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Os implantes mamarios de silicone tém sido empregados, tanto
nas cirurgias de aumento de mama, quanto na reconstru¢do do
tecido mamario. A seguranga biologica deste tipo de implante deve
ser garantida, pois, em fun¢do da esterilizacdo estes materiais,
podem sofrer alteragoes oriundas dos processos esterilizantes por
comprometimento da estrutura quimica dos polimeros. O objetivo
deste trabalho consistiu na avalia¢do da biocompatibilidade de
implantes mamdrios preenchidos com gel de silicone, de superficie
lisa e texturizada submetidos a esterilizag¢do por calor seco e oxido
de etileno. Empregou-se, para tanto, método in vitro, avaliando a
citotoxicidade pelo método de captura do vermelho neutro,
utilizando a linhagem celular NCTC clone 929. Os resultados
obtidos demonstraram ndo haver comprometimento da
biocompatibilidade dos biomateriais submetidos aos dois processos
(calor seco e oxido de etileno), assim como comprovaram a eficacia
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INTRODUCAO

Os tecidos e 6rgaos do corpo humano estao sujeitos
a doengas e injurias, que, se ndo tratadas, podem levar a
dor, restrigdo dos movimentos e perda da funcdo. Em
muitos casos o tratamento envolve a remogao do tecido ou
orgao afetado e sua substitui¢do por um enxerto de teci-
do vivo ouum analogo artificial —um biomaterial (Williams,
1985). O termo biomaterial refere-se a um material natu-
ral ou sintético destinado a interagir com sistemas biologi-
cos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir um 6rgao,
tecido ou fung¢do do organismo (Williams, 1999).

Dentre os diversos biomateriais poliméricos disponi-
veis, o silicone tem sido empregado como substituinte de

de ambos na esterilizagdo dos implantes.

tecidos moles e cartilagens (Seal, Otero, Panitch, 2001).
Por ser resultante da polimerizagdo do dimetilsiloxano, o
silicone pode se apresentar nas formas fisicas: fluida, gel
e elastomérica, decorrentes do comprimento e ramifica-
¢oes da cadeia do polimero.

A mama ¢ um dos inimeros tecidos e estruturas que
podem ser substituidos por proteses de silicone em cirur-
gias de aumento ou de reconstru¢cdo mamaria apos
mastectomia. Quando as proteses sdo implantadas, deve-
se garantir a condi¢ao de esterilidade das mesmas. Den-
tre os métodos de esterilizacdo empregados, o calor seco,
por fazer uso de temperaturas elevadas, pode promover a
hidroélise e/ou fusdo da matriz do polimero, comprometen-
do a biocompatibilidade dos implantes. A esteriliza¢ao
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quimica gasosa por 6xido de etileno tem como vantagem
propiciar tratamento eficaz a temperaturas relativamente
baixas, porém os residuos do gas, por serem agentes
alquilantes, podem reagir com grupos funcionais do
polimero provocando alteragdes das propriedades do
silicone, comprometendo o biomaterial. O objetivo deste
estudo foi avaliar a biocompatibilidade de implantes mama-
rios de silicone apos terem sido submetidos aos processos
de esterilizagdo. Para esta avaliag¢do foi empregado méto-
do in vitro de avaliacdo da citotoxicidade dos materiais,
através da técnica de cultura de célula empregando o
corante vital vermelho neutro.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram analisados dois modelos de proteses mama-
rias, obtidas junto a produtor nacional, constituindo-se os
implantes de involucros de silicone elastomérico
vulcanizado, de superficie lisa e de superficie texturizada,
ambos cheios com silicone na forma de gel, com volumes
de 220 mL.

Métodos
Esterilizagcao dos implantes mamarios

A biocarga inicial dos implantes ndo-esterilizados
foi determinada pela contagem microbiana empregando
método de filtragdo por membrana (USP, 2004). Apds a
determinacdo quantitativa (Tabela I) e qualitativa (Tabela
II) da biocarga dos implantes, procedeu-se a esteriliza-
c¢ao por calor seco (121 °C, por 32 horas) de 110 unida-
des ndo esterilizadas de cada modelo de protese mama-
ria. Para a esterilizagdo por 6xido de etileno (48 °C/55%
UR/300 min/750 mg/L), também foram empregadas 110
unidades de cada tipo de implante, sendo os pardmetros
definidos de acordo com orientagao da ISO 11135:1994.

Comprovagao da esterilidade

O teste de esterilidade foi realizado por método di-
reto (USP, 2004), empregando 100 unidades de cada tipo
de implante submetidas aos diferentes processos de este-
rilizagdo. Os implantes foram cortados, empregando tesou-
ras estéreis e os fragmentos obtidos foram transferidos
para tubos de ensaio contendo cerca de 80 mL de meios
de cultura. Foram empregados o caldo tioglicolato
(Ox0id®), para deteccdo de bactérias aerdbias e
anaerobias e caldo caseina de soja (Oxo0id®), para
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TABELA | — Biocarga dos implantes de silicone ndo
esterilizados

Amostra Implante de silicone
superficie lisa  superficie texturizada
(UFC/implante) (UFC/implante)
1 ND 6
2 2 ND
3 ND 4
4 18 27
5 ND 6
6 ND 15
7 6 8
8 3 2
9 19 24
10 17 7
11 14 42
12 2 11
13 3 2
14 2 14
15 ND 3
16 27 6
17 ND 10
18 2 6
19 11 112
20 26 ND
21 ND 3
22 ND 4
23 2 ND
24 4 7
25 2 2
26 7 4
27 3 12
28 ND ND
29 ND ND
30 11 21

UFC: Unidade Formadora de Colonia
ND: Contaminante ndo detectado

deteccdo de bolores e leveduras, incubados por 14 dias a
32,5+£2,5°Ce22,5+2,5 °C, respectivamente.

Avaliagao da citotoxicidade

Foi empregada a linhagem celular NCTC clone 929
(ATCC CCL1), sendo a citotoxicidade avaliada pelo mé-
todo de captura do vermelho neutro (Borenfreund,
Puerner, 1985). No procedimento, utilizaram-se extratos
obtidos por imersdo de fragmentos dos implantes com area
de 4 cm?, colocados em meio de Eagle sem soro a 37 °C
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TABELA Il — Microrganismos constituintes da biocarga dos
implantes ndo-esterilizados

Microrganismo Fonte Provavel

Moraxella sp superficie de mucosa humana

Staphylococcus conduto auditivo humano
auricularis
Staphylococcus microbiota humana
saprophyticus da uretra e reto
Micrococcus microbiota transitdria
luteus da pele humana

Bacillus cereus Solo e vegetagdo

Levedura microbiota normal da orofaringe

e trato gastrointestinal

por 24 horas. Este extrato foi diluido a 50, 25, 12,5 ¢ 6,25%
no meio de Eagle. Apds incubacdo de uma suspensao da
linhagem celular NCTC clone 929 (2,5 x 10° céls/mL) em
microplacas de 96 pogos de fundo chato, por 24 ha 37 °C
em atmosfera contendo 5% de CO, foi adicionado, a cada
poco, volume de 0,2 mL dos extratos e suas diluigdes,
assim como os controles positivo e negativo, respectiva-
mente extrato de fragmentos de latex (0,1g de latex/mL de
meio de Eagle e extrato de papel de filtro atoxico
(4 cm?/mL). Ap6s incubagdo nas mesmas condigdes, o
meio contendo as amostras foi desprezado e substituido por
meio de Eagle sem soro contendo 50 pug/mL de vermelho
neutro, incubando-se novamente as microplacas. Apos 3
horas de incubacdo, o meio de cultura foi removido e as
células lavadas duas vezes com 0,2 mL de solugdo
fosfatada tamponada, em seguida com 0,2 mL de solugdo
aquosa de formaldeido 40% contendo 1% de CaCl,, para
remover o corante ndo incorporado. Uma solugdo aquosa
de 4cido acético 1% em etanol 50% foi adicionada para
extrair o corante incorporado. Apés 10 minutos de agita-
¢do as placas foram levadas para leitura da densidade
Optica num leitor de microplacas (Organon Teknika
Reader 530) equipado com filtro de 540 nm. O extrato do
controle positivo foi diluido na proporgdo de 2:1, sendo esta

diluicdo empregada no preparo das concentragdes de tra-
balho. Os controles foram avaliados nas concentracdes de
100, 50, 25, 12,5 ¢ 6,25%. Para o controle de células foi
empregado o meio de Eagle com 5% de soro fetal bovino.
A viabilidade celular foi determinada pela razao entre a
densidade optica de cada diluigao e a densidade optica do
controle de células.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da biocarga dos implantes de silicone de
superficie lisa e texturizada (Tabela I), embora néo te-
nham sido utilizados na determinacao dos parametros dos
processos de esterilizagdo empregados, sao cruciais para
a eficacia da esterilizagcdo, uma vez que, para uma popu-
lacdo microbiana exposta a um processo letal, a perda da
viabilidade ocorre de maneira regular, ou seja, uma pro-
porg¢do constante da populagdo sobrevivente ¢ inativada
a cada incremento de exposi¢do ao agente letal e sendo
esta carga microbiana baixa, hd maior probabilidade de
se atingir a condicdo de esterilidade (Lambert, 2003).

Além da quantificacdo da biocarga, a identificagdo
dos microrganismos permite determinar a origem da con-
taminagdo (pessoal, insumos, processo produtivo). Os
microrganismos isolados das amostras dos implantes (Ta-
bela II) caracterizam-se por serem oriundos, em sua mai-
oria, da microbiota humana, indicando contaminagao pelo
pessoal. A presenca do Bacillus cereus, comumente en-
contrado no solo e na vegetagao, indica contaminagao por
poeira (Koneman et al., 2001; Hugo, 1990).

A realizagdo do teste de esterilidade das amostras
submetidas aos processos de esterilizagao (calor seco
e 6xido de etileno) resultou em auséncia de crescimento
microbiano (Tabela I11), comprovando, assim, a efica-
cia dos processos de esterilizagdo. Apesar de proces-
so convencionalmente utilizado, a condicdo atipica da
esterilizagdo empregada para o calor seco (121 °C),
temperatura usualmente empregada para autoclavagao,
visou minimizar os riscos de toxicidade. Contudo hou-
ve necessidade de exposi¢ao por periodo de tempo mais
longo (32 h).

TABELA Il — Resultados do teste de esterilidade realizado com as amostras de implantes esterilizadas por calor seco

e 0xido de etileno

Calor Seco Oxido de Etileno
Implante de silicone caldo caseina caldo caldo caseina caldo
de soja Tioglicolato de soja tioglicolato
Superficie lisa 0/100 0/100 0/100 0/100
Superficie texturizada 0/100 0/100 0/100 0/100
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TABELA 1V — Valor médio da viabilidade celular (%) dos extratos das amostras de implantes de silicone esterilizados

por calor seco

Concentragio Implantes de silicone Controles

dos extratos(%) superficie lisa superficie texturizada negativo positivo
100 75 84 60 3
50 100 104 124 2
25 113 106 118 2
12,5 115 113 98 83
6,25 125 122 92 82

TABELA V — Valor médio da viabilidade celular (%) dos extratos das amostras de implantes de silicone esterilizados por

oxido de etileno

Concentrac¢ao Implantes de silicone Controles

dos extratos(%) superficie lisa superficie texturizada negativo positivo
100 86 82 119 3
50 130 123 127 2
25 137 128 148 3
12,5 136 147 161 108
6,25 109 142 78 106

A comprovagao da biocompatibilidade dos implantes de
silicone apos serem submetidos a esterilizagao visa atender ao
exigido por normas internacionais (ISO 10993-1:1997, ISO
14607:2002). Inimeros métodos in vitro tém sido emprega-
dos na avaliacdo da biocompatibilidade de biomateriais
(Wodtke et al., 2003; Ignatius, Claes, 1996), sendo o método
de captura do vermelho neutro empregado tanto na avaliacao
da biocompatibilidade de correlatos (Montanaro et al., 2001;
Pariente, Kim, Atala, 2001) como também na avaliacdo de
produtos cosméticos e suas matérias-primas (Lee et al.,
2000; Jones et al., 2003). O uso deste método in vitro deve-
se a sua sensibilidade e reprodutibilidade (Cruz, 2003), com-
parativamente aos métodos in vivo, aliado a tendéncia da
substitui¢do do uso de animais (Eisenbrand et al., 2002).
Neste método, ao se determinar a viabilidade celular para di-
ferentes concentragdes dos extratos obtidos com as amostras
¢ possivel o calculo do IC, , ou seja, a concentragdo que
provoca a perda de 50% da viabilidade celular, sendo que
neste estudo, este calculo ndo foi possivel pois para todas as
concentracdes avaliadas, a viabilidade celular foi superior a
50% (Tabelas IV e V).

CONCLUSOES

O alto indice de viabilidade apresentado pelas célu-
las expostas aos extratos das amostras de implantes de

silicone demonstra o ndo comprometimento da biocompati-
bilidade dos implantes de silicone, apds terem sido subme-
tidos aos processos esterilizantes por calor seco e 6xido de
etileno, garantindo o atendimento as normas internacionais
bem como a seguranca biologica das proteses mamarias
como biomateriais implantaveis.

ABSTRACT

Biocompatibility assessment of silicone gel breast
implants sterilized by dry-heat and by ethylene oxide

Silicone breast implants have been widely used for
mammary augmentation and reconstruction surgery.
Biological safety of these implants can be altered by
sterilization methods. This study consisted of the
biocompatibility assessment of smooth and textured
silicone gel breast implants sterilized by dry-heat and
ethylene oxide through cell viability, employing neutral
red uptake method. The NCTC clone 929 cell were
employed and the results showed no cytotoxicity of
implants after both sterilization processes.

UNITERMS: Breast implants. Silicone. Biocompatibility.
Sterilization. Neutral red uptake. Ethylene oxide. Dry-
heat.
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