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RESUMO

SANTOS, G. C. M. Reducéao da Biocarga e Garantia de Esterilidade em Implantes
Mamaérios de Silicone. 2009. 87 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2009.

Os implantes mamdrios de silicone constituem-se em biomateriais 0s quais tém sido
amplamente utilizados em cirurgias para reconstituicdo da mama apo6s ocorréncia de
cancer, acidentes, correcdo do tamanho dos seios quando ha uma diferenca de volume
entre eles, ou até mesmo, para o aumento do tamanho da mama por motivos estéticos.
Com o intuito de conferir seguranca em sua aplicagdo, intimamente ligada a saude dos
pacientes, grande atencdo tem sido dada aos processos de esterilizacdo aplicados a
biomateriais. Ao avaliar o processo produtivo de implantes mamarios de silicone, um
dos processos de esterilizacdo mais comumente empregados é o calor seco, que
necessita de elevadas temperaturas por longo tempo para o sucesso da esterilizagao. A
exposicado do implante a tais condi¢bes potencialmente pode ocasionar alteragbes de
suas caracteristicas. De outro lado, uma etapa preliminar do processo produtivo do
implante é a vulcanizacdo, que consiste no aquecimento do implante a temperaturas da
ordem de 165 * 5°C por aproximadamente 9 horas. Considerando tempo e temperatura
empregados nesta etapa, o objetivo deste estudo foi avaliar a carga microbiana dos
implantes maméarios de silicone antes do processo de vulcanizagdo, assim como 0
decaimento da carga microbiana neste processo e também confirmar a esterilidade do
gel contido internamente a membrana. Desta forma, foi possivel observar que o nivel de
contaminacdo microbiana dos implantes gelatinosos é relativamente baixo e que a
vulcanizacdo foi um processo que possibilitou a inativacdo de até 10° esporos, a
concentragéo de esporos mais alta utilizada no estudo. Os resultados mostraram que a
vulcanizag&o possibilitou ndo s6 a reducdo da carga microbiana, mas também consiste
em mecanismo para garantir a esterilidade do gel interno ao produto. Desta forma, o
processo esterilizante final teve como contribuicdo elevar o Nivel de Garantia de
Esterilidade (SAL ou Sterility Assurance Level), condigédo interessante ao se considerar
a tendéncia de adocao da liberacdo paramétrica, assim como o conceito de validacdo
combinado bioburden/indicador biolégico em vez de sobre-morte. Avaliacdo

complementar foi feita ao quantificar endotoxina nos implantes antes e apds 0 processo



de esterilizacdo (calor seco e oOxido de etileno), verificando-se que 0s processos
considerados néo alteram significativamente a quantidade de endotoxina. Ainda assim,

em todas as situagfes foram obtidos niveis aceitaveis, conforme USP 31.

Palavras-chave: silicone, implante mamario, esterilizagdo, calor seco, vulcanizagéo,

biocarga



ABSTRACT

SANTOS, G. C. M. Bioburden Reduction and Sterility Assurance in Silicone Gel
Breast Implants. 2009. 87 p. Dissertation (Master's Degree) — Faculty of
Pharmaceutical Science, University of Sdo Paulo, 2009.

Silicone breast implants consist of biomaterials widely used in breast reconstitution
surgeries after the occurrence of cancer, accidents, breast size correction (in case of
different volume between both breasts)or in mammary augmentation for esthetic
reasons. With a view to confer security in its application, directly related to patients
health, great attention has been given to sterilization processes applied to biomaterials.
Among these, dry heat is one of the most often employed. For a successful sterilization,
it requires high temperatures for a long period, what may give rise to alteration of the
implant characteristics. On the other hand, a preliminary stage of the implant production
process is vulcanization, which consists of heating the implant to 165 + 5°C for
approximately 9 hours. Taking into account the time and temperature used in this stage,
the aim of this work was to evaluate the bioburden of silicone breast implants prior to the
vulcanization process and the decline in bioburden due to this process, and to confirm
the sterility of the gel contained in the membrane. This study led us to the conclusion
that the level of microbial contamination of gel implants is relatively low, and that
vulcanization allowed for the inactivation of up to 100 million spores, the highest
concentration of spores used in this study. The results obtained showed that
vulcanization enabled not only the reduction of the microbial load, but also guaranteed
the sterility of the gel inside the product. Thus, the final sterilizing process contributed to
an increase in the Sterility Assurance Level, an interesting phenomenon if we consider
the tendency toward adoption of parametric release and the concept of a combined
validation bioburden/biological indicator rather than overkill. Complement evaluation was
made measuring endotoxins in the implants before and after the sterilization process
(dry heat and ethylene oxide), verifying that the considered processes do not modify the
amount of endotoxin significantly, as expectation. Still thus, in all the situations had been
gotten acceptable levels, as USP 31.

Keywords: silicone, breast implant, sterilization, dry heat, vulcanization, bioburden
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1. Introducgéo

O corpo humano é vulneravel, estando seus tecidos e 6rgaos sujeitos a doencas
e injurias que podem levar a dor, perda da funcéo, restricdo dos movimentos, podendo
acarretar, inclusive, incapacidade. Para permitir que as funcées desempenhadas sejam
mantidas, em muitos casos, o tratamento envolve a remocao do tecido ou érgao afetado
e sua substituicdo por um enxerto de tecido vivo ou um anélogo artificial — um
biomaterial.

Dentre os diferentes biomateriais encontram-se 0s metais, compdsitos, 0s
ceramicos, vidros e polimeros, sendo este Ultimo grupo onde os silicones se
enquadram. ApoOs polimerizacdo do dimetilsiloxano, dependendo do tamanho das
cadeias formadas e das ramificagbes, o silicone obtido pode se apresentar nas formas
fluida, de gel e elastomérica.

Diante da possibilidade de adquirir variadas formas e possuir propriedades
peculiares, o silicone tem sido empregado em diversas aplicagbes. Em se tratando da
area de saude, aparece em técnicas médicas, farmacéuticas e cosméticas que incluem
cirurgia pléstica estética e reparadora, oftalmologia, reconstrugcdo de tecidos;
formulacfes orais; cremes protetores, protetores capilares e outros. A mama € um dos
inimeros tecidos e estruturas que podem ser substituidos por préteses de silicone em
cirurgias de aumento ou de reconstrugéo, tendo sido sua utilizagdo cercada de grande
controveérsia quanto a inducéo de efeitos adversos.

Um dos seus riscos potenciais é a infec¢do, que é a causa lider de morbidade
que ocorre depois da implantacdo na mama e é a causa de complicacdo em 2,0-2,5%
das intervengdes. A origem da infeccdo em mulheres com implantes permanece dificil
de determinar, mas pesquisas incluem potencialmente um implante contaminado, a
prépria cirurgia ou o ambiente cirdrgico, a pele ou dutos mamarios da paciente.
Também, estudos sugerem ser o local do implante propicio & infeccdo quando ocorre a
migracao, por meio da corrente sanglinea, da bactéria causadora de infeccdo em local
distinto. (PITTET; MONTANDON; PITTET, 2005).

Com o objetivo de garantir a qualidade do produto a ser implantado, tendo por

meta a sua identidade, atividade, pureza, eficacia e seguranca, 6rgdos reguladores
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apos interacdo com universidades, institutos de pesquisa e produtores, determinam
medidas e mecanismos de controle. As medidas e mecanismos efetivam-se
essencialmente pelas especificacdes de qualidade do processo produtivo, do produto e
de sua distribuicdo, com a verificacdo do cumprimento das boas préticas de fabricacdo
e controle (BRASIL, 1977, 2001). Normas nacionais e internacionais sao elaboradas
para estabelecer condi¢cdes para a obtencéo de proteses seguras quanto aos aspectos
fisico, quimico e biologico. Sendo assim, procedimentos padronizados e validados
atendendo ao preconizado por estas normas devem fazer parte da fabricagéo e controle
de biomateriais, dentre os quais se incluem os implantes mamarios de silicone, alvos
deste estudo. Grande atencdo € dada aos métodos e processos de esterilizacdo
utilizados, ja que, na dependéncia de sua natureza, podem constituir-se em fator de
comprometimento da estrutura quimica do polimero, podendo influenciar na
caracteristica de biocompatibilidade.

Estudos foram realizados para verificar diferencas quanto aos efeitos dos tipos
de esterilizacdo em se tratando de implantes mamarios de silicone. Os processos de
esterilizacdo estudados, que se mostraram adequados, envolveram calor seco aplicado
aos implantes de silicone gel (superficie lisa e texturizada); 6xido de etileno empregado
na esterilizacdo dos implantes de silicone gel (superficie lisa, texturizada e com
revestimento de poliuretano); radiacdo gama usada na esterilizagdo dos implantes pré-
cheios com solugdo salina. Foi verificado que os implantes de superficie lisa
esterilizados por O6xido de etileno apresentaram, quando submetidos a estresse
intencional no “Bleed Test”, valor de massa de gel difundida maior em relacdo aos
submetidos ao processo de esterilizagdo por calor seco (AZEVEDO, 2004). Sob esta
perspectiva, o calor seco apresenta vantagens em sua utilizacdo, além de né&o
apresentar o inconveniente de formacdo de residuos toxicos, como ocorre com 0O
processo de esterilizacdo por 6xido de etileno (LUCAS et al., 2003).

A norma ISO 14607:2002 — Implants for surgery — specific requirements for
mammary implants — no item 9, onde trata da esterilizagdo reporta-se a norma ISO
14630:1997 Non-active surgical implants — General requirements — onde o Nivel de
Garantia de Esterilidade (Sterility Assurance Level — SAL) requerido para os implantes

maméarios é de 10°, o que n&o significa porém inferir que se admita a ndo esterilidade
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em um a cada milhdo de unidades. E implicita a importancia de se agregar cuidados
adicionais que, a partir de menor biocarga, efetivamente permitam o emprego seguro do
produto.

A validacdo de um processo esterilizante consiste em verificar a eficacia do
processo e aplica em sua Ultima etapa, qualificacdo de desempenho, a avaliacdo da
letalidade dos indicadores biologicos. Dentre as opcdes de validacdo, tem-se 0 método
de sobre-morte (overkill), método combinado (indicador biol6gico e biocarga) ou
biocarga absoluto. O método de biocarga requer controle rigido quantitativo e da
resisténcia dos contaminantes do produto, advindo das varias fontes como insumo,
ambiente e operadores. O método combinado considera tanto o controle (menos rigido)
da biocarga como o indicador biolégico. O método de sobre-morte vale-se da elevada
resisténcia do indicador biolégico, caracterizando letalidade da ordem de 10° acrescida
de garantia de seguranca de esterilidade (SAL) de 10°®. Este é o principio do método do
meio-ciclo, em que uma populacdo 10° de um indicador resistente é inativada durante o
meio-ciclo na validacdo e entdo, o periodo da exposicdo € dobrado na operacao
rotineira. O método de sobre-morte é amplamente empregado quando se esterilizam
materiais termoestaveis, porém pode ocasionar efeitos adversos como consequéncia de
tempos de esterilizacao extensos (AGALLOCO, 2007).

Segundo a Norma ABNT NBR ISO 11138-1 (2004), para validacdo de um
processo esterilizante, o indicador biolégico deve ser colocado no local de mais dificil
acesso ao agente esterilizante, simulando assim situacdo de pior caso nos itens da
carga a serem esterilizados. No cumprimento desta orientacdo, é possivel que se
submeta o produto a condi¢cdes estressantes dependendo das caracteristicas do
produto e do método de esterilizagdo. Isto justifica a avaliagdo de etapas do processo
de fabricacdo, pontos criticos e favoraveis relativos a microbiota do produto e atributo
de esterilidade, objetivando correlaciona-los aos parametros criticos de qualidade e
fundamentalmente com foco no paciente.

Uma das etapas do processo produtivo € a vulcanizacdo. Experimentalmente,
fez-se esta transformagdo empregando-se aquecimento a 165 + 5°C durante
aproximadamente 9 horas. A vulcanizagdo consiste em condi¢do imprescindivel para

que o produto atinja sua caracteristica quimica especificada, alcangando propriedades
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fisicas ideais para a sua funcionalidade em adicdo a biocompatibilidade e esterilidade.
Ocorre que esta condi¢ao térmica certamente exerce efeito na reducéo da biocarga do
produto. Desta forma, aventou-se aspecto vantajoso no estudo da sua influéncia, seja
conferindo maior Nivel de Garantia de Esterilidade (SAL), seja em atingir a esterilidade
do produto com menor tempo de exposicdo a temperatura, portanto, minimizando
efeitos nocivos da condigéo térmica na biocompatibilidade e na estabilidade do produto.
Embora a temperatura de 165°C possa eventualmente comprometer a estabilidade,
aparéncia e as caracteristicas de biocompatibilidade do implante, a confirmacdo de seu
efeito, permite a adocdo de valores intermediarios.

Além da atencdo dada a esterilidade, € também importante garantir que o
produto esteja livre de endotoxinas, ou que estas estejam em nivel aceitavel, conforme
o caso. Considerando as caracteristicas das endotoxinas, sabe-se que, de uma forma
geral, os métodos esterilizantes comumente utilizados ndo levam a despirogenizacao
do produto. Porém, ha autores que evidenciaram a despirogenizacdo como
consequUéncia de processos esterilizantes (PEDERSEN; HANSEN, 1989; SILVA et al.,
2007), o que leva a consideracdo de avaliar o comportamento do produto em termos de
guantidade de endotoxina antes da esterilizacdo e também para se verificar a influéncia

ou nao do processo esterilizante.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Biomateriais

Uma das definicdes atuais diz que biomateriais sdo “materiais (sintéticos ou
naturais; solidos ou, as vezes, liquidos) utilizados em dispositivos médicos ou em
contato com sistemas biolégicos” (RATNER et al., 2004) enquanto que na definicdo
classica biomaterial é “parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer
tecido, 6rgéo ou fungéo do corpo” (HELMUS; TWEDEN, 1995).

Os biomateriais sdo empregados na obtencédo de dispositivos que substituam
uma parte ou fungdo do corpo de forma segura, confiavel, econémica e fisiologicamente
aceitdvel (HENCH; ERTHRIDGE, 1982; PARK; LAKES, 2007). Biomateriais consistem
em materiais sintéticos usados para substituir partes de sistemas ou agir em contato
intimo com tecidos vivos (PARK; LAKES, 2007; WONG; BRONZINO, 2007). A Clemson
University Advisory Board for Biomaterials definiu formalmente um biomaterial sendo
“uma substancia sistémica e farmacologicamente inerte designada para implantacao ou
incorporagcdo com sistemas vivos”. Black (1992) definiu biomateriais como “materiais
nao viaveis usados em dispositivos médicos, com a finalidade de interagir com sistemas
biol6gicos”. Outros autores incluem “materiais de origem sintética ou natural em contato
com tecido, sangue e fluidos biolégicos, destinados ao uso em préteses, diagnostico,
terapia, aplicacbes de armazenamento sem afetar adversamente o0 organismo e seus
componentes” (BRUCK, 1980). H& ainda a definicho como sendo “quaisquer
substancias (exceto farmacos) ou combinagdo de substancias, de origem sintética ou
natural, que podem ser usadas por qualquer periodo de tempo, como conjunto ou como
parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6érgdo ou fungéo
do corpo” (WILLIAMS, 1987). Com base nessas definicbes, é possivel compreender
gue ha oportunidade para um vasto campo de conhecimento interdisciplinar conduzindo
estudos colaborativos abrangendo diferentes especialidades, com o objetivo de

desenvolver e usar os biomateriais na medicina e odontologia. Dessa forma, ha intensa
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investigacdo direcionada a sintese, otimizacdo, caracterizagdo, analise de biomateriais
e a biologia de interagdo entre organismo e materiais. Tais estudos sdo planejados
visando projetar superficies que suscitem interacbes adequadas com células e
proteinas, em conformidade com aplicacdes especificas, ou seja, que sejam materiais
biocompativeis, para ndo trazer danos ao paciente (ANDERSON, 2008; WILLIAMS,
1987).

A definicdo de biocompatibilidade inclui que o material deve apresentar como
atributos de qualidade ser atoxico, ndo promover alergenicidade, carcinogenicidade,
mutagenicidade e ndo exercer influéncia sobre a fertilidade de um paciente que o utilize
(ROGERO et al., 2003).

Uma variedade de produtos € usada no tratamento de doengas ou injurias.
Exemplos comuns sdo suturas, agulhas, cateteres, placas, etc. O emprego desses
produtos inclui substituicdo de partes anatdmicas com perda de funcdo devido a doenca
ou trauma, auxilio na cura, desenvolvimento de fungédo e corre¢cdo de anormalidades
funcionais ou problemas estéticos. Dentre os diferentes tipos de biomateriais
encontram-se 0s metais, as ceramicas, 0s compositos, o0s vidros e os polimeros.

Os biomateriais metalicos compreendem metais e suas ligas, entre 0os quais
tithnio e suas ligas, ligas de cobalto-cromo, ouro, ago inoxidavel. Apresentam como
caracteristicas alta forga tensil e resisténcia ao desgaste, mas podem sofrer corrosao,
sdo densos e de dificil processamento. Podem ser empregados em fixacdo ortopédica,
placas do osso e parafusos, implantes dentérios, fios de sutura.

As ceramicas e vidros sdo altamente biocompativeis, possuem alta resisténcia a
corrosao, mas sao frageis, possuem baixa forca tensil e ndo sao resilientes. Podem ser
empregados em implantes dentarios e ortopédicos. As ceramicas implantaveis foram
intituladas bioceramicas e sdo agrupadas em trés categorias baseadas em seu
comportamento biolégico em certos ambientes: as ceramicas relativamente bioinertes,
as ceramicas bioreativas ou com superficie reativa e as ceramicas biodegradaveis ou
reabsorviveis. As ceramicas relativamente bioinertes sdo ceramicas contendo carbono
nao-absorvivel, alumina, zircénia e nitretos de silicio. Em contato com o ambiente
biolégico do local de implante, mantém suas propriedades fisicas e mecéanicas. S&ao

usadas nas formas densas e porosas, geralmente possuem boa resisténcia e sao
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excelentes para funcbes de deslizamento. S&o usadas para produzir, por exemplo,
substituintes da cabeca do fémur. S&o usadas tipicamente como implantes de suporte
estrutural. As ceramicas bioativas incluem vidros, ceramicas-vidros e materiais
baseados em fosfato de célcio. S&o caracterizadas pela habilidade em provocar
respostas 0sseas e teciduais no seu entorno, o que lhes confere vantagem na fixagédo
do implante ou reducéo do estresse. Tém sido usadas com sucesso como revestimento,
em camadas e particulas de encaixe nas cirurgias ortopédicas e dentarias. Por fim, as
biodegradaveis incluem fosfato de calcio, aluminio, coralina, hidroxiapatita e fosfato
tricalcico. Sdo mais solUveis que as bioativas e, conseqlientemente degradadas pelos
tecidos que as envolvem. Devido a sua estrutura porosa, podem estimular o
crescimento tecidual. Tém sido usadas na fabricacdo de véarios implantes ortopédicos
(GRECO; PRINZ; SMITH, 2005).

Os compésitos sdo materiais formados de dois ou mais constituintes com
distintas composicfes, estruturas e propriedades e que estdao separados por uma
interface. O objetivo principal em se produzir compositos € de combinar diferentes
materiais para produzir um unico dispositivo com propriedades superiores as dos
componentes unitérios. Alguns exemplos de compdsitos sdo as fibras de carbono-
resina termofixa, fosfato de calcio-colageno, 0os quais apresentam como vantagem a
inércia, resisténcia a corrosdo e alta forca de tensdo, mas sao dificeis de produzir.
Podem ser empregados na confeccdo de valvulas cardiacas, implantes de juntas de
joelho, resina dentaria, cimento 6sseo (PARK; LAKES, 2007; WONG; BRONZINO,
2007).

Tendo em vista o fato de cada tipo de biomaterial possuir caracteristicas
especificas, eles sdo empregados de acordo com a funcdo que vao desempenhar,
buscando similaridade aquela do 6rgédo ou tecido que esta substituindo, tratando ou
ampliando. Sendo assim, materiais mais rigidos como metais sdo utilizados na
substituicdo de tecidos de sustentacdo como 0ssos, enquanto alguns polimeros séo
empregados em tecidos moles, como no caso do silicone em relacdo a mama
(GEBELEIN; KOBLITZ, 1981).
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2.2. Polimeros

Materiais poliméricos receberam crescente interesse ao longo do século 20 e tém
sido usados em um vasto numero de aplicagbes médicas e farmacéuticas como
implantes ortopédicos, dentarios ou mamarios, 6rgaos artificiais, marcapassos, suturas,
enxertos vasculares, valvulas cardiacas, lentes intra-oculares e de contato, dialisadores
renais e outros dispositivos, sistemas de liberagcdo controlada de farmacos ou na
reconstrucdo de tecidos. As vantagens principais de biomateriais poliméricos
comparados aos materiais metalicos ou ceramicos sao a versatilidade para produzir
diversas formas (latex, filme, folha, fibras, liquidos viscosos), o facil processamento, o
custo razoavel e a disponibilidade na obtencdo de materiais com as propriedades
fisicas e mecéanicas desejadas (WONG; BRONZINO, 2007).

Um polimero é um material de alto peso molecular obtido pela repeticdo de uma
unidade simples (0 mon6mero), por meio de ligagcdes covalentes na cadeia principal
com C, N, O, Si, etc. Em algumas situagcfes a repeticdo € linear, podendo ainda, as
cadeias estarem interligadas para formar uma rede tridimensional (PARK; LAKES,
2007).

Um polimero é linear quando a macromolécula é um encadeamento linear de
atomos, por exemplo, o polietileno: (-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-).
Mesmo que a cadeia apresente ramificacdes (desde que a ramificacdo n&o ligue uma
cadeia a outra vizinha) o polimero continua sendo considerado linear. Ex: borracha
sintética (neopreno): ...[-CH2-C(CH3)=CH-CH2-CH2-C(CH3)=CH-]... Os polimeros
lineares dao origem a materiais termoplasticos, isto é, plasticos que podem ser
amolecidos pelo calor varias vezes e, ao resfriarem, voltam a apresentar propriedades
iniciais semelhantes.

Um polimero tridimensional ocorre quando a macromolécula se desenvolve em
todas as direcdes, isto €, ha ligacbes entre cadeias adjacentes, através de atomos
localizados ao longo da cadeia. Esses polimeros ddo origem a materiais termofixos ou
materiais termoendurecentes. No primeiro caso, pelo menos a Ultima fase de producéo

da macromolécula deve ser feita simultaneamente com a modelagem do objeto
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desejado, pois uma vez prontos, esses polimeros ndo podem ser novamente fundidos
pelo calor (um aguecimento excessivo causara a decomposicdo até a queima do
material mas nunca sua fusédo) e consequentemente, esses polimeros ndo podem ser
reaproveitados industrialmente na moldagem de novos objetos. Os polimeros
termoendurecentes, quando prontos, s6 podem ser fundidos uma vez, pois, durante a
fusdo, as moléculas reagem entre si, aumentando a massa molecular do polimero e
este, endurecendo, torna-se insoluvel e infusivel.

Polimeros naturais incluem a borracha natural, polissacarideos, celulose, seda e
proteinas. Dentre os polimeros sintéticos tém-se polietileno (PE), polipropileno (PP),
polimetilmetacrilato (PMMA), poliestireno (PS), poli(cloreto de vinila) (PVC), poliéster,
politetrafluoretileno ou teflon (PTFE), policarbonatos, poliamidas ou nylons, resinas,
silicone e poliuretanos (GRECO; PRINZ; SMITH, 2005).

As propriedades requeridas de um biomaterial polimérico sdo similares as de
outros biomateriais. Devem ser biocompativeis (ndo carcinogénicos, apirogénicos,
atoxicos, e ndo-alergénicos), passiveis de esterilizacdo (autoclave, calor seco, 6xido de
etileno e radiacdo), apresentar propriedades fisicas e mecanicas adequadas (forca,
elasticidade e durabilidade) e com aplicabilidade em processo de fabricacdo (WONG;
BRONZINO, 2007).

2.2.1. Silicone

Descoberto no final do século XIX e tendo permanecido como curiosidade
cientifica até a década de 40, os silicones sdo polimeros sintéticos, compostos semi-
organicos com o silicio na cadeia principal (o silicio substitui o carbono), combinado
principalmente com o oxigénio, tendo uma estrutura quimica baseada em unidades
alternadas de silicio e oxigénio. Além de duas ligacdes ao oxigénio para formar a cadeia
polimérica, os atomos de silicio sdo ligados a grupos orgéanicos, geralmente grupos
metila, mas muitos outros grupos, como fenila, vinila e trifluoropropila podem substituir

0s grupos metila ao longo da cadeia. Seu nome vem da denominacdo dada por F.S.
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Kipping por achar que se tratavam de cetonas dos compostos silicicos (do inglés:
Silicon + Ketone), j& que ha em média um atomo de silicio para um oxigénio e dois
grupos metila (KIPPING, 1904).

O silicio, elemento fundamental dos silicones, é encontrado na forma de silica
(SiO,), em forma de areia ou cristais de rocha e na forma de silicato de aluminio.

A primeira etapa de producgéo do silicone é a reducgéo da silica a silicio elementar
(Figura 1) (GUIDOIN; AWAD; GABRA, 1973; RATNER et al., 2004):

Si0,+2C —» Si+2CO

Figura 1 — Reducéo da silica a silicio elementar

O silicio reage com cloreto de metila, originando os clorosilanos
(metiltriclorosilanos, ou ainda, os dimetildiclorosilanos e trimetilclorosilanos) (Figura 2):

cl CHs CHs CHs

Si+2CHsCl ———» c—si—cl 4 c—si—Cl 4 Cl—Si—CH; 4 Cl—Si—Cl

CHs CHs CHs H

Figura 2 — Sintese dos clorosilanos

Por meio da hidrélise, o dimetildiclorosilano é convertido em silanol, um
composto instavel. O silanol formado reage imediatamente com outras moléculas de
silanol, formando as pontes de siloxano (Si — O — Si), que geram os oligbmeros (numero

finito de monémeros) lineares e ciclicos. (Figura 3).
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c|:H3 CH,
Cl—Si—Cl+2H,0 — SI—O Si—O| + 2 HCI
(|:H3 CH; [345

lineares ciclicos

Figura 3 — Hidrdlise dos clorosilanos

Estes oligbmeros possuem o comprimento da cadeia curto demais para muitas
aplicagbes. Os ciclicos precisam ser polimerizados e os lineares, condensados, para
gerar macromoléculas de comprimento suficiente (NOLL, 1968), conforme

demonstradas na Figura 4:

/ (|:H3 CHs \

Si—O |

| i Si—O
CHs |
CHj
3,45
ciclicos polimero

CH3 CHy

S'_O . S|— +zH0
CH3

lineares Ilmero

Figura 4 — Polimerizacéo e policondensacéo para obtencéo de silicones

Durante a reacdo, regida pelo equilibrio, as ligagbes SiO sdo constantemente
clivadas e refeitas em uma série de reacdes envolvendo espécies ciclicas e lineares,
construindo assim, uma estrutura molecular até que o equilibrio seja alcancado. O

controle do peso molecular é obtido pelo uso de “end-blockers”, como derivados de

hexametildisiloxano, que atuam como agentes de término de cadeia.
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Apés polimerizagdo, em que a temperatura exerce influéncia, dependendo do
tamanho das cadeias formadas e das ramificacdes, o silicone obtido pode se apresentar
nas formas fluida, de gel e elastomérica.

De maneira geral, suas principais propriedades séo: estabilidade térmica e
oxidativa a altas temperaturas, retencdo da flexibilidade e elasticidade a baixas
temperaturas, habilidade de produzir superficies mutuamente nao adesivas,
propriedades ndo espumantes e habilidade de conceder aos materiais repeléncia a
agua, baixa tensao superficial, extrema inércia, resisténcia ao intemperismo, a luz solar,
ao o0zobnio, bom isolamento elétrico, boa lubricidade e compatibilidade bioldgica
(WILLIAMS, 2000).

2.2.1.1. Tipos de Silicone

O processo de hidrdlise produz polimeros de cadeia curta. A policondensacéao de
pré-polimeros é realizada sob condi¢cdes controladas e sob acdo de catalisadores e,
dependendo do processo utilizado, pode dar origem a 6leos, gomas e resinas. O
silicone pode, entéo, se apresentar, em decorréncia do comprimento e ramificacbes da
cadeia, nas formas fluida, de gel e elastomérica.

Os grupos metila ligados aos atomos de silicio sdo extremamente moveis,
ocupando um espaco consideravel e resultando em aumento da distancia entre
moléculas adjacentes. Além disso, a cadeia Si-O de um polimero tem um carater
altamente polar devido ao angulo de 160° entre as ligacdes Si-O-Si. Isso significa que
0s atomos estdo largamente espacados, resultando em menor coesdo molecular. Estes
fatores contribuem para que a cadeia polimérica seja altamente flexivel e muito mével
(WILLIAMS, 2000).

Silicones fluidos (6leos) sdo geralmente formados por cadeias lineares de
polidimetilsiloxano, ou PDMS, que possuem terminacdo com grupos trimetilsilil. Fluidos

de PDMS apresentam, distintas viscosidades, e sdo essencialmente insollveis em
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agua. Fluidos de PDMS podem ser modificados com a adicdo de grupos
organofuncionais em qualquer ponto da cadeia polimérica.

Os silicones gel séo cadeias de PDMS levemente ligadas por ligacdes cruzadas,
gue séo introduzidas por meio de um silano trifuncional — como CH3SiCl; dando uma
estrutura de silicone “T-ramificada” — ou por meio de uma reacdo quimica entre um
grupo Si-vinil numa cadeia polimérica com um hidrogénio ligado ao silicio em outra.
Este enlace entre cadeias de siloxanos produz uma estrutura tridimensional que pode
ser preenchido com fluidos de PDMS para dar uma massa coesa e aderente.

Para que haja a formacdo das ligacbes cruzadas e consequente estrutura
tridimensional, o polimero passa por um processo chamado vulcanizagcdo, onde na
presenca de catalisadores e de aquecimento, ha o acoplamento de cadeias em ligacbes
quimicas primérias nos locais de mais amplo distanciamento (WILLIAMS, 2000). E um
processo imprescindivel para que o produto atinja sua caracteristica quimica
especificada, alcancando propriedades fisicas ideais para a sua funcionalidade.

Silicones elastoméricos sdo cadeias de polisiloxano caracterizadas por ligacdes
cruzadas que possuem estrutura tridimensional com maior nivel de interligagbes que o
gel. Além disso, ha muito pouco fluido livre na matriz. Enchimentos, como silica amorfa,
sdo frequentemente adicionados a matriz para dar maior reforco a estrutura e assim,
aumentar a resisténcia mecéanica do produto.

As resinas de silicone possuem em sua estrutura polimérica ligacdes cruzadas
formadas pela introdugdo de mondémeros tri ou tetra funcionais, como metiltriclorosilano.
As propriedades fisicas da resina de silicone podem ser ajustadas para diversas
aplica¢bes variando a intensidade de ramificagcdes e siloxanos lineares e também pelos
grupos funcionais ligados ao silicio.

As propriedades fisicas do silicone podem ser deliberadamente modificadas de
diversas formas. Com o aumento do peso molecular, a cadeia do polimero torna-se
maior e menos movel, resultando em um material mais rigido. Alterando a composi¢cao
quimica da cadeia principal, substituindo as cadeias laterais, ligagbes cruzadas ou
ramificacbes podem também levar a modificacbes nas propriedades do polimero
(GRECO; PRINZ; SMITH, 2005).
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2.2.1.2. Uso do Silicone aplicado a Dispositivos Médicos

Os polimeros de polidimetilsiloxano podem ser utilizados em diversas aplicacoes.
Entre elas, podem ser usados em lentes intra-oculares flexiveis, drenos para
hidroencefalia, dispositivos de desfibrilacdo e controle cardiacos, bombas de infusédo
implantaveis, articulagbes dos dedos, dispositivos para incontinéncia e impoténcia,
implantes de laringe, expansores teciduais, cateteres, implantes de tecido mole em
cirurgias de reconstrugcdo por razdes congénitas ou em decorréncia de cancer
(BONDURANT; ERNSTER; HERDMAN, 2000).

O desenvolvimento e aplicacdo desses materiais tém sido significativamente
influenciados pelos avancos da medicina, cirurgia, biotecnologia e ciéncia de materiais.
Especificamente, avancos em técnicas cirargicas e instrumentagcdo tém possibilitado a
colocacgdo de implantes em locais antes pouco acessiveis.

Um dos usos mais frequientes do silicone como dispositivo médico é na forma de
implante, e suas caracteristicas permitem fabricacdo de estruturas de formas variadas,
possibilitando o implante em diferentes sitios anatdémicos. Embora muitas vezes a
motivacdo ocorra por razfes estéticas, para o desenvolvimento de implantes de
contorno, por exemplo, de gluteos, panturrilha, queixo, mamarios, testiculos, em outras
circunstancias decorre de doencgas e acidentes. De qualquer forma, a pesquisa na area
de biomateriais visa promover a qualidade de vida do individuo, buscando o
desenvolvimento de materiais cada vez mais adequados as finalidades a que se
destinam (BELLAMY et al., 2003).

2.3. Implantes Mamarios

O aumento de seio com implantes mamarios continua sendo um dos

procedimentos em cirurgia plastica mais comumente realizados. Apesar da controvérsia
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sobre a seguranca e eficacia de implantes de silicone gel, o desejo por alcangar uma
auto-imagem anatomicamente perfeita e seios perfeitamente formados levou a alta
incidéncia de cirurgias de aumento dos mesmos.

O aumento mamario por causas estéticas € a causa mais freqliente para a
colocacdo de implantes mamarios. Este procedimento deriva habitualmente das
seguintes razdes: auséncia congénita ou deformidade de uma ou das duas mamas,
vontade de aumentar o volume mamario apos perda de conformacdo, vontade de
corrigir assimetria mamaria ou insatisfagdo com o volume ou forma mamaria. Este tipo
de intervencgao procura melhorar na maioria das situacdes o bem estar e a sensacao de
auto-estima do doente, melhorando assim a sua qualidade de vida (CONTANT et al.,
2000; INFARMED, 2004).

Embora desenvolvido inicialmente em 1962 com a finalidade de aumento do
tamanho do seio, o implante mamario de gel de silicone evoluiu para se transformar no
principal método para a reconstrucao apos a mastectomia. Com melhoria em técnicas
cirargicas reconstrutivas nos anos 70, o uso do implante mamario para o paciente da
mastectomia tornou-se préatica aceita, no inicio para a reconstrugdo tardia e entdo para
a reconstrucdo em casos de mastectomia (NOONE, 1997). Os beneficios fisicos e
psicolégicos do implante mamario ao paciente da mastectomia sdo bem documentados
(DELGADO et al., 2008; SCHAIN, 1991).

Os dois tipos de implantes de uso altamente difundido sdo os implantes
preenchidos por gel ou por solugao salina, ambos possuindo uma camada externa de
silicone altamente polimerizada. Os dois tipos de implantes podem ser lisos,
microtexturizados ou com revestimento de poiluretano, esféricos ou anatdmicos. Ambos
0s tipos podem ser posicionados em um local subglandular ou submuscular
empregando alternativamente trés incisbes comuns e bem descritas na literatura, a
saber, a transaxilar, periareolar e inframamaria, dependendo da preferéncia do cirurgido
(BACKOVIC; WOLFRAM, 2007; PETERS, 2002). Os implantes salinos sao inflaveis e
sdo cheios com salina pelo cirurgido apoés a insergcdo, com a vantagem de uma incisao
menor e volume final ajustavel. Sua desvantagem, entretanto, é sua susceptibilidade ao
esvaziamento e a deflacéo repentina (PITTET; MONTANDON; PITTET, 2005).
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2.3.1. Efeitos Adversos

O sucesso do emprego de um biomaterial em um implante é altamente
dependente de trés fatores principais: as propriedades e biocompatibilidade do
implante, a condicdo de saude do paciente e as condi¢cdes cirdrgicas durante a
implantagao e monitoragédo. (PARK; LAKES, 2007).

A biocompatibilidade de um implante, por sua vez, depende de parametros
varidveis do paciente e de caracteristicas intrinsecas do material. Os principais fatores
gue dependem do paciente sdo a raga, a heranca genética, o sitio de implantacéo, o
microambiente, enquanto os fatores principais que dependem do material sdo forma,
tamanho, superficie quimica e rugosidade, planejamento, morfologia e porosidade,
composicao, esterilidade, duracao de contato e degradacdo. Estes parametros podem
ser responsaveis por variagbes na intensidade e duracdo da reacdo tecidual.
Biocompatibilidade baseia-se essencialmente em fenbmenos de superficie,
representados por interacdes célula-célula, célula-polimero e polimero-proteina.
Seguinte a implantagdo, uma interface polimero-sangue € imediatamente criada e o
primeiro passo de uma resposta tecidual € uma adsor¢do ndo especifica de sangue e
proteinas na superficie do material estranho. Em seguida, células imunolégicas e
inflamatorias intervém no sentido de proteger o corpo pelo isolamento do material
estranho em uma céapsula fibrosa (FOURNIER et al., 2003; WNEK; BOWLIN, 2008).

Esta € uma reacdo natural do organismo diante da presenca de um corpo
estranho. No entanto, em se tratando de um composto biocompativel, esta reacao
inflamatoria inicial ndo evolui para niveis mais graves, que acarretem perda de funcéo
celular ou morte celular.

Um dos efeitos adversos mais comuns decorrentes do implante de prétese
mamaria de silicone é a contratura capsular, resultado de uma reacao tipica a corpo
estranho. E quando o tecido de cicatrizac&o (ou capsula) que normalmente se forma em
volta do implante pode comprimi-lo. A contratura capsular é mais comum apoés

infeccdes, hematomas e irritacdo mecanica. Sua ocorréncia pode estar relacionada
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também & migracdo do silicone gel (silicone gel bleed), com maior incidéncia em
implantes de membrana lisa (IWUAGWU; FRAME, 1997), assim como por corpos
estranhos como pés lubrificantes das luvas usadas no procedimento cirirgico e ainda o
trauma poés-operatério (CHANDLER; KASPER, 2003). Os sintomas decorrentes da
contratura capsular variam de endurecimento e desconforto leves a dores, distor¢des e
alteracdes na palpabilidade, chegando a ocorrer situacbes de deslocamento do
implante. Nos casos em que a dor somada possivelmente ao enrigecimento Ss&o
intensos, é necesséria uma cirurgia adicional. Essa cirurgia varia desde a remoc¢ao do
tecido da cépsula do implante até a remocgcdo e possivel substituicdo do préprio
implante.

A migracdo do preenchimento do implante também pode ocorrer em decorréncia
de ruptura do implante. Algumas razdes possiveis que implicam na ruptura sédo a idade
do implante, trauma ou ferimento no seio (embora a maioria das rupturas ndo estejam
associadas a qualquer ocorréncia de trauma (HEDEN et al., 2006)), capsulotomia (uma
técnica que usa pressao manual para remover tecido fibroso ao redor do implante) e
mamografia. Porém, a resisténcia a ruptura das membranas dos implantes é
dependente do tipo de implante, espessura da membrana e tempo de implantagéo
(GERSZTEN, 1999). Em estudos com implantes mamarios de silicone da marca
Inamed, os resultados obtidos estabeleceram uma taxa de prevaléncia de ruptura de
8% em 11 anos para este implante, evidéncia que sugere baixa prevaléncia de ruptura
a longo prazo (HEDEN et al., 2006). Porém é dificil comparar resultados especificos de
forma a extrapolar os resultados de maneira a se obter informagfes generalizadas, pois
0s estudos séo realizados em condi¢gBes muito peculiares. Em relagdo a composicao da
membrana, estudos demonstraram a superioridade de implantes mamarios texturizados
sobre os lisos na diminui¢cdo da taxa de contratura capsular (BARNSLEY; SIGURDSON;
BARNSLEY, 2006). Ha ainda estudos que indicam néo existir correlagcéo entre fibrose e
qualquer caracteristica quimica ou toxicolégica dos materiais de silicone ou de
enchimentos de silica que estejam presentes no elastobmero. Por outro lado, ha boa
evidéncia que sugere que esta fibrose é devida a irritacdo mecénica e estimulacdo

celular associada com o micro-movimento da interface implante-tecido, tendo-se em



32

mente que estes dispositivos encontram-se em um tecido que é naturalmente sujeito a
significativo movimento (WILLIAMS, 2008).

Infeccdo é a causa lider de morbidade que ocorre depois da insercdo de
implantes mamarios e é a causa de complicacdo em 2,0 a 2,5% das intervengfes na
maioria dos casos. Dois tercos das infecgcbes desenvolvem-se no periodo pos-
operatério, enquanto que algumas infeccbes podem desenvolver-se apds anos ou
décadas depois da cirurgia. A origem da infeccdo em mulheres com implantes
permanece dificil de determinar, mas pesquisas potenciais incluem um implante
contaminado, a propria cirurgia ou o ambiente cirdrgico, a pele ou dutos mamarios da
paciente. Ainda, conforme sugerem muitos estudos, devido a migracdo do agente de
contaminacao, por meio da corrente sangiinea, tendo em vista que o local do implante
€ propicio a colonizacdo por bactérias que estejam infectando local distinto. (PITTET,;
MONTANDON; PITTET, 2005).

Em 1992, a FDA anunciou que implantes mamarios preenchidos com gel de
silicone estariam disponiveis somente apds de estudos clinicos controlados, apesar de
terem sido utilizados em mamoplastias em milhares de mulheres ao redor do mundo por
mais de 30 anos. Os implantes a base de silicone foram retirados do mercado em 1992
depois de ter sido desencadeada uma série de acdes judiciais coletivas por queixas de
mulheres que afirmavam sofrer de doengas auto-imunes na sequéncia de fugas do gel
de silicone no organismo. A seguranca do implante mamario de gel de silicone foi
guestionada depois que varios autores independentes relataram uma possivel
associacao entre os implantes e subsequente desenvolvimento de doencas nos tecidos
conjuntivos na década de 80.

Estudos subsequentes foram realizados, fornecendo resultados contrarios aos
relatos anteriores, ocasionando grande controvérsia. Tais estudos permitiram inclusive,
evidéncias de que implantes de silicone ndo eram associados com sarcoma humano.
Varios experimentos foram realizados com intuito de avaliar uma potencial relacéo entre
implantes mamarios e cancer de mama. Nenhum deles identificou qualquer aumento na
incidéncia de cancer de mama em mulheres com implantes mamarios quando
comparadas aquelas sem implante. Ndo foi obtida evidéncia significativa de que

qualquer produto de silicone, atuando isoladamente, possa facilitar a indugéo de doenca
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autoimune em animais ou em humanos (BEKERECIOGLU et al., 2008). As evidéncias
epidemioldgicas indicam que mulheres com implantes mamarios que tiveram filhos ndo
apresentaram aumento no risco de desordens esofagicas, doengas reumaticas ou
malformacdes congénitas. Nao ha igualmente evidéncias de uma associacdo causal
entre implantes mamarios e doencgas neurolégicas (GERSZTEN, 1999; McLAUGHLIN et
al., 2007).

A FDA voltou a autorizar os implantes mamarios em silicone depois da proibi¢éo
gue durou 14 anos. A FDA autoriza duas empresas da Califérnia a comercializar estes
implantes por razbes médicas para mulheres de todas as idades e por razdes
estritamente estéticas apenas para mulheres com uma idade minima de 22 anos. A
FDA também imp0e a estas empresas uma tecnovigilancia durante dez anos a 40 mil
mulheres que recebam os implantes.

A aplicacdo clinica de um biomaterial ndo deve causar qualquer reacao adversa
no organismo e ndo deve colocar em perigo a vida do paciente. Materiais a serem
usados como componentes de um dispositivo que se caracterizem como biomateriais
devem ser biocompativeis. Os requisitos funcionais residem em proporcionar a
reproducdo das caracteristicas do tecido, no caso, mamario, que é composto de tecido
glandular e adiposo, com manutencao a longo prazo de forma e volume (WILLIAMS,
2008).

Diante das vantagens dos polimeros, € necessario se garantir auséncia dos
riscos de contaminacao e de reacdes adversas pela utilizacdo de um material que néo
seja biocompativel. Sendo assim, testes sao realizados com o intuito de se garantir a

biocompatibilidade do material.

2.4. Processos de Esterilizagéo

A crescente utilizacdo dos produtos médico-hospitalares, atendendo as
necessidades da evolugcdo na ciéncia médica, induziu a acelerado incremento em

diversidade e quantidade, incorporando aos mesmos exigéncias quanto a
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caracteristicas de funcionamento, de resisténcia e seguranca, e quando pertinente a de
esterilidade e auséncia de endotoxinas bacterianas. Os métodos esterilizantes devem
garantir a esterilidade do produto, sem alterar sua biocompatibilidade.

Esterilizacdo é o conjunto de operacdes que objetiva destruir ou inativar todas as
formas de vida, incluindo esporos bacterianos, com capacidade de desenvolvimento
durante os estagios de armazenamento e de utilizagdo do produto. Consiste em aplicar
condi¢cdes que, com elevado nivel de garantia e reprodutibilidade, permita a obtencéo
de produtos livres de todas as formas microbianas viaveis. Na esterilizacéo, a morte
microbiana é descrita como uma funcdo logaritmica, sendo a esterilizacdo
consequentemente expressa em termos de probabilidade de auséncia de
microrganismos com capacidade de sobrevivéncia (ROGERS, 2005). O termo
esterilidade ou nivel de seguranca remete-se a incapacidade de desenvolvimento das
formas sobreviventes ao processo de esterilizagdo, durante a manutencao e utilizagéo
de um produto. Os métodos de esterilizagdo, particularmente aqueles considerados
terminais, ou seja, envolvendo cinética de morte microbiana, permitem assegurar niveis
de esterilidade compativeis as caracteristicas exigidas nos produtos em questdo. A sua
escolha deve depender da natureza do material e da carga microbiana inicialmente
presente nos itens considerados (NOGAROTO; PENHA, 2006).

Os processos e parametros adotados nos processos esterilizantes devem ser
potencialmente capazes de esterilizar produtos poliméricos ou de outros materiais sem
afetar adversamente seus atributos de qualidade, variam e sao limitados. Nao ha um
método especifico que atenda esses requisitos para todos os tipos de materiais. Os
métodos de esterilizagdo podem ser fisicos e quimicos. Dentre os fisicos ha o calor, sob
a forma Uumida e seca, a radiagdo ionizante e a ndo-ionizante. Dentre os métodos
guimicos ha os agentes empregados sob as formas liquida assim como gasosa e vapor.
Alguns exemplos: quimicos (O0xido etileno, plasma, agentes oxidantes — peroxido de
hidrogénio, acido peracético, hipoclorito e solu¢des de iodo), radiacéo (irradiacdo gama
e feixe de elétron) e esterilizacdo por calor (vapor, calor seco). Os fabricantes sdo no
geral muito criteriosos na selecdo dos materiais que usam no desenvolvimento dos
componentes e dispositivos, que serdo expostos a esterilizagdo, de forma a preservar a

seguranca dos pacientes. Faz-se necessério conhecer como 0s materiais interagem
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com os Varios processos de esterilizagdo. A preocupag¢do com aspectos fisico-quimicos,
biocompatibilidade e estabilidade permitirdo ciclos de vida mais longos para o produto,
com otimizagao na seguranca ao paciente (ROGERS, 2005).

A determinacéo de todo método de esteriliza¢do terminal, envolvendo cinética de
morte microbiana, adota o valor de redugéao decimal, conhecido como valor D (D, ou D).
O valor D € o tempo, energia ou dose que um processo de esterilizacdo requer para
inativar uma populacdo microbiana reduzindo em 1 logaritmo (1 logig) ou em 90% da
populacgédo inicial. Uma equacéo simplificada da equacao de Stumbo (ROGERS, 2005) é
D, = tempo/Log N, — Log Ny, onde N, é a populacdo microbiana ou de esporo inicial e
Np € a populacdo microbiana ou de esporo sobrevivente depois do tempo de exposi¢ao.

Na esterilizagdo, procura-se inativar formas extremamente resistentes de
entidades viaveis reprodutoras, tais como esporos de bactérias e prions, resultados que
intrinsecamente demandam tempo, sendo dificeis de analisar imediatamente. Fatores
de incerteza e niveis distintos de aproximacao séo inerentes a cada um dos métodos de
calculo de Valor D, que por sua vez sdo empregados nos métodos de validacao
aplicados para cada um dos processos de esterilizagdo. E importante ressaltar que, em
qualquer situacédo, o valor D traduz a resisténcia da espécie microbiana, seja aquela do
indicador biolégico ou da biocarga, mediante um determinado processo esterilizante
com parametros definidos. Por exemplo, esporos de Geobacillus stearothermophilus
situam-se entre os mais resistentes a esterilizacdo por vapor. J4 na esterilizacdo por
radiacéo, a validacéo considera a dose emitida relacionada a informacgéo da biocarga.

Os trés fatores que de forma universal exercem maior influéncia no processo de
esterilizagdo séo temperatura, tempo e biocarga (aspectos quantitativo e qualitativo). Ao
se avaliar o parametro temperatura, deve-se considerar que esta pode ser a medida da
camara esterilizante, do meio esterilizante ou do item que esta sendo esterilizado. Em
todos 0s casos, € por sua vez importante que o dimensionamento deve acompanhar
todo o processo vinculado ao tempo, parametro igualmente essencial. Os calculos
matematicos irdo incluir aquelas parcelas do ciclo que ndo estdo na temperatura 6tima,
mas devido a energia que transmitem, ocasionam alguma mortalidade mensuravel a
populagdo microbiana. Como € comum com tudo o que € vivo, 0S microrganismos tém

uma resisténcia inerente a morte. Alguns séo relativamente pouco resistentes, mas
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outros, tais como 0s esporos, apresentam uma resisténcia relativamente elevada; esta
€ a razdo porque o0s esporos sao geralmente selecionados como o desafio
microbioldgico para processos da esterilizagcdo (SHIRTZ, 2007).

2.4.1. Calor

O calor é o mais antigo e conhecido agente empregado em processos
esterilizantes, apresentando-se sob as formas Umida ou seca, que apresentam
processos letais diferentes.

Para consolidar as variaveis essenciais em um sistema que permite avaliagdo da
capacidade de destruicdo térmica de um ciclo de processo de esterilizacao especifico,
trés termos foram desenvolvidos: valor D (tempo em minutos requeridos para inativar 1
log dos microrganismos desafiados), valor z (nimero de graus da variagdo da
temperatura necessaria para mudar o valor D em um fator de 10) e valor F (tempo
equivalente a uma determinada temperatura de todo o calor possivel de promover a
destruicdo de esporos ou formas vegetativas de um microrganismo (PINTO; KANEKO;
OHARA, 2003)).

A esterilizacéo por calor ocorre seguindo uma funcéo probabilistica que depende
do numero de microrganismos desafiados, da resisténcia ao calor desses
microrganismos e da quantidade de calor a que séo expostos. O uso dos valores D, z e
F permite comparar a eficacia de varios ciclos de esterilizacdo, usando modelos
matematicos.

O processo de esterilizagdo térmica empregando vapor saturado sob presséo €
realizado em uma camara chamada autoclave. No caso do calor Umido, na forma de
vapor saturado sob pressao, a destruicdo do microrganismo € obtida pela desnaturacao
irreversivel das enzimas e estruturas protéicas. A temperatura para que a desnaturacao
ocorra varia inversamente com quantidade de agua presente (RUSSELL; HUGO;
AYLIFFE, 1982).
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Os parametros a serem monitorados durante a esterilizacdo por calor iumido sdo
a temperatura, a pressdo e o tempo de exposicdo. Ha a utilizacdo de indicadores
guimicos (mudam de cor consoante a temperatura, como os tubos de Brown e a fita
adesiva Bowie-Dick) e bioldgicos (Bacillus atrophaeus ATCC 9372), sendo que apenas
estes permitem comprovar a eficacia do processo.

Este método apresenta como desvantagem a impossibilidade de esterilizar 6leos,
poés e produtos termossensiveis, mas possui como vantagem o rapido aguecimento e
rapida penetracdo em artigos téxteis ou tecidos de algodao, destruicdo dos esporos
microbianos em curto periodo de exposicdo, facil controle de qualidade e letalidade,
auséncia de residuos toxicos nos materiais, sendo também econdémico além de eficaz.
E empregado para produtos termo-resistentes e compativeis com a umidade.
Considerando polimeros em particular, agueles sujeitos ao ataque pelo vapor d agua,
este método ndo deve ser empregado, como é o caso do PVC, poliacetais, polietilenos
(variedades de baixa densidade) e poliamidas (nylons) (PARK; LAKES, 2007).
Também, muitos implantes ndo-metalicos e materiais embalados ndo podem ser
esterilizados por este método (RATNER et al., 2004).

2.4.1.1. Calor Seco

A inativagcdo microbiana quando empregando calor seco, em condigbes mais
drasticas comparativamente ao calor umido, ocorre por mecanismo oxidativo das
células constituintes (RUSSELL; HUGO; AYLIFFE, 1982). A esterilizacdo se da por
elevacdo da temperatura (180°C a 300°C, sendo que no valor inferior apenas
esterilizam, e no superior, despirogenizam — PINTO; KANEKO; OHARA, 2003), por
irradiacdo de calor cuja distribuicdo no equipamento deve ser o mais uniforme possivel.
O indicador biolégico tipico emprega esporos de Bacillus atrophaeus ATCC 9372,
anteriormente denominado Bacillus subtilis var niger ATCC 9372.
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Os parametros a serem monitorados durante a esterilizagdo por calor seco
incluem a temperatura e o tempo de exposicéo, além de ser fundamental a verificacéo
da inativag&o dos indicadores biologicos.

Além da limitacdo de n&o esterilizar liquidos, o uso de temperaturas muito
elevadas pode interferir na estabilidade de alguns materiais. Muitas vezes, a
temperatura convencional de esterilizagdo varia em uma faixa superior a temperatura
de fusdo de muitos polimeros lineares como polietileno e polimetilmetacrilato e por isso,
a esterilizacdo destes polimeros pelo calor é inapropriado. No caso de poliamida
(nylon), a oxidacdo ocorrera na temperatura tipica de esterilizagdo, embora abaixo da
sua temperatura de fusdo. Polimeros que podem ser esterilizados por calor seco séo
politetrafluoroetileno (Teflon) e silicones (PARK; LAKES, 2007). Este processo pode
também ser aplicado em envases de vidro, despirogenizando vidrarias e outros
materiais. Adequadamente aplicado ndo oxida metais, e ndo danifica materiais de corte.
E o ideal para vidros, metais, algumas gorduras, substancias pulverizadas, instrumentos
de ponta ou de corte, 6leos e pomadas. Aplica-se também a esterilizacdo de
biomateriais que sejam resistentes ao calor.

A esterilizacdo por calor seco pressupfe o0 aguecimento prévio da estufa; a
adicdo dos materiais a serem esterilizados, em embalagens adequadas; a elevagéao da
temperatura até atingir a temperatura determinada e a partir dai comecar a contagem
do tempo de exposicdo. ApO6s o término de tempo de exposicdo, aguarda-se o
resfriamento para a retirada dos materiais (CASE; HEFFERNAM, 2007; DEWHURST;
HOXEY, 2007).

2.4.2. Oxido de Etileno

Usado como agente quimico ionizante, o 0xido de etileno € um gas inflamavel,
explosivo e carcinogénico que, quando misturado sob determinadas propor¢gbes com
gases inertes torna-se néo inflamavel ou explosivo. Em condi¢des pré-determinadas de

temperatura, umidade e tempo, proporcionam um método de esterilizacdo bastante
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eficiente. Seu emprego ocorre, principalmente para produtos que ndo podem ser
submetidos a altas temperaturas, como polimeros termossensiveis. Seu mecanismo de
acdo ocorre pela alquilacdo protéica (DNA e RNA) da parte sulfidrica da proteina do
sitio ativo no nucleo do microrganismo, impedindo o metabolismo celular normal e a
replicacdo microbiana (NOGAROTO; PENHA, 2006). A esterilizacdo por 6xido de
etileno deve ser conduzida numa faixa de temperatura de 21-70°C e umidade relativa
de 30 — 60%, com concentracdo de gas variando entre 400 a 1600 mg/L. A umidade é
um fator importante que influencia os efeitos do Oxido de etileno nas populacdes
microbianas. Ele € ineficaz contra microrganismos desidratados em ambientes secos. A
agua atua como um carreador do oxido de etileno através de barreiras permeaveis. A
atividade da 4gua da célula microbiana e a umidade relativa do ambiente em que se
encontra sdo de importancia critica para o deslocamento da 4gua e penetracdo do
agente esterilizante quimico para atuar nos sitios alvo (HALLS, 1994).

O processo de esterilizacdo é geralmente realizado em camara pressurizada
semelhante a autoclave, mas com caracteristicas adicionais Unicas para esterilizantes
gue empregam este gas. Para esterilizacdo por 6xido de etileno, os produtos contidos
em embalagens permeaveis ao gas séo colocados na camara de esterilizacio. E feita a
elevacdo da temperatura até aproximadamente 54°C, seguida pela evacuacédo da
camara para retirada do ar, e assim reduzir a diluigdo do agente esterilizante. Em
seguida, é realizada a umidificacdo e aquecimento, condi¢cdes necessarias para permitir
uma maior penetracdo do agente esterilizante nas embalagens, além de favorecer a
reacdo de alquilacdo das cadeias protéicas microbianas. Posteriormente, 0 gas é
injetado em concentracao previamente definida. O tempo de exposi¢do ao gas depende
do tipo de embalagem, do volume e densidade da carga e se o esterilizador possui
circulagdo de gas. Apds o tempo previsto, sdo realizadas evacuagbes com reducao de
pressdo (vacuo) para eliminacdo do gas e dos residuos. Em seguida, ocorre aeragao
com sucessivos ciclos de injecdo de ar filtrado e vacuo, para eliminacdo do gas e dos
residuos até niveis seguros para a utilizacdo dos artigos. Os residuos recolhidos nas
aeracdes passam por uma solucdo acida de &cido sulfarico para a formacgédo de
etilenoglicol, que é descartado desta forma. (NOGAROTO; PENHA, 2006)
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E importante demonstrar que todos os parametros criticos do processo estejam
conforme especificado. Realiza-se conforme a etapa do processo o controle da
umidade, da concentracdo do Oxido de etileno, da pureza do gas diluente e do gas
oxido de etileno, dos residuos nos produtos e no ambiente, da temperatura, da pressao
(positiva e negativa), do tempo de exposicdo, da distribuicdo do gas na camara. O uso
de indicadores biol6gicos (Bacillus atrophaeus ATCC 9372) permite avaliar a eficacia do
processo.

Devido a natureza altamente reativa do 6xido de etileno, podem ocorrer reacdes
devido a contaminacdo com &lcalis, aminas, acidos, agua, cloretos metalicos, 6xidos
metalicos ou uma grande variedade de outras substancias organicas e inorganicas. Os
residuos do oOxido de etileno séo etilenocloridrina e etilenoglicol, devendo ser
comprovado que a concentracdo residual dos mesmos e do proprio 6xido de etileno ndo
se apresente acima dos limites permitidos, conforme estipulado na Portaria
Interministerial n® 482, de 16 de abril de 1999. Para se verificar a concentracdo de
residuos no dispositivo é feita uma extragdo com agua purificada no dispositivo e em
seguida, esta dgua é analisada utilizando a Cromatografia Gasosa, onde é possivel
correlacionar a area do pico com a concentracdo, apos a constru¢do da curva padrao
ao utilizar concentragbes conhecidas para sua constru¢do. Os valores encontrados sao
avaliados quanto aos limites de seguranca estabelecidos (Portaria Interministerial n®
482; 1SO 10993-7:2008).

Séo esterilizados por 6xido de etileno produtos que sédo sensiveis ao calor e a
irradiacdo. Materiais poliméricos como polipropileno de baixa densidade,
polimetilmetacrilato, poliuretano e silicones, entre outros, sdo esterilizados por este
método (PINTO, 1991).

2.4.3. Radiagdes lonizantes

As radiacOes ionizantes sao emissbes de alta energia, sob a forma de ondas

eletromagnéticas (raios X, raios gama e luz ultravioleta (UV)) ou particulas (raios alfa,
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raios beta, prétons e néutrons) que, ao se chocarem com 0s materiais expostos,
alteram sua carga elétrica por deslocamento de elétrons, transformando os atomos em
fons com carga positiva ou negativa. Quando estas radia¢gfes atravessam células criam
hidrogénio livre, radicais hidroxila e alguns peréxidos, os quais por sua vez, podem
causar diferentes tipos de lesdes intracelulares (JACOBS, 2007).

As vantagens da esterilizacdo por radiacdo incluem baixa reatividade quimica,
baixos residuos mensuraveis, e o fato de que ha& poucas variaveis a controlar. A
esteriliza¢do por radiagdo é a Unica em que a base de controle é essencialmente a dose
de radiacdo absorvida, que pode ser precisamente medida. Também € controlado o
tempo de exposicdo, € verificado se a dose minima requerida de radiacao foi liberada
(dosimetros quimicos e fisicos) e o uso de indicadores biolégicos (Bacillus pumilus
NCTC 10337) pode ser empregado. A irradiacdo causa minimos aumentos de
temperatura, mas pode afetar certas classes e tipo de vidros e plasticos.

O ®cobalto é o elemento de eleicdo como fonte de radiacdo gama, devido & sua
abundancia na natureza e propriedade de emitir radiacdo de alta energia, além de
auséncia de inducgdo radioativa em outros elementos quimicos.

Para radiacdo gama, a validagdo de um procedimento inclui o estabelecimento
da compatibilidade dos materiais, estabelecimento do carregamento padrdo dos
produtos e definicdo da dose de irradiacdo (incluindo identificagdo dos limites minimo e
maximo de dose), estabelecimento do tempo do ciclo e demonstrativo da liberacdo da
dose esterilizante requerida. Deve ser determinada também a dose esterilizante efetiva,
gue é aquela tolerada sem causar dano. Os materiais expostos a radiacdo gama podem
ser utilizados imediatamente apds o processo de esterilizacdo, tendo em vista a elevada
eficacia do processo e o fato de que ndo apresentam residuos.

Em geral, esterilizacdo por irradiacdo é um método eficiente e oferece como
vantagem ser capaz de esterilizar um produto embalado com pouca ou nenhuma
elevacao térmica. O poder de penetra¢cdo da radiacdo gama € maior do que de elétrons,
mas possui elevados custos de instalacdo e controle (PALSULE; CLARSON;
WIDENHOUSE, 2008). Entretanto, ha estudos que observaram alteracbes nas
propriedades do polimero submetido a irradiacdo (BRUCK; MUELLER, 1988; WOO et

al., 1998). Certos plasticos degradam quando irradiados e mudancas quimicas podem
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ser induzidas no artigo a nivel molecular dependendo da estrutura quimica envolvida,
como cisdo da cadeia e despolimerizacdo (ZHANG et al., 1996) ou formagédo de
ligacdes cruzadas (BENSON, 2002). Uma ampla faixa de materiais sdo compativeis
com a esterilizacdo por radiacdo, incluindo polietiieno, poliésteres, poliestireno,
polisulfonas e policarbonato. O fluoropolimero politetrafluoroetileno (PTFE) nédo é
compativel com este método, apresentando extrema sensibilidade a radiacdo (RATNER
et al, 2004).

Ha estudos indicando que, no caso de dispositivos de silicone, a radiacdo pode
causar a ruptura das ligacbes de hidrogénio da interface do enchimento entre a
superficie dos grupos silanol do enchimento e do siloxano do polimero. Isto causaria
uma queda na densidade aparente das ligacbes cruzadas e pequenas alteracdes no
modulo. Foi verificado que, quando exposto a radiacdo gama, o silicone apresenta a
cisdo de ligacdes cruzadas na cadeia principal. Entretanto, pequenas quantidades das
cadeias rompidas podem levar a pequenas quantidades de polisiloxanos ciclicos e
lineares de baixo peso molecular e estes produtos sdo novamente presos a rede e
podem ser subseqientemente repostos a estrutura por ligacdes cruzadas, sendo
considerado como efeito da radiacdo gama em silicones aumentar as ligagdes cruzadas
nos elastdmeros. Estudos de degradagdo termogravimétrica ndo revelaram qualquer
mudanca significante nas caracteristicas de degradagédo de materiais pds-esterilizacao.
N&o houve evidéncia observavel de formacdo de produtos de degradacdo de baixo
peso molecular decorrente da irradiagdo gama de silicone (PALSULE; CLARSON;
WIDENHOUSE, 2008).

2.5. Validag&o da Esterilizagéo

Validagdo da esterilizacdo € um procedimento documentado demonstrando que
uma especificagdo prescrita foi alcancada, pela obtencdo de dados, registros e
interpretacéo de resultados que demonstram que 0 processo produz consistentemente

um produto livre de microrganismos, com um alto grau de garantia e confianca. A
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validag&o pode ser considerada um programa total. Este programa abrange qualificacao
paralela do produto e embalagem, determinacéo da eficicia da esterilizacdo, efeito do
processo em amostras do produto, uma qualificacdo do equipamento na instalacéo,
qualificacdo do desempenho do processo e certificacdo. Uma vez que um processo é
validado completamente, o processo e 0 equipamento s&o tipicamente revalidados
periodicamente ou anualmente. Um processo validado terminado permite a rotina de
processamento e liberacao do produto (ROGERS, 2005).

Um parametro importante no desenvolvimento e validagcdo de ciclos de
esterilizacdo é o valor D, que pode ser definido como o tempo requerido para reduzir
uma populacao inicial microbiana em 1 logio ou 90%. Conhecendo-se o valor D para a
esterilizagdo de um determinado produto utilizando um determinado processo de
esterilizacdo, com condi¢des especificas, é possivel estimar o tempo requerido para
que se alcance um nivel de garantia da esterilidade (SAL) de 10° (PAULSON, 1995). O
namero de ciclos logaritmicos reduzidos na populagéo do bioindicador define o nivel de
esterilidade ou Sterility Assurance Lever (SAL) do produto. O nivel de seguranca do
processo define a probabilidade de falha prevista para a operacdo, estabelece o
namero final de sobreviventes por unidade de produto e define o tempo de processo a
temperatura de referéncia. O conceito de garantia de esterilidade envolve a idéia de
confianca. A norma ISO 14607:2002 — Implants for surgery — specific requirements for
mammary implants — no item 9, onde trata da esterilizagdo reporta-se a norma ISO
14630:1997 Non-active surgical implants — General requirements — onde o Nivel de
Seguranca de Esterilidade (Sterility Assurance Level — SAL) requerido para oS
implantes mamarios é de 10°. Isto ndo significa porém inferir que se admita a néo
esterilidade em um a cada milh&o de unidades, e sim agregar cuidados adicionais que,
efetivamente, permitam o emprego seguro do produto. Para se obter esta garantia,
deve-se possuir bons conhecimentos dos efeitos dos processos esterilizantes nas
populacdes microbianas (HALLS, 1994).

A validacdo de um processo esterilizante consiste em verificar a eficacia do
processo e emprega em sua Ultima etapa qualificacdo de desempenho, a avaliagdo da
letalidade dos indicadores biologicos. Dentre as opcdes de validacdo, tem-se 0 método

de sobre-morte (overkill), método combinado (indicador bioldgico/bioburden) ou
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bioburden absoluto. O método de bioburden requer controle rigido quantitativo e da
resisténcia do bioburden. O método combinado considera tanto o controle (menos
rigido) do bioburden como o indicador biolégico. O método de sobre-morte vale-se da
elevada resisténcia do indicador bioldgico, caracterizando letalidade da ordem de 10°
acrescida de garantia de seguranca de esterilidade (SAL) de 10®. Este é o principio do
conceito de meio-ciclo, em que uma populacdo 10° de um indicador resistente é
inativado durante o ciclo da validagdo e entdo, o periodo da exposi¢do é dobrado na
operacédo rotineira. O método de sobre-morte é amplamente empregado quando se
esterilizam materiais termoestaveis, porém pode levar a efeitos adversos como

consequéncia de tempos de esterilizacao extensos (AGALLOCO, 2007).

2.5.1. Indicador Bioldgico

Indicador biolégico consiste em uma estrutura que tem como sensor um
microrganismo especifico, resistente a um determinado processo de esterilizagdo. E
usado para qualificacdo de uma operacao fisica de um aparelho de esterilizagdo, no
desenvolvimento e estabelecimento de processo de esterilizagdo validado para um
artigo especifico, e na esterilizacdo de equipamento, material e embalagens para
processamento asséptico. E usado também para monitorar um ciclo de esterilizag&o
estabelecido (NOGAROTO; PENNA, 2006).

Ha pelo menos trés tipos de indicadores bioldgicos. Cada tipo de indicador
incorpora uma espécie conhecida de microrganismos de resisténcia conhecida ao
método esterilizante.

Uma forma de indicador biolégico inclui esporos que séo adicionados a
carreadores (um disco ou tira de filtro de papel, vidro, plastico, ou outros materiais) e
acondicionado para manter a integridade e viabilidade do carreador inoculado.
Carreadores e embalagem primaria ndo devem conter qualquer contaminacao (fisica,

guimica ou microbiana) que afetaria adversamente a performance ou as caracteristicas
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do indicador bioldgico. O carreador e a embalagem primaria ndo devem ser degradados
pelo processo especifico de esterilizagdo.

Outra apresentacdo de indicador bioldégico € uma suspensédo de esporo que €
inoculado sobre ou dentro de unidades representativas de produtos a serem
esterilizados. Isto representa um produto inoculado, entretanto, um produto simulado
inoculado pode ser usado se houver impedimento inocular o produto real. Um produto
simulado difere em um ou mais aspectos formas do produto real, mas responde como o
mesmo sob condi¢des teste ou durante processo de esterilizacdo (ABNT NBR I1SO
11138-1, 2004).

Uma terceira forma de indicador biolégico é um indicador autocontido. Um
indicador biolégico autocontido é semelhante a primeira forma apresentada, porém com
0 suporte contido em embalagem primaria, destinada a incubagdo sem manuseio
depois do processo esterilizante. Contém, inicialmente isolado, o0 meio de crescimento
para recuperacdo dos esporos microbianos expostos ao processo, podendo ser
considerado um sistema que, de forma integrada, fornece informag¢des quanto a
resisténcia ao processo de esterilizagdo. Também pode consistir de uma suspenséo de
esporos em seu préprio meio. Contém no meio de cultura um indicador de pH, o qual
em decorréncia de alteracdes promovidas pelo metabolismo microbiano, indica positivo
ou negativo crescimento pos-incubacdo (DABBAH; PORTER, 2007).

Crescimento ou auséncia de crescimento dos esporos tratados sao determinados
visualmente (pela observacéo de mudanca de cor do indicador incorporado ao meio ou
pela turbidez) (ABNT NBR ISO 11138-1, 2004).

2.6. Endotoxinas Bacterianas

Com o intuito de se garantir a qualidade de um dispositivo a ser implantado, além
de se verificar a esterilidade, na certeza da auséncia de formas viaveis e reprodutoras

de microrganismos, busca-se a garantia quanto a niveis maximos seguros de
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endotoxinas, ja que a existéncia de bactérias Gram-negativas pode levar a sua
presenca no produto (DABBAH; PORTER, 2007).

Endotoxinas séo lipopolissacarideos (LPS) de alto peso molecular, componentes
da parede celular externa de bactérias Gram-negativas que causam febre e outras
acOes biologicas, entre as quais uma répida queda na pressdo sanglinea se
introduzida no sangue ou tecidos do corpo. Por possuir a endotoxina caracteristica
ubigua na natureza, pelo fato de ser estavel e pequena o suficiente para passar através
de filtros esterilizantes convencionais, seu controle, principalmente para produtos
implantaveis, é rigoroso (ANSI/AAMI ST72:2002). O limite € de 0,5 UE/mL (Unidades de
Endotoxina/mL), recomendado pela Food and Drug Administration (FDA, 1987); néo
mais que 20,0 UE/implante (USP 31, 2008).

A despirogenizagdo pode ser obtida de duas formas, seja pela inativacdo ou
remocdo de endotoxinas. A inativacdo pode ser obtida pela detoxificacdo da molécula
de LPS usando tratamentos quimicos que quebrem pontes labeis ou bloqueiem sitios
necessarios a atividade pirogénica (solucdes é&cidas ou basicas fortes). Pode ainda
ocorrer oxidacdo pelo uso de peroxido de hidrogénio. Como alternativa, a molécula
pode ser totalmente destruida sob altas temperaturas (calor seco). A remoc¢do de
endotoxinas também pode ocorrer baseada em caracteristicas fisicas da endotoxina,
como tamanho, peso molecular (ultrafiltragéo, remocéo por troca iGnica ou agregagao
seguida por filtragdo), carga eletrostética (troca idnica) ou afinidade de endotoxina a
diferentes superficies (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003; WILLIAMS, 2007).

A aplicagéo de calor seco tem sido o método de escolha para materiais termo-
resistentes. O método padrdo descrito é de exposicdo a ndo menos que 250°C por ndo
menos que 30 minutos, sendo 0 mecanismo de acdo a incineragdo. A cinética de
inativacdo do LPS segue um processo néo linear, de segunda ordem, em contraste a
inativacdo de esporos bacterianos, que segue cinética de primeira ordem (HALLS,
1994). LPS apresenta cerca do dobro da resisténcia térmica com relacdo a endotoxina
nativa da qual foi derivada.

De forma geral, os métodos de esterilizagdo comumente empregados ndo levam
a despirogenizacdo do produto, com excecdo do calor seco, em que € necessaria

temperatura superior & necesséria para esterilizagdo. Porém, para alguns dispositivos,
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foi observado que a esterilizagéo foi eficaz na inativacdo do LPS, como no caso na
esterilizagcdo de limas em autoclave ou forno de Pasteur (SILVA et al., 2007) e na
esterilizacdo de tubos de vidro por 6xido de etileno (PEDERSEN; HANSEN, 1989).

2.6.1. Métodos de determinacédo de endotoxinas

Os métodos de determinacdo de endotoxinas visam detectar ou quantificar
endotoxinas bacterianas que podem estar presentes em ou sobre amostras de produtos
aos quais o teste € aplicado.

A técnica Ponto Final de Gelificacdo (Gel-Clot) baseia-se na reacdo da
endotoxina com o LAL (Lisado de Amebdcito Limulus), que é um reagente extraido de
amebadcitos circulantes de caranguejos em forma de ferradura de cavalo, Limulus
polyphemus ou Tachypleus tridentatus (TAL), formando um coagulo gelatinoso. A
reacdo € dependente da ativagdo de enzima de alto peso molecular pela endotoxina,
que por sua vez gelifica proteinas coagulaveis de baixo peso molecular. Esta reagéo &
critica na definicdo de um ponto final no teste LAL. O ensaio constitui-se em teste limite,
levando em consideracédo a sensibilidade do LAL empregado (variando entre 0,25 e
0,015 UE/mL). Por ser ensaio limite, apresenta a desvantagem de impedir a
quantificacdo da endotoxina a niveis abaixo daqueles em que se forma o gel
consistente. Nas técnicas de gel-clot, a reagcédo de ponto final € determinada a partir de
diluicbes do material sob teste em comparacgéo direta com diluicdes paralelas de uma
endotoxina de referéncia, e as quantidades de endotoxina sdo expressas em Unidades
de Endotoxina (EU). Volumes iguais de reagente LAL e da solucao teste (0,1mL de
cada) sao transferidos aos tubos teste, de vidro despirogenizado. A mistura é
homogeneizada e incubada em banho de agua a 37°C por 1 hora. Na remocéo
cuidadosa e individual dos tubos e sua inversdo a 180° havendo presenca de gel, que
se mantém solido, o teste é positivo para endotoxina (ANSI/AAMI ST72:2002; PINTO;
KANEKO; OHARA, 2003).
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As técnicas cromogénica e turbidimétrica permitem a quantificacdo de
endotoxinas, por método cinético ou de ponto final.

O ensaio turbidimétrico é baseado no fato de que qualqguer aumento na
concentracdo de endotoxinas causa um proporcional aumento na turbidez devido a
precipitacdo de proteina coagulavel (coagulogénio) no lisado. Procede-se a leitura da
densidade o6ptica de varias diluicbes da substancia a ser testada e compara-se com
uma curva padrdo, conforme o caso (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

A técnica cromogénica baseia-se no desenvolvimento de cor apés clivagem de
complexo peptidico-cromdgeno sintético. Neste método, hé atividade de uma enzima de
coagulacdo ativada, com acdo amidase especifica para residuos glicina-arginina
carboxiterminais, induzida pela endotoxina na dependéncia da liberagdo do cromoforo
(p-nitroanilina), medida pela leitura em absorbancia a 405 nm. Uma amostra é
misturada ao LAL e substrato reagente, colocada em uma placa incubadora de leitura e
monitorada automaticamente até o desenvolvimento de uma coloracdo amarela
(WILLIAMS, 2007).

O método de ponto final para as técnicas cromogénica e turbidimétrica é
baseado na relag&o linear entre a concentracdo de endotoxina e a formagcao de cor
(cromogénica) ou turbidez medida baseada na densidade Optica em um determinado
comprimento de onda. Essa relacdo é avaliada por meio da constru¢cdo de uma curva
padrao com o emprego de uma pequena faixa de diluicdes (ANSI/AAMI ST72:2002).

O teste quantitativo cinético € baseado no tempo de reacdo requerido pela
amostra para alcancar uma absorbancia especifica. O tempo necessario para a reacéo
(tempo de reacdo) é inversamente proporcional a quantidade de endotoxina presente,
ou seja, um pequeno tempo de reacao indica uma alta concentragdao de endotoxina na
amostra. O tempo gasto para a reagéo é relacionado a quantidade de endotoxina, que &
usado para a construgéo da curva padrao e posteriormente comparagdo com a amostra
analisada (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).
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3. Objetivos

Este estudo possui como objetivos:

- avaliar a influéncia de etapas produtivas do implante maméario (membranas, insumos,
mistura dos insumos, implantes antes e apds vulcanizacdo) sobre a sua qualidade

microbiana;
- observar a capacidade de reducao da biocarga durante a etapa de vulcanizagéo;
- avaliar as quantidades de endotoxina nos implantes antes e ap0s 0 processo de

esterilizacdo (calor seco e Oxido de etileno), verificando-se se 0S processos
considerados alteram significativamente a quantidade de endotoxina.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Materiais

Para avaliar a qualidade microbiana nas distintas etapas envolvendo a obtencéo
de implantes mamarios, idealizou-se iniciar com a amostragem dos insumos
empregados na obtencédo do gel de silicone (componentes A (Poliol) e B (Isocianato)),
assim como ambos apds mistura. Foram também amostrados os involucros (ou
membranas) dos implantes, como demonstrado na Figura 5, apos tratamento térmico
destes componentes (pré-vulcanizacdo) e inclusive depois de tempos de
armazenamento, para avaliar o nivel de contaminacdo das membranas. A Figura 6

ilustra 0 acondicionamento dos involucros dos implantes (em sacos plasticos).

Figura 5 — Involucro de implante mamario de silicone com superficie texturizada
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MEMBRANAS DI SILICONE
GOM 6 MESES EM ESTOQUE

Figura 6 — Invllucros de implantes maméarios de silicone com superficie texturizada
acondicionadas em saco plastico, com 6 meses de estoque.

Os implantes (membranas apos enchimento com gel de silicone), anteriormente
e apds submetidos ao processo de vulcanizagdo (Figura 7) foram também amostrados
e avaliados.

O esquema apresentado na Tabela 1 define quantidades de material empregado

ou réplicas da amostra, conforme o caso.

Figura 7 — Implante de gel de silicone com superficie texturizada ap6és o processo de
vulcanizagao
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Tabela 1: Apresentacdo de amostras avaliadas, considerando quantidades de material
empregado e réplicas (membranas, componentes poliméricos — pré e po6s mistura — do gel,
implantes — pré e pos vulcanizagdo), material de acondicionamento e indicacdo de tempos de
armazenamento das membranas.

Acondicionamento /

Material Tempo de Armazenamento” Amostragem Réplicas
Sacos plasticos / menos de 1 n*wés* Unidade 3
Sacos plasticos / 6 meses Unidade 3
Membranas Sacos plasticos / 10 meses Unidade 3
Lote 1 Potes de 80mL 50g 3
Parte A (Polial) Lote 2 Potes de 80mL 50g 3
Lote 3 Potes de 80mL 50g 3
Componentes do Lote 1 Potes de 80mL 50g 3
Gel de Silicone
Parte B (Isocianato) Lote 2 Potes de 80mL 50g 3
Lote 3 Potes de 80mL 50g 3
Lote 1 Potes de 80mL 50g 3
Componentes do Gel de Silicone Lote 2 Potes de 80mL 50g 3
(ApOs mistura) Lote 3 Potes de 80mL 50g 3
Membranas texturizadas de 700mL cheias Lote 1 Sacos pl?St!COS Un!dade 3
I~ Lote 2 Sacos plasticos Unidade 3
com gel de silicone - antes da o .
- ~ , Lote 3 Sacos plasticos Unidade 3
vulcanizagéo (Implantes ndo vulcanizados)
Membranas texturizadas de 700mL cheias Lote 1 Sacos plasticos Unidade 3
com gel de silicone - apds vulcanizacdo Lote 2 Sacos plasticos Unidade 3
(Implantes vulcanizados) Lote 3 Sacos plasticos Unidade 3
Total de Amostras 54

Para realizar a avaliacdo do decaimento da carga microbiana durante o processo
de vulcanizagao, foram realizados 3 ciclos de vulcanizagdo, onde foram analisadas 20
unidades (implantes de silicone) correspondentes a cada ciclo. Em cada unidade havia
tiras de esporos — “Graded Biological Indicators”, com cargas de 10* 10°, 10°, 10’ e 10°
esporos microbianos. As tiras foram introduzidas no interior do implante, posi¢éo central
no gel. Apés vulcanizacdo, as mesmas foram retiradas do implante e acondicionadas,
uma a uma, em saco plastico, seguindo para a andlise, conforme ilustrado na Figura 8.
Sendo assim, a cada ciclo de vulcanizacdo utilizavam-se 100 tiras de esporos,
totalizando 300 tiras ao final dos 3 ciclos.
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Figura 8 — Tira de esporo acondicionada em saco plastico

Para realizar a quantificagdo de endotoxina, foram analisadas 12 amostras por
semana, sendo 6 de implantes ndo submetidos ao processo de esterilizagdo, 3
implantes ap6s o0 processo de esterilizacdo por calor seco e 3 implantes apos o
processo de esterilizacdo por 6xido de etileno. A andlise foi repetida durante 5
semanas. Foi utilizado para a analise de quantificacdo de endotoxina o kit de teste
Kinetic-QCL®. Fazem parte do kit: 0 Reagente Kinetic-QCL® (mistura co-liofilizada de
lisado, preparado a partir de amebdcitos circulantes do caranguejo ferradura, Limulus
polyphemus, e substrato cromogénico) e o padrédo de Endotoxina E. coli 055:B5.

As amostras foram cedidas por produtor nacional que se caracteriza pelo
atendimento as normas de qualidade nacionais e internacionais. Regularmente
auditada, a empresa esta em conformidade com as certificacbes a ela atribuidas.
Possui registro de todos os produtos no Ministério da Saude brasileiro e as matérias-
primas de origem norte-americana devidamente registradas na FDA. Tem o Certificado
de Boas Préticas de Fabricacdo, emitido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e também segue ao sistema de qualidade GMP (Good Manufacturing
Practices of Medical Products), sendo aprovado pela FDA. Possui também o Certificado
de qualidade 1SO 9001 e a Marca CE, selo que da aos produtos a garantia de
qualidade, em termos especificos da industria para fins médicos ou de saude em geral,
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para toda a &rea da Comunidade Européia. Tais condi¢des tornam a amostragem

adequada ao estudo.

4.2. Métodos

O processo produtivo de implantes mamarios de silicone da empresa da qual os
implantes foram alvos do estudo (implantes de membrana texturizada preenchidos por
gel) ocorre paralelamente em duas vertentes: a formacdo da membrana externa e a
formacé&o do gel. De forma sucinta, ocorre da seguinte forma:

Para a formacdo da membrana externa, o componente da membrana é colocado
em férma de acordo com o tamanho do implante, onde sdo adicionadas multiplas
camadas de silicone fluido formando uma pelicula, a membrana. A membrana
apresenta um orificio que seré utilizado para posterior preenchimento do implante. A
membrana passa por um processo de pré-vulcaniza¢do (aquecimento) e em seguida, é
estocada aguardando o preenchimento com gel.

Para obtencdo do gel, um dos componentes do Gel de Silicone (Parte A) é
misturado ao segundo componente do Gel de Silicone (Parte B) sob agitacdo. Em
seguida, a mistura A + B é introduzida internamente a membrana ja produzida, no
processo de enchimento. O implante preenchido segue para 0 processo de
acabamento, para retirada de qualquer imperfeicdo ou descarte total, no evento de
significativa caracteristica ndo-conforme. O implante preenchido e apds acabamento
segue para o0 processo de vulcanizacdo (aguecimento a 165°C por 9 horas e 15
minutos). O implante ja vulcanizado segue para limpeza e acabamento e em seguida,
para embalagem. Os implantes embalados seguem para a esterilizagdo (calor seco,
121°C, 36-40h).

Para realizacdo do presente estudo foram aplicados métodos microbiol6gicos,
compreendendo a determinacdo quantitativa da biocarga nos insumos, na mistura dos

componentes do polimero, nas membranas e nos implantes, antes e apds vulcanizacao
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e avaliacdo do decaimento da carga microbiana. Também aplicou-se avaliacdo
biolégica destinada a quantificacdo de endotoxinas bacterianas pelo método
cromogénico cinético.

Para todas as andlises, garantiu-se que o meio de cultura e os materiais
utilizados estavam estéreis ou apirogénicos, conforme o caso, e também que o meio de
cultura empregado possuia capacidade promotora de crescimento microbiano, para

assim, se evitar falsos resultados.

Comprovacao da esterilidade dos meios de cultura

Para confirmacao da esterilidade dos meios de cultura, apds sua preparagao, de
cada um dos lotes dos meios empregados, foram incubadas trés placas por periodo de:
para meios TSA (Tryptic Soy Agar) e RCA (Reinforced Clostridial Agar) 2-3 dias a 30-
35°C, sendo as placas contendo RCA foram incubadas em condi¢cées de anaerobiose;
para SDA (Sabouraud Dextrose Agar) 5-7 dias a 20-25°C; para TSB (Tryptic Soy Broth)
7 dias a 30-35°C (USP 31, 2008).

Verificagdo da capacidade promotora de crescimento dos meios de cultura

Para verificagdo da capacidade promotora de crescimento dos meios de cultura,
de cada lote de meio de cultura estéril foram inoculados, em duplicata, com
aproximadamente 100 UFC/tubo, empregando os microrganismos a seguir descritos:

- Para o meio TSA, foram empregados os microrganismos Staphylococcus aureus 6538
e Pseudomonas aeruginosa 9027 e apdés inoculacdo os tubos foram incubados por 2-3
dias a 30-35°C. Também inoculou-se os tubos com Bacillus subtilis 6633, estes
incubados por 2 dias a 37°C;

- Para o0 meio RCA foram empregados os microrganismos Bacteroides vulgatus ATCC
8482 e Clostridium esporogenes ATCC 11437 e ap0s inoculagdo os tubos foram
incubados por 2-3 dias a 37°C, em condi¢Ges de anaerobiose;
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- Para 0 meio SDA foram empregados os microrganismos Candida albicans 10231 e
Aspergillus niger 16404 e apos inoculacdo os tubos foram incubados por 5-7 dias a 20-
25°C;

- Para o meio TSB foram empregados os microrganismos Micrococcus luteus 9341 e
apos inoculacdo os tubos foram incubados por 2-3 dias a 37°C e Candida albicans
10231 e Aspergillus niger 16404, que apos inoculagéo os tubos foram incubados por 7
dias a 30-35°C (USP 31, 2008).

4.2.1. Validacao da determinag&o quantitativa da biocarga

A validacdo dos procedimentos de extragcdo e contagem microbiana envolveu a
contaminagao intencional das membranas, dos insumos, da mistura dos componentes
do polimero e dos implantes, antes e apés vulcanizacdo empregando suspensdes
microbianas padronizadas, visando assim determinar os percentuais de recuperacgéo

das células inoculadas.

4.2.1.1. Membranas

A validacao foi efetuada em duplicata de implantes para cada uma das cepas
microbianas empregadas: Staphylococcus aureus, ATCC 6538; Pseudomonas
aeruginosa, ATCC 9027; Bacillus subtitlis, ATCC 6633 e Candida albicans, ATCC
10231. Foram empregadas culturas de S. aureus, P. aeruginosa e B. subtilis incubadas
durante 24 horas a 35,0 + 2,0°C e de C. albicans incubada durante 48 horas a 24,0 +
2,0°C, obtidas a partir de seus repiques de manutencdo. Por¢des do crescimento obtido
foram posteriormente transferidas para tubo contendo meio liquido de caseina soja,
estes incubados nas mesmas condi¢coes descritas anteriormente, de forma a permitir
obter-se suspensdo homogénea de células. As suspensfes assim obtidas foram
submetidas ao método de contagem por placa empregando diluicbes que variam de
10 a 10®, de forma a permitir sua padronizacédo. Empregou-se para os in6culos dos
materiais poliméricos em estudo suspensdes contendo 100 UFC/mL, aplicadas em
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volume de 1 mL. Procedeu-se a inoculacdo em cada unidade, de 1 mL de suspensdo
microbiana determinada. Quantidades de aproximadamente 500 mL de solugéo
fisiologica estéril com 0,1% de Tween 80 foram introduzidas no interior das membranas
e agitadas por cerca de 30 minutos. Por¢cbes de 100 mL foram filtradas através de
membranas com poro de 0,45 um, em 3 réplicas. As membranas foram posicionadas
sobre placas contendo agar caseina soja e incubadas durante 2-3 dias a 30-35°C para
bactérias e sobre placas contendo SDA e incubadas a 20-25°C por 5-7 dias para
leveduras. Paralelamente a inoculagdo do volume interno do implante mamario foi
realizada a contaminacdo da superficie externa de silicone texturizado, com a
suspensao microbiana empregada anteriormente, utilizando-se 2 unidades para cada
microrganismo. Decorrido o tempo de secagem de 96 horas e apds esvaziamento das
unidades, sendo o liquido interno reservado para determinagcdo da contagem
microbiana, procedeu-se ao processo extrativo com volume total de 500 mL, em
solucéo fisiologica estéril contendo 0,1% de Tween 80, sob agitagdo mecanica durante
30 minutos. A seguir foi realizada filtracdo através de membrana com tamanho de poro
de 0,45 um, de volumes de 100 mL. As membranas foram, em seguida, assepticamente
posicionadas sobre placas contendo agar caseina soja e incubadas durante 2-3 dias a
30-35°C por para bactérias e sobre placas contendo SDA e incubadas a 20-25°C por 5-
7 dias para leveduras (USP 31, 2008).

4.2.1.2. Insumos, Mistura dos componentes do polimero e Implantes, antes e apos

vulcanizacéao

O estudo consistiu na quantificagdo da biocarga empregando 10g dos insumos,
da mistura dos componentes do polimero e das unidades dos implantes (antes e ap6s
vulcanizagéo), com trés lotes diferentes de cada item. Empregou-se 0s seguintes
microrganismos: Staphylococus aureus, ATCC 6538, Bacillus subtilis, ATCC 6633,
Pseudomonas aeruginosa, ATCC 9027, Candida albicans, ATCC 10231. Foram
empregadas culturas de S. aureus, P. aeruginosa e B. subtilis incubadas durante 24h a
35 + 2,0°C e de C. albicans incubada durante 48h a 24 + 2,0°C, obtidas a partir de seus
repiques de manutencao, que foram posteriormente transferidas para tubos contendo
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meio liquido de caseina soja e estes incubados nas mesmas condi¢Bes descritas
anteriormente, de forma a permitir suspensao homogénea de células.

As suspensdes assim obtidas foram submetidas ao método de contagem por
placa empregando diluicdes que variaram de 10® a 10°, de forma a permitir sua
padronizagdo. Empregou-se para 0s in6culos dos materiais sob estudo suspensoées
contendo 100 UFC/mL, aplicadas em volumes de 1 mL.

Foram transferidas 10g da amostra para um frasco contendo 100 mL de solucao
salina 0,9%, com 0,1 mL de Tween 80 previamente adicionado. ApoOs agitacdo para
homogeneizacgéo, aliquotas de 1 mL foram transferidas para 12 placas (3 placas para
cada microrganismo, na diluicdo 10™). A partir do frasco com solucéo salina foram feitas
mais duas diluices (107? e 10®), que também tiveram 1 mL plaqueado para 12 placas,
cada diluicao (USP 31, 2008).

4.2.2. Determinagdo quantitativa da biocarga

A determinag&o da biocarga ocorreu nos insumos, na mistura dos componentes

do polimero, nas membranas e nos implantes, antes e apds vulcanizagao.
4.2.2.1. Membranas

Para determinacdo da biocarga na parte interna da membrana, quantidades de
aproximadamente 500 mL de solucéo fisiolégica estéril com 0,1% de Tween 80 foram
introduzidas no interior das membranas e agitadas por cerca de 30 minutos. Por¢des de
100 mL foram filtradas através de membranas com poro de 0,45 um, em 3 réplicas.
Transferiu-se as membranas para placas contendo 15-20 mL dos meios TSA (Agar
triptico de soja), SDA (Sabouraud Dextrose Agar) e RCA (Reinforced Clostridial Agar).
As placas foram incubadas a 30-35°C por 2-3 dias para bactérias (aerébias e
anaerobias) e a 20-25°C por 5-7 dias para bolores e leveduras. As placas contendo
RCA foram incubadas em condi¢cdes de anaerobiose. Apds decorrido o tempo de
incubacao, foram efetuadas as leituras do nimero de colénias em cada placa (USP 31,
2008).
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Para determinag&o da biocarga da parte externa da membrana, procedeu-se ao
processo extrativo com volume total de 500 mL, em solucgéo fisiologica estéril contendo
0,1% de Tween 80, sob agitagcdo mecanica durante 30 minutos. A seguir foi realizada
filtracdo através de membrana com tamanho de poro de 0,45 um, de volumes de 100
mL. As membranas foram, em seguida, assepticamente posicionadas sobre placas
contendo 4gar caseina soja e incubadas durante 30-35°C por 2-3 dias para bactérias e
a 20-25°C por 5-7 dias para bolores e leveduras (USP 31, 2008).

4.2.2.2. Insumos, Mistura dos componentes do polimero e Implantes antes e apd4s

vulcanizagéao

Dos componentes do gel de silicone (Parte A e Parte B), da mistura (Parte A +
B), dos implantes, antes e ap0s vulcanizacdo, tomadas de 10 g foram empregadas para
realizagdo da contagem microbiana. Foram transferidas 10 g da amostra para um frasco
contendo 100 mL de solugdo salina 0,9%, com 0,1 mL de Tween 80 previamente
adicionado. Apés agitacdo para homogeneizacgéo, aliquotas de 1 mL foram transferidas
para 9 placas. Em 3 placas, foram adicionados 15-20 mL de meio de cultura TSA
resfriado a temperatura aproximada de 45 °C, em 3 placas foram adicionados 15-20 mL
de meio de cultura RCA e nas 3 placas restantes foram adicionados 15-20 mL de meio
de cultura SDA resfriado. As placas com TSA e com RCA foram incubadas a 30-35°C
por 48 horas (para enumeracao de bactérias) e as placas com SDA a 20-25°Cde5a 7
dias (para enumeracao de bolores e leveduras). Em placas com RCA, foram incubadas
em condicdo de anaerobiose. Apds o decorrido tempo, foram efetuadas as leituras
(USP 31, 2008).

4.2.3. Decaimento da carga microbiana

Para avaliagdo do decaimento da carga microbiana, os suportes (tiras de papel)
do indicador bioldgico ja submetidos aos ciclos de vulcanizagdo foram retirados do
implante e transferidos assepticamente para tubos com TSB (Tryptic Soy Broth) e
incubadas a 30-35°C por 7 dias. Diariamente, os tubos foram avaliados quanto a
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presenca de crescimento microbiano. As tiras antes da submissdo ao desafio (10*a 10°
esporos microbianos) foram avaliadas quanto ao numero de esporos pelo método de
semeadura em profundidade. Cada tira de esporo foi adicionada em tubo com 9mL de
TSB com pérolas de vidro, sendo o conjunto agitado em vértex até a decomposicao das
tiras. Os tubos foram submetidos a choque térmico em banho-maria a 60°C durante 10
minutos e em seguida, resfriamento em banho de gelo. Foram realizadas sucessivas
diluicdes de 10™ a 10°® para cada tira correspondente, para posterior plaqueamento. As
diluicdes de 10 a 10 foram feitas em triplicata (USP 31, 2008).

4.2.4. Quantificacdo de endotoxina bacteriana pelo método cromogénico cinético

Para a quantificacdo de endotoxina, pelo método cromogénico cinético, por¢cdes
de 25 g dos implantes mamarios foram retiradas e a elas foram adicionadas
quantidades de 20 mL de &gua ultra pura, seguindo-se de agitacdo vigorosa por 30
minutos. De cada solucdo obtida, transferiu-se, em duplicata, 1 yL a concavidades
(pocos) da placa tipo Elisa. Para a construcao da curva padrdo, foram feitas diluicbes
obtendo-se padrdes de endotoxina de E.coli nas concentragbes de 50,000, 5,000,
0,500, 0,050 e 0,005 UE/mL. Transferiu-se 1 yL de cada uma das concentra¢cbes de
solucao padréo aos poc¢os, em duplicada para cada concentragdo, assim como para o
branco (1 yL da agua ultra pura utilizada para a extracdo da amostra). Em seguida, o
LAL (Lisado de Amebdcito Limulus) foi imediatamente reconstituido com agua ultra pura
e transferido em volumes de 1 yL a cada um dos pogos inoculados com as amostras,
conforme acima descrito. A microplaca foi entdo introduzida no leitor de microplaca com
software WIinKQCL®, procedendo-se ao ensaio e anélise dos dados obtidos (USP 31,
2008).

O método foi previamente validado. Procedeu-se para tanto a anélise da amostra
em questao, previamente adicionada de endotoxina (10 yL da solugcédo de concentracao
5 EU/mL) para verificar se a amostra interferiria no resultado, comprometendo a
recuperacéao desejada.

As andlises foram realizadas antes e apés ciclos de esterilizacdo, cujas

condicdes aplicadas foram as seguintes:
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» Esterilizacdo por Calor Seco: Os implantes ja acondicionados foram adicionados na
estufa de esterilizagdo marca Grieve, modelo TBH 500. O ciclo de esterilizagdo foi
realizado a 121 + 1°C durante 36 horas.

> Esterilizacdo por Oxido de Etileno: Os implantes ja acondicionados foram
esterilizados segundo 0s seguintes parametros:

- temperatura: 48 + 4°C

- concentracao de oxido de etileno: 750 mg/L

- umidade relativa: minimo 55%

- tempo de esterilizagdo: 300 minutos
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5. Resultados

Buscou-se avaliar a eficiéncia do processo de vulcanizagdo como método de
reduzir a biocarga de forma a contribuir para condi¢des esterilizantes de menor tempo,
conferindo ao processo maior agilidade e seguranga, assim como otimizando
caracteristicas de estabilidade do produto. Considerou-se importante quantificar o nivel
de carga microbiana ao longo do processo produtivo para avaliar como as diferentes
etapas do processo de fabricagdo contribuem para eventual incremento ou reducgéo da
biocarga presente no produto. Posteriormente, verificar se temperatura e tempo
empregados no processo de vulcanizacdo foram eficazes em reduzir a carga
microbiana, em quantos ciclos logaritmicos, utilizando como recurso microrganismos
resistentes ao processo, padronizados e inoculados em sua forma esporulada e em
cargas exponencialmente crescentes, a suportes celulésicos (Graded Biological
Indicators).

5.1. Determinacao Quantitativa da Biocarga

5.1.1. Percentuais de Recuperacao

As Tabelas 2 a 8 apresentam o0s resultados dos percentuais médios de
recuperacdo para cada item da etapa considerada, calculados empregando os

percentuais de recuperacao para cada microrganismo.
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Tabela 2: Resultados da recuperacdo de contaminagdo promovida no interior do involucro de
silicone texturizado

P. aeruginosa S. aureus B. subtilis C. albicans
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Unid.l1 Unid.2 Unid.3 Unid4 Unid5 Unid.6 Unid.7 Unid.8
In6culo 104 110 120 140 102 92 90 120
Contagem 104 110 120 140 102 92 90 120
%Recuperacao 100 100 100 100
%Recuperacdo Média 100

Tabela 3: Resultados da recuperagédo de contaminacdo promovida sobre invélucro de silicone
texturizado

P. aeruginosa S. aureus B. subtilis C. albicans
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Unid.1 Unid.2 Unid.3 Unid4 Unid5 Unid.6 Unid.7 Unid.8
In6culo 104 110 120 140 102 92 90 120
Contagem 77 84 91 103 68 78 69 88
%Recuperacao 75,2 74,6 75,3 74,8
%Recuperacdo Média 75

Tabela 4: Resultados da recupera¢éo de contaminag&o promovida sobre o Insumo A (Poliol)

P. aeruginosa S. aureus B. subtilis C. albicans
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Amostra 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Média de 3 In6culos 141 141 141 104 104 104 124 124 124 86 86 86

Média da Contagem

o 254 185 187 105 101 98 164 104 83 88 90 83
nas 3 Diluicbes

%Recuperagéo 147,6 97,4 94,3 101,2

%Recuperacdo Média 110,1

Tabela 5: Resultados da recuperagdo de contaminagdo promovida sobre o Insumo B
(Isocianato)

P. aeruginosa S. aureus B. subtilis C. albicans
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Amostra 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Média de 3 In6culos 141 141 141 104 104 104 124 124 124 86 86 86

Média da Contagem

o 161 231 242 101 107 99 70 99 92 71 91 88
nas 3 Diluicbes

%Recuperacao 149,4 98,5 69,7 96,9

%Recuperacdo Média 103,6
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Tabela 6: Resultados

da recuperacdo de contaminacdo promovida sobre a Mistura dos

componentes do polimero
P. aeruginosa S. aureus B. subtilis C. albicans
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Amostra 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Média de 3 In6culos 141 141 141 104 104 104 124 124 124 86 86 86
Media da Contagem 55 515 197 105 100 99 81 77 53 124 130 94

nas 3 Diluicbes
157,9 97,3 56,7 134,9

%Recuperacao

%Recuperacdo Média

111,7

Tabela 7: Resultados

da recuperacdo de contaminacdo promovida sobre o Implante antes da

vulcanizacdo
P. aeruginosa S. aureus B. subtilis C. albicans
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Amostra 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Média de 3 In6culos 141 141 141 104 104 104 124 124 124 86 86 86
Media da Contagem ;55 476 4177 95 98 97 102 104 103 102 92 76

nas 3 Dilui¢cbes
116,1 92,9 83,2 104,7

%Recuperacao

%Recuperacdo Média

99,2

Tabela 8: Resultados da recupera¢do de contaminacdo promovida sobre o Implante apds

vulcanizacao
P. aeruginosa S. aureus B. subtilis C. albicans
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Amostra 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Média de 3 In6culos 141 141 141 104 104 104 124 124 124 86 86 86
Media da Contagem ;.5 ;53 159 113 99 104 74 50 48 93 89 98

nas 3 Diluicbes
88,5 101,3 57,5 108,5

%Recuperacao

%Recuperacdo Média

88,9

Os percentuais de recuperacdo para todas as etapas foi superior a 70%,

indicando que o procedimento em questdo é adequado para as analises pretendidas
(USP 31, 2008). Os menores percentuais de recuperagédo encontrados foram para o0s

invélucros, com um valor de recuperacdo média de 75%.
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5.1.2. Biocarga nas etapas consideradas

Os resultados referentes a contagem microbiana nas etapas consideradas estéo
descritos nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 9: Contagem microbiana (UFC) obtida a partir de membranas de implantes de silicone
em diferentes lotes de producéo e tempos de armazenamento (partes interna e externa) e de

componentes poliméricos (pré mistura).

Material Amostras Bac,té.rias Bact(?rigs Bolores e
Aerdbicas Anaerbbicas Leveduras
Interna Externa Interna Externa Interna Externa
Membrana Menos de Amostra 1 ND ND ND ND 07 ND
(Partes 1 més Amostra 2 07 ND ND ND ND ND
Interna Amostra 3 14 09 20 ND ND ND
e Externa) 6 meses Amostra 1 ND ND 07 ND ND ND
Amostra 2 ND 05 27 ND ND ND
Amostra 3 07 ND 40 ND 07 ND
10 meses Amostra 1 ND ND 54 ND ND 05
Amostra 2 ND ND 74 ND ND ND
Amostra 3 ND ND 34 ND ND ND
Gel de Parte A Lotel Amostral ND ND ND
Silicone (Poliol) Amostra 2 ND ND ND
Amostra 3 ND ND ND
Lote2 Amostral ND ND ND
Amostra 2 ND ND ND
Amostra 3 ND ND ND
Lote 3 Amostral ND ND ND
Amostra 2 ND ND ND
Amostra 3 ND ND ND
Parte B Lotel Amostral ND ND ND
(Isocianato) Amostra 2 ND ND ND
Amostra 3 ND ND ND
Lote2 Amostral ND ND ND
Amostra 2 ND ND ND
Amostra 3 ND ND ND
Lote 3 Amostral ND ND ND
Amostra 2 ND ND ND
Amostra 3 ND ND ND

ND — Nao Detectado (< 10 UFC/qg)

ND — N&o Detectado (< 1 UFC/unidade) — para resultados referentes as membranas
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Tabela 10: Contagem microbiana (UFC) obtida a partir de componentes poliméricos (pos
mistura) e de implantes (pré e pos vulcanizagao).

Material Amostras Bac,térias Bact(?rigs Bolores e
Aerdbicas Anaerbbicas Leveduras

Mistura Lotel Amostral ND ND ND
(Partes A + B) Amostra 2 ND ND ND
Amostra 3 ND ND ND

Lote 2 Amostral ND ND ND

Amostra 2 ND ND ND

Amostra 3 ND ND ND

Lote 3 Amostral ND ND ND

Amostra 2 ND ND ND

Amostra 3 ND ND ND

Membranas Lotel Amostral ND ND ND
texturizadas de 700mL Amostra 2 ND ND ND
cheias com gel de Amostra 3 ND ND ND
silicone - antes da Lote 2 Amostral ND ND ND
vulcanizacao (Implantes Amostra 2 ND ND ND
nao vulcanizados) Amostra 3 ND ND ND
Lote 3 Amostral ND ND ND

Amostra 2 ND ND ND

Amostra 3 ND ND ND

Membranas Lotel Amostral ND ND ND
texturizadas de 700mL Amostra 2 ND ND ND
cheias com gel de Amostra 3 ND ND ND
silicone - ap6s Lote 2 Amostra 1 ND ND ND
vulcanizacao (Implantes Amostra 2 ND ND ND
vulcanizados) Amostra 3 ND ND ND
Lote 3 Amostral ND ND ND

Amostra 2 ND ND ND

Amostra 3 ND ND ND

ND — N&o Detectado (< 10 UFC/qg)

Os resultados demonstrados nas tabelas 9 e 10 indicam que, para todas as
etapas, com excecdo das membranas, ndo foi detectada unidade formadora de colonia.
No caso das membranas, os maiores valores de carga microbiana (bactérias
anaeroObicas) foram encontrados na parte interna das membranas armazenadas por

mais tempo (10 meses).
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5.2. Decaimento da carga microbiana

As tabelas 11, 12 e 13 apresentam os resultados referentes as tiras antes da
submissdo ao desafio (10* a 10° esporos microbianos) e aqueles derivados da
avaliacdo do decaimento da carga microbiana.

Tabela 11: Avaliacdo das tiras dos “Graded Biological Indicator” antes da submisséo ao desafio
(10* 10°, 10° 10" e 10® esporos microbianos) quanto ao nimero de esporos pelo método de
semeadura em profundidade (Fabricante das Tiras: Raven Biological Laboratories Inc.) e
avaliacdo das tiras dos “Graded Biological Indicator” apés o ciclo da vulcanizacdo (Ciclo 1)
guanto ao crescimento microbiano, em 20 unidades por ciclo.

Ciclo 1
10* 10° 10° 10’ 108
Controle 1,2X10*  6,3X10° 1,2X10° 1,1X10° 3,3X10’
Unidade 1 - - - - -
Unidade 2 - - - - -
Unidade 3 - - - - -
Unidade 4 - - - - -
Unidade 5 - - - - -
Unidade 6 - - - - -
Unidade 7 - - - - -
Unidade 8 - - - - -
Unidade 9 - - - - -
Unidade 10 - - - - -
Unidade 11 - - - - -
Unidade 12 - - - - -
Unidade 13 - - - - -
Unidade 14 - - - - -
Unidade 15 - - - - -
Unidade 16 - - - - -
Unidade 17 - - - - -
Unidade 18 - - - - -
Unidade 19 - - - - -
Unidade 20 - - - - -
Branco 1,6X10°
Obs.: - = Nao houve crescimento

Amostras
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Tabela 12: Avaliacdo das tiras dos “Graded Biological Indicator” antes da submisséo ao desafio
(10* 10°, 10° 10" e 10® esporos microbianos) quanto ao nimero de esporos pelo método de
semeadura em profundidade (Fabricante das Tiras: Raven Biological Laboratories Inc.) e
avaliacdo das tiras dos “Graded Biological Indicator” apds o ciclo da vulcanizacdo (Ciclo 2)
guanto ao crescimento microbiano, em 20 unidades por ciclo.

Ciclo 2
10* 10° 10° 10’ 108
Controle 1,2X10*  6,3X10° 1,2X10° 1,1X10° 3,3X10’
Unidade 21 - - - - -
Unidade 22 - - - - -
Unidade 23 - - - - -
Unidade 24 - - - - -
Unidade 25 - - - - -
Unidade 26 - - - - -
Unidade 27 - - - - -
Unidade 28 - - - - -
Unidade 29 - - - - -
Unidade 30 - - - - -
Unidade 31 - - - - -
Unidade 32 - - - - -
Unidade 33 - - - - -
Unidade 34 - - - - -
Unidade 35 - - - - -
Unidade 36 - - - - -
Unidade 37 - - - - -
Unidade 38 - - - - -
Unidade 39 - - - - -
Unidade 40 - - - - -
Branco 1,6X10°
Obs.: - = Nao houve crescimento

Amostras
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Tabela 13: Avaliacdo das tiras dos “Graded Biological Indicator” antes da submisséo ao desafio
(10* 10°, 10° 10" e 10® esporos microbianos) quanto ao nimero de esporos pelo método de
semeadura em profundidade (Fabricante das Tiras: Raven Biological Laboratories Inc.) e
avaliacdo das tiras dos “Graded Biological Indicator” apds o ciclo da vulcanizacdo (Ciclo 3)
guanto ao crescimento microbiano, em 20 unidades por ciclo.

Ciclo 3
10* 10° 10° 10’ 108
Controle 1,2X10*  6,3X10° 1,2X10° 1,1X10° 3,3X10’
Unidade 41 - - - - -
Unidade 42 - - - - -
Unidade 43 - - - - -
Unidade 44 - - - - -
Unidade 45 - - - - -
Unidade 46 - - - - -
Unidade 47 - - - - -
Unidade 48 - - - - -
Unidade 49 - - - - -
Unidade 50 - - - - -
Unidade 51 - - - - -
Unidade 52 - - - - -
Unidade 53 - - - - -
Unidade 54 - - - - -
Unidade 55 - - - - -
Unidade 56 - - - - -
Unidade 57 - - - - -
Unidade 58 - - - - -
Unidade 59 - - - - -
Unidade 60 - - - - -
Branco 1,6X10°
Obs.: - = Nao houve crescimento

Amostras

Os resultados das tabelas 11, 12 e 13 demonstram que nao houve crescimento

em nenhum dos tubos contendo as tiras de esporos.

5.3. Quantificacdo de endotoxina bacteriana pelo método cromogénico cinético

Os resultados da validacdo da metodologia da determinagcdo quantitativa de
endotoxina nos implantes mamarios de silicone pelo método cromogénico cinético estao

bY

descritos na Tabela 14 e aqueles referentes a quantificacdo de endotoxina nas
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amostras avaliadas nas Tabelas 15 e 16. A Figura 9 ilustra a formagé&o de cor na placa

de 96 pocos, quando na presenca de endotoxina.

Tabela 14: Resultados do percentual da recuperacdo de contaminagc&o promovida nas amostras
analisadas de implantes mamarios de silicone durante a validagdo da metodologia de
determinacgéo quantitativa de endotoxinas pelo método cromogénico cinético.

Amostras % de Recuperacéo
1 102
2 111
3 94
% Recuperacdo Média 102,3
Faixa de % Recuperacao Aceitavel* 50 - 200

* ANSI/AAMI ST72:2002

Tabela 15: Quantificacdo de endotoxina nos implantes mamarios de silicone, com dois grupos
de amostra por semana (antes e apoés esterilizacdo, calor seco e 6xido de etileno), durante as
semanas 1 e 2.

Esterilizago Amostra EU/ Amostra EU/
Semanal unidade Semana?2 unidade
Antes 1.1 3,9 2.1 <27
1.2 3,4 2.2 <27
1.3 <34 2.3 <27
1.4 <34 2.4 <27
1.5 <34 2.5 <27
1.6 <34 2.6 <27
Calor Seco 1.7 <27 2.7 <27
1.8 <27 2.8 <27
1.9 <27 2.9 <27
Oxido 1.10 <27 2.10 <27
de 1.11 5,1 2.11 <27

Etileno 1.12 <27 2.12 <27
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Tabela 16: Quantificacdo de endotoxina nos implantes mamarios de silicone, com dois grupos
de amostra por semana (antes e apoés esterilizacdo, calor seco e 6xido de etileno), durante as
semanas 3,4 e 5.

Esterilizacdo Amostra I_EU/ Amostra I_EU/ Amostra I_EU/
Semana3 unidade Semana4 unidade Semana5 unidade
Antes 3.1 <28 4.1 3,7 51 3,2
3.2 <28 4.2 3,4 5.2 3,3
3.3 <27 4.3 <27 53 <28
3.4 <27 4.4 <28 54 <27
3.5 <27 4.5 <27 55 <28
3.6 6,1 4.6 <28 5.6 <27
Calor Seco 3.7 <28 4.7 <28 5.7 4,0
3.8 <28 4.8 <27 5.8 5,7
3.9 <27 4.9 <27 5.9 <28
Oxido 3.10 <27 4.10 <27 5.10 9,3
de 3.11 <27 4.11 <27 511 <27
Etileno 3.12 <28 4.12 <27 512 <27

Figura 9 — Teste de quantificacdo de endotoxina pelo método cromogénico cinético: placa com
96 pocos. Coloragdo amarelada indicando presenca de endotoxina.
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6. Discussao

Grande preocupacdo € dada a seguranca de um implante, por isso,
procedimentos padronizados e validados devem fazer parte da fabricagdo e controle
desses dispositivos, inclusive os implantes mamarios de silicone, alvos deste estudo.
Sendo assim, esta preocupacéo deve se iniciar desde o estudo para concepcdo do
material a ser empregado, passando pelo desenvolvimento dos processos que incluem
moldagem, limpeza e esterilizacdo. Quando as préteses sdo implantadas, deve-se ter
garantida a condicdo de esterilidade das mesmas, ja que é fator preponderante pela
qualidade sanitaria do produto, mas principalmente para garantir a seguranca do
paciente pés-implante, uma vez que infec¢des clinicas, dentre outros fatores, séo
responsaveis pela contratura capsular. Todo o processo de desenvolvimento, produgéo
e controle dos produtos é permeado por ensaios de natureza quimica, bioldgica,
microbioldgica, fisica e mecanica aplicavel a cada etapa e situacdo. Havendo
seguranca plena quanto a estes aspectos, tem-se a garantia de qualidade do produto.

Além de considerar a questdo da seguranca em termos de qualidade do produto,
€ importante avaliar os procedimentos exercidos apos sua producao e distribuicdo, no
caso, sua utilizagdo no momento cirdrgico de implantacdo. E isso engloba
procedimentos ndo s6 com o implante a ser implantado, mas com todos 0s outros
materiais e instrumentos utilizados durante a cirurgia. Recentemente a ANVISA
publicou a Resolugdo - RDC N° 8, de 27 de fevereiro de 2009, que dispGe sobre
medidas para a reducdo da ocorréncia de infec¢des por Micobactérias de Crescimento
Rapido — MCR em servigos de saude. Esta resolucdo alerta para os procedimentos de
limpeza, desinfeccé@o e esterilizacdo de instrumental cirdrgico e dispositivos médicos
classificados como criticos (Resolucdo — RE n° 2606, de 11 de agosto de 2006), por
entender que a falha nesses procedimentos estd diretamente relacionada a ocorréncia
de infeccbes. No caso de implantes mamarios, muitas vezes as complicacdes que
ocorrem no pos-operatorio podem ser decorrentes de contaminacdo no momento da
cirurgia, levando em algumas situag6es a retirada do implante (HANDEL et al., 2006;
PAJKOS et al., 2003; PITTET; MONTANDON; PITTET, 2005).
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Para garantir um produto em condic¢des ideais para sua utilizagdo, considerando
todos 0s aspectos que envolvem a sua qualidade, € importante que durante todo o
processo de fabricagdo a carga microbiana seja controlada, para que assim, 0s
parametros do processo esterilizante aplicado estejam adequados.

O uso de Graded Biological Indicators permite monitorar a influéncia do tempo de
exposicao ao agente esterilizante, sendo a morte microbiana constatada em termos de
crescimento ou ndo do indicador, no tempo considerado. Sabendo-se que a morte
microbiana € essencialmente logaritmica e a taxa de morte é constante sob condi¢cfes
especificas e também constantes de esterilizagdo, o numero inicial de esporos usados
no indicador bioldgico permite dimensionar o tempo de exposi¢cdo requerido
considerando o valor exponencial negativo planejado, usualmente de 10° (KERELUK;
GAUGHRAN, 1977).

Mediante validac&o preliminar, foi possivel determinar o tempo necessario para
garantir um nivel de esterilidade 10° e utilizando o método de meio-ciclo, chegou-se ao
tempo de 36 horas, para garantir um nivel de esterilidade 10*. Sendo assim, no caso
do desafio do processo esterilizante utilizando calor seco, para que ocorra a inativagao
do indicador biolégico, se faz necessario submeter o material a 121°C durante 36-40
horas. O uso de elevadas temperaturas poderia eventualmente promover a hidrdlise
e/ou fusdo da matriz do polimero, comprometendo a biocompatibilidade dos implantes.
Isto justifica 0 emprego do processo de esterilizacdo por calor seco a temperatura
inferior as convencionalmente preconizadas. Procedeu-se a avaliacdo de etapas do
processo de fabricacdo, pontos criticos e favoraveis relativos a microbiota do produto e
atributo de esterilidade, objetivando correlaciona-los aos parametros criticos de
gualidade e fundamentalmente com foco no paciente.

A carater experimental, aplicou-se a unidades de implantes condicfes de
vulcanizagcdo mais drasticas que aquelas adotadas rotineiramente pelo produtor.
Embora a condicdo de 165°C, por 9 horas adotada neste estudo ndo permita emprego
pelo ndo desenvolvimento de estudos de estabilidade e biocompatibilidade, foi definida
para ser um diferencial de maior relevancia que a condicéo usual de 135 °C.

Com o intuito de garantir resultados verdadeiros, o método utilizado para

determinacdo da biocarga foi validado (USP 31, 2008). Isso permite avaliar se o
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material permite a recuperacdo dos microrganismos, assim como, se a metodologia
utilizada permite a remogéo das ceélulas eventualmente aderidas na superficie do
material ou em sua massa. As tabelas 2 a 8 indicam os percentuais de recuperacao
para cada etapa considerada, comprovando que o método adotado foi adequado para
as analises seguintes. Os menores percentuais de recuperacao encontrados foram para
os involucros (parte externa), com um percentual de recuperacdo média de 75%. Este
resultado pode ser devido a irregularidade das superficies e também ao favorecimento
da adesdo microbiana pelo silicone (RIMONDINI; FINO; GIARDINO, 2005; VIRDEN,
1992). A escolha dos microrganismos empregados no procedimento de recuperacao
microbiana teve por objetivo contemplar caracteristicas distintas de forma abrangente,
englobando uma bactéria Gram-negativa (P. aeruginosa), uma Gram-positiva (S.
aureus), um microrganismo formador de esporos (B. subtillis) e uma levedura (C.
albicans).

As tabelas 9 e 10 demonstram os valores de biocarga encontrados nas etapas do
processo consideradas. O conhecimento da biocarga de um determinado produto é de
fundamental importancia ao se estabelecer os parametros de esterilizacdo do produto
final, juntamente com a cinética de inativagdo desta populagdo quando exposta ao
efeito letal. A aplicacdo dessas informacdes permite estabelecer parametros para um
determinado tipo de processo esterilizante, em que uma propor¢gdo constante da
populagdo sobrevivente € inativada a cada incremento de exposi¢cdo ao agente letal
(PINTO; KANEKO; OHARA, 2003) e assim, levar a produtos que apresentem a
condicao de esterilidade.

A determinacdo dos valores de biocarga também pode contribuir para o controle
das etapas do processo, em se tratando de monitoracdo ambiental, procedimentos de
limpeza e manipulagdo dos instrumentos e produtos, além de permitir o controle e
qualificagdo de fornecedores, ambientes e colaboradores (BOOTH, 1998;
HARGREAVES, 2007).

Com base nos resultados apresentados nas tabelas 9 e 10, € possivel verificar
gue 0 processo em questdo encontra-se devidamente controlado, havendo baixa
contaminag¢ao microbiana quando se trata das etapas produtivas. Um fator que contribui

para a baixa contaminacdo € a propria caracteristica dos insumos utilizados para a
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producdo dos implantes da incompatibilidade com a vida microbiana. Porém,
dependendo do tipo de microrganismo eventualmente presente na superficie do
material e também do nivel de umidade relativa, é possivel a sua proliferacdo. Certos
tipos de microrganismos demandam um minimo de nutrientes (matéria organica) para
seu crescimento. Para eles, a atividade de agua somado ao tempo de armazenamento
sdo condi¢cbes suficientes para o seu desenvolvimento (DAVEY, 1989; DENYER;
BAIRD, 2007; LENOVICH, 1987). As membranas armazenadas por mais tempo (10
meses) apresentaram 0S maiores valores, demonstrando ser essa uma etapa que
necessita de maior controle, mesmo considerando que as membranas permanecam
protegidas do meio ambiente (em sacos plasticos), sejam armazenadas em ambientes
com temperatura e umidade adequadas e que passarao posteriormente pelo processo
de esterilizagdo. Vale ressaltar que os maiores valores encontrados foram para as
bactérias anaerdbicas, presentes na parte interna da membrana. E possivel que no
interior da membrana, devidamente acondicionada por saco plastico, as bactérias
anaerdbicas alcancaram ambiente com concentragdo de oxigénio baixa o suficiente
para efetuar seu crescimento. E importante considerar que os valores de carga
microbiana encontrados nas membranas podem estar relacionados ao fato desta etapa
do processo produtivo apresentar alto indice de manipulacédo. As maos dos operadores
em contato com as membranas podem ser fonte de contaminacdo. Sabe-se que a
contaminacdo derivada dos operadores é normalmente significante. Durante atividades
normais, a perda de escamas da pele é da ordem de 10* por minuto. Os contaminantes
por elas transportados sdo micrococos ndo patogénicos, difterdides e estafilococos,
mas também podem se constituir de Staphylococcus aureus como parte da flora
normal. Outros ainda, como Salmonella e Escherichia coli, embora n&o constituintes da
flora residente, podem estar transitoriamente a ela associados, na dependéncia dos
habitos de higiene dos operadores (PINTO; OHARA; KANEKO, 2003). Apesar destes
microrganismos nao se caracterizarem como altamente resistentes ao processo
esterilizante, sua presenca € diretamente relacionada a contaminagdo por endotoxina
bacteriana. Sabe-se que a existéncia de bactérias Gram-negativas pode levar a
presenca de endotoxinas no produto, o que para implantes € condi¢cdo critica e ndo
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permitida, sendo necessaria a analise para garantir auséncia de endotoxinas no
implante ou sua existéncia em niveis aceitaveis.

A incluséo do estudo de endotoxinas bacterianas teve por base o fato de que, em
contaminacado de insumo, de processo, de residual de agua que pudesse redundar na
presenca de bactérias Gram-negativas, embora seja ensaio bioldgico, é demonstrativo
indireto da biocarga ou de esterildiade.

Avaliando os resultados da analise quantitativa de endotoxinas demonstrados
nas tabelas 15 e 16, a concentragdo encontrada esta consideravelmente abaixo dos
niveis aceitaveis, atendendo as especificagbes (USP 31, 2008). Um valor mais alto
obtido para a amostra 5.10 (9,3 EU/unidade) pode ter sido obtido por contaminagao no
momento da andlise, por parte dos utensilios utilizados ou por parte do analista. Ainda
assim, ndo se justificou investigacao especifica, pois o0 valor esta abaixo do preconizado
pela Farmacopéia Americana, que é de 20,0 EU/unidade. Os processos de esterilizagdo
verificados ndo provocaram reducdo na quantidade de endotoxina. Isso vem de
encontro ao conhecimento de que o0s métodos esterilizantes ndo conduzem a
despirogenizacdo, e neste experimento, a revelia de informacfes obtidas por outros
autores, sequer reducdo de niveis endotoxicos foi detectada (PEDERSEN; HANSEN,
1989; SILVA et al., 2007). H4 que se lembrar de que outros métodos, quimicos e
fisicos, com énfase no processo térmico (com temperaturas mais elevadas), séo
utilizados na despirogenizacdo, empregados na dependéncia de caracteristicas do
produto (ROBERTSON; GLEASON; TSUJI, 1978; SWARBRICK, 2007). No contexto ora
considerado, o processo em sua totalidade permite controle adequado também no que
tange a quantidade de endotoxinas.

O método de quantificacdo de endotoxina escolhido mostrou-se devidamente
validado, conforme demonstrado na tabela 14, além de ter como vantagens a
possibilidade de realizar simultaneamente a anélise de um grande nimero de amostras,
e também de permitir a quantificacdo em limites abaixo dos detectaveis pelo método
gel-clot (EASTER, 2003; GORNY et al, 1999; WILLIAMS, 2007).

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o processo de
aquecimento chamado vulcanizacao, realizado na producdo de implantes maméarios de

silicone e fundamental para a manutencdo das caracteristicas do produto, atua também
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levando & esterilizacdo do interior do implante (gel), sendo capaz de inativar até 10°
esporos, presentes no interior do produto estudado. Justifica-se, portanto, um posterior
estudo avaliando novas condi¢cbes de esterilizacdo utilizando calor seco, reduzindo o
tempo de exposicdo, considerando-se que o interior do implante ja se encontra estéril
ao término da vulcanizacdo. Deve-se avaliar, entdo, as condi¢cdes para se garantir a
esterilidade do produto externamente, validando-as, nas condi¢cdes especificas de
fabricagao.

Os resultados mostraram que a vulcanizacdo possibilitou ndo s6 a reducao da
carga microbiana, mas também consiste em mecanismo para garantir a esterilidade do
gel interno ao produto. Desta forma, o processo esterilizante final teve como
contribuicdo elevar o Nivel de Garantia de Esterilidade (SAL ou Sterility Assurance
Level), condicdo interessante ao se considerar a tendéncia de adocao da liberacdo
paramétrica, assim como o conceito de validacdo combinado biocarga/indicador
biolégico em vez de sobre-morte. Essa avaliagdo de uma validacdo por método
combinado poderia trazer como vantagem a reducéo do tempo de exposicao a altas
temperaturas, favorecendo caracteristicas fisico-quimicas e funcionais do implante.

Possibilita ainda que se considere, no caso dos implantes mamarios de silicone,
a certeza de que a situacao de pior caso para posicionamento dos indicadores
biolégicos no processo de esterilizagdo ndo € internamente do gel, podendo ser
posicionado na superficie do implante.



78

7. Conclusdes

> As etapas do processo produtivo de implantes mamarios de silicone se mostraram
devidamente controladas, por apresentarem valores de biocarga consideravelmente

baixos.

» O processo de aquecimento chamado vulcanizacdo atuou levando a esterilizagdo do
interior do implante (gel), sendo capaz de inativar até 10° esporos, presentes no interior
do produto estudado.

> A baixa carga microbiana dos implantes apds o processo de vulcanizacdo ainda nao
estéreis empregados neste estudo contribuiu para o atendimento ao limite de

endotoxinas bacterianas especificado para os implantes mamarios.

» Os processos de esterilizagdo empregados, calor seco e oOxido de etileno, ndo

alteraram significativamente as quantidades de endotoxinas.
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