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RESUMO

Materiais esterilizados em raios gama, ao
serem re-esterilizados em Oxido de etile-
no (EO), formam substancias toxicas? Esta
guestdo norteou o objetivo deste estudo,
que foi investigar o potencial efeito citoto-
xico do PVC esterilizado em radiagdo gama
e re-esterilizado em EO pelo método da di-
fusdo em dgar em culturas celulares. Nove
tubos de PVC foram submetidos a esterili-
zagdo em radiagdo gama e re-esterilizados
em EO. Os tubos foram divididos em um
total de 81 unidades de andlise, que foram
testadas de forma a representar as super-
ficies internas, externas e massa de cada
tubo. Concluiu-se que os materiais de PVC
esterilizados em Radiagdo Gama e conse-
cutivamente re-esterilizados em EO ndo
sdo citotoxicos.
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ABSTRACT

Do materials sterilized using gamma rays
become toxic when re-sterilized in ethyl-
ene oxide? This question guided the objec-
tive of this study, which was to investigate
the potential cytotoxic effect of PVC steril-
ized by gamma radiation and re-sterilized
with EO by the agar diffusion method in cell
cultures. Nine PVC tubes were subjected
to gamma radiation sterilization and were
re-sterilized in EO. The tubes were divided
into a total of 81 units of analysis that were
tested so as to represent the internal and
external surfaces and mass of each tube. It
was concluded that the PVC materials ster-
ilized in gamma radiation and re-sterilized
in EO are not cytotoxic.
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RESUMEN

Los materiales esterilizados con rayos
gama, al ser re-esterilizados en dxido de
etileno (EO), ¢forman substancias tdxicas?
Esta pregunta orientd el objetivo del pre-
sente estudio, que fue investigar el poten-
cial efecto citotdxico del PVC esterilizado
en radiacion gamma y re-esterilizado en EO
por el método de difusién en agar en culti-
vos celulares. Nueve tubos de PVC fueron
sometidos a esterilizaciéon por radiacion
gamma y re-esterilizados en EO. Se les apli-
caron en total 81 unidades de analisis, las
cuales fueron testeadas de manera tal de
representar las superficies internas, exter-
nasy la masa de cada tubo. Se concluyé en
que los materiales de PVC esterilizados con
Radiaciéon Gamma vy, posteriormente, con
EO, no son citotoxicos.
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INTRODUGAO

No cotidiano de um centro de material e esterilizagao,
a crenca seguida pela enfermagem é a de ndo re-esteri-
lizar em dxido de etileno (EO) os materiais previamente
esterilizados em raios gama, pela suposicdo de que esse
processo forma etileno cloridrina (ETCH).

Essa discussdo data de 1967, quando uma carta aler-
tou sobre a formagdo de ETCH em materiais de PVC suces-
sivamente esterilizados em radiacdo gama e EO™. Embora
ndo apresentasse dados experimentais, a carta motivou a
realizacdo de diversos estudos experimentais nos anos 70
a 90. Desses estudos, quatro evidenciaram incompatibili-
dade entre os métodos de esterilizagdo™™ e trés refuta-
ram a hipdtese de incompatibilidade®”.

Em razdo das controvérsias quanto a compatibilida-
de entre métodos de esterilizacdo, dois
estudos, um de 1997® e outro de 2010,
exploraram o tema na forma de revisdo bi-
bliografica. No primeiro estudo, foi possivel
concluir que o nimero de pesquisas era in-
suficiente para que a duvida fosse esclare-
cida, sendo, portanto, sugerida a realizagao
de novos experimentos. No outro, foram
analisados os sete estudos experimentais
que abordaram o tema. A analise revelou
controvérsias nos resultados dos estudos
que utilizaram a cromatografia gasosa como
método analitico, indicando que esse méto-
do é questionavel quanto a sensibilidade pa-
ra evidenciar a resposta da questdo nortea-
dora dos estudos. Nesse trabalho, também
foi possivel observar que as publicages que
evidenciaram incompatibilidade, utilizaram
aeracdo ambiental ou ndo apresentaram de-
talhamento suficiente do processo de aera-
¢do empregado, fragilizando os resultados.

Com base no
racional tedrico de
que EO e ETCH
s&o removidos pelo
processo de aeragéo,
formulou-se como
hipotese inicial que o
processo de aeracéo
mecéanica(...), pode
remover os residuos
de EO e subprodutos,
mesmo no material
exposto previamente
a radiagdo gama, de
forma a suprimir o
efeito citotdxico dos
materiais em culturas

Nesses métodos, as amostras sdo testadas em células
vivas, reproduzindo o contato do material com residuo
téxico com o organismo, tal como ocorreria na pratica
assistencial. Dessa forma, ha estudos que sugerem que o
teste possa ser utilizado para responder a divida quanto
a provavel incompatibilidade entre os dois métodos de es-
terilizagdo”?.

Com base no racional tedrico de que EO e ETCH sdo re-
movidos pelo processo de aeragdo, formulou-se como hi-
potese inicial que o processo de aeragcdo mecanica, que é
recomendada pela AAMI, pode remover os residuos de EO
e subprodutos, mesmo no material exposto previamente
a radiacdo gama, de forma a suprimir o efeito citotdxico
dos materiais em culturas celulares, dirimindo a duvida da
incompatibilidade entre os métodos de esterilizagdo.

O objetivo deste estudo foi investigar o potencial efei-
to citotéxico de materiais de PVC esteriliza-
dos em radiagdo gama e re-esterilizados em
EO, com processo de aeragdo mecanica.

METODO

As amostras utilizadas foram tubos de
PVC flexivel, ndo esterilizados previamente
(RWR®). Os tubos tém 1,5 m de comprimen-
to, cerca de 1 cm de didmetro externo e 0,6
cm de diametro interno.

O tamanho da amostra foi calculado por
um matematico, supondo que a diferenca
entre as médias seja de 50% de desvio-pa-
drdo. O tamanho da amostra calculado para
uma confianc¢a de 95% foi de 74 unidades de
anadlise, para um poder de 99%. Por ques-
toes de seguranga, foram trabalhadas 81
unidades de andlise, podendo-se inferir que
o poder da amostra foi superior a 99%.

celulares...

A aeragdo ambiental ndo é aceita pela As-
sociation for the Advancement of Medical Ins-
trumentation — AAMI9, além disso, tem baixa
eficacia quando comparada a aeragdo mecanica, que entre
outras condigGes, exige controle de temperatura. A titulo de
exemplo, materiais de PVC exigem tempos de aeragdao me-
canica de 8 e 12 horas, a 60°C e 50°C, respectivamente®?, Ja
para a aera¢do ambiental, o tempo é de 7 dias®™?.

Um aspecto relevante observado em dois estudos®”
que evidenciaram compatibilidade, foi o fato dos autores
optarem pela utilizagdo de testes de citotoxicidade em
culturas celulares para responder a duvida quanto a pro-
vavel incompatibilidade.

Esses testes, entre outras aplicagGes, permitem com-
provar que a aeragao utilizada no processo de esteriliza-
¢do em EO foi eficaz na redugdo dos residuos de EO e sub-
produtos, de forma a n3o causar efeito citotdxico*?.
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As amostras ndo esterilizadas foram em-

baladas com papel grau cirdrgico e encami-

nhadas ao Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(Ipen) para esterilizagdo em radiagdo gama. A dose utilizada
foi de 25 kGy. Ap6s a irradiagdo, os corpos de prova foram
enviados para a esterilizagdo em EO, nas seguintes condi-
¢des: mistura de 30% de EO e 70% de CO,, concentra¢do de
480-600 mg/L, pressdo de 0,40 kgf/cm?, temperatura de 50
2C + 10 °C e umidade relativa de 60 + 25%. A camara foi car-
regada respeitando-se o limite de 80% da capacidade maxi-
ma. O processo inicial de aeragdo ocorreu na propria cama-
ra de esterilizagdo por meio de trés pulsos de ar filtrado de
aproximadamente 30 minutos para lavagem dos materiais.
Decorrido esse processo, os materiais foram transferidos
para uma camara de aera¢do mecanica na qual permane-
ceram durante 10 horas a uma temperatura de 50 2C e com
25 trocas de ar por hora. Os equipamentos utilizados sdo
qualificados anualmente e os ciclos monitorados por meio
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de indicares bioldgicos Attest® 1294 (3M®) e indicadores
quimicos de classe 5 (Browne®).

Apos as esterilizagdes sucessivas em radiagdo gama e
EO, pressupondo que o interior da porgdo central das amos-
tras apresenta maior dificuldade de aeragdo, fragmentos de
cerca 0,5 cm foram retirados assepticamente dessa regido
de cada tubo e utilizados no teste de citotoxicidade.

A analise da citotoxicidade foi realizada pelo método
da difusdo em agar, que permite uma avaliagdo qualitativa
da toxicidade celular*®. Nesse ensaio, o agar semissolido
promove a prote¢do mecanica da monocamada de célu-
las, porém, permite a difusdo de substancias quimicas da
amostra®, Os testes foram realizados em triplicata. Cada
fragmento foi testado de forma a representar uma porgéo
do tubo: superficie interna, superficie externa e massa.

Para a realizagdo dos testes de citotoxicidade, os se-
guintes procedimentos foram adotados: células NCTC clo-
ne 929 foram semeadas em placas de Petri tratadas para
culturas celulares com dimensGes de 60x15 mm (TPP®),
em concentrac¢des de 3 x 10° células/ml e em volumes de
5 ml. As culturas foram incubadas por 48 horas, em estufa
a 37 °C £ 1 °C, em atmosfera contendo 5% de CO,. Apds
esse periodo, as monocamadas foram avaliadas quanto a
confluéncia, e o meio de cultura substituido por um meio
overlay composto de meio de Eagle duas vezes concentra-
do e 4gar (BD®) a 1,8% com 0,01% do corante vital verme-

Iho neutro. Na preparagdo, o agar foi proporcionalmente
misturado (1:1) ao meio de Eagle, ambos a 44 2C™"),

Ap0ds o preparo das placas, os trés fragmentos do tubo
de PVC, cada qual representando uma parte do tubo (su-
perficie interna, superficie externa e massa), foram assep-
ticamente colocados sobre o meio overlay. Em seguida,
foi realizada a incubacdo das culturas em estufaa 37 2C +
1 9C em atmosfera contendo 5% de CO, por 24 horas.

A toxicidade celular foi constatada microscopicamente
pela alteragdo da morfologia das células ao redor ou sob
o corpo de prova, e macroscopicamente pela formagao do
halo incolor ao redor do material citotdxico*®. A formac&o
do halo é consequéncia da ag¢do citotdxica da amostra que
promove o rompimento da membrana celular, liberando o
corante vital e caracterizando o halo incolor®,

Como controle negativo, foram utilizados discos de
aproximadamente 0,5 cm de papel filtro e, como controle
positivo, fragmentos de aproximadamente 0,5 cm de I3a-
tex. Considerou-se o teste valido quando o controle positi-
vo resultou em um halo de no minimo 0,5 cm e o controle
negativo sem resposta bioldgica.

Apods a medicdo da extensdo do halo incolor baseada
na amostra, a citotoxicidade foi medida de acordo com os
graus de reatividade para o teste de difusdo em agar re-
lacionados pela Norma ISO 10993-5:2009"*%, descritos no
Quadro 1.

Quadro 1 - Graus de reatividade bioldgica para o teste de citotoxicidade pelo método da difusdo em agar, segundo a Norma ISO

10993-5/2009

Grau Reatividade Descri¢io da zona de reatividade Efeito do citotoxico
0 Nenhuma Zona nao detectavel sob ou ao redor da amostra. Negativa
1 Leve Algumas células malformadas ou degeneradas sob a amostra. Negativa
2 Branda Zona limitada a area sob a amostra. Negativa
3 Moderada Zona estendendo-se até 1 cm da amostra. Positiva
4 Grave Zona estendendo-se por mais de 1 cm da amostra. Positiva
RESULTADOS

Independente da porgdo considerada, as amostras,
apos esterilizagdo sucessiva pela radiagdo gama e EO, ndo

demonstraram citotoxicidade. Os resultados estdo apre-
sentados nos dados dos Quadros 2, 3 e 4, de acordo com a
superficie externa, interna e massa, respectivamente:

Quadro 2 - Resultados do teste de citotoxicidade do grupo em relagdo a superficie externa das amostras - Sao Paulo, 2010

R1 R2 R3
T Comprimento do Gr.al.l de .Efe,itq Comprimento do Gr.al'l de .Efe,itq Comprimento do Gl‘.al.l de .Efeitq
halo reatividade | Citotoxico halo reatividade | Citotoxico halo reatividade | Citotoxico
A - 0 - - 0 - - 0 -
B S 2 - S 2 - S 2 -
C ? ? ? - 0 - S 1 -
D - 0 - - 0 - - 0 -
E - 0 - - 0 - - 0 -
F S 2 - - 0 - - 0 -
G S 1 - S 2 - S 1 -
H - 0 - - 0 - S 1 -
1 - 0 - - 0 - - 0 -
T — Tubo; R1, R2 e R3 — Replicatas 1, 2 e 3; - - Ndo houve formagéo de halo / Efeito citotoxico negativo; S — Efeitos limitados sob a area da amostra;

? — Estes resultados nao puderam ser considerados em razao de alteragdes morfologicas irregulares nas células.
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Quadro 3 - Resultados do teste de citotoxicidade do grupo em relagdo a superficie interna das amostras - Sdo Paulo, 2010

R1 R2 R3
T Comprimento Gl:al} de .Efeitq Comprimento Gr.al.l de .Efe,itq Comprimento GI‘.al.l de 'Efe,itq
do halo reatividade Citotoxico do halo reatividade Citotoxico do halo reatividade Citotéxico
A - 0 - S 1 - - 0 -
B 2 - S 2 - - 0 -
C ? ? ? - 0 - S 2 -
D 0 - - 0 - - 0 -
E 0 - - 0 - S 2 -
F - 0 - - 0 - - 0 -
G S 2 - S 2 - S 2 -
H S 1 - S 2 - - 0 -
I S 2 - S 1 - - 0 -
T — Tubo; R1, R2 e R3 — Replicatas 1, 2 e 3; - - Ndo houve formagao de halo / Efeito citotéxico negativo; S — Efeitos limitados sob a area da amostra;
? — Estes resultados nao puderam ser considerados em razao de alteragdes morfologicas irregulares nas células.
Quadro 4 - Resultados do teste de citotoxicidade do grupo em relagdo a massa das amostras - Sdo Paulo, 2010
R1 R2 R3
T Comprimento Gr.al.1 de ‘Efeit({ Comprimento Gr.al'l de _Efeitq Comprimento Gr'al.l de 'Efeitq
do halo reatividade Citotoxico do halo reatividade Citotoxico do halo reatividade Citotéxico
A - 0 - - 0 - - 0 -
B - 0 - - 0 - - 0 -
C ? ? ? - 0 - - 0 -
D - 0 - - 0 - - 0 -
E - 0 - - 0 - - 0 -
F - 0 - - 0 - - 0 -
G - 0 - - 0 - - 0 -
H - 0 - - 0 - - 0 -
1 - 0 - - 0 - - 0 -
T — Tubo; R1, R2 e R3 — Replicatas 1, 2 e 3; - - Nao houve formacgédo de halo / Efeito citotdxico negativo; S — Efeitos limitados sob a area da amostra;

? — Estes resultados nao puderam ser considerados em razao de alteragdes morfologicas irregulares nas células.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo ndo deixam duvidas quan-
to a seguranca na utilizagdo de materiais de PVC previa-
mente esterilizados em radiagdo gama e re-esterilizados
em EO. Porém, ha trés fatores que podem limitar a exten-
sdo desses resultados a pratica.

O primeiro refere-se a forma com a qual a aeragao é
conduzida pelas empresas prestadoras de servigos de es-
terilizagdo em EO. Em 2006, um estudo descreveu como
se desenvolve a aeragdo em empresas prestadoras de ser-
vigo de esterilizagdo em EO na regido sudeste do Brasil.
Os resultados revelaram que 60% das empresas utilizam
a aeragdo ambiental (apesar de todas as empresas pes-
quisadas possuirem equipamentos capazes de realizar a
aeracdo mecéanica) e 40% utilizam aeracdo mecénica*®

O segundo diz respeito as caracteristicas do material.
E necessario reconhecer que ha diversas matérias-primas
constituindo os materiais. Além do mais, o presente es-
tudo utilizou materiais de conformagdo simples (tubos),
portanto materiais de conformagdo complexa e/ou gran-
des dimensGes ainda podem constituir um desafio quanto
ao controle de residuos de EO e subprodutos.

De acordo com a AAMI™9, para a matéria-prima PVC,
as condigdes minimas recomendadas de aeragdo em ca-
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mara sdo 8 horas a 60°C ou 12 horas a 50°C. No entanto,
a referida associacdo ndo considera necessaria a fixacdo
de condi¢cdes minimas de aeragdo de materiais, em razao
da existéncia de diversos processos de aeracdo mecanica,
que também tiveram sua eficadcia comprovada. Alguns
materiais, com base em fatores como tamanho e comple-
xidade, precisardo de tempos maiores ou menores de ae-
ragao. Portanto, em razdo dessas varidveis, recomenda-se
a realiza¢do de novos estudos de compatibilidade entre
métodos de esterilizagdo em outras matérias-primas e em
materiais complexos, empregando-se amostras represen-
tativas de cada produto que sera submetido a re-esterili-
zacdo em EO.

J4 o terceiro fator trata-se do teste utilizado para as-
segurar a utilizagdo dos materiais esterilizados em EO. A
legislagdo brasileira” estabelece limites de tolerdncia
residual para o EO, ETCH e etileno glicol (ETG), que sdo
os mesmos valores referenciados como seguros pela
Food and Drug Administration - FDA®®) Esses residuos
sdo quantificados pela cromatografia gasosa e ficam sob
responsabilidade da empresa prestadora de servico de
esterilizacdo em EO. Além do fato de a cromatografia ga-
sosa ser questionavel quanto a capacidade de assegurar a
utilizagdo de materiais esterilizados em EO, ha dificuldade
de se controlarem os processos de aeragao realizados nas
empresas prestadoras de servigo de esterilizagdo em EO.
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Os estabelecimentos de assisténcia a saude que utili-
zam servicos, muitas vezes ndo recebem laudos compro-
batdrios da seguranca na utilizacdo dos materiais libera-
dos para uso*? Dessa forma, € essencial que as empresas
fornegcam dados que comprovem a seguranca na utiliza-
¢do dos materiais, ndo sé pela quantificagdo de residuos,
como também pela supressdo de efeito citotoxico, ates-
tando que o processo de aeragdo mecanica utilizado foi
suficiente para assegurar os materiais.

Além da problematica relacionada aos aspectos cita-
dos, dados de 20061, revelam outras praticas inseguras
de esterilizagdo em EO, das quais destacam-se: periodos
de tempo insuficientes para a leitura dos indicadores bio-
légicos utilizados no controle de qualidade do processo de
esterilizagao, informagdes incompletas no rétulo das em-
balagens submetidas a esterilizagdo, comprometendo a
rastreabilidade dos materiais em casos de suspeita de in-
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