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RESUMO

As bolsas plasticas de sangue foram desenvolvidas para substituir os frascos de
vidro, facilitando a armazenagem do sangue, reduzindo a contaminagao e a ruptura
da embalagem. E um produto que faz parte do programa estratégico de sangue e
hemoderivados do Ministério da Saude. As bolsas de sangue sao fabricadas em
PVC plastificado com o di-2-etilhexil-ftalato (DEHP) e ndo devem liberar qualquer
substancia acima dos limites especificados na RDC 35/2014. Os plastificantes n&o
sdo quimicamente ligados ao PVC e durante a utilizagdo desse material médico
ocorre a migragcao para o sangue. Apés a exposicao a doses elevadas de DEHP tem
sido observados diversos efeitos toxicos para a saude humana, levando a
caracterizacdo do DEHP como um possivel desregulador enddcrino. Devido a isso,
outros plastificantes, como di-2-etil-adipato (DEHA) tem sido utilizados pela indastria.
Portanto, a determinacdo do teor de plastificantes apresenta grande importancia
devido aos seus efeitos toxicologicos. Além disso, o desenvolvimento de
metodologias analiticas para analise da migracdo € fundamental para avaliar a
exposicao dos pacientes aos plastificantes durante o uso das bolsas de sangue e
contribuir para a redugéo dos riscos a saude do usuario. Este trabalho teve como
objetivo analisar as notificacdes de queixas técnicas relacionadas ao produto bolsas
plasticas recebidas pelo Notivisa e os resultados obtidos para amostras de bolsas de
sangue submetidas ao ensaio de determinacdo de DEHP no INCQS de 2011 a 2016
e determinar o teor de plastificantes (DEHP e DEHA) pelos métodos
espectrofotométrico (farmacopeico) e cromatograficos (CG-DIC, CLAE-UV e CLAE-
CAD). A andlise das notificacbes do Notivisa permitiu identificar que a bolsa para
sangue foi o segundo produto com o maior nimero de notificacdes e o Unico que
oferece alto risco para a saude do usuéario. As notificacbes relataram,
principalmente, a ocorréncia de furo/rompimento, vazamento de sangue/solugéo
anticoagulante e colabamento de partes das bolsas e tubos, ou seja, problemas
relacionados ao filme plastico que resultaram em acidentes, danos ao usuario, perda
do sangue doado e desperdicio de recursos publicos. A avaliagdo retrospectiva dos
resultados do INCQS né&o permitiu estabelecer uma relacdo entre tipo de bolsa e/ou
fabricante com a concentragédo de DEHP determinada pelo ensaio farmacopeico. A
determinacao do teor de plastificantes foi realizada com trés amostras de bolsa de

sangue de trés lotes e fabricantes diferentes. Todos os métodos foram lineares nas



faixas de concentracdo estudadas e permitiram a deteccdo de DEHP e DEHA.
Todas as amostras foram consideradas satisfatorias em relacdo a quantidade de
DEHP extraivel e ndo foi detectada a presenca de DEHA nas amostras analisadas.
Na comparacdo dos métodos pela linearidade, o teste de Mann-Whitney/Wilcoxon
indicou que ndo hé& diferencas significativas entre os métodos. A utilizacdo da
técnica CLAE-CAD para determinacdo de DEHP em bolsas de sangue € uma
inovacao tecnoldgica e uma alternativa para a determinacédo de DEHP extraivel, em
bolsas de sangue. Além disso, o detector CAD apresenta vantagens como a
capacidade de detectar substancias que ndo contém croméforos UV-Vis ou
possuem um cromoforo que absorve pouca energia, jA que sua resposta é

independente das propriedades quimicas das substancias.

Palavras-chave: Bolsa de Sangue. Plastificantes. Vigilancia Sanitéria.



ABSTRACT

Plastic blood bags were developed to replace the glass vials, making it easier to
store blood, reducing contamination and rupturing the packaging. Blood bags are
made of plasticized PVC with di-2-ethylhexyl-phthalate (DEHP) and should not
release any substance above the limits specified in RDC 35/2014. The plasticizers
are not chemically bound to the PVC and during the use of such medical device
migration into the blood occurs. After exposure to high doses of DEHP, several toxic
effects on human health have been observed, leading to the characterization of
DEHP as a possible endocrine disruptor. Because of this, other plasticizers, such as
di-2-ethyl-adipate (DEHA) have been used by industry. Therefore, the determination
of the plasticizer content is of great importance because of its toxicological effects. In
addition, the development of analytical methodologies for migration analysis is critical
to assess patient exposure to plasticizers during the use of blood bags and to
contribute to the reduction of health risks to the user. The objective of this study was
to analyze the notifications of technical complaints related to the product plastic bags
received by Notivisa and the results obtained for samples of blood bags submitted to
the DEHP determination test in INCQS from 2011 to 2016 and to determine the
plasticizer content (DEHP and DEHA) by spectrophotometric (pharmacopoeial) and
chromatographic (GC-FID, HLPC-UV and HPLC-CAD) methods. The analysis of
notifications from Notivisa allowed to identify that the bag for blood was the second
product with the largest number of notifications and the only one that poses a high
risk to the health of the user. The reports reported mainly the occurrence of
bore/rupture, blood leakage/anticoagulant solution and collapsing of parts of the bags
and tubes, ie problems related to plastic film that resulted in accidents, user harm,
loss of donated blood and waste of public resources. The retrospective evaluation of
the INCQS results did not allow a relation between the type of pouch and/or
manufacturer with the DEHP concentration determined by the pharmacopoeial test.
Plasticizer content determination was performed with three blood bag samples from
three different batches and manufacturers. All methods were linear in the
concentration ranges studied and allowed the detection of DEHP and DEHA. All
samples were considered satisfactory in relation to the amount of extractable DEHP
and the presence of DEHA in the samples analyzed was not detected. In the
comparison of the methods by linearity, the Mann-Whitney/Wilcoxon test indicated



that there were no significant differences between the methods. The use of the HPLC
HPLC-CAD technique for the determination of DEHP in blood bags is a technological
innovation and an alternative for the determination of DEHP in blood bags. In
addition, the CAD detector has advantages as the ability to detect substances that do
not contain UV-Vis chromophores or have a chromophore that absorbs little energy,

since its response is independent of the chemical properties of the substances.

Key-words: Blood bag. Plasticizers. Health Surveillance.
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1 INTRODUCAO

As bolsas plasticas de sangue fazem parte do programa estratégico de
sangue e hemoderivados, criado pelo Ministério da Saude (MS) (BRASIL, 2013a;
BRASIL, 2017a). Segundo a classificacdo de risco da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), as bolsas plasticas para sangue sédo produtos que oferecem alto
risco a saude do usuario (BRASIL, 2001b; ANVISA, 2017).

A Farmacopeia Europeia determina que o poli(cloreto de polivinila) (PVC) é o
anico tipo de plastico que pode ser empregado nos materiais médicos que utilizam
sangue e suas fracfes (PROWSE et al, 2014; SASTRI, 2014).

Atualmente, a formulagdo do plastico das bolsas de sangue fabricadas em
PVC plastificado com o di-2-etilhexil-ftalato (DEHP) deve estar em conformidade
com o estabelecido na Farmacopeia Europeia, sob o titulo “materiais para
recipientes de sangue humano e de componentes do sangue” (BRASIL, 2014).

A legislacéo vigente — Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 35 de 2014
estabelece o0s requisitos e 0s ensaios para controle da qualidade das bolsas
plasticas para sangue, determinando as condi¢cdes necessarias, inclusive em relagcéo
ao desempenho do plastico PVC plastificado (BRASIL, 2014).

De acordo com a RDC n° 35/2014, as bolsas plasticas devem manter-se
estaveis biologica, quimica e fisicamente durante o periodo de validade e ndo devem
permitir a entrada de microrganismos. Além disso, ndo devem liberar qualquer
substancia acima dos limites especificados nesta Resolucdo para a solucéo
anticoagulante, preservadora e sangue (BRASIL, 2014).

Os plastificantes sdo adicionados aos plasticos para aumentar sua
flexibilidade e para facilitar o processamento. Nao sao quimicamente ligados ao PVC
e, por isso, migram do produto médico durante o contato com sangue e outras
substancias lipofilicas, o0 que representa um risco para a saude do paciente
(BERNARD et al, 2014; ECKERT et al, 2015).

Apbs a exposicao a doses elevadas de ftalatos tem sido observados diversos
efeitos toxicos para a saude humana, principalmente, relacionados ao sistema
reprodutivo, levando a caracterizagcdo do DEHP como um possivel desregulador
endocrino (LIN et al, 2011; KASTNER et al, 2012; HAISHIMA et al, 2013).

A cromatografia gasosa de alta resolucdo (CGAR) e a cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE) sdo as técnicas cromatograficas mais utilizadas para
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determinacdo de plastificantes. O estabelecimento de limites aceitaveis, o
desenvolvimento e a validacdo de metodologias confiaveis para avaliagdo da
migracdo de aditivos é fundamental para avaliar a exposicdo dos pacientes a esses
plastificantes durante o uso do produto (BERNARD et al, 2015b; BERNARD et al,
2015c).

1.1 Plasticos e plastificantes em materiais médicos

Os materiais médicos fabricados com borracha natural, metais e vidro exigiam
limpeza e reesterilizagdo antes de serem reutilizados. A seguranga, o alto
desempenho, o baixo custo e a versatilidade dos plasticos' possibilitaram a
substituicdo desses materiais e a fabricacdo de produtos médicos de uso Unico. Isso
resultou em uma revolucdo dentro do setor de saude no inicio dos anos 1960
(PVCMED ALLIANCE, 2018).

Os plasticos utilizados em materiais médicos devem atender a rigorosos
requisitos, sdo eles: resisténcia a esterilizacdo, resisténcia quimica aos lipideos,
caracterizacdo de extraiveis e lixiviaveis, biocompatibilidade, hemocompatibilidade,
toxicidade e estabilidade (SASTRI, 2014).

Mais de 70% de todos os plasticos usados em materiais médicos sdo
termoplasticos?, exemplos: polietileno (PE), polipropileno (PP) e PVC. Sendo o PVC
o polimero utilizado em aproximadamente 40% dos produtos para saude (SASTRI,
2014; PVCMED ALLIANCE, 2018).

O PVC contém 57% de cloro (proveniente do sal marinho) e 43% de eteno
(derivado do petroleo). A reacdo dessas substancias produz o dicloroetano (DCE),
gue é convertido no monémero cloreto de vinila (MVC). As moléculas de MVC sao
submetidas ao processo de polimeriza¢ao, formando o PVC (Figura 1), que é um po6
branco, fino e inerte (INSTITUTO DO PVC, 2017).

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, a resina de PVC nédo é
processavel e faz necessaria a adicdo de substancias, chamadas de aditivos, para

melhorar o processamento e conferir ao produto final caracteristicas, como

! Material polimérico de alta massa molar, s6lido como produto acabado.

? Plasticos com a capacidade de amolecer e fluir quando sujeitos a um aumento de temperatura e
pressdo. Quando estes sao retirados, o polimero solidifica-se adquirindo a forma do molde. Novas
aplicacGes de temperatura e pressdo produzem o mesmo efeito de amolecimento e fluxo, portanto, é
uma transformacao fisica, reversivel.
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rigidez/flexibilidade, transparéncia, coloracdo, estabilidade térmica, radiopacidade
entre outras (BRASKEM, 2006; INSTITUTO DO PVC, 2017).

Figura 1 - Produgdo do PVC a partir das matérias-primas bésicas
Agua Soc!a Cal{st!ca Resina de PYC: H H
+ Sal e Hidrogénio 57% de cloro e _ é _ é -
43% de eteno ! !
_ H ¢ |n

Mistura
PVC+
Aditivos

Petroleo - =
Composto de PVC

Fonte: (INSTITUTO DO PVC, 2017).

Os aditivos plastificantes sdo substancias organicas de baixo peso molecular
gue sao adicionadas ao PVC para melhorar a flexibilidade do produto acabado. Eles
estdo dispersos entre as moléculas do polimero, formando apenas fracas interacoes.
A acdo do plastificante consiste em reduzir a intensidade das ligacdes entre as
moléculas do polimero (Figura 2). Estas ligacdes sao chamadas de forca de Van der
Waals e conferem elevada rigidez ao PVC. A reducdo dessas forcas diminui a
atracdo intermolecular, aumentando a flexibilidade da cadeia polimérica e alterando
as condicOes de processamento e as propriedades do produto final, como dureza,
temperatura de amolecimento e flexibilidade (BRASKEM, 2006; CANEVAROLO,
2006; SASTRI, 2014).



Figura 2 — Efeito de atenuacéo das ligacdes dipolo-dipolo devido a presenca
da molécula de plastificante tipo ftalato em meio as cadeias poliméricas
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Fonte: (BRASKEM, 2006).
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Existem dois tipos de plastificantes: o plastificante primario (que melhora o

alongamento e a suavidade do plastico) e o plastificante secundario ou extensor

(que aumenta o efeito de plastificacdo e a compatibilidade do plastificante primario

com o0s outros componentes da resina). O tipo de plastificante utilizado é

selecionado de acordo com os parametros necessarios para cada aplicacao (Quadro

1) (BRASKEM, 2006; SASTRI,

plastificantes que sdo usados e também descreve algumas das suas propriedades:

Quadro 1 —Ti

pos de plastificantes e suas propriedades principais

2014). O quadro 1 lista os varios tipos de

Familia de
plastificante

Caracteristicas

Melhora o desempenho em baixas temperaturas e menores viscosidades. Tem

Adipatos maiores taxas de migracao e volatilidade em relagcéo aos ftalatos.
Usado para plastificar resinas vinilicas utilizadas em dispositivos médicos e
Citratos embalagens. Tem maior estabilidade ao calor e ndo descolore durante a
composicao.
Esteres de Fornece retardo a chama; tem fracas propriedades de migra¢édo; melhora o
fosfato desempenho em baixa temperatura.
Ftalatos E o plastificante mais utilizado, devido as excglentes propriedades plastificantes e
ao custo efetivo.
S Melhor desempenho em baixa temperatura do que adipatos; usado em aplicacdes
ebacatos :
externas extremamente exigentes.
I_Este_res Baixa volatilidade e baixa migracgéo.
trimetilato

Plastificantes
secundarios

Usado para melhorar o desempenho dos plastificantes primarios. Ex.: parafinas
cloradas, 6leo de soja epoxidado (ESBO) e 6leo de linhaca epoxidado (ELO).

Fonte: (Adaptado de SASTRI, 2014).
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Os ftalatos sdo os plastificantes mais importantes e mais utilizados na
indastria do PVC, especialmente DEHP. O DEHP exibe boa compatibilidade, baixa
volatilidade, alta resisténcia a agua e aos métodos de esterilizacdo, boas
propriedades elétricas e uma excelente relacdo custo-desempenho. Além disso, o
plastificante proporciona alta transparéncia ao PVC, o que é especialmente
importante para aplicacdes de dispositivos médicos. Os principais produtos médicos
que contém ftalatos sao: recipientes (bolsas flexiveis para fluidos, solucdes
intravenosas ou nutricionais, sangue e plasma), tubulacdes flexiveis (tubos de
infusdo, endotragueais e cateteres) e dispositivos de protecao (luvas e mascaras de
oxigénio) (BRASKEM, 2006; SASTRI, 2014).

A interacdo de varios aditivos em uma formulacéo pode afetar a forma como o
material interage com fluidos corporais, 6rgéaos e tecidos. Assim, cada combinacao
de um material deve ser testada quanto a extraiveis, lixiviados, biocompatibilidade e
toxicidade. E preciso ter cuidado na escolha da combinacdo de aditivos, para que
atendam aos requisitos de desempenho e também as especificacdes relacionadas a
resisténcia quimica, esterilizacdo, biocompatibilidade e toxicidade. Portanto, é o
desempenho e a conformidade do produto acabado que devem ser testados de
acordo com a legislacéo vigente (BRASIL, 2001a; SASTRI, 2014).

A industria de plastificantes vem desenvolvendo alternativas para o uso de
DEHP em produtos médicos. Atualmente, outros plastificantes como o TOTM, di(2-
etil-hexil)tereftalato (DEHT), 1,2-ciclo-hexano-acido-dicarboxilico-di-isononil-éster
(DINCH), di-2-etil-adipato (DEHA) e acetil-tri-n-butil-citrato (ATBC) estdo sendo
propostos para aplicacdo em tubos de infusdo e bolsas de sangue (BERNARD et al,
2014; PLASTICIZERS, 2018).

1.2 Bolsas plasticas para sangue

O sangue é um tecido vivo produzido na medula éssea e composto
por plasma, hemdcias, leucdcitos e plaquetas. E responsavel pelo transporte de
oxigénio e nutrientes aos tecidos, combate/eliminacdo de infec¢cées do organismo e
controle de sangramentos (FUNDACAO PRO-SANGUE, 2017).

A circulacdo sanguinea foi inicialmente descrita por William Harvey em 1627 e
permitiu o desenvolvimento dos primeiros estudos sobre a pratica transfusional com

a utilizacdo de sangue de animais. A primeira transfusdo de sangue humano foi
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realizada em 1818 por James Blundell e permitiu concluir que somente o sangue de
humanos poderia ser utilizado em humanos. Porém, reagfes graves e até a morte
de pacientes apos a transfusdo ainda ocorriam devido a problemas com a
coagulacédo do sangue e reacfes adversas. Apenas no século XX, com a descoberta
do sistema ABO e do citrato de sodio, como anticoagulante, as transfusfes se
tornaram mais seguras e foi possivel armazenar o sangue (BRASIL, 2013a;
FUNDACAO PRO-SANGUE, 2017).

Dessa forma em 1918, durante a Primeira Guerra Mundial, foi possivel
realizar a primeira transfusdo com sangue armazenado ha 26 dias. A descoberta
das solucdes anticoagulantes e conservantes e aperfeicoamento dos equipamentos
de refrigeragcdo permitiu a organizagdo dos centros de armazenamento de sangue.
Assim, o primeiro banco de sangue surgiu em Barcelona, em 1936, durante a Guerra
Civil Espanhola (BRASIL, 2013a; FUNDACAO PRO-SANGUE, 2017).

A bolsa plastica para sangue foi inventada em 1947, licenciada e introduzida
no mercado na década de 60. Desenvolvida para substituir o frasco de vidro,
permitiu o fracionamento do sangue e facilitou a armazenagem, além de reduzir a
contaminag¢do microbiana, a perda do sangue pela quebra dos frascos e o risco de
embolia durante a transfusdo (PROWSE et al 2014; SERRANO et al, 2015).

As bolsas de sangue séo produtos para saude que de acordo com a
classificacdo de risco associado a utilizacdo dos dispositivos médicos, séo
consideradas como produtos de classe lll, pois oferecem alto risco a saude do
usuario (BRASIL, 2001b; ANVISA, 2017).

Como é um insumo essencial para a hemoterapia, as bolsas de sangue fazem
parte do programa estratégico de sangue e hemoderivados, criado pelo MS
(BRASIL, 2013a; BRASIL, 2017a). No Brasil, foram realizadas 3.720.867 doacfes de
sangue em 2015 (BRASIL, 2017b). Portanto, a ocorréncia de desvios da qualidade
neste produto pode comprometer um grande numero de pessoas, causando um
grande impacto em saude publica.

A coleta de sangue pode ser realizada por meio de coleta do sangue total,
forma mais comum, ou por aférese®* e da origem aos hemocomponentes e

hemoderivados. As bolsas de sangue total (ST) obtidas na coleta sdo processadas

3 . ~ . , . ™
Processo que consiste na obtencdo de determinado componente sanguineo de doador unico, utilizando
equipamento especifico (maquina de aférese), com retorno dos hemocomponentes remanescentes a corrente
sanguinea.
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por meio de processos fisicos (centrifugacdo, congelamento) para obtencdo de um
ou mais hemocomponentes (BRASIL, 2014; BRASIL, 2015), conforme observado no
Quadro 2.

Quadro 2 — Componentes obtidos a partir do sangue total

HEMOCOMPONENTES COMPOSICAO

Hemacias, plasma em pequeno volume, leucécitos e plaguetas

Concentrado de hemacias (CH) em pequena guantidade

Plasma Fresco Congelado (PFC) Plasma com todos os fatores de coagulacdo preservados

Concentrado de Plaguetas (CP) Plaguetas, plasma em pequeno volume e leucdcitos

Fibrinogénio, fatores de coagulacéo VIII e XIll, plasma e fator
von Willebrand.

Crioprecipitado

Fonte: (BRASIL, 2015).

1.2.1 Tipos e caracteristicas das bolsas de sangue

As bolsas plasticas para coleta armazenamento e transferéncia de sangue
humano consistem em um sistema fechado formado por um recipiente estéril e
apirogénico, com tubo de coleta, agulha e tubos de saida. De acordo com o modelo
da bolsa, elas também podem conter solu¢des anticoagulantes e/ou preservadoras,
tubos de transferéncia e recipientes associados (BRASIL, 2014). A Figura 3

apresenta as principais partes e componentes de uma bolsa para coleta de sangue.

Figura 3 — Componentes da bolsa quadrupla para sangue

1 - Agulha 5 - Link: dispositivo para coleta de amostra a vacuo
2 - Protetor de agulha: sistema retratil que recobre 6 - Interruptor de tubo: impede o fluxo entre as

a agulha apds a coleta bolsas

3 - Clamp: isola a bolsa para coleta de amostras 7 - Tubos

4 - Bolsa para coleta de amostra 8 - Tear-off: protege o conector/himen da bolsa

5 - Link: dispositivo para coleta de amostra a vacuo 9 - Bolsa
Fonte: (adaptado de JPFARMA, 2016).
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Conforme observado na Figura 3, h& dois tipos de bolsa para coleta de
sangue, a bolsa coletora ou de transferéncia e a bolsa satélite. A bolsa de
transferéncia é isenta de solucfes anticoagulantes/preservadoras e destinada para
transferéncia do sangue/componentes coletado do doador. Enquanto a bolsa satélite
possui a funcdo de armazenar os hemocomponentes apds 0 processamento do
sangue (BRASIL, 2014).

Os sistemas de bolsas sempre apresentam uma bolsa de transferéncia e
podem também conter de 1 a 3 bolsas satélites. A escolha do tipo de bolsa esta
relacionada com o hemocomponente desejado, podendo ser: bolsa simples (para
coleta de sangue total), bolsa dupla (para concentrado de hemacias e plasma), bolsa
tripla (para concentrado de hemacias, plasma, plaguetas ou crioprecipitado) ou bolsa
quadrupla (para concentrado de hemacias, plasma, plaguetas e crioprecipitado)
(BRASIL, 2013a).

Em relacdo a embalagem, o PVC é o Unico tipo de plastico que pode ser
empregado nos materiais médicos que utilizam sangue e seus componentes, pois €
necessario um plastico transparente para permitir a avaliacdo visual e que seja forte
o suficiente para suportar o processo de centrifugacdo e a pressao de infusdo, além
de ser resistente as temperaturas de esterilizacdo e de congelamento do plasma
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2013; PROWSE et al, 2014; SASTRI, 2014).

Atualmente, a formulacéo do plastico das bolsas de sangue deve atender aos
limites da Farmacopeia Europeia (2013), sob o titulo “materiais para recipientes de
sangue humano e de componentes do sangue” (EUROPEAN PHARMACOPOEIA,
2013; BRASIL, 2014), tendo como formulagéo até:

e 55% de PVC,

e 40% de DEHP ou tri-octil-trimelitato (TOTM),
e 10% de Oleo de soja ou linhaga epoxidados,
e 1% de diacetilenodiamina,

e 1% de estearato calcio ou zinco.

As bolsas plasticas sdo agrupadas por tipo de solugcéo anticoagulante e/ou
solucdo preservadora e por tipo de plastico (BRASIL, 2014). A composicdo da
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solugéo e a permeabilidade do filme plastico interferem diretamente no tempo de
armazenamento do sangue (BRASIL, 2013b).

O tipo de plastificante define a permeabilidade do filme de PVC aos gases.
Devido ao alto consumo de oxigénio pelas plaquetas, é necessario um plastificante
que aumente a permeabilidade do filme plastico, enquanto os glébulos vermelhos
tem sua viabilidade comprometida em presenca de grandes quantidades de
oxigénio, tornando-se inadequado para transfusédo. Dessa forma, o filme de PVC
produzido contendo DEHP é utilizado em bolsas para coleta de células vermelhas e
componentes, enquanto o TOTM é usado somente em bolsa para coleta de
plaquetas (ADORNI, 2008; PROWSE et al, 2014). O quadro 2 apresenta o tempo

maximo de armazenamento permitido para os hemocomponentes:

Quadro 3 — Tempo maximo de armazenamento do hemocomponente

Hemocomponente Prazo de validade

21 dias em solu¢cdo ACD/CPD/CP2D
35 dias em solucdo CPDA-1
42 dias em solucdo SAG-M
(armazenados a temperatura de 4 + 2°C)

Concentrado de heméacias (CH)

Concentrado de hemacias

10 anos
congeladas

12 meses (armazenado em temperatura entre -20°C e -30°C)

Plasma fresco congelado (PFC) 24 meses (armazenado a temperatura de -30°C ou inferior)

Plasma comum (PC) - (plasma nao
fresco, plasma normal ou plasma
simples)

5 anos a temperatura igual ou inferior a -20°C
(exclusivamente destinado a producéo de hemoderivados)

12 meses (armazenado em temperatura entre -20°C e -30°C)

Crioprecipitado (CRIO) 24 meses (armazenado a temperatura de -30°C ou inferior)

Concentrado de plaquetas (CP) 3 a 5 dias (dependendo do plastificante da bolsa de conservacao)

Fonte: (BRASIL, 2011).

1.2.2 Regulacéo das bolsas de sangue no Brasil

A utilizacdo das bolsas plasticas deveria garantir maior seguranca ao paciente
do que os frascos de vidro utilizados anteriormente. Porém, como as fabricas
nacionais funcionavam em condi¢gbes muito precarias, ocorreram diversos problemas
transfusionais por contaminacdo bacteriana ou quimica (até mesmo pelo material
das bolsas) que resultaram na interdicdo de todas as fabricas de bolsas plasticas no
Brasil em outubro de 1986 (SANTOS, MORAES e COELHO, 1992).

Isso evidenciou a necessidade de garantir a qualidade das bolsas para

sangue humano e resultou na publicacdo de diversas portarias e resolucbes. Entre
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elas é preciso destacar a Portaria n°® 950/MS/SVS de 1998 e a Resolucdo/Anvisa n°
9 de 1999° que estabeleceram, respectivamente, 0s requisitos minimos que
deveriam ser apresentados pelo produto e as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF)
(BRASIL, 1998; BRASIL, 1999).

Estudos realizados por Fust (2009 e 2011) e Vale (2010 e 2012) no Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) levaram a determinacéo de
alguns parametros do controle da qualidade descritos na legislacdo vigente — RDC
n° 35 de 2014. Essa resolucdo estabelece os requisitos e 0s ensaios para controle
da qualidade das bolsas plasticas para sangue humano e suas fracdes,
determinando as condi¢cbes necessarias, inclusive em relacdo ao desempenho do
plastico PVC plastificado com o DEHP, TOTM ou outros que venham a ser
aprovados pela Anvisa (BRASIL, 2014).

De acordo com esse regulamento, as bolsas plasticas devem ser
transparentes, sem pigmentos ou corantes, flexiveis, estéreis, apirogénicas, isentas
de toxicidade, resistentes nas condi¢cdes de uso e compativeis com o contetdo sob
condicbes normais de estocagem, devem manter-se estaveis biolégica, quimica e
fisicamente em relacéo ao seu contetdo durante o periodo de validade e ndo devem
permitir a entrada de microrganismos. Além disso, ndo devem liberar qualquer
substéancia acima dos limites especificados para a solucéo
anticoagulante/preservadora ou para o sangue e suas fracdes (BRASIL, 2014).

As bolsas plasticas para sangue devem obrigatoriamente estar em
conformidade com a RDC n°35/2014 para obtencdo e revalidacdo do registro na
Anvisa. A conformidade destes produtos deve ser comprovada por laudos técnicos
emitidos pelo INCQS ap6s analise prévia. Para fins de registro, as bolsas plasticas
devem ser agrupadas por tipo de solug¢édo anticoagulante e/ou solucao preservadora
e por tipo de plastico (BRASIL, 2014).

1.3 Efeitos toxicoldgicos de aditivos plastificantes

O grande uso de DEHP levou a investigagdo sobre a toxicidade desse
plastificante. Além disso, desde o inicio dos anos 1970, a seguranca do DEHP em

sistemas de bolsa de sangue passou a ser questionada, quando quantidades

* Essa portaria foi revogada pela RDC n2 35 de 2014.
> Regulamento técnico de BPF vigente.
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consideraveis desse plastificante foram encontradas em tecidos de pacientes que
receberam transfusao (PROWSE et al, 2014; SALLOUM et al, 2015).

A contaminacdo por DEHP pode ocorrer através das vias intravenosa, oral,
dérmica e respiratéria. Apesar da principal via de exposicdo para DEHP da
populacdo em geral ser através dos alimentos, 0 mais intenso grau de exposi¢cdo
ocorre no ambiente hospitalar, devido aos diversos materiais médicos produzidos
com PVC plastificado com DEHP que séo utilizados em procedimentos como dialise,
terapia respiratoria, transfusbes de sangue ou terapia nutricional
(ERYTHROPEL et al, 2014).

O metabolismo do DEHP envolve diversas reacdes e produz muitos

parenteral

metabdlitos. A primeira etapa do metabolismo é a hidrélise de DEHP por esterases,
formando mono(2-etilhexil-ftalato) (MEHP) (metabdlito principal) e 2-etil-hexanol
(Figura 4). Essas esterases estdo presentes na mucosa intestinal, figado, rins,
pulmdes, pele, plasma e, principalmente, no pancreas. A maior parte do MEHP sofre
reacOes de oxidacdo da cadeia lateral e ap6s conjugagcdo com &cido glicurénico sao
eliminados. O 2-etil-hexanol também €& metabolizado por reacdes de oxidacédo e
produz metabdlitos semelhantes aos da via de B-oxidacdo, que sdo excretados na
urina (ATSDR, 2002).

Figura 4 — Metabolismo do DEHP em humanos
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A farmacocinética complexa do DEHP pode ser a responsavel variabilidade
do metabolismo e o0 acumulo extravascular de DEHP nos tecidos adiposos. Dessa
forma, variacdes individuais nas func¢des hepaticas, devido a indugcdo enzimatica ou
inibicdo competitiva das enzimas hepaticas por drogas podem modificar o
metabolismo do DEHP (BUCHTA et al, 2005).

Estudos utilizando macacos analisaram a distribuicio de DEHP apds a
administracdo parentérica. Ap0s a administracdo intravenosa, a concentracado de
DEHP foi de 4,257 pg/g nos pulmdes; 17 ug/g no figado; 5 pg/g nos testiculos; e 4
Hg/g nos rins. ApGs a administracdo intraperitoneal, as concentracbes de DEHP
encontradas no pulméo, no figado, nos rins e nos testiculos foram aproximadamente
265, 80, 60, e 15 ug/g, respectivamente. Portanto, os pulmdes foram os principais
tecidos onde o DEHP ficou armazenado, possivelmente devido a obtrucdo dos
capilares alveolares pela emulsdo utilizada como veiculo para administracdo do
plastificante (ATSDR, 2002).

Nas bolsas de sangue, ocorre a formacdo de MEHP, assim, o paciente é
exposto ao DEHP e MEHP. A exposicdo ao DEHP através da via parenteral néo
passa pelas esterases intestinais, fazendo com que entre na circulacdo sistémica
uma maior proporcdo de DEHP em vez de MEHP. Assim, inicialmente, ha mais
DEHP do que MEHP no sangue, porém, o nivel de DEHP diminui rapidamente com
uma meia-vida de 10 horas e o nivel de MEHP aumenta. Entre as exposi¢cfes, 0
DEHP e o MEHP desaparecem do sangue, enquanto as concentracdes de acido
ftalico aumentam, indicando que o tempo de exposicdo esta mais correlacionado
com a concentracdo de acido ftalico no sangue do que com os niveis de DEHP ou
MEHP (ATSDR, 2002; FDA, 2014).

As principais vias de eliminacédo sdo a urina e a bile, mas o DEHP também é
transferido para o leite materno. A eliminacédo desse plastificante € dependente da
quantidade de DEHP administrada, da idade e do sexo do paciente (ATSDR, 2002).

A exposicao ao DEHP no ambiente hospitalar ndo representa um grande risco
para a populagdo, pois geralmente € uma exposicdo aguda. Porém, pessoas com
certas condicbes meédicas que requerem tratamento regular, como neonatos,
gestantes, pacientes em dialise e hemofilicos, estdo em maior risco devido a
exposicdo mais frequente a altos niveis de DEHP (FDA, 2014; ERYTHROPEL et al,
2014; PROWSE et al, 2014).
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Os procedimentos médicos que causam elevada exposicdo ao DEHP sdo:
hemodialise em longo prazo em adultos (3,1 mg/kg/dia), transfusdo de sangue a
longo prazo em criancas (0,075 mg/kg/dia), transfusées em recém-nascidos (1,7
mg/kg/dia), e a oxigenacao extracorporal em criancas (EC, 2008).

Estudos demonstraram que durante a plaquetaférese, uma quantidade
consideravel de DEHP ¢ liberada dos kits de aférese para o sangue do doador. O
produto final é armazenado no plasma doador, levando a contaminacao por DEHP.
A carga de DEHP nos PCs é composta de contaminacdo primaria, que ocorre
durante a plaquetaférese, e contaminacdo secundaria durante 0 armazenamento.
(BUCHTA et al, 2005).

Alguns estudos demonstraram que a transfusdo de plaquetas armazenadas
em embalagens de PVC plastificado resultou em niveis sanguineos de DEHP que
cairam a uma taxa média de 2,83% por minuto e uma meia-vida de 28 minutos.
Medicdes em pacientes submetidos a mais de 50 sessdes de hemodidlise indicaram
que a maior parte do DEHP presente no soro no final de uma sessao de didlise era
eliminada em 5-7 horas (ASTDR, 2002).

O DEHP apresenta vantagens para o armazenamento de sangue, pois ele
migra das bolsas e estabiliza a membrana dos eritrocitos, resultando em menores
niveis de hemdlise. Porém, a preocupacao com a toxicidade desse plastificante nao
compensa os beneficios (PROWSE et al, 2014; SERRANO et al, 2015).

Muitos estudos investigaram a toxicidade do DEHP e observaram diversos
efeitos téxicos em humanos, principalmente, relacionados ao sistema reprodutivo,
como alteracbes dos niveis de estradiol e testosterona, reducdo da contagem de
espermatozoides e alteracfes histoldgicas nos testiculos, levando a caracterizacao
do DEHP como um possivel desregulador endocrino (LIN et al, 2011; HAISHIMA et
al, 2013).

Recentemente, Wen et al (2017) confirmaram os efeitos antiandrogénicos do
DEHP ao observar que a exposicdo pré-natal e infantil esta associada com a
diminuicdo dos niveis de testosterona, testosterona livre, estradiol e progesterona.
Além dos efeitos sobre os hormdénios sexuais, a exposicdo precoce a ftalatos
também foi associada a sensibilidade alérgica e ao aumento da prevaléncia de asma
em criangas (KU et al, 2015).

Em 2008, a Unido Europeia (UE) classificou o DEHP como substancia CMR

1B (carcinogénica, mutagénica ou toxica para a reproducdo). Devido a isso, a
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Franca proibiu, em 2012, a utilizacdo de DEHP em vérios dispositivos médicos e a
UE, em 2015, determinou que o DEHP seja banido dos equipamentos médicos
elétricos e eletronicos até 2021 (FRANCA, 2012; EC, 2015; FRANCA, 2015).

1.4 Métodos analiticos para determinacao de plastificantes

Os plastificantes ndo sdo quimicamente ligados ao PVC, assim, durante a
utilizacdo do material médico ocorre a migracdo para 0 sangue, para substancias
lipofilicas e misturas de nutricdo enteral/parenteral, levando a exposicdo indesejada
e representando um risco para a saude do paciente (EC, 2008; FDA, 2014).

A migragao consiste na perda do plastificante por transferéncia entre duas
superficies que estdo em contato (BRASKEM, 2002) e pode ser avaliada atraves de
meétodos analiticos para determinacdo da concentracédo de plastificante na matriz do
produto, em  solventes simulantes ou atraves da analise dos
plastificantes/metabdlitos em material biolégico (BERNARD et al, 2014; ECKERT et
al, 2015).

Os métodos analiticos para analise de plastificante na matriz de PVC sao
divididos em diretos e indiretos. Eles devem permitir a determinacdo e a
quantificacdo do plastificante, além de apresentar sensibilidade o suficiente para
detectar possiveis contaminantes que estejam presentes na resina polimérica
(BERNARD et al, 2014).

Os métodos diretos geralmente ndo sdo sensiveis e dependem de
caracteristicas dos polimeros, como flexibilidade térmica, caracteristicas espectrais e
eletromagnéticas. Sao eles: andlise termogravimétrica, calorimetria de varredura
diferencial, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e espectroscopia de
infravermelho (BERNARD et al, 2014).

Os métodos indiretos para a identificacdo de plastificantes sédo a CGAR e a
CLAE, técnicas analiticas utilizadas no presente estudo. Essas técnicas sao as mais
utilizadas para determinacdo de ftalatos e s&o precedidas por diferentes
procedimentos de extracdo que incluem a técnica de Soxhlet, a extragdo com
solvente ou a dissolucédo do polimero (BERNARD et al, 2014; BERNARD et al,
2015a).

A extracdo com solvente é uma alternativa eficiente e simples com boas taxas

de recuperacdo. O mecanismo deste procedimento de extracdo baseia-se em um
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processo de transferéncia de solutos da fase solida para a solu¢do e depende de
diversas propriedades fisicas como difusdo, viscosidade, coeficiente de particdo,
solubilidade e tensdo superficial. Portanto, a escolha do solvente é um fator que
determina a eficiéncia da extracdo (BRASKEM, 2002; BERNARD et al, 2015a).

1.4.1 Ensaio de migracao

Os limites aceitaveis e a metodologia dos testes de migracdo para diversos
aditivos utilizados em embalagens plasticas para alimentos ja foram determinados.
Porém, esses parametros ainda ndo foram estabelecidos para os produtos para a
saude, tornando a avaliagdo de risco mais dificil, jA que ndo é possivel avaliar a
exposicdo dos pacientes a estes plastificantes durante o uso do material médico
(BERNARD et al, 2015b; BERNARD et al, 2015c).

O teste de migracdo € baseado na simulacdo das condicOes reais de
utilizacdo, sendo importante utilizar condigcdes semelhantes a pratica clinica, a fim de
avaliar os riscos associados a cada plastificante durante o uso especifico de cada
material médico (BERNARD et al, 2015b; BERNARD et al, 2015c). Devido a
variedade de produtos e a dificuldade para realizar estudos em pacientes
voluntarios, os testes sdo realizados utilizando um meio de contato alternativo,
chamado de solvente simulante (LUO et al, 2014).

Como alternativa para o sangue, a Farmacopeia Europeia adotou uma
solucdo de agua e etanol (com densidade entre 0,9373 a 0,9378 g/mL) como
solvente simulante para extracdo do DEHP de bolsas de sangue. As bolsas de
sangue devem ser preenchidas até metade do seu volume com esta solucéo e
incubadas a 37+1°C durante 60+1 minutos, apO0s esse periodo, € realizada a
determinacdo da quantidade de DEHP presente na solucdo utilizando um
espectrofotometro UV-vis (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2013).

Existem varios métodos de analise que podem ser usados para determinar
quantitativamente o DEHP extraido, incluindo espectrofotometria de absor¢do no
UV-vis, CGAR e CLAE com diversos tipos de detectores. Devido aos diversos
materiais médicos feitos com PVC no mercado, ndo ha nenhum método de
avaliacao universal para todos esses produtos (LUO et al, 2014).

A RDC n°35/2014 determina que o ensaio de determinacgéo do teor de DEHP

em bolsas de sangue seja realizado por espectrofotometria UV, conforme a
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metodologia descrita na Farmacopeia Europeia (BRASIL, 2014). Assim, ndo devem
ser excedidos os seguintes limites para o DEHP extraivel:
| - até 10 mg/100 mL para recipientes de capacidade entre 300 mL e 500 mL;
Il - até 13mg/100 mL para recipientes de capacidade entre 150 mL e 300 mL;

lll - até 14 mg/100 mL para recipientes de capacidade menor que 150 mL.

1.4.2 Espectrofotometria de absorcéo no UV-vis

A técnica de espectrofotometria de absor¢do € baseada na quantidade de luz
absorvida pelas moléculas em funcdo do comprimento de onda, podendo ser
utilizada como técnica de identificacdo e quantificacdo de substancias. De acordo
com o intervalo de frequéncia da energia eletromagnética aplicada, pode ser dividida
em ultravioleta, visivel e infravermelho (SKOOG et al, 2006).

Restringindo esta abordagem para o detector envolvido neste estudo, temos a
espectrofotometria de absor¢éo na regiao do UV-vis.

As moléculas ao absorverem energia sofrem uma transicdo para um estado
excitado (estado de maior energia). Na regido do ultravioleta e visivel, essas
transicoes eletrénicas ocorrem em por¢cdes da molécula chamadas de croméforos e
sdo medidas por espectrofotbmetros. Esses equipamentos sao constituidos por
fonte de radiacdo; seletor de comprimento de onda; celas de absorcdo (cubetas);
detector de radiacdo e uma unidade de leitura e de processamento de sinal
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

No caso da espectrofotometria UV-vis, a amostra € colocada na cubeta que é
inserida no caminho Optico do aparelho e atravessada pela luz UV e/ou visivel em
determinado comprimento de onda. Entdo, o espectrofotdmetro mede a transmissao,
que € a medida da diminuicdo da intensidade da radiacdo em determinado
comprimento de onda quando a radiacdo passa através da amostra. Em seguida, a
transmissdo é convertida em absorbancia que € diretamente proporcional a
concentracéo da espécie responsavel pela cor (SKOOG et al, 2006).

Para usar a absorbancia com finalidade analitica, &€ necessario produzir uma
curva de calibracdo através da medida da absorbancia de varias solugbes com
concentracbes conhecidas do analito (solugbes-padrdo). Essa curva é entdo
utilizada para determinar a concentracado das solugcbes desconhecidas (SKOOG et

al, 2006).
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1.4.3 Cromatografia a gas

A cromatografia gas-liquido é uma técnica de separacdo cromatografica
baseada na distribuicdo dos componentes de uma amostra entre a fase movel inerte
(gas de arraste) e a fase estacionaria presente na coluna, que permite a separacao
de substancias relativamente volateis e termicamente estaveis por um processo de
distribuicdo contracorrente dindmico, que resulta em uma retencdo maior ou menor
devido a fendmenos de sorcéo e dessorcao sobre a fase estacionaria (SKOOG et al,
2006; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O cromatografo a gas consiste em sistema de gas de arraste, camara de
injecdo de amostra, coluna cromatogréafica contida em um forno, detector e sistema
de aquisicdo de dados, conforme apresentado na Figura 5 (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Figura 5 - Componentes de um cromatografo a gas
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Fonte: (SKOOG, 2006).

O sistema de gas de arraste controla a pressao e o fluxo do gas de arraste
qgue circula pela coluna e segue para o detector. A amostra pode ser injetada
diretamente na coluna ou vaporizada na camara de injecdo e misturada no gas de
arraste antes de entrar na coluna. O processo de injecdo da amostra influencia na
eficiéncia da coluna e na qualidade da resolucéo dos sinais cromatograficos obtidos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Na cromatografia a gas, a coluna pode ser de dois tipos: colunas recheadas e
colunas capilares, sendo as colunas capilares mais eficientes e rapidas. Sao
construidas de aco inoxidavel, vidro, silica fundida ou Teflon e apresentam diversas

dimensdes de comprimento e diametro interno (SKOOG et al, 2006). Na coluna, os
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componentes da amostra sdo separados de acordo com o indice de retencao linear,
que é dependente da pressdo de vapor e do grau de interacdo com a fase
estacionaria (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O indice de retencdo é temperatura-dependente e define a resolugdo, o
tempo de retengdo e a eficiéncia da coluna em relagcdo aos componentes da
amostra. Dessa forma, a coluna deve ser abrigada em um forno termostatizado, ja
que a temperatura da coluna é uma variavel importante para obter boa preciséo
(SKOOG et al., 2006; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O tempo de eluicdo € caracteristico da substancia e da resposta do
instrumento. Ele € medido como a area ou a altura do sinal e é influenciado pela
concentracédo do analito. De acordo com o tempo de retengcéo, 0S cOmpostos saem
separados da coluna e passam pelo detector, gerando um cromatograma, que
consiste em uma série de sinais no eixo do tempo, onde cada sinal representa uma
substéancia presente na amostra (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O tipo de detector a ser utilizado depende da natureza dos compostos a
serem analisados. Limitando esta abordagem para detector envolvido neste estudo,
temos o detector por ionizacdo em chama (DIC).

Nesse detector, o efluente da coluna é direcionado para uma chama de
ar/hidrogénio que realiza a pirélise da maioria dos compostos organicos, produzindo
ions. A deteccéo envolve o monitoramento da corrente produzida pela coleta desses
ions, que é medida com um picoamperimetro. O numero de ions produzidos é
proporcional ao nimero de atomos de carbono reduzidos na chama, o que torna
esse detector sensivel @ massa em vez da concentragdo (SKOOG et al, 2006).

Dessa forma, a cromatografia com fase gasosa acoplada ao detector de
ionizacdo em chama (CGAR-DIC) exibe vantagens como alta sensibilidade, larga
faixa linear de resposta e baixo ruido. Porém, a destruicdo da amostra durante a
etapa de combustdo é uma desvantagem dessa técnica (SKOOG et al, 2006).

1.4.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia
A CLAE é uma técnica de separacdo baseada na distribuicdo dos

componentes de uma amostra entre uma fase estacionaria e uma fase liquida movel

que permite separacdes por particdo, adsorcdo, exclusdo por tamanho ou troca
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ibnica, dependendo do tipo de fase estacionaria utilizada (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Véarios fatores quimicos e fisico-quimicos influenciam na separacéo
cromatografica, os quais dependem da natureza quimica das substancias a serem
separadas, da composicao e vazao da fase movel, da composicéo e area superficial
da fase estacionaria. A CLAE surgiu como uma alternativa para a cromatografia
liquida tradicional, possibilitando a reducdo do tempo de analise. Além disso, a
CLAE apresenta vantagens sobre a cromatografia a gas, pois permite a analise de
amostras nao volateis e termolabeis (SKOOG et al, 2006).

Os componentes do cromatografo consistem em sistema de bombeamento de
fase movel, injetor de amostra, coluna cromatografica com forno, detector e sistema
de captura de dados (SKOOG et al, 2006; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010),

conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Componentes de um sistema para CLAE
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O sistema de bombeamento realiza a pressurizagédo e vazédo de volumes
programados da fase movel presente nos reservatorios, enquanto a amostra é
injetada no sistema cromatografico manualmente ou por injecdo automatica. A

separacdo ocorre na coluna cromatografica que, normalmente, € feita de aco
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inoxidavel e apresenta diversas dimensdes de comprimento e didmetro interno. A
vida util da coluna cromatogréfica pode ser aumentada através da utilizacdo de
colunas de protecdo ou pré-colunas que removem materiais particulados e
contaminantes (SKOOG et al, 2006).

Restringindo esta abordagem para os métodos de deteccdo envolvidos neste
estudo, temos a cromatografia com fase liquida de alta eficiéncia acoplada ao
detector de ultravioleta (CLAE-UV) e a cromatografia com fase liquida de alta

eficiéncia acoplada ao detector de aerossol carregado (CLAE-CAD).

1.4.4.1 Deteccao por UV-Vis

O detector de UV-vis (Figura 7) apresenta uma célula de fluxo no término da
coluna cromatografica que permite a deteccdo de compostos com grupamento
cromoéforo. A radiacdo ultravioleta atravessa a célula de fluxo e é recebida no
detector. Dessa forma, quando as substancias sdo eluidas da coluna, passam pela
célula de fluxo e absorvem a radiacao, resultando em alteracdes no nivel de energia
da molécula (CROMATOGRAFIA, 2010).

Figura 7 — Detector UV-Visivel para CLAE
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O sistema de captura de dados recebe os sinais enviados pelo detector e
gera os cromatogramas. A interpretagdo dos sinais cromatograficos deve considerar
a avaliacdo de alguns parametros que asseguram um desempenho adequado do
processo cromatografico, como: tempo de retencéo, fator de retencédo, fator de
assimetria (A), resolucao (R), numero de pratos teoéricos (N) e altura equivalente de
prato tedrico (CROMATOGRAFIA, 2010).
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1.4.4.2 CLAE-CAD

A deteccdo UV-vis é sensivel para muitos analitos na CLAE, mas sua
sensibilidade é dependente da presenca de grupamentos cromoforos, ou seja, da
estrutura molecular das substéncias. Devido a essa limitagcdo, o detector CAD é
cada vez mais utilizado, por se tratar de um detector considerado universal, ja que
sua resposta € independente das propriedades quimicas das substancias
(GORECKI et al, 2006).

O método de deteccdo desse equipamento consiste na deteccdo de particulas
carregadas. O primeiro passo do processo de deteccdo € a nebulizacdo pneumatica
do eluente em goticulas. O solvente € evaporado para formar um aerossol de
particulas do analito. Uma segunda corrente de gas passa por uma descarga de
corona de platina, produzindo ions positivos. Em seguida, ocorre a colisdo desses
ions com as particulas do analito, que resulta na transferéncia da carga dos ions
para as particulas. No final, as particulas sédo transferidas para um coletor, onde a
carga € medida por um eletrdometro (LIGOR et al, 2014), conforme observado na
Figura 8.

O tamanho de particula aumenta com a quantidade de substéncia, ou seja,
com a concentracao. A carga € transferida de acordo com o tamanho do analito:
quanto maior a particula, maior a carga. O sinal gerado é diretamente proporcional a
guantidade de substancia. Portanto, o CAD fornece uma resposta que €

independente da estrutura quimica (LIGOR et al, 2014).

Figura 8 — Detector CAD para CLAE
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O CAD apresenta vantagens em relagcdo a deteccdo por UV, como alta
sensibilidade, capacidade de detectar diversas substancias em nanogramas,
inclusive analitos nao-volateis ou sem cromoforos, independente da estrutura
quimica. Porém, como qualquer detector de aerossois, o CAD tem resposta reduzida
se o0 analito for volatil (HUTCHINSON et al, 2014; LIGOR et al, 2014).

1.5 Justificativa

As bolsas plasticas para sangue sdo insumos essenciais para a hemoterapia
e fazem parte do programa estratégico de sangue e hemoderivados do Ministério da
Saude (MS). Devido a isso, a ocorréncia de desvios da qualidade neste produto
pode causar um grande impacto em saude publica.

A migracao dos plastificantes da bolsa plastica para sangue pode representar
um risco para a saude do paciente se exceder os limites especificados na RDC n° 35
de 2014.

Portanto, a determinacdo do teor de plastificantes apresenta grande
importancia devido aos seus efeitos toxicologicos. Além disso, o desenvolvimento de
metodologias analiticas para analise da migracdo é fundamental para avaliar a
exposicao dos pacientes aos plastificantes durante o uso das bolsas de sangue e

contribuir para a reducao dos riscos a saude do usuario.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar técnicas para andlise de plastificantes em bolsas de sangue.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Analisar as notificagdes do sistema Notivisa (Anvisa) relacionadas as bolsas
plasticas no periodo de 2011 a 2015;

2.2.2 Analisar o perfil e os resultados obtidos para as amostras submetidas ao
ensaio de determinacédo do teor de DEHP no INCQS no periodo de 2011 a 2016;

2.2.3 Determinar o teor do plastificante DEHP por espectrofotometria no UV-vis
(método farmacopeico) em amostras comerciais de bolsas de sangue enviadas ao
INCQS;

2.2.4 Determinar o teor dos plastificantes DEHP e DEHA por cromatografia em fase
gasosa com deteccdo de ionizacdo por chama (CGAR-DIC), cromatografia em fase
liquida com deteccao de ultravioleta (CLAE-UV) e cromatografia em fase liquida com
deteccdo de aerossol carregado (CLAE-CAD) em amostras comerciais de bolsas de
sangue enviadas ao INCQS;

2.2.5 Comparar os resultados obtidos para o DEHP pelo método espectrofotométrico

e pelos métodos cromatogréficos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Andlises critica das notificacdes do sistema Notivisa relacionadas as

bolsas plasticas no periodo de 2011 a 2015

Foi realizada busca das notificacdes de queixas técnicas (QT) relacionadas
ao produto bolsas plasticas, recebidas pelo sistema de notificacdes para vigilancia

sanitaria (Notivisa) (Figura 9) no periodo entre 2011 e 2015. O enfoque da busca

foram “bolsas”, logo, os filtros utilizados para a busca foram: “queixa técnica”, “artigo

médico-hospitalar” e “bolsas”.

Figura 9 — Tela de exportacao de notificacdes do sistema Notivisa
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Estabelecimento de Assisténcia a Salde

: Selecione :. v
Evolucdo:
k: Selecione : v
LV

Situagdo:

Enviada Em andlise Concluida pelo SNVS [ ] Retificada [f] Em investigacdo Em agrupamento

Conclus3o da Investigagdo:

[ confirmade [ Provavel [ possivel [ Improvéavel [ mconclusive ] Descartado

Fonte: (ANVISA, 2016).

Os dados sobre as notificagdes foram exportados para uma planilha do Excel,

classificados e quantificados de acordo com o tipo do produto. Para isso, foram
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utilizadas como filtros as palavras: “nutricdo”, que incluiu bolsas para solucbes
intravenosas, nutricdo enteral e parenteral; “ostomia”, que possibilitou quantificar
bolsas de colostomia, ileostomia e urostomia; “sangue”, que forneceu informacdes
sobre bolsas de sangue; “urina”, que é referente as bolsas para coleta de urina.
Considerando o risco associado, de acordo com a RDC n° 185/2001, aos tipos de
produtos encontrados, foi definido o objeto de estudo. Em seguida, os motivos das

QTs foram analisados e quantificados.

3.2 Avaliacéao retrospectiva dos resultados obtidos para as amostras de bolsas
de sangue submetidas ao ensaio de ftalato no INCQS

Foi realizada uma analise retrospectiva do ensaio de determinacdo de DEHP,
por espectrofotometria-UV, realizado nas bolsas de sangue submetidas ao INCQS
no periodo de 2011 a 2016, utilizando o Sistema de Gerenciamento de Amostras do
INCQS (Harpya). Os filtros utilizados foram: data, nome do produto (bolsas), detentor
do registro, modalidade de andlise (prévia), tipos de ensaio (determinacdo de
plastificante) e avaliagéo final do resultado analitico. As marcas foram codificadas
para preservar a identidade dos detentores do registro do produto. Os dados foram

organizados e avaliados utilizando planilhas do Excel versédo 2013.

3.3 Avaliacéo de plastificantes — materiais e métodos

Esta parte do estudo foi desenvolvida em trés etapas:

a) Utilizacdo do método espectrofotométrico para determinacdo da
concentracdo de DEHP em bolsa de sangue;

b) Utilizacao de trés diferentes métodos cromatogréaficos, empregando CGAR-
DIC, CLAE- UV e CLAE-CAD, para determinacdo da concentracdo de DEHP e
DEHA em bolsa de sangue;

c) Comparagédo dos métodos estudados para determinacdo da concentragédo

de plastificantes em bolsa de sangue.
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3.3.1 Materiais
3.3.1.1 Amostras

Foram utilizadas no estudo amostras de bolsas de sangue enviadas ao
INCQS para realizacdo de andlise prévia. Para selecdo das amostras, foi realizada
uma busca por produtos de lotes ja analisados, que estivessem dentro do prazo de
validade e possuissem, no minimo, 3 unidades lacradas. Apds a avaliacdo da
rotulagem desses produtos quanto a presenca de DEHP, foram selecionadas
aleatoriamente 3 unidades de cada lote para realizacéo do ensaio.

3.3.1.2 Vidrarias

Foram utilizadas para o ensaio de determinacdo de plastificantes, as
seguintes vidrarias: Erlenmeyers de vidro de 4000 mL; provetas de vidro de 100, 500
e 1000 mL; baldes volumétricos de vidro de 100 e 200 mL calibrados; pipetas

volumétricas de vidro de 3, 5, 10, 15 e 20 mL calibradas; picnémetro de vidro.
3.3.1.3 Gases utilizados para a técnica de cromatografia com fase gasosa

- Gas de arraste: Nitrogénio 99,99% de pureza (White Martins, Brasil);
- Gas make up: Nitrogénio 99,99% de pureza (White Martins, Brasil);
- Hidrogénio 99,995% de pureza (White Martins, Brasil);

- Ar sintético

3.3.1.4 Padr0es e solventes

- Agua purificada (destilada, deionizada e purificada em sistema MiIIi-Q®);

- Alcool etilico p.a. 95% (Merck, Alemanha) com pureza minima igual a 99,9 %;
- DEHP (ChemService, Estados Unidos) com pureza igual a 99,5 (= 0,5)%;

- DEHA (ChemService, Estados Unidos) com pureza igual a 98,1 (+ 0,5)%.
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3.3.1.5 Equipamentos

Os seguintes equipamentos e materiais foram empregados no estudo:
- Espectrofotdmetro de absorcdo molecular UV-visivel Lambda 16, operando na
faixa de 190 a 800 nm (Perkin-Elmer, Alemanha);
- CGAR: cromatografo a gas CP-3800 (Varian, EUA) equipado com:

e Amostrador automatico (autosampler 8400 Varian);

Injetor 1079, modo split/splitless, com insersor de vidro silanizado;

e Coluna capilar DB-5 (5% fenilmetilsilicone) de silica fundida, 30 m de
comprimento x 0,25 mm de diametro interno x 1,2 ym de espessura de
filme (J&W Scientific, Estados Unidos);

e Controlador eletronico de fluxo;

e Detector por ionizacdo em chama (DIC);

e Sistema de aquisicdo de dados: software Star® v. 6.5

- CLAE: cromatdégrafo a liqguido ULTIMATE 300 (Thermo Fisher, EUA) equipado com:
e Coluna C18, 250 mm de comprimento x 4 mm de diametro interno x 5 ym de
espessura (Phenomenex, Estados Unidos);
e Detector por absorcdo molar nas regides UV/VIS com arranjo de diodos e
detector de aerossol carregado por efeito corona,

e Sistema de aquisicao de dados: software Chromeleon® v. 7.2

® -1 ®
- Sistema de purificacdo de agua Milli-Q - resistividade 18,2 MQ cm (MilliPore
EUA);
- Balanca analitica de precisdo com 5 casas decimais (Sartorius, Alemanha);

- Banho termostatizado com preciséo (x 1) °C (Thermo Haake, Alemanha);
3.3.2 Métodos
3.3.2.1 Preparo do solvente de extracao
O solvente de extracéo foi preparado diluindo cerca de 450 mL de etanol PA

95 a 100% com 570 mL de agua destilada para obter uma densidade relativa de
0,9389 a 0,9395, medida com um picndmetro a temperatura ambiente de 25°C.
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3.3.2.2 Ensaio de migracao de plastificantes

O solvente de extracao foi introduzido nas bolsas plasticas vazias (isentas de
residuo de solucdo anticoagulante e/ou preservadora), através de uma seringa de
vidro conectada ao tubo de coleta, até ocupar metade do volume nominal da bolsa.
Apos expelir o ar contido na bolsa, o tubo de coleta foi fechado e todas as bolsas
foram imersas na posicdo horizontal em um banho-maria mantido a (37+1) °C por
(60+1) minutos. Em seguida, as bolsas foram removidas do banho-maria, invertidas
dez vezes e seu conteudo foi transferido para um frasco de vidro (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2013; BRASIL, 2014).

3.3.2.3 Preparo da curva de calibracao

A faixa de trabalho foi definida sendo observados os limites estabelecidos
pela Farmacopeia Europeia 82 edicdo. Para o preparo da curva analitica foi
preparada uma solucdo estoque de cada plastificante medindo-se em balanca
analitica calibrada. Foi pesado 100,3 mg de ftalato padrédo em um baldo volumétrico
de 100 mL calibrado, que foi avolumado com etanol 95%. Para o preparo das
solucdes padrédo, foram pipetadas aliquotas de 3, 5, 10 e 20 mL da solucéo estoque
em quatro bal6es volumétricos de 100 mL; em um baldo volumétrico de 200 mL foi
pipetada uma aliqguota de 15 mL da solucdo estoque. Todos os baldes foram
avolumados com o solvente de extracdo. A Tabela 1 apresenta os dados referentes
a obtencao das curvas analiticas.

Tabela 1 — Concentragédo das solu¢cées de DEHP da curva de calibracdo e volumes
medidos da solucdo estoque, para preparar 100 mL de cada solucdo de DEHP

Concentracgdo (mg ftalato/100 mL) | Volumes medidos da solu¢do estoque (mL)
2,9789 3
4,9649 5
7,4473 15
9,9297 10
19,8594 20

Fonte: (Do autor, 2018).
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3.3.2.4 CondicOes espectrofotométricas

O comprimento de onda selecionado para este estudo foi 272 nm, o mesmo
adotado pela Farmacopeia Europeia 82 edicdo, empregando cubeta de vidro com
caminho 6tico de 1 cm (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2013).

3.3.2.5 Condic¢des cromatogréficas

A solucdo extraida das bolsas foi injetada nos sistemas e condi¢Bes abaixo:
— Sistema CGAR-DIC:
e Temperatura do injetor: 230°C;

e Programacédo de temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de 100

-1
°C, com incremento de temperatura de 10 °C min até 300 °C
e Temperatura do detector: 300°C;
e Temperatura da coluna: 100°C;

e Volume de injecao: 1pL;

-1
e Vazao da purga do septo: 3 mL min ;

e Vazdo de split: 10:1
-1
e Vazao do gas de make up (nitrogénio): 30 mL min ;

-1
e Vazao do gas de arraste (nitrogénio) constante em 1,0 mL min ;

-1
e Vazao dos gases do detector: Hidrogénio: 30 mL min ; Ar sintético: 300 mL

-1 -1
min (ar 1) e 30 mL min (ar 2);

— Sistema CLAE-UV e CLAE-CAD:
¢ Fase estacionaria: coluna C18
e Fase movel: fluxo de 1 mL/min de solugdo A e B em modo gradiente (Tabela 2).

Tabela 2 — Programacao do modo gradiente

Tempo (min) Volume Sol. B (%) | Volume Sol. A (%)
0 40 60
20 85 15
20,5 40 60
30 40 60

Fonte: (Do autor, 2018).
Solugéo A — solucao 0,1% v/v de acido férmico e Solucao B — acetonitrila.
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3.3.3 Técnicas analiticas
3.3.3.1 Avaliagdo dos plastificantes no extrato

Para determinar o tempo de retencdo dos plastificantes, injetou-se uma
solucéo analitica de DEHA e de DEHP na concentragdo de 500 ug mL™?, no CG e no

CLAE nas condi¢des cromatograficas do item 3.3.2.5.
3.3.3.2 Limite maximo estabelecido

De acordo com a RDC n° 35/2014, os resultados serdo satisfatorios quando
apresentarem um teor de DEHP de no méaximo:

a) 10 mg/100mL para recipientes de volume entre 300 mL e 500 mL,;

b) 13 mg/100mL para recipientes de volume entre 150 mL e 300 mL,;

c) 14 mg/100mL para recipientes de volume até 150 mL.

3.3.3.3 Avaliagdo da linearidade

Para as analises espectrofotométricas, realizou-se a medida de absorbancia
de cada solucdo padrdo em espectrofotbmetro UV-vis a 272 nm. As curvas
analiticas foram obtidas colocando-se os valores de concentracdo do ftalato no eixo
das abscissas e as absorbancias obtidas no eixo das ordenadas, com auxilio do
programa Microsoft® Excel versdo 7.0, o qual forneceu o coeficiente de
determinacdo (r), o coeficiente de correlacdo (r), o coeficiente angular (a) e o
coeficiente linear (b) da curva analitica.

Para as andlises cromatogréaficas, injetou-se no sistema cromatografico um
volume de 1 pL no CG e 5 pL no CLAE de cada solucdo padrdo obtendo-se as
areas, no tempo de retencdo pré-determinado para o CGAR-DIC, o CLAE-UV e o
CLAE-CAD, nas condi¢cdes cromatograficas definidas nos itens 3.3.2.5. As curvas
analiticas foram obtidas colocando-se os valores de concentragcéo do ftalato no eixo
das abscissas e as areas obtidas no eixo das ordenadas, com auxilio do programa
Microsoft® Excel versdo 7.0, o qual forneceu o coeficiente de determinacao (3, o
coeficiente de correlagdo (r), o coeficiente angular (a) e o coeficiente linear (b) das

curvas analiticas.
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Através dos dados obtidos para a construcdo das curvas analiticas, na faixa
de concentracdo apresentada na Tabela 1, verificou-se a linearidade de cada

método.

3.3.4 Comparacéo entre os métodos espectrofotométrico e cromatograficos

Para a comparacao e a analise dos resultados obtidos foi necesséario verificar
se as diferencas entre as concentracbes de DEHP encontradas foram
estatisticamente significantes. Para isso, foi aplicado o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney/Wilcoxon. Para aplicacdo desses testes foi utilizado o R-software (verséo
3.1.3) (SIEGEL, S.; CASTELLAN JR., 2006).

3.3.4.1 Teste Mann-Whitney/Wilcoxon

O teste t ndo é apropriado quando a amostra é pequena e a variavel numeérica
nao apresenta uma variacdo normal. Sendo indicado o teste de Mann-Whitney
(Wilcoxon rank-sum test) para comparacdo de dois grupos nado pareados para
verificar se pertencem ou ndo a mesma populacdo. O teste de Mann-Whitney (U)
testa a igualdade das medianas. Os valores de U calculados pelo teste avaliam o
grau de entrelacamento dos dados dos dois grupos apd6s a ordenacdo. A maior
separacao dos dados em conjunto indica que as amostras sao distintas, rejeitando-
se a hipétese de igualdade das medianas. A estatistica U foi calculada da seguinte
maneira:

» foi formado um conjunto W, com todos os dados das duas amostras (A e B);

* 0 conjunto W foi ordenado de forma crescente;

» a ordem de cada elemento deste conjunto foi anotada;

» as amostras A e B foram separadas novamente;

* 0 valor de U é a soma das ordens da amostra A.

Quanto mais baixo for o valor de U, maior serd a evidéncia de que as
populacdes sdo diferentes. Isso se explica porque U € a soma de ordens, portanto
seu valor sera baixo se na categoria A estiverem os primeiros da ordem (obviamente
em B estardo os dados de ordem superior). E claro entdo que neste caso se
evidencia uma diferenga entre as populacdes. Se as diferencas entre as situagoes

forem aleatdrias, como € postulado pela hipotese nula, entdo os resultados devem
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ser aproximadamente 0os mesmos e, consequentemente, as ordens devem ser
também aproximadamente as mesmas para as duas situacoes.

Utilizando o teste Mann-Whitney/Wilcoxon foram realizadas comparacdes
entre todos os métodos para cada amostra (SIEGEL, S.; CASTELLAN JR., 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados baseando-se nos objetivos especificos. A
analise das notificacbes do sistema Notivisa relacionadas as bolsas plasticas (item
2.2.1) possibilitou definir que as bolsas de sangue seriam o objeto de estudo, devido
a sua importancia em saude publica. Ja a andlise do perfil e dos resultados obtidos
para as amostras submetidas ao ensaio de determinacdo do teor de DEHP no
INCQS (item 2.2.2) permitiu a selecdo das amostras para a determinacgéo do teor de

plastificante (item 2.2.3 a 2.2.6) e a comparacao dos métodos analiticos (item 2.2.7).

4.1 Andlise critica das notificacdes do sistema Notivisa relacionadas as bolsas

plasticas no periodo de 2011 a 2015

As notificacOes referentes as QT de bolsas plasticas foram analisadas por ano
e por tipo de bolsa (Tabela 3), para que fosse possivel avaliar a situacdo dos
produtos em cada ano. Foram considerados o numero de notificacbes e a

classificacédo de risco associado a utilizacdo do produto (BRASIL, 2001b).

Tabela 3 — Quantidade de notificacbes por tipo de bolsa

Tipo Risco 2011 2012 2013 2014 2015 Total
NeQT | % [N°QT| % |[N°QT| % [N°QT| % |[N°QT| % [N°QT| %
Drenagem | - - 1 0,5 1 0,4 - - 3 0,8 5 0,4
Enema | - - 5 2,4 6 25 7 2,7 6 17| 24 |19
Nutricéio I 60 [28,3| 40 [19,4| 28 |[11,7| 42 |16,2| 11 | 3,1 | 181 14,2
Ostomia I 27 [12,7| 16 |78 | 13 |54 | 12 |46 | 24 |67 | 92 |72
Sangue Il 57 [269| 33 |16,0| 44 |[183| 82 |315| 143 |39,8| 359 |28,
Térmica I - - 1 0,5 - - 3 1,2 2 0,6 6 0,5
Urina I 68 |[32,1| 110 [53,4| 148 |61,7| 114 |438| 170 |47,4| 610 |47,8
Total - 212 |100| 206 |100| 240 |100| 260 |100| 359 | 100 | 1277 | 100

Fonte: (Do autor, 2018).

Entre 2011 e 2015, o sistema Notivisa recebeu 1277 notificacdes sobre QT de
bolsas plasticas. Os produtos com maior numero de notificacbes foram as bolsas
para urina (610 notificacdes) e as bolsas para sangue (359 notificacdes), que juntas
representam 75,9% das notificagoes.

De acordo com a classificagdo de risco da Anvisa, as bolsas para enema e

bolsas térmicas sé&o produtos que oferecem baixo risco ao usuario (classe de risco I);
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as bolsas para urina, nutricdo, ostomia e drenagem oferecem meédio risco (classe de
risco Il); e as bolsas de sangue apresentam alto risco (classe de risco Ill) (BRASIL,
2001b; ANVISA, 2017).

Apesar da bolsa para urina ser o tipo de bolsa plastica com maior nimero de
notificacbes em todos os anos, buscou-se estudar o produto que apresenta maior
impacto em saude publica. Assim, a bolsa de sangue foi o produto selecionado para
o estudo, pois além de ser o segundo tipo de bolsa com maior niumero de
notificacdes, € o0 Unico que oferece alto risco para o usuario.

As notificacbes referentes as bolsas para sangue foram analisadas e
agrupadas de acordo com os requisitos estabelecidos pela RDC n° 35 de 2014,
conforme observado no Grafico 1. As notificagdes ocorreram principalmente por
problemas com as bolsas/tubos do produto e as agulhas. E importante destacar que
o numero de notificacbes ndo representa a quantidade de produtos com nao
conformidades e que muitas vezes uma unica notificagao foi referente a todo o lote

de bolsas recebido pelo servico de saude.

Gréfico 1 — Notificacbes de bolsas de sangue recebidas entre 2011 e 2015
agrupadas por requisito

Auséncia/outros defeitos
Bolsa amostra
Bolsa/tubos 179

Agulha
Solucao/coagulo WN° QT
Corpo estranho
Endotoxina
Embalagem

Rotulo

0 50 100 150 200

Fonte: (Do autor, 2018).

Em relacdo as agulhas, as notificacbes relataram a identificacdo de agulhas
tortas, sem bisel, com problemas no sistema retratii e agulhas quebradas ou

desconectadas da bolsa de sangue. Essas n&o conformidades resultaram no
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descarte do produto antes da coleta, causaram acidentes de trabalho com material
biolégico, dor e rejeicao aos doadores.

Também foram identificadas bolsas com alteracdo na coloracdo da solucao
anticoagulante, o que impediu a utilizacdo do produto. Além disso, foi notificada a
ocorréncia de alteracbes nos parametros de controle da qualidade do sangue
armazenado e a presenca de codgulos de sangue nas bolsas durante a transfuséo.

Na categoria corpo estranho, estdo as notificacoes que relataram a presenca
de particulas e sujidades dentro das bolsas. Além disso, uma das notificacdes foi
devido a presenca de endotoxina bacteriana. Esses problemas sdo extremamente
graves, tendo em vista que esse tipo de contaminacdo pode causar a morte do
paciente (ANSEL, POPOVICK, LOYD, 2000; BRASIL, 2014).

Os problemas envolvendo embalagem e rotulagem resultaram em um
pequeno numero de notificacbes. Apesar disso, é importante destacar que as
legislacbes que apresentam o0s requisitos para embalagem e rotulagem foram
publicadas em 2001 e, portanto, ndo deveriam existir notificagbes por esse motivo
(BRASIL, 2001b).

Na categoria “outros defeitos”, estdo as notificacdes relacionadas a auséncia
de alguma parte do produto, como auséncia da agulha de coleta, da solucao
anticoagulante e componentes desconectados. Esses problemas provavelmente
ocorreram por alguma falha no controle de qualidade final do produto.

As notificacBes envolvendo a bolsa para coleta de amostras de sangue (bolsa
para realizacdo de exames laboratoriais presentes no sistema bolsa de sangue)
relataram a presenca de um defeito que impediu a coleta das amostras, fazendo
com que o sangue coletado fosse descartado.

As notificacdes relacionadas as bolsas e aos tubos do produto relataram a
ocorréncia de furo/rompimento, vazamento de sangue e de solucdo anticoagulante e
colabamento® de partes das bolsas e tubos. Assim, como o principal motivo das
notificacbes esta relacionado ao filme plastico, estas foram analisadas

separadamente no Grafico 2.

6 ..
Ato de comprimir uma estrutura tubular, fazendo com que suas paredes se toquem.
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Grafico 2 — Nao conformidades presentes no sistema bolsa de sangue entre 2011 e

2015
Furo/rompimento H 28

Vazamento de solucéo _ 46
Vazamento de sangue _ 48

20 30 40 60

mEN° QT

Fonte: (Do autor, 2018).

Como alguns componentes do sangue realizam trocas gasosas, as bolsas
para coleta de sangue precisam ter determinada topografia, rugosidade e
porosidade, frente a permeabilidade aos gases adequados durante a conservagao
do sangue e suas fracbes (ADORNI, 2008).

A RDC 35/2014 determina que no ensaio de permeabilidade ao vapor, as
bolsas ndo devem apresentar perda de massa maior que 1,0%. Verceze (1996)
estudou as caracteristicas que afetam o desempenho dos filmes de PVC na
conservacao de plaguetas e mostrou que a permeabilidade é resultado ndo apenas
dos plastificantes, mas também do processo de obtencdo dos filmes, incluindo o
efeito da gravacdo do filme, realizada apos a extrusdo. Portanto, a presenca de
produtos com vazamento de solugéo pode indicar uma alteracdo em alguma dessas
etapas do processo produtivo.

Além da permeabilidade aos gases, as bolsas para sangue precisam ser
resistentes as alteracdes de temperatura durante o processo de esterilizacédo (115° a
120°C) e de armazenamento do plasma (-70°C) e também a sucessivas
centrifugacdes de até 5000 rpm a 4°C (ADORNI, 2008).

A ocorréncia de rompimentos e de vazamento de sangue pode estar
relacionada com o fato da area definida como solda ou costura entre os filmes
plasticos ser considerada como o principal ponto vulneravel das bolsas as rupturas

durante o processamento do sangue.
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Devido a isso, Verceze (2006) verificou o comportamento fisico e fisico-
quimico do filme plastico de 5 marcas de bolsas de sangue disponiveis no mercado
brasileiro, utilizando o corpo da bolsa e a solda ou costura. A absor¢cdo no
infravermelho indicou que todas as bolsas apresentaram 0 mesmo critério de
composicdo, que deve ser o recomendado pela Farmacopeia Europeia. Porém, a
analise mecéanica das bolsas revelou que existem diferencas nas propriedades
viscoelasticas quanto a deformacao. Isso indica uma possivel correlacdo entre os
espectros de infravermelho com o comportamento das bolsas nos ensaios de
tensdo/elongacao até ruptura, fazendo com que algumas bolsas apresentem maior
resisténcia a ruptura, tanto no meio de seus filmes quanto nas suas soldas ou
costuras.

Com isso, é possivel concluir que se o plastico utilizado nas bolsas para
sangue apresentar alguma alteracdo em seu estado ou em sua resisténcia, podera
haver ruptura da bolsa e a perda do contetldo (ADORNI, 2008).

Portanto, conforme relatado nas notificacbes, essas ndo conformidades
resultaram em acidentes, danos ao usuario e perda do sangue doado. Além de
impactar no servico, também ocorreu desperdicio de recursos publicos, ja que as
bolsas de sangue sao produtos com valor agregado alto e a presenca de defeitos fez
com que o produto fosse segregado.

4.2 Avaliacao retrospectiva dos resultados obtidos para as amostras de bolsas
de sangue submetidas ao ensaio de DEHP no INCQS (2011-2016)

Os resultados do ensaio de determinacdo de DEHP em bolsas de sangue
realizados no INCQS foram obtidos pelo sistema Harpya e analisados de acordo
com o fabricante (Grafico 3) e pelo tipo de bolsa (Tabela 4) para que fosse possivel

selecionar as amostras para a determinacdo do teor de plastificante.
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Grafico 3 — Bolsas de sangue analisadas no INCQS no periodo de 2011-2016 (N =
85)
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Fonte: (Do autor, 2018).

No periodo entre 2011 e 2016, 85 lotes de bolsas de sangue de 12 diferentes
detentores de registro foram submetidos ao ensaio de determinacdo de DEHP. Os
produtos registrados pelo detentor C foram os mais analisados nesse periodo.
Devido ao processo de certificacdo de boas praticas farmacéuticas do detentor C,
2015 foi o ano com o maior nimero de bolsas de sangue analisadas no INCQS.

Foram analisados 53 lotes de bolsa seca e 32 lotes de bolsa com solugcdo. A
Tabela 4 apresenta todos os tipos de bolsas analisados e permite observar que os
produtos mais analisados foram os kits para aférese e as bolsas para coleta e

transferéncia.
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Tabela 4 — Bolsas de sangue analisadas no INCQS por tipo de produto

Tipo de bolsa Tipo de produto N° de bolsas
Aférese 13
Autotransfusao 8
Bolsa de plaguetas 2
Seca Bolsa de transferéncia 13
Coleta de medula 5
Criopreservacéo 3
Filtro de leucbcitos 9
Total 53
Coleta 13
CPDA Cordao umbilical 1
Solugéo CPD Cordao umbilical 1
ACD Aférese 2
CPD SAG M Coleta 12
Filtro de leucbcitos 3
Total 32

Fonte: (Do autor, 2018).

ACD - citrato acido dextrose; CPD - citrato fosfato dextrose; CPDA - citrato fosfato dextrose adenina;
CPD SAG M - citrato de sodio, acido citrico, glicose, fosfato de sédio, adenina, cloreto de sddio e
manitol.

O produto bolsa de sangue também pode ser classificado pela quantidade de
bolsas que apresenta (Tabela 5) e que sédo destinadas para o armazenamento dos

hemocomponentes.

Tabela 5 — Bolsas de sangue analisadas no INCQS por quantidade de bolsas em
cada produto

Quantidade de bolsas no NC de lotes

produto
Uma 33
Duas 22
Trés 16
Quatro 7
Cinco 4
Seis 2
Sete 1

Fonte: (Do autor, 2018).

Cada bolsa presente no produto foi analisada em triplicata e foi emitido um
laudo com a concentragédo de DEPH em cada bolsa. Todas as amostras submetidas
ao ensaio de determinagdo de DEHP no INCQS entre 2011 e 2016 apresentaram
resultados satisfatorios. Mas, devido a diversidade de produtos (contendo até 7
bolsas em um Unico produto) e a auséncia de informagfes sobre a finalidade de
alguns recipientes, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre a concentracéo
de DEHP determinada pelo ensaio farmacopeico com o tipo do produto e com o

fabricante.
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Conforme observado na Tabela 5, o produto bolsa simples (contendo uma
Unica bolsa plastica) foi o produto mais analisado no INCQS. Foram analisados no
INCQS 33 lotes do produto bolsa simples de 9 fabricantes diferentes e com
diferentes finalidades. Entre esses produtos, apenas 3 amostras de bolsa seca
estavam dentro do prazo de validade e apresentavam pelo menos 3 unidades com a
embalagem lacrada.

4.3 Determinacdo do teor dos plastificantes DEHP e DEHA de amostras

comerciais submetidas ao INCQS

Devido a variedade de bolsas de sangue e a necessidade de realizagdo do
ensaio de determinacdo do DEHP em triplicata, foram escolhidos para este estudo
os produtos chamados de bolsa simples, que contém apenas uma bolsa de sangue,
para minimizar a quantidade de &lcool etilico P.A. utilizado no preparo da solucéo de
extracao, tendo em vista que este trabalho € um estudo inicial para escolha de uma

nova técnica para determinacdo de DEHP em bolsas de sangue.

4.3.1 Otimizacao das condi¢des cromatograficas

Para determinar o tempo de retencdo dos plastificantes, analisou-se uma
solugéo padrdo de DEHA e DEHP na concentracdo de 500 pg mL™, nas condicdes
cromatograficas do item 3.3.2.5. Para os sistemas CGAR-DIC, CLAE-UV e CLAE-
CAD nao se encontrou nenhum outro sinal no tempo de retencdo do DEHA e do

DEHP. Conforme observado nas Figuras 10, 11 e 12.
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Figura 10 — Cromatograma DEHP e DEHA obtido por CGAR-DIC. Condicfes do item

3.3.2.5.
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Fonte: (Do autor, 2018).

Figura 11 — Cromatograma DEHP e DEHA obtido por CLAE-UV. Condicfes do item

3.3.2.5.
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Figura 12 — Cromatograma DEHP e DEHA obtido por CLAE-CAD. Condi¢des do

item 3.3.2.5.

Fonte: (Do autor, 2018).
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4.3.2 Curvas de calibracao e linearidade

Todos os métodos estudados foram lineares nas faixas de concentracdo

estudadas. As Figuras 13, 14, 15 e 16 representam as curvas de calibracdo obtidas
para o método espectrofotométrico e para os sistemas CGAR-DIC, CLAE-UV e

CLAE-CAD, respectivamente. Os cromatogramas encontram-se nos Apéndices A, B

e C.

Figura 13 — Curva de calibrac&o obtida por espectrofotometria UV-Vis para solucdes
analiticas na faixa de concentracdo de 2,97 a 19,85 mg DEHP/100mL. Condi¢des do

item 3.3.2.4.
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Fonte: (Do autor, 2018).
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Figura 14 — Curva de calibracdo obtida por CGAR-DIC para soluc¢des analiticas na
faixa de concentracdo de 2,97 a 19,85 mg DEHP/100mL. Condicdes do item 3.3.2.5.
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Fonte: (Do autor, 2018).

Figura 15 — Curva de calibracdo obtida por CLAE-UV para soluc¢des analiticas na
faixa de concentracdo de 2,97 a 19,85 mg DEHP/100mL. Condic¢des do item 3.3.2.5.
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Fonte: (Do autor, 2018).
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Figura 16 — Curva de calibracéo obtida por CLAE-CAD para solu¢des analiticas na
faixa de concentracdo de 2,97 a 19,85 mg DEHP/100mL. Condicdes do item 3.3.2.5.
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Fonte: (Do autor, 2018).

A Tabela 6 apresenta a inclinagcdo (a), a intersecdo (b), o coeficiente de
determinacdo (r’) e o coeficiente de correlacéo (r) das curvas de calibracéo, obtidas
para as solucdes analiticas de concentracdo 2,97; 4,96; 7,44; 9,92 e 19,85 mg
DEHP/100mL analisadas por espectrofotometria UV, CGAR-DIC, CLAE-UV e CLAE-
CAD.

Tabela 6 - Parametros das curvas de calibracdo obtidas no intervalo de 2,97 a 19,85
mg DEHP, nas condicBes espectrofométricas e cromatogréaficas. Condicbes dos
itens 3.3.2.4 e 3.3.2.5.

Método a b r? r
Espectrofotdmetro | 0,0042 0,0328 0,9999 0,9999
CGAR-DIC -0,0011 | 0,0039 | 0,9871 | 0,9935
CLAE-UV -0,0456 | 4,0171 | 0,9999 | 0,9999
CLAE-CAD -0,0320 | 0,2776 | 0,9976 | 0,9988

Fonte: (Do autor, 2018).

De acordo com as equacOes obtidas para as curvas de calibragdo, os
meétodos apresentaram resposta linear, pois o coeficiente de correlacéo (r) € maior
gue 0,990. Os valores de p-valor observados para o desvio da linearidade das
curvas foram superiores a 0,05 indicando que néo interferiram na determinacao da
significancia da regresséo e desvio da linearidade, com um nivel de confianca de
95% (BRASIL, 2017c). Portanto, as condicdes estabelecidas para os meétodos
espectrofotométrico e cromatograficos foram satisfatorias para a determinacdo do
DEHP.
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4.3.3 Limite de Deteccao

Os valores de Limite de Deteccéo (LOD) foram estimados a partir dos dados
das amostras de bolsas de sangue analisadas. O LOD é definido como sendo a
menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectada,
porém ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas. O LOD dos métodos foram calculados por 3 vezes o sinal do ruido,
considerando-se a razao sinal/ruido = 2:1 (BRASIL, 2017c). Os valores de LOD

obtidos estdo na Tabela 7.

Tabela 7 — LOD estimado para os métodos analiticos

Analito CLAE-CAD  CG-DIC

DEHA 80 ppb 100 ppb
DEHP 50 ppb 80 ppb

Fonte: (Do autor, 2018).

4.3.4 Avaliacdo da concentragdo de migracdo de DEHA e DEHP em amostras de

bolsas de sangue

Foram avaliadas trés amostras de bolsa de sangue do tipo seca de trés lotes
e fabricantes diferentes. Essas bolsas foram enviadas ao INCQS para realizagéo de
andlise prévia para comprovar a conformidade do produto para fins de registro do
produto na Anvisa. As amostras foram analisadas conforme o método descrito na
Farmacopeia Europeia (2013).

Todas as amostras foram consideradas satisfatorias em relacdo a quantidade
de DEHP extraivel (BRASIL, 2014), conforme observado na Tabela 8. Além disso,
com as novas propostas de metodologia para deteccdo de DEHA, foi possivel
comprovar que as amostras de bolsa de sangue analisadas nao apresentaram
DEHA.

Em relacdo as amostras analisadas neste trabalho, os espectros de massas
de alta resolucdo em modo positivo de varredura permitiram concluir somente a
presenca de DEHP como plastificante, j& que nos cromatogramas de ions totais das
amostras, o sinal cromatografico com m/z ~515, muito provavelmente, € oriundo de
alguma outra substancia extraida das bolsas pelo etanol. O cromatograma encontra-

se nos Apéndice D.
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Tabela 8 — Concentracdo de DEHP em mg/100mL determinadas nas solucdes de
migracao provenientes das amostras ensaiadas, através dos diferentes métodos

Amostra | Espectrofotdmetro | CLAE- CAD | CLAE-UV | CGAR-DIC
447/15 A 7,67 6,88 6,87 8,50
447/15 B 7,09 6,11 6,22 6,30
447/15 C 7,36 6,32 6,40 6,05
4696/15 A 0,97 0,53 0,44 0,77
4696/15 B 1,03 0,82 0,77 0,77
4696/15 C 0,92 0,57 0,61 0,66
1328/16 A 6,55 5,23 5,53 6,31
1328/16 B 6,42 5,42 5,56 6,34
1328/16 C 6,32 5,44 5,56 6,87

Fonte: (Do autor, 2018).

Aparentemente as  concentracbes de DEHP  detectadas  por
espectrofotometria foram bem semelhantes aos valores detectados pelos métodos
cromatograficos. Porém outras substancias com grupos funcionais absorventes
também poderiam ter sido detectadas pela espectrofotometria, assim as
absorbancias no comprimento de onda utilizado seriam somadas. Devido a isso, 0s
métodos cromatograficos sdo mais apropriados para esse tipo de analise (SKOOG,
2006).

Por isso, nas avaliagdes de substancias migratorias, a determinacdo da
migracdo especifica de cada substancia deve ser associada a determinacdo de
todos os migrantes presentes no produto (migracéo global), ou seja, a quantidade de
outros aditivos presentes no PVC também deveria ser quantificada. Ja que além dos
componentes da formulacdo, também podem ser encontradas substancias formadas
durante o processo de fabricacdo ou durante o uso do produto (BERNARD et al,
2015b; ECKERT et al, 2015).

Al Salloum et al (2016) também analisaram a migracdo de DEHP em bolsas
de sangue utilizando espectrofotometria UV e constatou que houve migracéo
continua do DEHP para a solugdo de extracdo mesmo ap0s 4 semanas de
armazenamento. Esse resultado é importante para o armazenamento de sangue,
tendo em vista a diversidade de produtos sanguineos e suas diferentes datas de
validade.

A CG é frequentemente utilizada na analise de ftalatos em embalagens de
alimentos, brinquedos infantis, produtos cosméticos e produtos médicos, através da

deteccdo por espectrometria de massas (EM) e por DIC. O equipamento CG-EM
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apresenta elevados custos de aquisicdo e manutencdo, enquanto o CG-DIC é
versatil, simples e facilmente acessivel para a maioria dos laboratorios analiticos.
Devido a isso, o CG-DIC é uma técnica de rotina para quantificacdo de substancias
conhecidas em uma matriz de PVC e a melhor opcdo para a determinacdo de
ftalatos (BERNARD et al, 2014).

Abrantes e Duarte (1992) também utilizaram CG-DIC para determinagédo de
DEHP e DEHA em bolsas de sangue e no presente trabalho nédo foi encontrada a
presenca de adipato nas amostras analisadas.

Bernard et al (2015a) também utilizaram CG-DIC para identificar e quantificar
os plastificantes (DEHP, DEHT, TOTM e DINCH) em 9 tubos de infusdo feitos de
PVC, provenientes de 10 fabricantes diferentes e, assim como Gimeno et al (2014),
observaram uma grande discrepancia entre as quantidades de plastificantes nos
produtos, confirmando que os fabricantes introduzem plastificantes nesses produtos
sem qualquer limite regulado. Esse resultado tem grande importancia para o controle
da qualidade das bolsas de sangue, tendo em vista os diversos tubos de
transferéncia presentes nesse produto e que ndo sdo submetidos ao ensaio de
determinacao de plastificantes.

A CLAE-UV é uma técnica muito utilizada para quantificar plastificantes,
apesar das limitacbes para deteccdo de substancias com estruturas quimicas
semelhantes, como os isdbmeros DEHP e DEHT, e que ndo apresentam croméforo,
como ATBC, DEHA e DINCH (BERNARD et al, 2014).

Genay et al (2011) utilizaram CLAE-UV para quantificar o DEHP em nove
dispositivos médicos rotulados como livre de DEHP e produzidos com plastificantes
alternativos (TOTM, DINCH e DEHT) e constatou que apenas 2 produtos dos 9
testados eram realmente livres de DEHP. Um deles mostrou residuos de DEHP que
excederam o limite de 0,1% em massa plastica estabelecida pelos regulamentos
europeus. Os tracos de DEHP inferiores ao limite de quantificagdo foram
encontrados nas camaras de gotejamento de conjuntos de infusdo (esta parte do
produto é feita de poliestireno e copolimero de estireno-butadieno e ndo de PVC
plastificado), indicando que o DEHP pode ser encontrado em componentes
diferentes da tubulacéo, possivelmente devido a contaminacéo da linha de producéo
ou das matérias-primas.

Isso mostra que a referéncia a rotulagem € insuficiente para garantir a

auséncia do DEHP. Esse resultado € importante, tendo em vista que as bolsas
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rotuladas como livre de DEHP n&o sé&o submetidas ao ensaio de determinagéo de
DEHP. Além disso, na RDC n° 35/2014, regulamento técnico vigente, ndo ha
exigéncia para a realizacdo desse ensaio nos tubos conectados as bolsas de
sangue.

Devido a limitacdo do detector UV na determinacdo de substancias que néo
possuem um cromoforo adequado, como o DEHA, o detector Corona-CAD foi
considerado o mais adequado para este estudo, pelo fato de ser um detector quase
universal, pois detecta todas as substancias semivolateis e nao-volateis e produz
uma resposta proporcional a massa dos componentes (ALMELING; ILKO;
HOLZGRABE, 2012).

Matsuyama, Kinugasa e Ohtani (2014) utilizaram o detector CAD para
qguantificar 9 tipos de ésteres de ftalato, inclusive DEHP, e verificaram que a
intensidade do sinal de uma substancia e a sensibilidade variam de acordo com a
composicdo da fase movel.

Comparando com os outros métodos de deteccao utilizados nesse estudo, a
CLAE acoplada ao detector CAD apresenta vantagens consideraveis, como a
possibilidade de analisar amostras sem informacgfes estruturais dos componentes,
resposta independente da estrutura do analito e possui boa sensibilidade
(ALMELING; ILKO; HOLZGRABE, 2012; HUTCHINSON et al, 2014).

O CAD apresenta vantagens em relacdo ao detector por absor¢cdo molecular
na regido UV-vis quando os analitos tem baixas absortividades molares ou quando
somente possuem cromoforo com elétrons desemparelhados, como no caso do
DEHA, ndo absorvendo em regides mais seletivas do espectro eletromagnético.
Outra vantagem é que em determinacdes de teor em amostras multicomponentes
nao ha necessidade da construcédo de curva de calibracdo para cada analito. S6 ha
necessidade de se obter uma Unica curva. O teor dos outros analitos podem ser
calculados através do fator de resposta (HUTCHINSON et al, 2014).

No cromatograma obtido através do detector de aerossol carregado, 0s
parametros de adequacdo do sistema estdo em conformidade com os valores
preconizados nos compéndios oficiais. Os resultados obtidos para o numero de
pratos tedricos (N), resolucédo (R) e assimetria (A), foram, respectivamente 83121,
2,71 e 1,07 (USP, 2016).

Até o momento ndo foram publicados estudos sobre a determinacdo da

concentragdo de DEHA utilizando o detector CAD e nem sobre a utilizagdo desse
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detector na determinagdo de DEHP em bolsas de sangue. Portanto, o presente
trabalho apresenta uma inovacao tecnolégica.

E preciso ressaltar que apesar de todas as amostras terem sido consideradas
satisfatorias no ensaio de determinacdo de DEHP, é importante simular parametros
e condicOes adaptados para representar todas as situagdes clinicas em que a bolsa
de sangue ou o produto médico € usado. Para esse modelo de migracdo clinica, é
necessario levar em consideracdo as condi¢cdes clinicas de exposicdo, como o
tempo de contato entre o conjunto de infusdo (bolsa de sangue e tubos) e o sangue
ou hemocomponente, a temperatura de armazenamento, de infusdo e do ambiente
do paciente internado, além da natureza da solucdo infundida (BERNARD et al,
2015c).

Apesar de nao ter sido considerada no desenvolvimento desse estudo, a
temperatura é um fator que favorece a liberacao de plastificantes do PVC e deve ser
levada em consideracdo para pacientes pediatricos. Tendo em vista que a
populacdo neonatal pode estar em incubadoras que mantém as condicbes que
reproduzem o ambiente uterino (38-39 °C) (BERNARD et al, 2015c).

4.4 Comparacao entre os métodos espectrofotométrico e cromatograficos

Através dos resultados apresentados nesse trabalho os métodos
cromatograficos e o espectrofotométrico foram comparados com as concentracdes
encontradas. Conforme pode ser observado na Tabela 9, na comparacdo dos
métodos pelo teste de Mann-Whitney/Wilcoxon, verifica-se que ndo houve diferenca
significativa (p<0,05) a um nivel de significancia de 0,05, ou seja, ndo houve

diferencas significativas entre os métodos.



Tabela 9 — Teste de Mann-Whitney/Wilcoxon

Wilcoxon signed rank test

447/15

Espectro X CAD

W =9, p-value = 0.1

Espectro X UV

W =9, p-value =0.4

Espectro X Gas

W =6, p-value = 0.7

CAD x UV W =5, p-value = 0.8571
CAD x Gas W =5, p-value=1
UV x Gas W =7, p-value = 0.8571

4696/15

Espectro X CAD

W =9, p-value =0.1

Espectro X UV

W =9, p-value = 0.1

Espectro X Gas

W =9, p-value = 0.07652

CAD x UV W =5, p-value=1
CAD x Gés W = 3, p-value = 0.6579
UV x Gas W =1, p-value = 0.184

1328/16

Espectro X CAD

W =9, p-value = 0.1

Espectro X UV

W =9, p-value =0.1

Espectro X Gas

W =5, p-value =1

CAD x UV W =0, p-value = 0.1
CAD x Gas W =0, p-value = 0.1
UV x Gas W =0, p-value = 0.1

Fonte: (Do autor, 2018).
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Portanto, através dos resultados obtidos no estudo, pode-se concluir que

todos os métodos sdo apropriados para determinar a concentracdo de DEHP

extraivel de bolsas de sangue.

Os métodos cromatograficos apresentam vantagens em relacdo ao método

espectrofotométrico, como elevada sensibilidade e rapidez, o que permite a analise

de um grande numero de amostras simultaneamente. Sendo o detector CAD

considerado o mais adequado para a andlise de plastificantes.
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5 CONCLUSOES

A andlise das notificacdes do sistema Notivisa relacionadas as bolsas
plasticas no periodo de 2011 a 2015 permitiu identificar que a bolsa para sangue foi
0 segundo produto com o maior numero de notificacbes, principalmente devido a
ocorréncia de problemas relacionados ao filme plastico.

A avaliagéo retrospectiva dos resultados do INCQS revelou que amostras de
85 lotes de bolsas de sangue foram submetidas ao ensaio de determinacédo de
DEHP e todas apresentaram resultados satisfatorios.

N&o foi possivel estabelecer uma relacdo entre a concentracdo de DEHP
determinada pelo ensaio farmacopeico com o tipo de produto ou fabricante.

As bolsas de sangue simples foram escolhidas para o estudo da
determinacdo do teor de plastificante pelos métodos espectrofotométrico e
cromatograficos (CGAR-DIC, CLAE-UV e CLAE-CAD). Todos os métodos foram
lineares na faixa de concentracao estudada (2,97 a 19,85 mg DEHP/100 mL) e todas
as amostras foram consideradas satisfatorias em relacdo a quantidade de DEHP
extraivel. Além disso, ndo foi detectada a presenca de DEHA nas amostras
analisadas, considerando o limite de deteccédo dos métodos analiticos.

A técnica CLAE-CAD apresenta vantagens em relacdo aos outros métodos
pela possibilidade de analisar amostras sem informagfes estruturais dos
componentes, por detectar substancias nao volateis e que ndo possuem cromoéforos.
Portanto, a utilizacdo desse tipo de deteccdo para determinacdo de DEHP em
bolsas de sangue é uma inovacgéao tecnologica.

Assim, os resultados obtidos neste trabalho mostram a importancia da
utilizacdo de dois métodos cromatogréficos eficientes para determinacdo de DEHP
em bolsa de sangue, tendo em vista que essa substancia é um disruptor enddécrino.
Porém, ainda é necessario realizar estudos futuros que comprovem a robustez e a
reprodutibilidade, além da validacdo do novo método.

Além do enfoque fisico-quimico, vale ressaltar a importancia da realizacao
desse estudo no INCQS, que é referéncia para as andlises de vigilancia sanitaria do
produto bolsa de sangue e se torna cada dia mais um ente imprescindivel para a

atualizacao regulatéria do produto no pais.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS DO DEHP OBTIDOS POR CGAR-DIC

Cromatograma referente a curva de calibracéo.
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APENDICE B - CROMATOGRAMAS DO DEHP OBTIDOS POR CLAE-UV

Cromatograma referente a curva de calibracéo.
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APENDICE C - CROMATOGRAMAS DO DEHP OBTIDOS POR CLAE-CAD

Cromatograma referente a curva de calibracéo.
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A

APENDICE D - ESPECTROS DE MASSAS DO DEHA E DEHP OBTIDOS POR

CLAE-EM

Espectros de massas dos plastificantes DEHP e DEHA referente & solu¢édo padréo.
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