aproximadamente 50 anos
(CAVANAGH, 2010). Sdo produtos muito utilizados nas clinicas oftalmoldgicas,
proporcionam excelente visdo e melhoram a qualidade visual dos pacientes. Sua principal
funcdo é refrativa, ou seja, corrigir a miopia, hipermetropia, astigmatismo e presbiopia. Além
disso, também sdo usadas com funcdo estética e como protetoras da superficie corneal
(CORAL-GHANEM e OLIVEIRA, 2015).

As primeiras lentes de contato disponiveis para uso humano eram de uso prolongado
e fabricadas em material rigido, causando desconforto na adaptacdo e uso, além de
apresentarem dificuldades para limpeza e manutencdo. Com a evolucdo dos materiais
utilizados para confeccdo das lentes, dispomos, atualmente, de lentes de contato gelatinosas
(LCG) altamente confortaveis e descartaveis, fatores esses que facilitam a adaptacdo e uso
diario. Atualmente, o polimero de silicone-hidrogel é o material mais usado para fabricacdo
de LCG (CORAL-GHANEM e OLIVEIRA, 2015).

As LCG sdo as mais adaptadas por oferecerem uma excelente acuidade visual,
associada ao conforto e a praticidade na manutencédo, limpeza e manipulacdo (STAPLETON,
TAN, 2017). Elas podem ser classificadas como: esféricas, corrigindo a miopia ou
hipermetropia; toricas, utilizadas na corre¢do do astigmatismo, associado ou ndo a
hipermetropia ou miopia e multifocais para corre¢do da miopia ou hipermetropia associada a
presbiopia. Apresentam um desenho simples e sdo de facil adaptacdo e manuseio. Além disso,
sdo descartaveis apds 30 dias de uso 0 que representa um importante fator para prevencéo de

complicagdes infecciosas relacionas ao uso prolongado.
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A conservacdo das LCG é realizada em estojos preenchidos com solugdes multiuso
de desinfeccdo. A manipulacdo inadequada pode facilitar a contaminacgdo e colonizagdo das
lentes e estojos de armazenamento (WU et al, 2010b). Ademais, a superficie ocular ndo é um
ambiente estéril e microrganismos conjuntivais podem aderir-se e colonizar as lentes de

contato e seus recipientes de armazenagem.

3.4 — Solugbes multiuso de desinfeccéo

O surgimento de solu¢des multiuso (SM) facilitou muito a manutencédo das lentes de
contato gelatinosas (LCG). Estas solucGes sao utilizadas para desinfeccgdo e limpeza e também
servem como meio para manutencdo das LCG nos seus respectivos estojos de
armazenamento. A susceptibilidade dos biofilmes as solu¢bes multiuso estd descrita na
literatura (KACKAR, 2017), porém a eficicia dessas substancias ndo é absoluta (XIN-HUI,
2017; HINOJOSA, 2017; KIM 2017).

As solucGes multiuso sdo formuladas de forma a garantir limpeza e lubrificacdo
(TAN et al., 2014; LEMP e KERN, 2013). As substancias ativas que compdem as SM devem
apresentar propriedades antimicrobianas que possam garantir a seguranca do produto. Os
fabricantes recomendam um contato minimo de 6 horas com a SM para que a viabilidade
celular seja afetada (BUDIMAN et al., 2017; BREEUER e ABEE, 2000). Tém por fungéo
desinfetar as lentes e estojos para que 0 usuario possa ter a seguranca diaria de que esta
adaptando nos seus olhos um produto limpo e apto para uso ocular (KACKAR; SUMAN;
KOTIAN, 2017).
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1. Comité de ética

O projeto foi avaliado e aprovado pela Comissédo de Etica do Centro de Ciéncias da
Satde da Universidade Federal da Paraiba e devidamente aprovado (APENDICE A). Todos
0s pacientes receberam esclarecimentos detalhados sobre a participacdo no estudo e assinaram
um termo de consentimento informado de adesdo a pesquisa autorizando a utilizacdo dos

dados obtidos no projeto de investigagao.

4.2. Local de desenvolvimento da pesquisa

O ensaio clinico com pacientes foi desenvolvido na clinica oftalmoldgica
OFTALMO PREMIUM situada na Avenida Professora Maria Sales, 700 — Tambad, Jodo
Pessoa e as analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia
Ambiental (LAMA) do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.

4.3. Solugdes multiuso

As soluces multiuso utilizadas foram codificadas como SM-A, SM-B e SM-C. A
composicdo e funcdo de cada ingrediente (CIR, 2019) séo apresentadas, a saber: SM-A: acido
borico (conservante), aminometilpropanol (emulsificante), edetato dissddico (quelante),
poliquaterndrio 1 0,001% (conservante) e miristaminodopropil dimetilamina 0,0006%
(conservante); SM-B: é&cido bérico 0,03% (conservante), edetato dissodico (quelante),
poloxamina 1% (tensoativo), borato de sodio (conservante) e poliaminopropil biguanida
0,0001% (degermante/conservante); SM-C: hialuranato de sodio (lubrificante), sulfobetaina
(tensoativo), poliaminopropil biguanida 0,00013% (degermante/conservante), edetato

dissodico (quelante) e poliquaternario 0,0001% (tensoativo).
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4.4. Ensaios in vitro

Foram avaliadas as trés solu¢bes multiuso mais comercializadas no Nordeste do
Brasil (SNNO, 2019) quanto sua eficacia na inibi¢do da formacao de biofilmes nos estojos de
armazenamento de lentes de contato gelatinosas. Todos os estojos foram previamente
esterilizados em dxido de etileno e envidados ao LAMA para realizagdo dos testes.

Foram utilizadas duas linhagens padrdo, dos microrganismos patdégenos oculares
mais importantes: Pseudomonas aeruginosa UFPEDA416 e Staphylococcus aureus
UFPEDAO2. Para o estudo do biofilme foi empregado o teste do cristal violeta, com pequenas
adaptacbes ao meétodo descrito por Khare e Arora (2011). Tubos de microdiluicdo de
poliestireno com capacidade para 1,5 mL foram preenchidos com 800 pL de caldo nutriente,
100 uL da solugdo multiuso (SM) e 100 pL das suspensdes das linhagens padrdo, P.
aeruginosa UFPEDA 416 ou S. aureus UFPEDA 02, ambas preparadas com solugéo
fisiologica a 0,85%, a partir de cultivo recente, cuja turbidez foi padronizada com o tubo n° 1
da escala de MacFarland. Para fins de comparacéo, as linhagens também foram inoculadas em
SM 100%.

Os microtubos foram incubados estaticamente & 37°C por um periodo de 48h. Em
seguida, o caldo era descartado e as paredes lavadas de 3-5 vezes com agua destilada, com o
intuito de remover qualquer célula planctonica depositada. Os tubos foram deixados para
secar a temperatura ambiente por 1h. Apds, transferiu-se 1,5 ml da solucdo de cristal violeta
1% (Newprov, Pinhais-PR, Brasil) e 20 minutos mais tarde, o corante foi descartado. O
excesso do cristal violeta foi removido com &gua destilada, esperando-se mais uma hora de
secagem a temperatura ambiente. Em seguida, transferiu-se 1,5 ml de etanol 95% (Quimica
Moderna, Barueri- SP, Brasil) e, apds repouso de 30 minutos, a densidade Optica da solucédo
de cristal violeta-etanol foi determinada a 590 nm (Shimadzu, UV-1601-1601 PC). O controle
do teste foi realizado com as linhagens inoculadas em caldo nutriente. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
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4.4.1. Efeito do ultrassom sobre a adesdo microbiana e maturacéo do biofilme

Foi aplicado ultrassom de 40 Khz (RM Techno Brasil, CD-3800) durante 10 minutos
em duas condic¢Bes: amostras no inicio do teste e amostras 24h apds incubacdo a 37°C. Os
microtubos foram incubados por 48h & mesma temperatura e o protocolo para determinagdo
do percentual de inibicdo de adesdo das células ao substrato condicionante foi conduzido pelo

teste do cristal violeta.

4.4.2. Critérios de interpretacgao

O percentual de inibi¢do da adesao foi calculado pela férmula:
[(ODC - ODT) + ODC] x 100

Em que ODC é a media da densidade 6ptica do controle em caldo nutriente e ODT é
a média da densidade Optica do tratamento com as SM (Pagano et al., 2004). Assumimos que,
guando os valores da ODT passavam de 30DC, indicaram presenca de células aderentes
(PEIXOTO et al., 2015). Neste estudo a média do cutoff foi da leitura da ODsgo > 0,186. A
classificacdo da inibicdo da formacao de biofilme seguiu os critérios propostos por Rodrigues
et al. (2010), considerando como fraca se <40%; moderada, quando >40 e <80%; e forte se
>80%. O percentual de inibicdo igual a zero indica que os valores da média de ODT eram

maiores que ODC.

4.5. Ensaios in vivo

Quinze pacientes voluntarios e sadios foram distribuidos em trés grupos. Cada
paciente em cada grupo recebeu um kit contendo uma lente de contato gelatinosa (LCG)
(Acuvue® Oasys®, Johnson & Johnson), um estojo esterilizado de poliestireno com tampa
indicadora de lados (Pack lens, Baueri, Brasil) e uma solugdo multiuso escolhida de forma
randomizada. Todos os pacientes foram instruidos com relacdo as boas praticas de higiene
para manipulagéo, limpeza, manutencdo e acondicionamento das lentes. Os estojos eram
mantidos a temperatura ambiente e permaneceram com 0s pacientes durante 7 dias, quando 0s
estojos de armazenamento eram transportados para andlise. O conte(do dos estojos era

removido, realizando subsequentemente o teste do cristal violeta.
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4.5.1. Selecéo de pacientes

Foram incluidos no estudo pacientes voluntarios que usaram o0 mesmo modelo de
lente de contato gelatinosa descartavel de silicone-hidrogel (Acuvue® Oasys®, Johnson &
Johnson) durante um periodo de sete dias. Os critérios de inclusdo foram: pacientes
voluntarios, residentes em Jodo Pessoa, uso da lente de contato por 7 dias (durante um
periodo minimo de 4h) e uso do mesmo modelo e dioptria de LCG para todos os participantes
do estudo.

Quando o paciente voluntario cumpria todos os critérios de inclusdo, ele recebia
todas as informacGes acerca do estudo e, uma vez que decidia participar do ensaio clinico,
assinava o termo de consentimento informado (APENDICE B) e uma ficha do paciente era
preenchida (APENDICE C). Para cada participante foi determinada aleatoriamente uma
solucdo multiuso, compondo um total de trés grupos com 5 individuos (10 olhos).

Ap0s assinado o consentimento informado e realizacdo dos exames oftalmoldgicos,
foi entregue a cada participante do estudo um par de lentes de contato gelatinosas novas
(Acuvue® Oasys®, Johnson & Johnson), um estojo de armazenamento e uma de solucio
multiuso escolhida de forma randomizada. O paciente voluntario recebeu todas as instrugdes
sobre a higiene das méos e uso correto das lentes de contato gelatinosas e solugdo multiuso.

Finalizado o periodo de sete dias, as LCG foram recolhidas em seus respectivos
estojos de armazenamento. Todo material foi encaminhado no periodo maximo de 24 horas,

ao Laboratério de Microbiologia Ambiental, para realizacdo das analises microbiologicas.

4.5.2. Exames oftalmoldgicos

Com o objetivo de avaliar a funcdo e producao lacrimal basal antes e apds o uso das
LCG, foram executados quatro testes diagnosticos especificos em todos os pacientes: medida
da altura do menisco lacrimal, tempo de rotura do filme lacrimal, avaliacdo do grau de
hiperemia da superficie ocular e o teste de Schirmer.

Utilizando Keratograph® (Oculus Optikgerdate GmbH, 5M), gentilmente emprestado
por OCULUS Brasil (Figura 3), foram realizados os 3 primeiros testes relatados
anteriormente. Esse equipamento executa uma avaliacdo detalhada da superficie ocular de
modo ndo invasivo e apresenta como resultado a média de trés leituras de cada uma das

variaveis analisadas.
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Figura 3 — Keratograph® durante exame da superficie ocular de um paciente.

[ al
Fonte: autor (2020) com consentimento das pessoas fotografadas

4.5.2.1. Altura do menisco lacrimal
O teste mede quantitativamente a producdo da lagrima pela glandula lacrimal
principal, por meio da determinagéo da altura do menisco lacrimal (Figura 4). Quanto maior

for o volume de producéo de lagrima, maior sera a altura do menisco lacrimal.

Figura 4 — Teste da altura do menisco lacrimal no Keratograph®. Os marcos em forma de

letra H na parte inferior indicam as leituras do menisco lacrimal.

Fonte: autor (2020) com consentimento das pessoa fotografada
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4.5.2.2. Grau de hiperemia da superficie ocular

O keratograph® utiliza uma escala propria e classifica automaticamente o grau de
hiperemia da superficie ocular do olho humano (Figura 5). O uso de lentes de contato
gelatinosas pode causar irritacdo e aumentar esta hiperemia, que varia de 0 a 10, segundo a

leitura no equipamento.

Figura 5 — Teste do grau de hiperemia no Keratograph®

A

Fonte: autor (2020‘)'.0 consentimento das pess otgrafada

4.5.2.3. NIKBUT (No Invasive Keratograph Break Up Time)

A medida do tempo de ruptura do filme lacrimal é uma varidvel que avalia a
qualidade da lagrima. O limite da normalidade é que o NIKBUT seja superior a 10 segundos.
Valores inferiores sdo considerados anémalos e representam uma pelicula lacrimal

qualitativamente instavel.

4.5.2.4. Teste de Schirmer

O teste de Schirmer avaliou quantitativamente a producéo basal da lagrima (camada
aquosa) pela glandula lacrimal principal do olho humano. Consiste na colocacdo de uma tira
milimétrica de papel tornassol (papel filtro) em cada palpebra inferior (Figura 6).

Apds cinco minutos se realiza a leitura da area que foi molhada pela lagrima. A
interpretacdo se faz de acordo com tamanho do percurso da lagrima, em milimetros: olho

normal ( > 10 mm), olho seco moderado ( > 5 e < 10 mm) e olho seco severo ( <5 mm).
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Figura 6 — Teste de Schirmer.

Fonte: autor (2020)

4.6. Avaliacdo da formacdo de biofilmes nos estojos de armazenamento das lentes de

contato

Foi empregado o teste do cristal violeta, como descrito na sessao 4.4.

4.7. Analise estatistica

Nos ensaios in vitro, os resultados foram testados para distribuicdo igual a normal
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. A diferenca de média entre os grupos foi avaliada pelo
método ANOVA. Para os ensaios in vivo foi repetido o teste de Kolmogorov-Smirnov e as
correlagcbes entre as variaveis foram obtidas pelo teste de Spearman, considerando
significantes quando p < 0,05.



27
Anélise do efeito biocida das solu¢des multiuso nos estojos de armazenamento de lentes de contato gelatinosas| 2020

5-RESULTADOS

5.1 — Ensaios in vitro

Dezoito diferentes substancias foram identificadas nas trés solugdes multiuso. Seis
funcOes destes ingredientes nas formulagdes foram listadas: conservante, quelante, tensoativa,
degermante, lubrificante e tampédo. Trés ingredientes se repetiram nas solucbes A, B e C:
acido bérico, edatato dissodico e cloreto de sodio. Outros trés ingredientes foram comuns
apenas nas solucdes A e B: poloxamina, borato de sodio e poliaminopropil biguanida e um
ingrediente encontrado nas solucGes B e C, poliquaternério 1. Do total de 5 conservantes ou
degermantes listados, acido borico foi comum as trés solucdes enquanto borato de sddio e
poliaminopropil biguanida foram comuns em entre duas SM.

A Tabela 1 apresenta os resultados do ensaio in vitro.

Tabela 1 — Inibicdo da adesdo do patdgeno ocular em 48h.

Meédia do percentual de inibicdo

* desvio padréo

Solugdo multiuso  Tratamentos :
P. aeruginosa S. aureus
UFPEDA 416 UFPEDA 02
A SM 10% 76,6+0,8* 35,0+0,1
SM 100% 40,840,2 27,2+0,3
40 KHz ultrassom (0Oh) 45,6+0,8 45,4+0,1
40 KHz ultrassom (24h) 00,0£0,0 00,0£0,0
B SM 10% 85,1+0,2*8 74,8+0,1
SM 100% 48,3+0,2 98,3+0,1™
40 KHz ultrassom (0h) 26,0£0,1 00,0£0,0
40 KHz ultrassom (24h) 00,0+0,0 00,0+0,0
C SM 10% 86,1+0,3*S 58,3+0,5
SM 100% 96,240,179 41,7+0,3
40 KHz ultrassom (0h) 00,0+0,0 60,2+0,2
40 KHz ultrassom (24h) 00,0+0,0 00,0+0,0

TODssonm < 0.186 indica presenca de células aderentes
§ Inibicao forte da formacéo do biofilme
* Significativamente diferente do controle (p < 0.05)
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Houve inibicGes da formacéo de biofilme, mas ndo para todas as condic¢des testadas.
Quando ocorreram, as inibi¢des foram classificadas como de forte & moderada para ambas as
linhagens testadas. A diferenca estatisticamente significante ocorreu com a P. aeruginosa
UFPEDA 416 no tratamento com as SM diluidas (p < 0.01).

Em apenas uma condicdo de tratamento, exposicito a SM-B e SM-C,
respectivamente, contra S. aureus UFPEDA 02 e P. aeruginosa UFPEDA 416, o percentual
de inibicdo da formacdo do biofilme foi acima de 96% e células aderentes estavam ausentes.
Nas demais condicOes testadas, as quais incluem resultados com cerca de 75% de inibicao da
formacdo do biofilme, estas células aderentes se faziam presentes apds 48h de exposicéo as
SM.

O tratamento com 40 KHz de ultrassom favoreceu o desenvolvimento dos biofilmes
e ndo promoveu perturbaces quando o biofilme ja estava maduro. Além disso, embora o
tratamento com ultrassom no inicio do ensaio tenha reduzido a formagéo do biofilme entre 26
e 60%, com as SM-A e B, esta inibicdo foi de moderada a fraca e células aderentes estavam

presentes.

5.2. Ensaios in vivo

No decorrer dos testes in vivo, um dos pacientes declinou de sua participacdo. Os
resultados do ensaio in vivo de adesdo microbiana nos estojos de armazenamento indicaram
uma medida similar da densidade dptica nas amostras do poco direito e do poco esquerdo. A
correlagdo entre a formacdo de biofilme e o tipo de SM testada atingiu entre 62-79%.
Adicionalmente, houve diferenca estatistica sobre a formacdo de biofilme microbiano nos
pocos dos estojos de armazenamento entre os trés tratamentos, destacando SM-C como a

solucdo que registrou as menores médias (Tabela 2).
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Tabela 2 — Média da densidade dptica apds 7 dias de uso das lentes de contato*

Densidade éptica

Solucédo multiuso + desvio padréo Correlacao
Poco esquerdo  Poco direito

SM-A 0,808+0,006 0,797+0,007 62,0% (p>0,014)

SM-B 0,797+0,009 0,890+0,005 69,8% (p>0,004)

SM-C 0,618+0,006 0,612+0,007 78,9% (p>0,002)

* tamanho dos grupos nao iguais (média harmdnica = 27,692)

A Figura 7 ilustra a similaridade na formacdo dos biofilmes nas paredes dos pocos

direito e esquerdo em todos os grupos (média quadratica = 0,385 and F= 11,189) e identificar

gue o mesmo fendmeno se repetiu dentro de cada grupo individualmente (média quadratica =

0,034), em que se destacou a SM-C.

Figura. 7 — Média da formacdo de biofilme nos estojos para lentes de contato ap6s 7 dias de

Optical density

uso pelos pacientes (média harmdnica = 27,697)
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5.3. Avaliagéo da funcéao lacrimal
Avaliacdo da funcdo e producdo lacrimal nos pacientes apresentou diferencas sutis
entre o periodo prévio e posterior ao uso das lentes de contato. Contudo, os valores

encontrados estavam dentro dos pardmetros considerados para a normalidade (Tabela 3)

Tabela 3 — Média dos resultados dos testes de fungéo lacrimal (n = 28)

Olho esquerdo Olho direito
Testes
Dia 0 Dia7 Dia 0 Dia7
Teste de Schirmer (mm) 25,78 27,21 23,85 24,71
Altura do menisco lacrimal (mm) 0,23 0,21 0,19 0,21
Tempo de rotura do filme lacrimal (s) 9,53 10,77 13,85 12,02

Grau de hiperemia (escala 0-10) 0,80 0,89 0,76 0,87
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6 - DISCUSSAO

Os biofilmes s@o comunidades sésseis microbianas constituidas por uma ou mais
espécies, vivendo em associacao e envoltos por uma matriz polimérica (COSTERTON et al.,
1999). Um grande nimero de bactérias pode se estabelecer na forma de biofilmes e persistir
em superficies de diferentes naturezas: metais, cerdmica, vidro e plasticos. Esses materiais,
dependendo da sua composicao, podem suportar fortemente o crescimento microbiano por um
longo periodo de tempo e aumentar do risco de contaminacao bacteriana (NAN et al., 2015).

Alguns microrganismos permanecem aderidos de forma irreversivel as superficies e
os biofilmes representam a principal forma de vida terrestre dos microrganismos (SANTOS et
al. 2018). Os biofilmes oferecem diversas vantagens quando comparados as formas de vida
planctonicas, em especial por garantirem maior resisténcia as pressdes exercidas pelo
ambiente, reducdo da susceptibilidade aos antissépticos, degermantes e outros agentes
biocidas (de SOUZA et al., 2014). Esta caracteristica pode ser atribuida ao fato de que os
biofilmes formados mantém comunidades multicelulares sésseis com complexos mecanismos
de comunicacdo celular. Entretanto, a disponibilidade de nutrientes representa o mais
importante fator dentre os eventos que culminam com a adesdo e liberacdo de células para
crescimento do biofilme (VASCONCELOQOS et al., 2020).

Os microrganismos residentes na superficie ocular sdo, na sua imensa maioria,
comensais e ndo, necessariamente, patogénicos. Lipidios, proteinas e glicoproteinas se
acumulam rapidamente na superficie das lentes de contato gelatinosas (LCG) e podem
favorecer a adesdo da bactéria comensal iniciando a formagdo do biofilme (ARTINI et al.,
2015). Ademais, os estojos para armazenamento das LCG podem funcionar como um nicho
ideal para proliferacdo de patégenos (STAPLETON e CARNT, 2012).

As complicacbes mais frequentemente observadas nos usuarios de LCG sao:
infiltrados inflamatdrios, Glcera de cornea, conjuntivite papilar gigante e ceratite bacteriana,
que representam 25 a 60% das intercorréncias em usuarios de LCG em todo o mundo
(KOBIA-ACQUAH et al., 2019). Em complemento, a maior prevaléncia de problemas entre
0s usuarios de lentes (mais de 80%) ocorre com as LCG as quais também estdo envolvidas em
aproximadamente 70% dos casos de infecc¢do ocular bacteriana (BITTON et al., 2019).

P. aeruginosa é um patdgeno com relevancia clinica importante e associado com
ceratite microbiana grave e com progndstico reservado (OLIVER et al, 2019). A espécie,
juntamente com S. aureus sdo as bactérias mais prevalentes em infec¢bes corneanas

associadas aos usuarios de LCG (KEAY et al., 2006). As doencas oculares provocadas por S.
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aureus podem ser decorrentes da invasao direta dos tecidos ou pelos fatores de viruléncia
exibidos pela bactéria (SANTOS et al., 2007). Por outro lado, além dos riscos relacionados ao
perfil de viruléncia da P. aeruginosa, a bactéria exibe grande habilidade em rapidamente
colonizar as superficies de lentes de contato, utilizando-se de sua versatilidade fisioldgica, em
especial quando os olhos se encontram com algum tipo de processo inflamatorio instalado.
Atualmente é aceito que este fendbmeno seja ocorrente a multiplas espécies (PATEL et al.,
2018).

A adesdo celular na superficie é determinada pelo equilibrio entre por forcas van der
Waals e forgas eletrostaticas (KARUNAKARAN et al. 2011). A natureza da superficie
também representa um papel fundamental. As superficies hidrofobicas, tais como o
poliestireno, material comum aos estojos de armazenamento e microtubos empregados nos
testes in vitro e in vivo, apresentam um angulo de contato com a agua superior a 65°. Isto
reflete numa baixa energia livre de Gibbs, favorecendo o processo de sor¢do (VOGLER
1998). O angulo de contato com a agua em superficies de poliestireno pode chegar até 90°
(Biazar et al., 2011). E importante ressaltar que a ades3o de alguns isolados de P. aeruginosa
e Staphylococcus sp. ja foi observada em superficies de diferentes materiais igualmente
considerados hidrofdbicos, além do poliestileno, por exemplo, a¢o inoxidavel e borracha
(TEIXEIRA et al., 2015).

As lentes de contato gelatinosas quando adaptadas no olho humano encontram-se em
contato direto com a superficie ocular e podem causar alteracdes anatémicas e fisioldgicas
gue geram sintomatologia de desconforto e irritacdo ocular. A alteracdo mais frequentemente
observada nos usuérios de LCG é a ceratite punctata (olho seco), secundéaria a um déficit da
lubrificacdo da cdrnea, além de outras patologias mais severas.

A Sindrome do Olho Seco (SOS) é muito frequente aos pacientes que utilizam LCG.
A SOS é causada, na maioria dos casos, por uma disfuncdo na producdo ou funcédo do filme
lagrimal do olho humano. E mais frequente no sexo feminino e sua etiopatogenia pode ser
multifatorial. O diagndstico é complexo e exige uma abordagem completa de fatores oculares,
sistémicos, ambientais e comportamentais. O tratamento da SOS ¢ feito mediante tratamento
topico com colirios lubrificantes (lagrimas artificiais) e, em alguns casos, medicacdo por via
oral e terapias adjuvantes (MESSMER, 2015). Ressalta-se que nos testes de avaliagédo
comparativa da funcéo e producéo lacrimal, antes e depois do uso das LCG foi observado que
apo6s uma semana o olho e funcdes lacrimais ndo foram comprometidos, sugestivo de que as

LCG foram confortaveis nestes pacientes.
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As solugdes multiuso (SM) se propdem a serem eficazes nas 4 etapas do tratamento
as lentes de contato: limpeza, humidificagdo, desinfeccdo e armazenamento. Por mais eficaz
que seja a acdo desinfetante das solucdes, elas garantem de forma parcial a inibicdo da
formacéo de biofilmes como foi observado neste estudo. Nos ensaios in vitro, os biofilmes
formados por P. aeruginosa UFPEDA 416 foram sutilmente mais susceptiveis que aqueles
formados por S. aureus UFPEDA 02, porém em 33% das condicGes testadas, a inibi¢do do
biofilme foi zero e na significativa maioria dos ensaios, células aderentes estavam presentes, o
que pode garantir a formacdo e manutencao dos biofilmes.

Em um estudo prévio, as mesmas espécies obtiveram comportamento semelhante ao
serem expostas as SM nas concentraces 75 e 100%, sob condicGes estaticas de incubacéo,
simulando a forma como os estojos sdo deixados enquanto acondicionam as lentes de contato
fora dos olhos. Nés observamos uma reducdo moderada da formacdo do biofilme P.
aeruginosa e um resultado menos animador contra S. aureus, possivelmente em razédo da
diferenca entre as taxas de formacéo de biofilmes por ambas bactérias, com maior atraso para
P. aeruginosa (ZELLMER e HEUERTZ, 2015).

Cabe ressaltar que a formacdo de um biofilme é multifatorial e que diferentes
linhagens de uma mesma espécie podem assumir comportamentos distintos. Um estudo
recente identificou auséncia de Gram-positivos e prevaléncia de biofilmes de bactérias Gram-
negativas, resistentes as SM, sobre a superficie de lentes de contato apds exposi¢do por 14
dias, incluindo as lentes de contato deixadas em pocos vazios pelo mesmo periodo de tempo
(BITTON et al., 2019).

Outro importante ponto com relagdo as SM diz respeito a ndo atividade contra alguns
importantes microrganismos patdgenos oculares, como Acanthamoeba, cujas solugdes sdo
mais ativas aos trofozoitos do que aos cistos. Um estudo prévio observou uma reducdo de 1
unidade logaritmica do ndmero de cistos para 3 unidades logaritmicas de trofozoitos
(USTUNTURK e ZEYBEK, 2014). De acordo com 0s protocolos vigentes, considera-se
como comprovacéo de eficacia de uma SM, a redugdo de no minimo 3 unidades logaritmicas
das células bacterianas planctonicas (KILVINGTON et al., 2013). No entanto, ndo ha padrdes
de eficiéncia para outros microrganismos bem como para avaliacdo de biofilmes. Ressalta-se
ainda que a estas estruturas sdo mais importantes do ponto de vista clinico, uma vez que sao
mais persistentes e em razao disto, representarem maior risco.

Deve-se considerar também o que diz respeito a multirresisténcia microbiana a
diferentes classes de agentes desinfetantes e preservadores das formulagfes. Embora nao

exista correlacdo entre resisténcia a preservantes com a resisténcia a antimicrobianos, algumas
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bactérias, especialmente Gram-negativas, exibem um perfil multirresistente para as duas
classes de agentes antimicrobianos (MARTINS et al., 2018). Adicionalmente, a literatura
identifica a prevaléncia de genes de resisténcia aos compostos de quarterndrio de amonio
(SUBEDI et al., 2018). O acido borico foi o0 composto comum encontrado nas trés SM. Na
literatura consultada ndo foram identificados relatos de resisténcia microbiana da microbiota
da superficie ocular a substancia. Em apenas um estudo foi avaliada a eficcia do acido bérico
4% sobre a reducédo da formacdo do biofilme, identificando-o como o0 menos eficiente dentre
5 antimicrobianos testados. O acido borico € considerado eficiente como agente
antimicrobiano, entretanto para garantir seguranga, requer concentragfes altas, que nao
representam beneficios em razdo dos efeitos indesejaveis (YOUN et al., 2016).

Supondo que o tratamento com ultrassom poderia contribuir para potencializar o
efeito das SM o resultado que encontramos no nosso estudo foi oposto ao esperado. O
ultrassom é empregado na remocgdo de células microbianas agregadas em diferentes
superficies, permitindo uma reducdo de 35-90% dos biofilmes. O ultrassom age por cavitagdo
acustica, a qual interage com a bactéria, resultando no enfraguecimento e quebra da parede
celular.

A intensidade do ultrassom promove a formacdo de bolhas, as quais quando se
colapsam, produzem ondas de choque de muita energia, com compressao adiabatica do gas,
temperaturas na ordem de 4500 °C e rotacdo em funcgéo do torque, contudo, a sensibilidade da
bactéria a sonicacdo também ¢é alterada por aspectos do meio, tais como viscosidade,
transferéncia do som e poder de distribuicdo. Além disso, se as células planctdnicas sdo mais
densas do que o liquido ao redor, hd um a pressdo de radiacdo que pode impulsiona-las
(ERRIU et al., 2013).

A aplicacdo de 40KHz em E. coli e K. pneumoniae pode reduzir 1 unidade logaritmica
das células plancténicas ap6s 10 minutos (Joyce et al., 2014), revelando com isto que ha uma
distorcdo do conceito do seu uso do ultrassom na prevencdo de adesdo microbiana em
superficies. Isto pdde ser confirmado neste estudo ao verificar que a aplicacdo de ultrassom de
baixa frequéncia resultou maior susceptibilidade de S. aureus UFPEDA 02 e quando o
biofilme estava maduro o tratamento ndo surtiu efeito para ambas S. aureus e P. aeruginosa
UFPEDA 416.

Embora o ultrassom crie forgas de cisalhamento no biofilme entre a interface com o
substrato condicionante, a baixa frequéncia ndo demonstra forca suficiente para perturbar as
células agregadas (PITT e ROSS, 2006). Isto ocorre porque ao oferecer ultrassom de baixa

frequéncia (20 a 100 KHz) e baixa intensidade (até 3 W/cm?3), a célula recebe apenas energia
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mecanica, resultando num grau minimo de destruicdo e desprendimento. Assim, é postulado
que os efeitos biocida e estimulante de crescimento celular coexistam com o uso do ultrassom,
uma vez que estes efeitos dependem da frequéncia, intensidade, material em que o ultrassom é
aplicado, bem como dos efeitos de cavitacdo e presenca de células com capacidade aderente
(ERRIU et al., 2013).

A maior vantagem da formacéo de biofilme para P. aeruginosa UFPEDA 416 no teste
com o ultrassom pode ser justificada pelo fato de que o tratamento em baixa frequéncia pode
aumentar o transporte de moléculas pequenas de nutrientes, formando gradientes de
concentracdo e favorecendo o crescimento celular. Além disso, P. aeruginosa exibe uma
brilhante capacidade de se desenvolver em ambientes oligotroficos (LEGANI et al., 1999).
Em complemento, quanto maior for a taxa de crescimento celular, menos o biofilme sera
afetado pelo tratamento com ultrassom. P. aeruginosa e S. aureus apresentam um tempo de
duplicacdo cerca de 30-40 minutos (KEREN et al., 2004). Neste contexto, acredita-se que este
comportamento seja similar para demais bactérias (PIT e ROSS, 2006).

Finalmente, a elevada concentracdo celular nos estojos de armazenamento pode
sinalizar dois temas de importancia sanitaria. O primeiro, diz respeito ao fato das SM serem
eficazes contra microbios oculares na sua forma planctdnica, mas ndo agirem de forma
eficiente como inibidores da formacdo de biofilmes. A presenca de células aderentes no meio
€ um bom indicativo deste problema. O segundo tema concerne a conducdo de boas praticas
de higiene das maos, regides das palpebras, das lentes de contato e seus estojos de
armazenamento, as quais incluem o uso correto das solucdes desinfetantes, fundamentais para
diminuir os riscos de infec¢do. Ainda que novas tecnologias busquem produtos com maior
eficiéncia, visando a seguranca e o conforto aos usuérios de LCG, o maior risco ainda é
relacionado as praticas de higiene e ao fato de ndo as retirar para dormir (KOBIA-ACQUAH
etal., 2019).

Embora sejam sempre orientados sobre os cuidados basicos que devem ser seguidos
durante o uso das LCG, nossos resultados sugerem que os pacientes podem néo ter seguido
corretamente as boas praticas de higiene e manuseio das lentes de contato, pratica essa que
deve ser compartilhada e examinada por meio de pequenas avaliacdes de verificacdo de
aprendizado por parte dos profissionais envolvidos no processo de indicacdo e adaptacédo de
lentes de contato gelatinosas.

A superficie ocular do olho humano €, atualmente, entendida pela comunidade
cientifica oftalmolégica como uma entidade independente e de complexa fisiologia. Todas as

estruturas que compdem a superficie ocular (palpebras / conjuntiva / filme lacrimal e cdrnea)
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apresentam, individualmente, caracteristicas anatdmicas e funcdes especificas de extrema
importancia para o funcionamento do olho humano ao mesmo tempo em que se unem para

formar a superficie ocular e trabalharem em conjunto.
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7 — CONCLUSOES

Nas condices experimentais testadas foram detectadas células aderentes dos dois
mais importantes patdgenos oculares quando expostos a todas SM avaliadas. Isto implicou na
maioria dos casos, em uma inibicdo de moderada a fraca da formacéo do biofilme, bem como
resultados em que nenhum efeito inibitério sobre a adesdo foi observado. Das trés marcas
avaliadas a SM-C obteve os melhores resultados nos ensaios in vitro e in vivo.

O tratamento com ultrassom de baixa frequéncia ndo deve aplicado como método
complementar de desinfeccdo dos estojos, especialmente quando o biofilme ja estd
estabelecido. Igualmente, as boas praticas de higiene devem ser difundidas entre usuarios de
lentes de contato gelatinosas e campanhas de informacao populacional devem ser estimuladas
para conscientizacao dos pacientes sobre a importancia das medidas de higiene e manutencéo.

A avaliacdo da funcdo e producéo lacrimal demostrou que o periodo de uso das lentes
ndo provocou alteragdes importantes na funcéo lacrimal, porém o uso de colirios lubrificantes
deve ser estimulado aos utentes de LCG. Além disso, recomenda-se friccionar vigorosamente
e esfregar as lentes de contato e seus respectivos estojos durante a limpeza. Como sugestdo, a
friccdo pode facilitar a remocao do biofilme formado e estruturado, considerando que apenas
a imersédo em SM pode ndo garantir sua completa remocdo e/ou eliminagdo. Em
complemento, é endossada a ideia de que, por seguranga, 0 tempo para troca dos estojos

recomendado pelos fabricantes seja respeitado.
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular - UFPB
Estudo Comparativo do Efeito Biocida das Solugdes de Desinfec¢do Multiuso nas Lentes de Contato Gelatinosas e Estojos de

Armazenamento
1. Condigdes Gerais:
Por meio deste documento, eu ., RG
n° , declaro que autorizo o meu médico oftalmologista Dr. Fabiano Branddo Melquiades de Araljo e a sua

equipe, a utilizar as lentes de contato e estojo de armazenamento, por mim descartados, para realizacdo do seu trabalho de investigacéo
cientifica de mestrado. Eu entendo que, de acordo com as explicagdes do oftalmologista, esse material serd exclusivamente para fins
cientificos na Universidade Federal da Paraiba/PGBCM.

2. Deciséo do Paciente:

Declaro ter sido suficientemente esclarecido pelo meu oftalmologista a respeito do estudo e que minha participacéo voluntaria esta vinculada
apenas ao fato de doar para analises laboratoriais as lentes de contato e estojo de armazenamento que devem ser descartados por todo usuério
apds 30 dias de uso. Meu diagnéstico de ametropia (miopia, hipermetropia e/ou astigmatismo) inclui entre suas modalidades de tratamento o
uso de 6culos, lente de contato ou cirurgia refrativa. Recebi, detalhadamente, todas essas informagdes do meu oftalmologista e, de maneira
espontanea decidi, livremente, usar lentes de contato gelatinosas como opgao terapéutica.

3. Fundamento Legal:

Declaro ainda, livre de qualquer coagdo e constrangimento, para ndo restar nenhuma divida quanto ao tratamento proposto e a minha
autorizagdo em questdo, que sou conhecedor dos seus principios, indicagdes, riscos, complicagdes e resultados, bem como o médico e sua
equipe forneceram-me as informacdes referentes a cada um desses itens, de conformidade com o disposto no artigo 59 do Cédigo de Etica
Médica e nos artigos 9° e 39 da Lei 8.078/90, abaixo transcritos: E vedado ao médico deixar de informar ao paciente o diagndstico, o
prognoéstico, os riscos e objetivos do tratamento, salvo quando a comunicacédo direta a0 mesmo possa provocar-lhe dano, devendo, nesse
caso, a comunicagdo ser feita ao seu responsavel legal. Lei 8.078 de 11.09.90 - Cddigo de Defesa do Consumidor: Artigo 9° - fornecedor de
produtos e servigos potencialmente nocivos ou perigosos a salide ou seguranca devera informar, de maneira ostensiva e adequada, a respeito
da sua nocividade ou periculosidade, sem prejuizo da adogdo de outras medidas cabiveis em cada caso concreto. Artigo 39 - E vedado ao
fornecedor de produtos ou servicos dentre outras praticas abusivas: VI - Executar servigos sem a prévia elaboracdo de orcamento e
autorizagao expressa do consumidor, ressalvadas as decorrentes de préaticas anteriores entre as partes.

4. Principios e Indicagdes:

Entendo que o uso de lentes de contato é realizado com vistas & melhora total ou parcial da acuidade visual durante o uso das mesmas. A
extensdo da recuperagao visual vai depender da existéncia ou ndo de doengas ou alteragdes de outras estruturas oculares associadas (doengas
da coérnea, doengas da retina e do nervo dptico, principalmente) e, igualmente, da magnitude dos riscos e complicagdes que podem ocorrer
durante e apés o0 uso das lentes de contato. Afirmo estar plenamente consciente de que o uso de lentes de contato visa melhorar minha viséo,
mas que o resultado esperado pode ndo ser alcangado devido a existéncia de outras alterages oculares associadas (da cérnea, da retina ou do
nervo Optico) e igualmente a possibilidade da ocorréncia de complicagdes.

5. Riscos e Complicagdes

Declaro estar plenamente ciente face a possibilidade da ocorréncia de riscos e complicagdes o que ndo permite a0 médico e sua equipe
assegurar-me garantia expressa do tratamento proposto. Além dos riscos possiveis associados a qualquer procedimento médico, clinico ou
cirrgico, tais como infeccéo, reacdo alérgica etc., eu também fui esclarecido sobre possiveis complicagfes associadas especificamente ao
uso de lentes de contato incluindo, entre outras: astigmatismo irregular, necessitando uso posterior de 6culos, cirurgia complementar,
permanéncia de grau de 6culos, perda de visdo ou perda do olho. Compreendo que ndo me pode ser dada garantia com relagdo a resultados,
cura ou seguranca do uso de lentes de contato. Compreendo, também, que durante a sua utilizagdo podem surgir ocorréncias imprevistas ou
inesperadas, exigindo a realizacdo de procedimentos adicionais que, desde ja, autorizo que os mesmos sejam executados. Entendo que ha
riscos para minha visdo e que compreendi a possibilidade da ocorréncia de complicagoes.

6. Duvidas e Esclarecimentos

Por fim, declaro a minha plena satisfacdo quanto ao atendimento as minhas dividas e questdes, o que me foi feito em linguagem clara,
acessivel e precisa pelo médico oftalmologista e sua equipe, e que todos os espagos em branco foram preenchidos antes da minha assinatura.
7. Concluséo

Declaro que estou de acordo com a utilizagdo da documentacéo cientifica obtida através de imagens, resultados de exames, dados clinicos
desde que minha identidade seja preservada e, que tal documentacéo seja utilizada para propdsitos cientificos e educacionais. Tendo ouvido,
lido e aceito as explicacdes sobre os RISCOS E COMPLICACOES, mais comuns desta opcdo terapéutica e das chances do seu
INSUCESSO, declaro, através da minha assinatura aposta neste instrumento particular, o meu pleno e irrestrito CONSENTIMENTO para a
sua realizagdo, tudo isto na presenca de testemunha (s).

Jodo Pessoa, de de 2018.

Assinatura do paciente ou responsavel legal / RG

Prestei todas as informagdes necessarias ao paciente ou seu representante legal, conforme o termo acima.
Jodo Pessoa, de de 2019.

Assinatura do Médico:
Dr. Fabiano Branddo — CRM/PB - 4954
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APENDICE C - FICHA DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Nome:

Data Nascimento: / / 5. Sexo: ML

Endereco:

. Telefone: (83).

Solugéo Multiuso de Desinfeccdo Utilizada:
8.1. Optifree []
8.2.Renu [
8.3. Biotrue [

Data de entrada no estudo: [/ /

Data de recolhida das lentes e estojo:  / /
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