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RESUMO

As bolsas de sangue sédo produtos de alta complexidade, classificados como risco
lll, essas se destinam a coletar, armazenar e transferir o sangue de forma eficiente e
segura. A referéncia nacional para analises deste produto € o Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS/FIOCRUZ), responsavel pelas andlises
prévias ao registro e controle destes produtos. A Resolucdo RDC n° 35 de 2014 fixa
as condi¢cdes exigiveis para bolsas de sangue com solu¢Bes anticoagulantes e/ou
preservadoras. O citrato total e o fosfato diacido de sédio monohidratado, presentes
nas solucgdes anticoagulantes e/ou preservadoras, possuem grande importancia na
manutencdo da viabilidade do sangue coletado. O método proposto utiliza a
cromatografia de ions e permite a determinacdo simultanea do teor de citrato total e
fosfato diacido de sédio monohidratado nas solugcBes anticoagulantes, reduzindo o
tempo de analise. Neste contexto o objetivo deste estudo foi realizar a otimizacao e
a validacdo do método analitico para a determinacdo simultanea de citrato e fosfato
em solucBes anticoagulantes de bolsas de sangue por cromatografia liquida de alta
eficiéncia utilizando a deteccéo ibnica. Sendo este estudo dividido em quatro etapas:
a avaliacdo retrospectiva das amostras, a comparacdo dos métodos analiticos, o
planejamento da validacdo analitica compreendendo a adequacédo do sistema e a
otimizacdo da metodologia e a validacdo analitica. A selecdo das amostras de
trabalho foi realizada considerando a avaliagcdo retrospectiva das amostras
submetidas ao INCQS no periodo de 2012 a 2016. Foram avaliadas as condi¢cdes
analiticas dos métodos de andlise individual e concomitante destas substancias. A
otimizacdo da metodologia analitica, segunda etapa, foi avaliado o fluxo da fase
movel e a diluicdo das amostras e padrées permitindo a reducdo do tempo de
analise e o custo operacional com eficiéncia de separacdo comprovada pelos
parametros de adequacdo do sistema cromatografico. A validacéo analitica, terceira
etapa do estudo, foi realizada conforme os parametros recomendados pela Anvisa,
na RE n° 899 de 2003 e a Resolugcédo n° 166 de 2017, e pelo Inmetro, no manual
orientativo DOQ-CGCRE-008 de 2016. Na comparacdo dos métodos, a avaliacéo
estatistica demonstrou que ndo ha diferenca significativa entre os dois métodos para
as analises realizadas. Na etapa de validacdo analitica, a seletividade, a linearidade,

os limites de deteccdo e quantificagdo, a precisdao, a exatiddo e a robustez



apresentaram resultados satisfatorios que comprovaram a confiabilidade do método,
indicando que este € reprodutivel. O estudo permitiu comparar as condi¢cdes
analiticas e apresentar os aspectos relevantes da implementacdo do método
alternativo, principalmente, por permitir determinar simultaneamente os analitos de
interesse. A validacao deste método alternativo, atende aos critérios tanto da Anvisa
quanto do Inmetro, 0 novo método possibilita a diminuicdo do custo das analises e a
possivel alteracdo da legislacdo vigente no que se refere a normatizacao de bolsas
de sangue utilizadas no Brasil. Além disso, sugere novos avancos no controle da
qualidade deste produto e reitera a participacdo do INCQS em aspectos regulatorios

de ambito sanitario.

Palavras-chave: Bolsas de sangue. Citrato total. Fosfato diacido de sdodio

monohidratado. Validacdo analitica. CLAE.



ABSTRACT

Blood bags are products of high complexity, classified as risk Ill, which are designed
to collect, store and transfer blood in an efficient and safe manner. The national
reference for analyzes of this product is the National Institute of Quality Control in
Health (INCQS / FIOCRUZ), responsible for the pre-registration and control of these
products. Resolution RDC n° 35 of 2014 establishes the conditions required for blood
bags with anticoagulant and / or preservative solutions. Total citrate and diacid
sodium phosphate monohydrate, present in the anticoagulant and / or preservative
solutions, are of great importance in maintaining the viability of the collected blood.
The proposed method uses ion chromatography and allows the simultaneous
determination of the total citrate and sodium diacid phosphate monohydrate contents
in the anticoagulant solutions, reducing the analysis time. In this context, the
objective of this study was to perform the optimization and validation of the analytical
method for the simultaneous determination of total citrate and sodium diacid
phosphate monohydrate in anticoagulant solutions of blood bags by high
performance liquid chromatography using ionic detection. This study is divided into
four stages: the retrospective evaluation of the samples, the comparison of the
analytical methods, the planning of the analytical validation, the adequacy of the
system and the optimization of the methodology and the analytical validation. The
selection of the work samples was performed considering on the retrospective
evaluation of the samples submitted to the INCQS in the period from 2012 to 2016.
The analytical conditions of the individual and concomitant analysis of these
substances were evaluated. The optimization of the analytical methodology, second
stage, was evaluated the flow of the mobile phase and the dilution of the samples
and standards allowing the reduction of the time of analysis and the operating cost
with efficiency of separation proved by the parameters of suitability of the
chromatographic system. The analytical validation, the third stage of the study, was
performed according to the parameters recommended by Anvisa, in RE n° 899 of
2003 and Resolution n° 166 of 2017, and by Inmetro, in the guideline DOQ-CGCRE-
008 of 2016. In the comparison of methods, the statistical evaluation showed that
there is no significant difference between the two methods for the analyzes

performed. In the analytical validation stage, the selectivity, linearity, limits of



detection and quantification, precision, accuracy and robustness presented
satisfactory results that proved the reliability of the method, indicating that the
alternative method is reproducible. The study allowed to compare the analytical
conditions and to present the relevant aspects of the implementation of the
alternative method, mainly, to allow to simultaneously determine the analytes of
interest. The validation of this alternative method meets the criteria of both Anvisa
and Inmetro, the new method allows a reduction of the cost of exports and the
measure of current legislation is not a reference in blood bags not in Brazil. In
addition, it suggests new advances without product quality control and reiterates

INCQS participation in sanitary quality regulations.

Key-words: Boold bags. Total citrate. Sodium acid phosphate monohydrate.
Analytical validation. HPLC.
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1 INTRODUCAO

Os produtos para saude, quando utilizados nas condicbes e para as
finalidades previstas, devem atuar de forma a ndo comprometer a saude dos
pacientes e dos operadores do produto. No Brasil, a vigilancia pos-comercializacao
de produtos para saude € conhecida como tecnovigilancia. A Unidade de
Tecnovigilancia (UTVIG) da Anvisa consiste em um sistema de vigilancia de eventos
adversos (EA) e queixas técnicas (QT) de produtos para saude na fase de pos-
comercializacdo, sendo coordenada pelo Nucleo de Gestdo do Sistema Nacional de
Notificacdo e Investigacdo em Vigilancia Sanitaria (NUVIG/ANVISA). Esse tem o
objetivo de verificar a seguranca e o desempenho, para assim, garantir a protecao e
a promocao da saude (BRASIL, 2010).

O Sistema de Notificacdo em Vigilancia Sanitaria (Notivisa) foi desenvolvido
com o propodsito de fortalecer a vigilancia pés comercializacdo e pds-uso permitindo
receber as notificacdes de EA e QT relacionadas ao uso de produtos e de servigos
sob vigilancia sanitaria (VISA).

Com isso, as analises de controle da qualidade sédo procedimentos ou ensaios
realizados para a verificacdo da conformidade do produto em relacdo a informacdes
declaradas. No Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), as andlises
contribuem para a avaliacdo da qualidade de insumos, produtos, ambientes, ou
mesmo, Servigos sujeitos a vigilancia sanitaria (BRASIL, 2010).

O grande progresso na instrumentacdo analitica nos Ultimos anos e o
desenvolvimento de técnicas mais robustas possibilitaram a detec¢éo e identificacéo
de novas substancias em faixas de concentracdo mais baixas, contribuindo, assim,
para o melhor aperfeicoamento das analises de controle (BELLI, 2006).

O controle da qualidade das bolsas de sangue segue os parametros descritos
na legislagédo vigente, a Resolugdo RDC n° 35, de 12 de junho de 2014 que
substituiu a Portaria n® 950 de 26 de novembro de 1998, apresentando as
metodologias, as quais, foram avaliadas, otimizadas e validadas (VALE, 2010). Esta
consiste no principal instrumento que esta relacionado com os compéndios oficiais e
as normas técnicas internacionais (BRASIL, 2014).

Esta legislagcdo preconiza uma avaliagdo inicial de aspectos gerais pela
verificagdo de parametros de transparéncia, flexibilidade, resisténcia,

compatibilidade com o contetdo sob condi¢cdes normais de estocagem, dimenséo,
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embalagem e rotulagem. Além da verificacdo de tubos de coleta, agulha para coleta
e tubos de saida. A avaliacdo dos aspectos especificos é recomendada por ensaios
fisicos, biolégicos e fisico-quimicos (BRASIL, 2014).

A bolsa de sangue é um produto que consiste em bolsas plasticas e estéreis,
completas com tubo de coleta, tubos de saida, tubos de transferéncia, agulha para
coleta e recipientes associados, no qual, depende da sua finalidade
(INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2003). Séo
produtos de alta complexidade, classificados como produtos de risco Ill, de acordo
com a Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 185, de 22 de outubro de 2001
(BRASIL, 2014). Este produto se destina a coleta armazenamento, processamento,
separacao, administracdo e transporte do sangue e seus componentes de forma
eficiente e segura.

As bolsas de sangue podem ser do tipo seca, ou seja, bolsas de sangue sem
solugdo anticoagulante e/ou preservadora ou com solugcdo anticoagulante e/ou
preservadora. A referéncia nacional para andlises deste produto € o Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fiocruz, responsavel

pelas analises prévias ao registro e controle (VALE, 2010).

1.1 Vigilancia sanitaria de produtos para a saude

Os produtos para a saude também, definidos como "correlatos" pela Lei n°®
6.360/76 e o Decreto n° 79.094/77 sé&o classificados conforme o risco associado ao
seu uso, de acordo com a RDC n° 185 de 2001. Esta classificagdo ocorre em 4
classes, seguindo a criticidade do produto. Uma situacao critica com os produtos
para a saude é a dificuldade em detectar o problema do produto no mercado
(BRASIL, 1976; BRASIL, 1977; BRASIL, 2001; ANVISA, 2010; ANVISA, 2015b).

O processo de fabricacdo possui um critério de exigéncias para a qualidade e
seguranca do produto, no entanto, isso ndo permite que o produto seja totalmente
isento de causar algum dano ao paciente ou usuario. Portanto, existem riscos e
possibilidades da ocorréncia de desvios da qualidade, incluindo os EA durante a
utilizacao de produtos para saude. A ocorréncia de EA e de QT relacionadas a estes
pressupde a existéncia de riscos e pode representar ameaca a saude da populacéo,
usuarios e pacientes desses produtos (ANVISA, 2010; BRASIL, 2010).
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A exposicdo ao sistema de saude pode gerar danos, e, com isso ndo so
proporcionar beneficios, sendo uma incumbéncia inevitdvel a ser paga pelos
avangos tecnologicos da medicina, que prevé a incorporacdo de tecnologias em
saude, dentre as quais, a diversidade de equipamentos e artigos médico-
hospitalares.

Assim, as inumeras tecnologias que foram implementadas ao atendimento
das necessidades de saude da populag¢do sédo consideradas como questfes criticas
no cuidado, havendo modificacdo dos espacos e servigos de assisténcia. A maioria
desses avancos tecnologicos incorporados necessita de um alto grau de
conhecimento, tanto para a producdo adequada da assisténcia especifica, como
para a sua correta manutengcédo e manipulagéo. Considerando que o uso de produtos
para saude pode acarretar algum tipo de risco ao paciente, € importante o
acompanhamento da utilizacdo desses produtos na pos-comercializacdo (ANVISA,
2010; BRASIL, 2010).

Nesta etapa, a Tecnovigilancia reveste-se de importancia e representa uma
ferramenta fundamental para garantir que a populacdo tenha seguranca na
utilizacdo dos produtos médicos disponibilizados pela rede de atencdo a saude.
Desse modo, € essencial o monitoramento do uso dos produtos para saude, a fim de
se conhecer seu desempenho, adotar estratégias de prevencao, de minimizacdo ou
de contencdo dos riscos e, consequentemente, evitar que riscos equivalentes
possam ser reproduzidos em outros locais, pelas mesmas causas (BRASIL, 1976;
BRASIL, 2010; BRASIL, 2015).

1.2 Tecnovigilancia no Brasil

Os produtos para saude, quando utilizados nas condi¢cdes aceitaveis e para
as finalidades previstas, devem atuar de forma a ndo comprometer a saude dos
pacientes e dos operadores do produto (BRASIL, 2001; ANVISA, 2010; ANVISA,
2015b).

O produto para saude apOs receber a aprovacdo da Anvisa/Ministério da
Saude (MS) para ser comercializado, inicia a fase de poés-comercializagdo, onde
podem ser observados problemas inesperados durante a avaliagdo do
registro/cadastro. E de suma importancia reunir e avaliar as informacdes recebidas

sobre um determinado produto, ou seja, realizar a vigilancia pds-comercializacéo,
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pois, a protecdo e a promocdo da saude da populacdo sdo atribuicbes da VISA
(BRASIL, 1976; BRASIL, 2010).

No Brasil, a vigilancia po6s-comercializacdo de produtos para saude é
designada como tecnovigilancia. A Unidade de Tecnovigilancia (UTVIG) consiste em
um sistema de vigilancia de EA e QT de produtos para a saude na fase de poés-
comercializagé@o, sendo coordenada pelo Nucleo de Gestdo do Sistema Nacional de
Notificacdo e Investigacdo em Vigilancia Sanitaria (NUVIG/ANVISA), no qual, tem
por objetivo verificar a seguranca e o desempenho, para assim, garantir a protecao e
a promocédo da saude (BRASIL, 2010). Segundo o Manual de Tecnovigilancia da
Anvisa (2010), EA é “um efeito ndo desejado, em humanos, decorrente do uso de
produtos submetidos a VISA”, e QT consiste em uma reclamagao de “suspeita de
alteracaolirregularidade de um produto relacionada a aspectos técnicos ou legais,
que podera ou nao causar dano a saude” (ANVISA, 2010; BRASIL, 2010).

A UTVIG criada em 2001, tornou a Anvisa responsavel por receber os relatos
obrigatérios dos profissionais de salde e detentores de registro de produtos para a
saude, com a finalidade de submeter a publicacdo de alertas, a retirada de produtos
do mercado e o acompanhamento dos processos de revalidacdo de registros
(BRASIL, 2010; ANVISA, 2015a).

Com o proposito de fortalecer a vigilancia pés-uso, foi desenvolvido o Notivisa
(Sistema de Notificacdo em Vigilancia Sanitaria) sistema informatizado nacional no
portal da Anvisa, que permite receber as notificacdes de EA e QT relacionadas ao
uso de produtos e de servicos sob VISA, realizadas pelos hospitais da Rede
Sentinela, que funciona como observatério no ambito dos servicos para o0
gerenciamento de riscos a saude, em atuacdo conjunta e efetiva com o Sistema
Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), empresas detentoras de registro, dos
profissionais de salude e dos cidaddo, que visa minimizar os riscos e problemas
associados ao produto (BRASIL, 2013; ANVISA, 2015a).

A Portaria n°® 1.660, de 22 de julho de 2009, que instituiu o Sistema de
Notificagdo e Investigacdo em VISA — Vigipés representou um marco na vigilancia
de EA e QT, possibilitou obter melhores informagdes dos EA e QT dos produtos
comercializados no pais e subsidiou a regulagdo no ambito sanitario, pois, integrou a
VISA e epidemiolégica ao sistematizar e integrar os mecanismos de notificagéo,
monitoramento e investigacdo de EA relacionados a servigcos e produtos para a
salde (BRASIL, 2009; MORAIS, 2011).
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Com o objetivo de facilitar e agilizar a obtencdo de informacfes sobre o
desempenho dos produtos em uso, a Anvisa implantou em 2002 a Rede Brasileira
de Hospitais Sentinela, formada por hospitais de ensino e/ou alta complexidade,
para atuar como observatorios do desempenho e da seguranca de produtos para
saude, permitindo incentivar as notificacoes de EA e QT (BRASIL, 2010; ANVISA,
2015a).

A investigacao é realizada pela Anvisa, de acordo com os critérios utilizados
para cada produto e com a gravidade dos casos. Conforme haja confirmacdo do
caso, € necessaria uma acdo da empresa detentora do registro, envolvendo a
geracdo de alertas de seguranca e a divulgacdo para os servicos de saude e
populacdo, a fim de impossibilitar ou minimizar a probabilidade de ocorréncia de
danos a saude da populacao exposta ao produto (BRASIL, 2010; ANVISA, 2015a).

Em 2009, foi publicada a Resolucdo da Anvisa n° 67 que dispde sobre as
normas de tecnovigilancia aplicaveis aos detentores de registro de produtos para
saude no Brasil e, assim, obrigou os detentores a notificar as ocorréncias
envolvendo seus produtos. Isso revelou a preocupacdo com 0 monitoramento dos
produtos na pés-comercializacéo, representando extrema importancia para o SNVS,
pois, permite o recolhimento de dados, contribuindo para as ac0fes fiscalizadoras e a
evolucao regulatéria (BRASIL, 2009; FEITOZA-SILVA, 2014).

1.3 Bolsas de sangue

As bolsas plasticas de sangue foram desenvolvidas para substituir os frascos
de vidro. Isso permitiu a fabricacdo de componentes estéreis, facilitando a sua
armazenagem apos o fracionamento e reduzindo a contaminacdo, a ruptura e as
embolias provocadas quando o sangue era armazenado em recipientes de vidro
(VALE, 2010; FUST, 2011).

A bolsa plastica para armazenamento do sangue foi inventada em 1947,
licenciada e introduzida no mercado na década de 1960 (VALE, 2010).

Novas descobertas tecnoldgicas continuaram no século XX onde os primeiros
bancos de sangue apareceram nos Estados Unidos por volta da década de 30 com
0 armazenamento do sangue pelo periodo de até 21 dias em frascos reutilizaveis.
Esta forma de coleta apresentava grande risco de contaminagao por corresponder a
um sistema aberto (VALE, 2010; FUST, 2011).
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As técnicas transfusionais foram aperfeicoadas durante as duas guerras e
apos a 22 Guerra Mundial iniciou-se 0 uso de bolsas plasticas para substituir o uso
dos frascos de vidro, o que permitiu a reducdo do risco de contaminagdo pelo
sistema fechado de coleta. Com isso, surgiram também as centrifugas destinadas ao
fracionamento do sangue para obtencdo dos hemocomponentes (hemacias, plasma,
plaquetas e crio-precipitado). Entretanto, o grande aperfeicoamento veio na década
de 80, com o acréscimo de bolsas satélites, o que permitiu um fracionamento do
sangue mais seguro (VALE, 2010; PROWSE, 2014; HARMENING, 2015; SERRANO
et al, 2015; BRASIL, 2016).

As bolsas plasticas deveriam produzir menor indice de contaminacdo do
sangue comparando aos frascos de vidro utilizados anteriormente. Porém, como as
fabricas nacionais que abasteciam o mercado interno funcionavam em condicdes
muito precarias, ocorreram diversos problemas transfusionais por contaminacao
bacteriana ou quimica (com o préprio material das bolsas). Isso culminou com a
interdicdo de todas as fabricas de bolsas plasticas em outubro de 1986 e levou a
escassez de bolsas, impedindo a coleta de sangue em alguns servicos (SANTOS,
1992; VALE, 2010).

Em comparacdo com o armazenamento em vidro, a bolsa plastica reduziu a
hemolise dos globulos vermelhos em quatro vezes, reduzindo também as taxas de
contaminacao bacteriana e de reagdes pirogénicas. Além de permitir a viabilidade de
84% do sangue armazenado por 20 dias e 72% do sangue armazenado por 28 dias,
contrastando com o armazenamento em frascos de vidro que permitia a viabilidade
de cerca de 70% do sangue armazenado apos 21 dias (VALE, 2010; FUST, 2011).

Sendo um insumo essencial para a hemoterapia, as bolsas de sangue fazem
parte do programa estratégico de sangue e hemoderivados, criado pelo MS
(BRASIL, 2013; BRASIL, 2016).

No Brasil, foram realizadas 3.720.867 doac¢bes de sangue em 2014. Ao ano,
cerca de 3,5 milhdes de pessoas realizam transfusdes de sangue. No total, existem
no pais 27 hemocentros e 500 servicos de coleta (BRASIL, 2017a). Portanto, a
ocorréncia de desvios da qualidade neste produto pode comprometer um grande
namero de pessoas, causando um grande impacto em saude publica.

A Figura 1 demonstra uma bolsa de sangue, que nas condi¢des ideais para
uso, sao transparentes, incolores, flexiveis, estéreis, apirogénicas, isentas de

toxicidade, resistentes e compativeis com o conteudo sob condigbes normais de
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estocagem. Esse produto apresenta como requisitos de controle da qualidade, a

avaliacdo de aspectos gerais e avaliacdo de aspectos especificos.

Figura 1 - Fotografia da bolsa de sangue multipla
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Fonte: (Do autor, 2016).

Estudos realizados no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) levaram a determinacéo de novos parametros no controle da qualidade do
produto, que levaram a publicacdo da RDC n° 35 de 2014. Essa resolugéo
estabelece os requisitos e 0s ensaios para o controle da qualidade das bolsas
plasticas para sangue humano e suas fracdes, determinando as condi¢cdes
necessarias (FUST, 2009; VALE, 2010; BRASIL, 2014).

De acordo com esse regulamento, as bolsas plasticas devem manter-se
estaveis biologicamente, quimicamente e fisicamente em relacdo ao seu contetdo
durante o periodo de validade e ndo devem permitir a entrada de micro-organismos.
Além disso, ndo devem liberar qualquer substancia acima dos limites especificados
para a solugdo anticoagulante e/ou preservadora, sangue ou componentes, quer por
interacao quimica ou dissolucao fisica (BRASIL, 2014).

As bolsas plasticas para sangue devem obrigatoriamente estar em
conformidade com a legislacdo vigente para obterem o registro e revalidacdo de
registro na Anvisa. A conformidade destes produtos deve ser comprovada atraves
de analise prévia em laudos técnicos emitidos pelo INCQS.

1.3.1 Solucgéo anticoagulante e/ou preservadora
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As solucdes anticoagulantes e/ou preservadoras presentes em bolsas de
sangue tem como finalidade: manter a qualidade do sangue e suas fragbes; durante
o periodo de armazenamento de forma eficiente e segura (VALE, 2010).

A viabilidade do sangue estocado apresenta-se dependente da técnica da
coleta, do anticoagulante, da temperatura de conservacdo, dos parametros
bioguimicos e da frequéncia de homogeneizacdo durante 0 armazenamento.

A principal caracteristica da bolsa de sangue consiste no tipo de solugéo
anticoagulante e/ou preservadora que apresentam. Os tipos de solucbes
anticoagulante e/ou preservadora diferem nos componentes que possuem € no
tempo de conservacdo do sangue (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2003; VALE, 2010).

Conforme descrito na Farmacopeia Americana, 0 sangue e suas fracdes
podem ser utilizados logo apdés a coleta ou num periodo de até 42 dias se
conservado a temperatura de 1 a 6 °C no tipo de solucdo anticoagulante e/ou
preservadora adequada. Assim, obedecendo a temperatura recomendada, o periodo
de armazenamento do sangue dependera do tipo de hemocomponente a ser
extraido ou utilizado e, da solucéo anticoagulante e/ou preservadora.

A composicao da solucéo interfere diretamente no tempo de armazenagem do
sangue, seus componentes apresentam finalidades distintas e em conjunto
possibilitam sua conservacdo. Por exemplo, o citrato e o fosfato contribuem para a
estabilizacdo da membrana celular mantendo o controle do pH, o citrato ainda atua
na anticoagulacao (VALE, 2010).

Para fins de registro, as bolsas plasticas devem ser agrupadas por tipo de
solucdo anticoagulante e/ou solucdo preservadora e por tipo de plastico, ndo
requerendo a liberacdo de qualquer substancia acima dos limites especificados para
a solucao anticoagulante e/ou preservadora, sangue ou suas fracées (BRASIL,1998;
BRASIL, 2014).

Na tabela 1 estdo descritos os tipos de solugcdes anticoagulantes e/ou

preservadoras que existeme o tempo de armazenamento.



Tabela 1 - Composicdo dos tipos de solucdo anticoagulante e/ou

preservadora.

Tipo de Solucéo Componente Tempo de armazenamento

Citrato total, expresso em acido

citrico anidro - (CgHgO-) ] )
Solugdo ACD i i Até 21 dias
Glicose monoidratada

(CGHlZOG- HZO)

Fosfato diacido de sédio
monoidratado
(NaH,PO,4.H,0)

Glicose monoidratada ]
Solugédo CPD Até 21 dias
(CGHlZOG-HZO)

Citrato total, expresso em acido

citrico anidro - (CgHgO-)
Sadio

Fosfato diacido de sodio
monoidratado
(NaH,PO,.H,0)
Glicose monoidratada
Solugdo CPDA (CeH1204.H,0) Até 35 dias

Citrato total, expresso em acido

citrico anidro - (CgHgO-)
Sédio
Adenina (CsHsNs)

Glicose monoidratada
(CeH1206.H,0)
Solugdo SAG-M Manitol (CgH140¢) Até 42 dias
Adenina (CsHsNs)
Cloreto de sddio - (NaCl)

Fonte: (ADAPTADO DE BRASIL, 2014).
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1.3.2 A importancia do ensaio para a determinacéo do teor de citrato total expresso

em acido citrico anidro

A associacao do citrato de sddio (Figura 2) com o acido citrico (Figura 3) atua
como uma solucdo tampéo, tendo como fungdo prevenir mudancas bruscas no pH
de modo a manter a viabilidade de cada constituinte sanguineo. Esta combinacgéo
esta presente em bolsas de sangue contendo soluc¢des do tipo: CPD que apresenta
na sua composicao citrato-fostato-dextrose; CPDA de composicao citrato-fostato-
dextrose-adenina e ACD, de composicdo citrato-dextrose (VALE, 2010;
FERNANDES, 2016).

O citrato de sodio é um quelante de célcio que reage com o célcio livre do
sangue formando sais insollveis. A auséncia de calcio livre impede a efetivacdo do
mecanismo de coagulac¢do sanguinea. O citrato de s6dio ndo preserva os eritrécitos,
portanto, o sangue deve ser utilizado em até 24 horas ap6s a coleta. E o
anticoagulante mais utilizado (HOFFBRAND, 2013).

Figura 2 - Estrutura quimica do citrato de sédio
O OH O
HO O Na*
O~ OH
Fonte: (HOFFBRAND, 2013).

Figura 3 - Estrutura quimica do &cido citrico

@) OH
O O

HO OH
OH

Fonte: (HOFFBRAND, 2013).

A determinacdo do teor de citrato total apresenta-se em termos de acido
citrico anidro, pois, conforme recomendacdo da RDC n° 35/2014, a metodologia do
teor de citrato total & expressa em acido citrico anidro (BRASIL, 2014).

O teor de citrato total deve se apresentar na faixa estabelecida pela legislacao
vigente (RDC n° 35/2014) de acordo com o tipo de solucdo. O método para
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determinacao desse teor utiliza a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccao de ultravioleta (CLAE/UV) (BRASIL, 2014).

A necessidade de revisdo do método apresenta-se evidente nesta abordagem
onde atualizaces proporcionardo um controle mais efetivo, visto que, a analise do
citrato € de suma importancia para manter a qualidade das bolsas de sangue (VALE,
2010; BRASIL, 2014; FERNANDES et al, 2016). A proposta de um novo método em
uma nova abordagem propiciara alternativas ao setor regulado, ja que a anélise do

citrato e os estudos relacionados a esta substancia sao de grande relevancia.

1.3.3 A importancia do ensaio para a determinacdo do teor de fosfato diacido de

sédio monohidratado

O fosfato (Figura 4), além de ser substrato para formacdo do 2,3 -
difosfoglicerato (2,3-DPG) atua como um tampao ligando-se aos ions H* produzidos
durante a glicélise e impedindo a queda do pH do sangue que é o principal fator
relacionado com a degradacéo do 2,3-DPG. Consequentemente tem-se uma menor
taxa de hemdlise e uma maior viabilidade celular (HOFFBRAND, 2013).

Figura 4 - Estrutura quimica do fosfato diacido de sédio monohidratado

O

P .
HO  \"O Na*
OH

Fonte: (HOFFBRAND, 2013).

A RDC n° 35/2014 recomenda a utilizacdo da metodologia descrita na
Farmacopeia Americana. A Portaria n°® 950/1998 (revogada) recomendava a técnica
de espectrofotometria até a 292 edicdo e nas edi¢cdes seguintes (302, 312 e 329)
passou a recomendar a técnica de cromatografia ibnica para esta determinagcéo. A
metodologia por cromatografia em fase liquida utiliza como padrao fosfato diacido de
sédio monohidratado, fase mével solugdo de hidroxido de sédio ou hidroxido de
potassio sob o fluxo de 2,0 mL por minuto, temperatura do forno em 30 °C, coluna de
troca ibnica e detector condutomeétrico. A determinacao do teor de fosfato diacido de

sédio monohidratado € realizada pela comparacédo de areas (amostra e padrdo) e
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expresso em termos de fosfato diacido de soédio monohidratado. A analise do fosfato
€ de extrema importancia para o controle deste produto e para sua fungcédo que € de
manter o sangue viavel (BRASIL, 1998; VALE, 2010; BRASIL, 2014; FERNANDES,
2016).

1.4 Métodos cromatogréficos

A cromatografia € uma técnica que envolve processos de separacao de
misturas e identificacdo de substancias, ou seja, tem por finalidade a identificacao,
separacao e a purificacdo de misturas. A interacdo das substancias na mistura com
estas duas fases é influenciada por diferentes forcas intermoleculares, incluindo
ibnica, bipolar, apolar, efeitos de afinidade e solubilidade (LEITE, 2008;
ALEXANDRE, 2010; MICHALSKI, 2012).

Esta pode ser utilizada para a identificacdo das substancias, na comparacao
com padrbes. Purificacdo de substancias, separando-se as indesejaveis e para a
separacdo das substancias de uma mistura e determinacdo de teores pela
comparacao com curvas padrées (ALEXANDRE, 2010; MICHALSKI, 2012).

As diferentes formas de cromatografia podem ser classificadas considerando-
se diversos critérios: a classificacdo pela forma fisica do sistema cromatografico
(coluna ou planar); classificacdo pela fase mével empregada (gas, liquido ou fluido
supercritico); classificacao pela fase estacionaria utilizada (liquida, sélida ou liquido
ligado) e a classificacdo pelo modo de separacdo (adsorcao, particao, troca ionica,
tamanho molecular) (ALEXANDRE, 2010).

1.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um método fisico-quimico, e esta
estabelecida na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, devido a
interacdes entre duas fases, sendo estas: a fase mével e a fase estacionaria. Possui
grande aplicacdo por ser uma técnica bastante versétil (ALEXANDRE, 2010; KLEIN,
2010).

A cromatografia idnica pertence ao grupo da cromatografia liquida em que a
fase estacionaria é um solido e a fase mével é um liquido. A cromatografia por troca

ibnica € um processo dinamico, no qual, utilizamos gradientes de concentracdo para
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a eluicdo de diferentes ions e sua respectiva separacao com a eficiéncia requerida.
As modelagens apresentadas com as simplificacdes séo utilizadas com maior rigor e
melhores resultados em cromatografia gasosa e CLAE, onde temos a fase movel
sem a utilizacdo de um gradiente de concentracdo (MARQUES, 1999; ALEXANDRE,
2010; KARTHIKEYAN, 2011; MICHALSKI, 2012).

E uma técnica bastante difundida, sua aplicabilidade apresenta resultados
confidveis e reprodutiveis. A técnica cromatogréfica possui uma fase estacionaria
sendo esta os trocadores idnicos (catibnicos ou anidnicos) formados a partir de
polimeros de estireno-divinilbenzeno ou de silicas.

A troca idnica é a permuta de ions de mesmo sinal entre uma solu¢cdo e um
corpo sélido insoltvel. E usada uma resina de troca idnica acondicionada em tubos
de vidro ou aco inox (colunas), por onde é passada a solucdo contendo os ions a
separar (LEITE, 2008; KARTHIKEYAN, 2011; MICHALSKI, 2012).

As resinas de troca i6nica sdo polimeros contendo ions ativos que permutam
reversivelmente de posi¢cdo com outros ions contidos na solugdo passante. Estas
trocam ions da solucao por cations de hidrogénio ou anions hidroxilas.

Podem ser regeneradas por solucdes acidas ou alcalinas, conforme o tipo de
resina. A maioria das resinas, atualmente, empregadas sao sintéticas, baseadas em
um copolimero de estireno-divinilbenzeno, tratado apropriadamente para agregar
grupos funcionais. A sulfonacdo da lugar a resinas catibnicas e resinas anidnicas
(LEITE, 2008; ALEXANDRE, 2010; KARTHIKEYAN, 2011).

1.4.1.1 Principios basicos da Cromatografia l16nica

O processo de troca ibnica é estequiométrico, isto é, os ions séo trocados em
quantidades equivalentes. A mobilidade de troca dos ions determina a taxa de
difusdo. Conforme ja mencionado a fase estacionaria é constituida de uma matriz
onde sdo adicionados grupos funcionais ionizaveis (catibnicos ou aniénicos). A fase
movel é, geralmente, uma solucéo idnica com propriedades escolhidas de forma a
ser compativel com o tipo de trocador usado (MARQUES, 1999; ALEXANDRE,
2010; KARTHIKEYAN, 2011; MICHALSKI, 2012). As resinas de troca idnica podem
ser classificadas como: acidas e basicas fortes; acidas e béasicas fracas e acidas e

béasicas intermediarias.
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Apos a interacdo dos ions da amostra com a resina, uma solucdo eluente é
passada pela coluna de cromatografia liberando assim os ions que estavam
interagindo com a resina.

A cromatografia € um processo essencialmente dinamico, porém podemos
considerar como a existéncia de um “equilibrio”, em uma troca ibnica, o que
simplifica muito o tratamento tedrico. As ligacdes dos ions com a resina séo labeis.
Quanto maior a resolugéo da coluna mais estreita deve ser o alargamento da banda
passante.

Em sistemas bem projetados os sinais cromatograficos tendem a forma
gaussiana estreita, porém dependendo da resina, do tipo de analito e do solvente,

podem aparecer caudas.

1.5Controle da qualidade atual do citrato total e fosfato diacido de sodio
monohidratado presente nas solu¢cdes anticoagulantes das bolsas de

sangue

1.5.1 Citrato total por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O método atual para determinacdo do teor de citrato total se baseia pela
CLAE por deteccgao ultravioleta. A determinacdo do teor de citrato total expresso em
acido citrico anidro, seguindo a RDC n° 35/2014, fundamenta-se na particdo dos
componentes de uma mistura entre a fase estacionaria (coluna) e a fase movel
(fluxo de solventes). As substancias mais sollveis na fase estacionaria séo
seletivamente mais retidas, enquanto as mais sollveis na fase movel eluem mais
rapidamente. Apds a migracao diferencial das substancias da mistura na coluna, 0s
analitos sdo detectados e registrados na forma de sinais. Possui como vantagens a
capacidade de separacdo bem elevada, rapidez e reprodutibilidade das analises
(MARQUES, 1999; ALEXANDRE, 2010).

Um dos cuidados a serem observados, esta relacionado a fase movel,
ausente de particulas para evitar danos a bomba, injetor e coluna, deve ser filtrada
antes de ser armazenada no reservatorio e deve ser degaseificada para eliminar
bolhas (THERMO SCIENTIFIC, 2013).

Neste sistema temos, a bomba que controla o fluxo e a pressao da fase

movel. Pode trabalhar em regime isocratico ou em gradiente, o injetor que permite
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com precisao e exatidao a injecao do padréo e da amostra, a coluna cromatografica,
onde ocorre a separacao, feita em aco e preenchida com a fase estacionéaria, que
pode estar dentro do forno e o detector que é um modulo onde indica um sinal dos

componentes separados pela coluna cromatografica.

1.5.2 Fosfato di4cido de sédio monohidratado por Espectrofometria

A RDC n° 35/2014 recomenda a utilizacdo da metodologia para determinacao
do teor de fosfato diacido de sodio monohidratado descrita na Farmacopeia
Americana. Embora seja recomendada a metodologia pela técnica de cromatografia
em fase liquida desde a 302 edicdo desta farmacopeia, a legislacdo considera que a
metodologia descrita na 292 edicdo pela técnica de espectrofotometria apresenta
excelentes vantagens.

A determinacéo do teor de fosfato diacido de s6dio monohidratado na RDC n°
35/2014 é realizada pela comparacao das absorbancias obtidas (amostra e padréo)
e expresso em termos de fosfato diacido de sédio (THE UNITED, 2016). Nesta

metodologia é realizada medicdo da absorbancia da solucdo anticoagulante,

utilizando os padrbes e a amostra no comprimento de onda de 660 nm.

1.6 Validacdo de método alternativo para determinacdo simultanea do teor
citrato total e fosfato diacido de sdédio monohidratado presentes nas

solucdes anticoagulantes das bolsas de sangue

Analisando o produto bolsa de sangue, torna-se de extrema importancia o
cuidado na escolha do método empregado, e a cromatografia ibnica pela criticidade
do produto, trata-se de um método analitico de determinacdo precisa e exata, e
ainda, permite uma analise simultanea de citrato e fosfato.

O método alternativo se da pela cromatografia ibnica por deteccao
condutométrica baseada na condutancia elétrica, uma propriedade comum a todas
as espécies idnicas em solucdo. A supressao apos a passagem pela coluna melhora
a alta condutancia do eluente.

Os componentes do cromatografo consistem em sistema de bombeamento,
injetor, coluna cromatografica, detector e sistema de aquisicAo de dados

(registrador) conforme apresentado na figura 5.
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Figura 5 - Cromatografo ibnico do fabricante Thermo Scientific

Fonte: (Do autor, 2017).

7z

O mecanismo que rege o processo de separacdo € 0 da interacao
eletrostatica entre os ions presentes na amostra e 0s contra-ions da fase
estacionaria, com grupos de carga. Os grupos derivados do acido sulfénico e do
acido carboxilico séo utilizados para a troca de céations, enquanto os sais de aménio
guaternario e aminas sdo utilizados como trocadores de éanions (THERMO
SCIENTIFIC, 2013).

A avaliacdo dos resultados cromatograficos baseia-se nos critérios
estabelecidos pelos principais compéndios oficiais e compreendem o0s parametros
de eficiéncia de separacéo.

A avaliacado completa e segura de uma metodologia € realizada pelo processo
de validagdo. A Farmacopeia Americana conceitua validagédo de um procedimento
analitico como processo pelo qual se estabelece as caracteristicas de desempenho
para satisfazer os requisitos necessarios para sua aplicabilidade (VALIDATION,
2009).

1.70timizacdo da separagcdo cromatografica

A separacdo cromatografica é otimizada pela variacdo das condicbes
experimentais para que se possa obter a eficiéncia de separagdo sob condi¢bes
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analiticas de menor consumo de fase movel e reducdo do tempo de analise
(MARKMAN, 2007; TEIXEIRA, 2008; HELENO, 2010; FUST, 2011; VALE, 2012). A
determinacao das condi¢cfes analiticas ideais de reproducdo possibilita a reducdo de
tempo da analise, dos custos envolvidos e a obtencéo de resultados confiaveis pela
dimuicdo de sua variabilidade durante a etapa de validacdo analitica e na
implementag&do do método na rotina (MARKMAN, 2007; TEIXEIRA, 2008; HELENO,
2010).

O processo de otimizacdo pode ser realizado por diferentes técnicas de
planejamento experimental, no qual, envolve diversas analises estatisticas. A
avaliacdo do efeito de cada variavel, isoladamente, é representada numa dessas
técnicas sendo realizada por testes consecutivos para determinar a influéncia da
variavel no processo buscando a eficiéncia da separacdo analitica (MILLER, 2005;
FUST, 2011; VALE, 2012).

Os fatores fundamentais que determinam a eficiéncia da separacédo estéao
relacionados diretamente com as caracteristicas da fase moével e da fase
estacionaria. A verificacdo dos sistemas cromatograficos consiste em um conjunto
de testes aplicados, denominados de adequacdo do sistema. A adequacdo é
avaliada por varios parametros como fator de retencdo, nimero de pratos tedricos,
fator de assimetria, resolucéo, fator de cauda e desvio padrdo relativo entre as
replicatas da amostra e do padrdo. Os valores aceitdveis para cada um dos
parametros sdo preconizados pelos principais compéndios oficias de andlise
cromatografica (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 2005;
FUST, 2011; VALE, 2012; USP, 2016).

1.7.1 Fatores que afetam o resultado de adequacéo do sistema

A resolucdo do sistema pode ser alterada por varios fatores que afetam a
seletividade (o), a retencdo (K) e a eficiéncia (N) e, consequentemente, alteram a
resolucao do sistema.

A seletividade (o) além de ser controlada pelas caracteristicas quimicas da
fase movel, € também afetada pelo pH da fase movel e pela caracteristica quimica
da fase estacionéria. O fator de retencao (K) além de ser afetado pela polaridade da
fase mébvel, também é afetado pela polaridade da fase estacionaria, pela area

superficial do suporte, pela percentagem de recobrimento da fase estacionaria
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(densidade de carga), tamanho do poro e temperatura da coluna (RIBANI, 2004,
MARKMAN, 2007; HELENO, 2010; FUST, 2011; VALE, 2012).

A eficiéncia da coluna representada pelo numero de pratos teéricos (N) é
determinada pelo tamanho médio das particulas da fase estacionaria e pela forma
destas particulas (esférica ou irregular), a uniformidade do leito da fase estacionaria,
temperatura da coluna, viscosidade e fluxo da fase movel, volume de injecéo, carga
(massa) de amostra injetada, tempo de retencao do sinal, comprimento e diametro
da coluna, polaridade (forca de eluicdo) do solvente que contém a amostra e efeitos
extra coluna (como conexdes, tubulacdes, célula, injetor e etc.) (RIBANI, 2004,
FUST, 2011; VALE, 2012).

Os parametros a serem medidos e seus limites recomendados para garantir a
adequacao do sistema de acordo com a International Conference on Harmonisation
(ICH) e a United States Pharmacopeia (USP) sdo apresentados na Tabela 2
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 2005; USP, 2016).

Tabela 2 - Parametros de adequacao do sistema.

Pardmetros de adequacéo Critério de aceitabilidade
Fator de retencéo (K) 1< K< 10
N°. de pratos teéricos (N) Em geral N > 2000
Resolucéo (Rs) R>2
Fator de assimetria (Tf) Tf<2
Repetitividade (DPR) DPR < 2%

Fonte: (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 2005; USP, 2016).

1.8 Validacéo analitica

De forma a garantir que um método analitico forneca informagfes confiaveis e
reprodutiveis, além da adequacdo do sistema cromatografico e da otimizacdo do
método, este deve ser submetido a uma avaliagdo denominada validacdo analitica
gue apés documentada, deve disponibilizar evidéncias claras e objetivas de que o
meétodo e os sistemas sdo adequados para 0 uso desejado. Portanto, a validacdo
analitica é definida legalmente como o ato documentado que atesta que qualquer
procedimento, processo, equipamento, material, operagdo ou sistema realmente
conduza aos resultados verdadeiros (RIBANI, 2004; FUST, 2011; VALE, 2012).
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Segundo Vale (2010), a validac&o analitica surgiu nos anos 80 representando
desde entdo uma grande cooperacdo entre diversas organizacdes internacionais,
com o proposito da harmonizacao de protocolos de forma a contemplar informacdes,
caracteristicas e desempenho de métodos de analise.

As organizacfes responsaveis para que o método atenda ao seu proposito as
normas estabelecidas, temos as agéncias reguladoras e 0Orgdos de fiscalizacdo
nacionais e internacionais como Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), Association of
Official Analytical Chemists (AOAC), Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
International Standardization on Organization (ISO), International Conference on
Harmonisation (ICH), International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e
Food and Agriculture Organization (FAO) (; FUST, 2011; VALE, 2012).

A validacdo analitica no Brasil denotou sua devida relevancia a partir da
Resolucdo n° 391 de 1999 publicada pela Anvisa que regulamentava os critérios
para registro de medicamentos qualificando a validag&o analitica como pré-requisito
(LOWEN, 2003).

A legislacdo vigente no Brasil para valida¢do analitica é a resolucdo RDC n°
166 de 2017 da Anvisa, que dispde sobre a validacdo de métodos analiticos e da
outras providéncias, funcionando como guia para procedimento de validacdo de
métodos analiticos. Esta substituiu a RE n°® 899 de 29/05/2003 da Anvisa. Uma nova
publicacdo ja era requerida pela comunidade cientifica, pois a revogada estava
bastante desatualizada e ndo apresentava nada em termos de informacbes e
orientagfes técnicas. Portanto, diante desta necessidade, a Anvisa disponibilizou a
RE n° 899/03 em consulta publica e publicou, recentemente, em julho de 2017 a
RDC n° 166/17 com novas diretrizes de forma a conduzir as validacdes analiticas.
Existindo ainda, o documento de orientacdo do INMETRO DOQCGCRE-008 de
agosto de 2016, elaborado pelo Inmetro e apresentado sob constantes atualizacdes
(BRASIL, 2003; MARKMAN, 2007; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2010; BRASIL, 2017b).

Os métodos analiticos séo identificados como normalizados e néo
normalizados. Os métodos nédo normalizados sdo os meétodos desenvolvidos pelo
proprio laboratorio, ou adaptados a partir de métodos normalizados e requerem a
validacao analitica (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2010; FUST, 2011; VALE, 2012).
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Os métodos normalizados apresentam-se descritos em compéndios
devidamente reconhecidos ou recomendados em formularios oficiais e s&o
considerados métodos validados (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2010; FUST, 2011; VALE, 2012;
BRASIL, 2017b).

No entanto, a adequacdo de métodos normalizados e sua aplicacdo sob
condi¢cdes reais de uso devem ser avaliadas e testadas para verificar se as
caracteristicas de desempenho estabelecidas podem ser obtidas e, sendo que em
determinada situacdo, necessaria a revalidacdo do método (MARKMAN, 2007;
TEIXEIRA, 2008; VALE, 2012; FUST, 2011).

As orientacBes sobre a revalidacdo estabelecem que alteracdes na sintese
da substancia ativa, na composicdo do produto acabado e no procedimento
analitico, neste caso extrapolando os limites permitidos, requerem nova validacao
(BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2010; FUST, 2011; VALE, 2012; USP, 2016; BRASIL, 2017b).

A validacéo pode ser apresentada como intralaboratorial e interlaboratorial. A
validacéo intralaboratorial esta relacionada com estudos analiticos que envolvem um
anico laboratério, utilizando um mesmo método para analisar a mesma amostra, sob
diferentes condicbes, em um intervalo de tempo determinado e a validacéo
interlaboratorial envolve estudos em outros laboratérios estabelecendo a
reprodutibilidade (FUST, 2011; VALE, 2012).

Segundo Vale (2012), a validacdo deve compreender quatro etapas:
planejamento das andlises, a realizacao das andlises, a interpretacdo dos resultados
e a documentacdo dos dados obtidos. A etapa de planejamento é importante para
que todos o0s materiais e equipamentos sejam calibrados (RIBANI, 2004,
MARKMAN, 2007; FUST, 2011; VALE, 2012).

A realizacdo das analises e a interpretacdo dos resultados obedecem aos
parametros recomendados de acordo com o tipo de ensaio analitico envolvido e,
embora os parametros sejam 0s mesmos, existem variagdes de indicacdes segundo
a abordagem da Anvisa e do Inmetro (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2010; BRASIL, 2017b).

Conforme determinado pela Anvisa na RE n°® 899 de 2003, na Resolucdo
RDC n° 166 de 2017 e, também pela Farmacopeia Americana na monografia USP

(2016), os ensaios sao classificados nas categorias descritas na tabela 3.
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Tabela 3 - Categorias dos ensaios analiticos de acordo com sua finalidade segundo

a Anvisa e a Farmacopeia Americana.

Categoria Finalidade do ensaio

I Ensaios quantitativos de determinagao do principio ativo

Ensaios quantitativos ou ensaio limite de determinacdo de impurezas e

produtos de degradacgéo

Il Ensaios de desempenho

\ Ensaios de identificacédo

Fonte: (Adaptado de BRASIL, 2003; USP, 2016; BRASIL, 2017b).

Baseado na tabela acima, a Anvisa recomenda os parametros da validagao
analitica conforme a classificacdo descrita na tabela 4, onde S corresponde a
indicacdo do parametro e N auséncia desta indicacdo. O Inmetro (2016), assim
como a Anvisa recomenda parametros de validacdo de acordo com o tipo de ensaio
analitico envolvido, classificando-os conforme descrito na tabela 5, onde S
corresponde a indicacdo do parametro e N auséncia desta indicacdo (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2003;
BRASIL 2017b).

Para cada categoria de elaboracédo de métodos analiticos desenvolvidos, um
conjunto de ensaios € exigido. Nas tabelas 4 e 5 sdo mostradas as exigéncias feitas
pela Anvisa e pelo Inmetro, respectivamente. Apesar das diferencas de
nomenclatura, os parametros sdo muito semelhantes, com a excecdo de ensaios
limites que ndo sao preconizados no documento do Inmetro (BRASIL, 2003;
BRASIL, 2017b).
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A , Categoria Il _ _

Parametros Categoria | B Categoria lll Categoria IV
Especificidade / S S * S
Seletividade
Linearidade/ Faixa S S N/* * N
linear
Limite de N N S * N
Deteccgéao
Limite de N S N * N
Quantificacdo
Precisao / S S N S N
Repetibilidade
Precisao *x *x N xk N
Intermediaria
Exatidao S S * * N
Robustez S S * * N

A — Ensaio quantitativo

* dependendo da natureza do ensaio especifico pode ser necessério

B — Ensaio limite

** se houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo é necesséria a comprovagdo da precisdo

intermediaria

Fonte: (Adaptado de BRASIL, 2003; BRASIL, 2017b)

Tabela 5 - Parametros de validacao analitica recomendados pelo Inmetro.

R Ensaio Determinacéo do Analise de Propriedades
Parametros o o _
qualitativo componente principal tracos fisicas
Especificidade /
Seletividade S S S S S
ngan(_jade/ N s s s s
Faixa linear
Limite Qe N N N s N
Deteccéao
Limite de N S N S N
Quantificacdo
Precisao /
Repetibilidade N S S S S
Precisao N = S S s
Intermediaria
Exatidao N S S S S
Robustez S S S S S

** se houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo é necesséria a comprovacdo da precisédo

intermediaria

Fonte: (Adaptado de Inmetro, 2010)

A necessidade da harmonizagcao entre os documentos da Anvisa e Inmetro é

notério pela diferenca de abordagens realizadas em seus guias orientativos

(Inmetro). A tabela 6 apresenta uma comparacgdo da identificacdo dos parametros de

validac&o recomendados por ambos.
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Tabela 6 - Comparacédo dos parametros de validacdo recomendados pela Anvisa e

Inmetro para os ensaios analiticos.

ANVISA INMETRO
RDC n° 166/2017 DOQ-CGCRE-008/2016
Seletividade Seletividade
Linearidade Linearidade / Faixa de trabalho / Faixa linear de
trabalho / Sensibilidade
Limite de Deteccéo (LD) Limite de Deteccéo (LD)
Limite de Quantificacédo (LQ) Limite de Quantificacdo (LQ)
Preciséo (Repetibilidade / Preciséo Precisao (Repetibilidade / Precisédo
Intermediaria) Intermediaria)
Exatid&do Tendéncia / Recuperacéo
Robustez Robustez*

*parametro opcional
Fonte: (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL,
2017b).

Os compéndios se diferenciam na classificacdo de categorias dos ensaios

analiticos, na recomendacédo dos parametros de validacdo a serem avaliados e em
algumas metodologias.
A rastreabilidade é garantida na finalizacdo do processo de documentacdo dos
dados obtidos - protocolo de validacdo. Este deve compreender todas as etapas
envolvidas descrevendo minuciosamente a avaliagdo dos parametros de
desempenho e contribuindo para a elaboracdo de um procedimento operacional
possibilitando a implementacdo do método (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2010).

A seguir serdo apresentados os principais parametros avaliados nos métodos

analiticos para a determinacgdo dos constituintes de interesse.

1.8.1 Parametros de validagéo analitica

Segundo a Anvisa e o Inmetro, os principais parametros de analise avaliados
no processo de validacdo sao: especificidade ou seletividade, linearidade e faixa
linear de trabalho, limite de deteccéo, limite de quantificagéo, exatiddo, precisao e
robustez (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE
E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).
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1.8.1.1 Seletividade e/ou Especificidade

A seletividade (pureza do sinal) e a especificidade (resolucdo) consistem na
capacidade do método em determinar um componente na presenca de outras
espécies como outra substancia ativa, excipiente, impureza, produto de degradacao
ou substancia com propriedades semelhantes (BRASIL, 2003; BRASIL, 2017b).
Apesar da seletividade e a especificidade estarem associadas com a detecgéo,
podem ser diferenciadas conceitualmente: o método que produz resposta para uma
Unica substancia € denominado de especifico e 0 método que produz resposta para
varias substancias com propriedades semelhantes, porém permite distinguir a
resposta de um analito € denominado de seletivo (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016).

Este consiste no primeiro passo do desenvolvimento da validacdo analitica e
apenas apos realizado e avaliado seu resultado, os demais parametros poderédo ser
verificados (RIBANI, 2004).

Segundo recomendacdo da Anvisa (2017b), as comparacfes realizadas na
matriz devem considerar amostras sob condi¢cdes de estresse, como por exemplo
calor, luz e umidade, na tentativa de promover a degradacdo do analito de interesse
e a formacéao de interferentes (BRASIL, 2003; BRASIL, 2017b).

Além das avaliacbes de seletividade e/ou especificidade apresentadas, o
método de adicdo padrdo também pode ser aplicado em situacbes de
impossibilidade de obtencédo da matriz isenta do analito de interesse. Esta avaliacéo,
denominada de efeito matriz, apresenta-se relacionada com a atuacdo de reagentes,

matriz da amostra ou outros interferentes.

1.8.1.2 Linearidade e faixa de trabalho ou intervalo da curva de calibragao

Segundo a Anvisa e o Inmetro, a linearidade consiste em um dos parametros
de validacdo. Esta corresponde a capacidade do método em obter resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na faixa analitica especificada
(BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).

A linearidade apresenta sua avaliacdo expressa graficamente através da

construgdo de uma curva analitica que relaciona os resultados com o0s niveis de
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concentracdo dos analitos. Conforme especificado pela Anvisa (2017b) e pelo
Inmetro (2016), esta curva deve ser construida para no minimo 5 (cinco) niveis de
concentracdo (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).

Pode ser obtido pelo grafico dos ensaios (relacdo entre a leitura e a
concentracéo), ou seja, em funcéo da concentragdo do analito ou calculado a partir
da regressao. Este ultimo utilizado em maior frequéncia permite obter coeficiente de
correlacdo (r) que indica se a equacédo da reta pode ser considerada um modelo
matematico e os coeficientes angular (b) e linear (a) (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016).

A Anvisa e o Inmetro recomendam a avaliacdo da linearidade através da
determinacdo do coeficiente de correlacédo (r) da curva analitica. Ribani (2004) em
seu estudo indica este coeficiente como parametro de estimativa de qualidade
referindo-se que quanto mais préximo de 1 for este valor, menor sera a disperséo do
conjunto de pontos experimentais e menor sera a incerteza dos coeficientes de
regressao estimados. Sao observadas diferentes orientacdes sobre o coeficiente de
correlacdo e, segundo a Anvisa, deve ser superior a 0,99 e ao Inmetro, superior a
0,90 (BRASIL, 2003; RIBANI, 2004; TEIXEIRA, 2008; BRASIL, 2016; BRASIL,
2017b). Entretanto, segundo MARKMAN (2007), esta estatistica ndo se apresenta
adequada, indicando apenas um grau de ajuste dos dados a curva podendo
corresponder apenas a pontos bem ajustados a um modelo néo linear.

A planilha de avaliacdo da linearidade de curva analitica denominada
“Planilha para Avaliacdo de Premissas” elaborada por Bazilio e colaboradores
(2012), consiste em uma planilha para identificagéo e tratamento de valores outliers
e verificacdo da adequacdo ao modelo linear, uma ferramenta estatistica de
avaliacdo da linearidade pelo grafico dos resultados dos ensaios em funcdo da
concentracdo do analito verificada a partir da equacdo da regressao linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados. Esta avaliacdo verifica
inicialmente a auséncia de valores discrepantes para cada nivel de concentracao, a
normalidade e a autocorrelagdo de residuos, indicando a regressdo e o desvio de
linearidade e fornecendo também o limite de deteccdo e o limite de quantificacéo
(BRASIL, 2003; SOUZA & JUNQUEIRA, 2005; BAZILIO, 2012; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL,
2017Db).
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O método proposto por Bazilio e colaboradores (2012) para avaliacdo da
linearidade consiste em uma série de testes que avaliam a resposta da metodologia
(SOUZA & JUNQUEIRA, 2005; BAZILIO, 2012).

Esta avaliacdo é iniciada pelo método dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO) e permite obter, além da regressdo linear, as seguintes informacdes:
verificagdo da homocedasticidade; significAncia da regressdo e o desvio de
linearidade; verificagdo da normalidade dos residuos; autocorrelacdo dos residuos;
normalidade dos residuos; limite de deteccéo e o limite de quantificacéo.

Embora uma avaliacdo preliminar da metodologia pelo parametro de
linearidade indique suas caracteristicas de desempenho, estudos posteriores nos
demais parametros de validacao devem ser realizados para uma completa avaliacao

da eficiéncia da metodologia.

1.8.1.3 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacéo

O limite de deteccéo representa a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado qualitativamente, porém n&o necessariamente
quantificado, apenas sob as condicfes experimentais do método (BRASIL, 2003).
Esta determinacdo € importante para métodos destinados a andlise de tracos
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016).

O limite de gquantificacdo consiste na menor quantidade do analito presente
em uma amostra que pode ser detectado quantitativamente com precisao e exatidao
sob as condi¢des experimentais do método (BRASIL, 2003; BRASIL; 2017b).

1.8.1.4 Precisao

E realizada através da avaliagdo da dispersdo dos resultados obtidos em
ensaios mutuamente independentes de uma mesma amostra, sendo estas amostras
semelhantes ou padrbes sob condicBes especificas do método e é geralmente
expressa em termos de desvio padrdo. A precisdo pode ser estimada em trés
niveis: repetibilidade (preciséo intradia), precisdo intermediaria e reprodutibilidade e
€ normalmente expressa em termos de desvio padrédo (BRASIL, 2003; BRASIL,
2017b).
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O termo precisdo fornece a dispersdo dos valores medidos em torno de um
valor médio, e seu valor numérico € estimado pelo desvio padréo relativo, ou DPR,
para analises de amostras contendo a mesma quantidade das espécies de
interesse. O DPR ¢é ainda conhecido como coeficiente de variacdo (CV), ou ainda
pela sigla RSD proveniente do inglés “relative standard deviation” (RIBANI, 2004;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016).

A repetibilidade consiste na medida da dispersao dos resultados obtidos
dentro de um curto periodo de tempo pelo mesmo analista e nas mesmas condi¢des
analiticas (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2016). Ha divergéncias na nomenclatura dos compéndios oficiais, 0
Inmetro adota o termo repetitividade e a Anvisa o termo repetibilidade (BRASIL,
2003; RIBANI, 2004; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b). Neste estudo adotaremos a denominacéao de
repetibilidade.

A avaliacdo pode seguir as recomendacdes do Inmetro (2016) sendo
realizada através de sete ou mais repeticdes ou pela Anvisa (2017b) que sugerem a
determinacdo pelo nimero minimo de nove determinacées com no minimo trés
concentracbes, em triplicata, cobrindo a faixa especificada ou o minimo de seis
determinacdes a uma concentracdo similar ao valor esperado (BRASIL, 2003;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016;
BRASIL, 2017b).

A precisao intermediaria consiste no grau de concordancia entre os resultados
de um mesmo laboratério em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Segundo alguns autores, esta etapa verifica se 0 mesmo
laboratorio oferece estatisticamente os mesmos resultados quando realizado sob as
mesmas condi¢des analiticas (RIBANI, 2004; TEIXEIRA, 2008). A sua determinagao
pode variar de acordo com os métodos adotados, no entanto, a Anvisa considera o
minimo de dois dias diferentes com analistas diferentes e o Inmetro considera a
norma ISO 5725-3 que estabelece o minimo de 15 determinagbes (BRASIL, 2003;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2010;
BRASIL, 2017b).

A reprodutibilidade ou precisdo interlaboratorial consiste no grau de
concordancia entre os resultados obtidos em laboratérios diferentes como em

estudos colaborativos. O Inmetro (2016) recomenda sete ou mais repeticoes e a
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Anvisa ndo especifica o0 nUmero de experimentos e réplicas envolvidos. Esta etapa
consiste numa ferramenta importante para controle do desempenho de um
laboratério e caracteriza o processo de validagdo completo, necessario para
padronizacdo de procedimentos analiticos (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).

A precisdo de um método analitico pode ser expresso em termos de desvio
padrdo absoluto através do intervalo de confianca da média ou pela estimativa do
desvio padréo ou desvio padrao relativo (CV) (RIBANI, 2004).

O critério de aceitabilidade da precisdo recomendado pela Anvisa considera o
método empregado, a concentracdo do analito, o tipo de matriz e a finalidade do
método admitindo valor inferior a 5% para o desvio padrdo relativo. O Inmetro
recomenda a avaliacdo através dos valores de HORRAT pela equacdo de HORWITZ
ja estabelecida no seu guia e relacionada diretamente com a razédo de concentracao
do analito (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE
E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).

1.8.1.5 Exatidao, Tendéncia ou Recuperacao

E representada pelo grau de concordancia entre os resultados obtidos,
individualmente, no método e o valor de referéncia considerado verdadeiro, ou seja,
aceito como o real (BRASIL, 2003; BRASIL, 2017b). Sua determinacdo € de suma
importancia para a rastreabilidade dos resultados e apresenta-se dentro de um dado
nivel de confianca que pode ser estreito para concentracdes elevadas e/ou amplo
para analise de tracos (RIBANI, 2004; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2010).

Para avaliar a exatiddo, o0s processos que podem ser utilizados séao
estabelecidos por diferentes métodos, dentre os quais podemos citar: o uso de
materiais de referéncia certificados, a comparacdo de meétodos e a utilizacdo dos
ensaios de recuperacdo ou o método de adicdo padrdo (BRASIL, 2003; RIBANI,
2004; TEIXEIRA, 2008; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).

O meétodo mais utilizado para validacdo de processos analiticos para 0 ensaio
de recuperacdo esta relacionado com a determinacdo da quantidade de analito

recuperado em relacdo a quantidade real presente na amostra. Conforme o Inmetro
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(2016), o método € expresso pela “fortificacdo” da amostra, isto €, na adicdo de
solugbes com diferentes concentracbes do analito de interesse seguida pela
determinacao da concentragédo do analito colocado.

A Anvisa recomenda o quantitativo minimo de 9 (nove) determinacfes
contemplando o intervalo linear com 3 (trés) concentracfes: baixa, média e alta com
injecdes em triplicata. A exatiddo € expressa em termos percentuais pela relacéo
entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo
tedrica, sendo determinada apds o estabelecimento da linearidade (BRASIL, 2003;
MARKMAN, 2007; HELENO, 2010; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).

A exatiddo deva ser estabelecida ao longo de toda a faixa de calibracao
especificada para o procedimento analitico somente ap0s a precisao e a linearidade
terem sido estimadas.

Calcula-se a quantidade percentual recuperada pelo processo usando a

formula:
Rec % = (C1 — C2) x 100
C3
Equacéo 1 - Célculo da recuperagéo
Onde:

Rec %: Recuperacdo em percentual
C1 = concentracao de analito na amostra adicionada de padrao
C2 = concentragédo de analito na amostra ndo adicionada de padrao

C3 = concentra¢do de analito na solucdo padrao

Os critérios estabelecidos baseados no estudo desenvolvido por Horwitz
(1995), indicam o intervalo de recuperacgéo aceitavel relacionando com os niveis de
concentracdo dos analitos conforme descrito na tabela 7 (HORTMITZ, 1995;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2010).
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Tabela 7 - Intervalo de recuperacdo do analito em funcdo de sua concentracado na

amostra.

Concentracao do analito (%) Intervalo de recuperacéo (%)

210 98-102

=1 97-103

20,1 95-105

20,01 90-107

= (0,001 — 0,00001 80-110

= 0,000001 60-115

= 0,0000001 40-120

Fonte: (Adaptado de HORTMITZ, 1995; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2010).

1.8.1.6 Robustez

A robustez avalia a sensibilidade do método em resistir a variacdes nos
parametros analiticos (RIBANI, 2004; BRASIL, 2003; BRASIL, 2017b). Esta figura de
mérito permite avaliar e estabelecer, ordenadamente, a influéncia de cada uma das
variagcbes nos resultados finais, e assim, designar o grau desta influéncia
(INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2007,
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016).

A robustez de um método, conforme recomendado pela Anvisa, as alteracdes
relacionam-se com o tipo de técnica empregada e nas determinacdes por
cromatografia em fase liquida séo indicadas as alteracdes na variacdo do pH da fase
movel, da composicdo da fase movel, do fluxo de fase movel, da temperatura e
diferentes lotes ou fabricantes de colunas para que sejam estabelecidos os controles
e precaucdes no desempenho do método (BRASIL, 2003; BRASIL, 2017b).

Para avaliar a robustez de um meétodo, o Inmetro (2016) recomenda a
determinacdo através do teste de Youden, sendo o método mais utilizado para esta
avaliacdo. E um teste que permite avaliar a robustez do método através da
realizacdo de oito ensaios independentes para determinar o efeito de sete variacdes
ou combinacdo fatorial dos efeitos admitindo dois niveis em ordem aleatdria,
verificando qual o efeito ou combinacéo de efeitos que apresentam variagoes.

A matriz da combinacdo dos fatores para determinacdo de robustez utiliza

letra maiuscula para os fatores nominais do método e a letra mindscula para a
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variacdo a ser avaliada. Os efeitos resultantes das combinacdes ensaiadas séo
avaliados, isoladamente, e, posteriormente, sdo obtidas as médias correspondentes
aos grupos das letras mailsculas e letras minusculas de cada fator.

Segundo Ribani (2004), as alteracdes refletem as possibilidades reais de
situacbes de transferéncia do método para outros laboratérios, analistas ou
equipamentos. Porém, existem limitagdes inerente aos parametros requeridos para
que as alteragcdes nao caracterizem a necessidade de novo processo de validagéo.
Visto que, conforme recomendacdo da Farmacopeia Americana (USP), mdltiplos
ajustes podem afetar o desempenho do sistema configurando novas
implementagoes.

Os resultados encontrados devem indicar um controle mais rigido dos fatores
de maior influéncia, e a indicacédo de diferenca néo significativa sugere que a média
e o desvio padrdo dos fatores correspondem a estimativa realista da precisdo do
método (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2007; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).

1.9 Justificativa

A qualidade e a seguranca indispensaveis aos produtos devem ser avaliadas
pelo cumprimento de quesitos de conformidade, eficacia, efetividade e desempenho
no momento da fabricacdo e da utilizacdo. A legislacéo brasileira especifica que os
produtos para a saude, quando utilizados nas condic¢des e finalidades previstas ndo
devem comprometer a salde dos pacientes e dos operadores do produto (ANVISA,
2010).

As bolsas de sangue sdo materiais adquiridos pelo MS, sendo considerados
insumos estratégicos para o SUS. O regulamento técnico para Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) de bolsas de sangue estabelece que a comprovacao da eficacia e
da seguranca de bolsas de sangue seja realizada pelo INCQS (ANVISA, 2010).

Nesta atuacdo, como laboratério de referéncia nacional, o INCQS realiza
analises para fins de controle sanitario em bolsas de sangue o que indica a
necessidade da comprovacdo de sua competéncia técnica na producdo de

resultados confiaveis e rastredveis no controle da qualidade das bolsas de sangue.
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Dessa forma, o desenvolvimento de metodologias analiticas no INCQS
possibilita realizar a parte experimental, proporcionando que o conhecimento
cientifico seja, futuramente, reproduzido e adaptado contribuindo para o
monitoramento e para o controle da qualidade destes produtos, para ser executado
na rede de laboratérios do Sistema Nacional de Laboratérios de Saude Publica
(SISLAB). Fato que evidencia a importancia do aperfeicoamento como ferramenta
de garantia da qualidade do produto em relacéo ao risco de danos para o usuario.

A RDC n° 35/2014 prop&e novas metodologias e também mantém citacdo das
farmacopeias. O que dentre as substancias presentes nos diferentes tipos de
solugdes anticoagulantes estdo o citrato e o fosfato responsaveis pela estabilizacédo
da membrana celular mantendo o controle do pH e no controle da anticoagulagéo.

O presente estudo propde um novo método para determinacdo de citrato e
fosfato, concomitante, utilizando parametros farmacopeicos de comparacéo,
otimizando o método atual. Foi avaliada a cromatografia de ions como método
alternativo para a determinacéo de anions presentes na solugao anticoagulante das
bolsas de sangue, substituindo o método utilizado atualmente, no qual emprega-se a
a técnica de CLAE com detector UV para a determinacdo do citrato total e
espectrofotometria na regido do visivel para a determinacdo do fosfato diacido de
so6dio monohiradratado.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi a otimizacdo e validacdo do método
proposto, buscando melhores resultados, em termos de reprodutibilidade e tempo de

analise.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Otimizar e validar o método analitico para determinacao simultanea do teor de
citrato total e fosfato didcido de sodio monohidratado em solugbes anticoagulantes
de bolsas de sangue por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo

ibnica.

2.20bjetivos especificos

e Realizar avaliagéo retrospectiva dos resultados obtidos das amostras CPD e
CPDA submetidas ao INCQS no periodo de 2012 a 2016;

e Comparar as condi¢Bes analiticas do método atual com o método alternativo
das técnicas cromatograficas com os diferentes tipos de deteccdo
estabelecendo o0s aspectos vantajosos da implementacdo do método
alternativo para a determinacédo simultanea de citrato e fosfato;

e Avaliar o comportamento dos parametros de adequacdo do sistema
cromatografico e a otimizacdo da metodologia analitica ho desempenho do
método;

e Validar o método de acordo com os parametros estabelecidos pela Anvisa e

pelo Inmetro.
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3 MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para realizacdo deste estudo foi dividida em quatro
etapas. Na primeira etapa foram selecionadas as amostras de trabalho, na segunda
etapa foi realizada a comparagdo dos métodos analiticos, na terceira etapa foi
realizado o planejamento da validacdo analitica compreendendo a adequacdo do
sistema e a otimizacdo da metodologia analitica e na quarta etapa efetuada a

validacdo analitica.
3.1 Material, equipamentos e acessoérios

No desenvolvimento do estudo foram utilizados equipamentos qualificados e
materiais calibrados para o preparo das solugbes-padréao e solugbes-amostra.

Os materiais utilizados foram pipetas volumétricas classe A de volumes
variados (5 mL, 10 mL, 15 mL, 20 mL, 25 mL e 50 mL), bal6es volumétricos classe A
de 100 mL, 200 mL, 500 mL e 1000 mL e as micropipetas de volume variavel do
fabricante Eppendorf de capacidade de 100 pL a 1000 pL, 500 pL a 5000 pL e 1000
pL a 10000 pL, todos os materiais utilizados foram devidamente calibrados.

O equipamento de CLAE utilizado foi o cromatégrafo idnico Dionex® do
fabricante Thermo Fisher Scientific com software Chromeleon 6, apresentando os
moddulos (bomba injetora, injetor automatico, degaseificador, interface e o detector
condutométrico modelo ED50 Eletrochemical Detector. A coluna cromatografica do
fabricante Thermo Fisher Scientific, modelo Dionex lonPac AS11 (4 x 250 mm) foi
utilizada na etapa de validacdo analitica e na avaliacdo da robustez foi utilizada a
coluna de lote 013-10-179A.

Para o preparo das solugdes-padrao e solugbes-amostra foi utilizada a estufa
do fabricante Precision Scientific Group, modelo Precision Vacuun Over, a balanca
analitica calibrada do fabricante Mettler Toledo, modelo AX205, o sistema de
purificagdo de agua do fabricante Millipore®, modelo Milli-Q® integral 10 e a bomba
de vacuo do fabricante Dayton Eletric MFG. Co., acoplada com ultrassom do
fabricante Branson, modelo 8510.

Todas as solugcbes foram preparadas utilizando agua ultrapurificada, obtida

pelo sistema de purificacao Millipore®. As determinacdes analiticas foram efetuadas
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no cromatografo e a separacdo dos analitos foi realizada utilizando a coluna
cromatografica Dionex lonpac® AS11.

Os padrdes analiticos utilizados foram o &cido citrico anidro (= 99,5%) e o
fosfato diacido de sddio monohidratado (100,7 %) de lote e fabricante identificados

na tabela 8. Sendo realizadas as devidas correcOes das purezas dos padrdes.

Tabela 8 - Identificacdo dos padrdes analiticos acido citrico anidro e fosfato diacido

de s6dio monohidratado.

Padrdes Lote Fabricante
Acido citrico anidro BCBJ4885V Sigma Aldrich

Fosfato diacido de s6dio
. J38C14 J. T. Baker
monohidratado

Fonte: (Do autor, 2017).

3.1.1 Preparo dos padrdes analiticos

No preparo das solucdes-padréo da curva analitica, o padrdo de acido citrico
anidro foi seco conforme recomendado pela Farmacopeia Americana a 105 °C por 4
horas (USP, 2016). A solucdo padrao foi preparada em baldo volumétrico de 100 mL
pela pesagem separadamente da massa de 25 mg de acido citrico anidro e 30 mg
de fosfato didcido de sédio monohidratado diluida com agua ultrapurificada,
posteriormente, foi adicionado 5 mL de fase mével para 100 mL. A solucédo padréao
de citrato e fosfato foi realizada em triplicata e para a obtengdo do cromatograma um
tempo de corrida de 5 minutos.

Para a construcao da curva analitica com cinco niveis de concentracdo para
cada analito na avaliacdo da linearidade, o padrdo do citrato e fosfato foi realizado
pela pesagem de 25 mg de &cido citrico anidro e de 30 mg de fosfato diacido de
sédio monohidratado, seguida da transferéncia para baldes volumétricos de 100 mL
e homogeneizacdo com agua ultrapurificada. A partir da solugdo méae preparou-se 5
niveis da curva padréo em bal&do volumétrico de 100 mL com adi¢éo de 5 mL da fase
movel em cada baldo, para obter as concentragdes entre 3,0 ug/mL e 62,5 ug/mL.
Foram injetados 10 pL em triplicata de cada solucdo padrdo e um tempo de corrida

de 5 minutos.
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3.1.2 Preparo da amostra

Para o preparo da amostra, pipetou-se 3 mL de amostra de solugéo
anticoagulante CPD, adicionou-se 50 mL de fase movel e transferiu-se para balédo
volumétrico de 1000 mL e completou-se com &agua ultrapurificada. A injecédo foi
realizada em triplicata e para a obtencdo do cromatograma foi necessario um tempo
médio de 5 minutos.

Na validacdo analitica, pipetou-se 1,5 mL de amostra de solugéo
anticoagulante CPD, adicionou 25 mL de fase movel, transferiu-se para balédo
volumétrico de 500 mL e completou-se com &gua ultrapurificada. A injecdo foi
realizada em triplicata e para a obtencdo do cromatograma, um tempo médio de 5
minutos (USP, 2016).

3.1.3 Preparo da fase movel

A fase movel foi preparada com 1,05 mL de solucdo de hidroxido de sdodio
(NaOH) 50% da Merck e transferiu-se para baldo volumétrico de 1000 mL com agua
ultrapurificada para obter uma concentracdo de 20 mM, posteriormente, a fase
movel foi desgaseificada em banho de ultrassom. Utilizou-se fluxo de 2,0 mL/minuto,
temperatura do forno de 25°C e volume de injecéo de 10 pL.

3.2 Metddos

3.2.1 Condi¢bes cromatogréficas

As condicdes operacionais adotadas foram as seguintes: coluna
cromatografica de troca idnica (4x250 mm); vazdo da fase movel: 2,0 mL/min;
volume injetado de 10 pL. A temperatura de operacao foi de, aproximadamente, 25
°C e para a obten¢do dos cromatogramas foi necessério um tempo de corrida de 5

minutos. As condi¢des cromatograficas estdo descritas na tabela 9.
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Tabela 9 - Condicbes cromatograficas para verificacdo da adequacdo do sistema

utilizando o cromatografo Dionex.

Condi¢bes cromatogréficas Especificagcéo

. Coluna de troca idnica Dionex lonPac AS11
Coluna cromatogréfica ) o
(4x250 mm) Fabricante: Thermo Scientific

Forno Temperatura: 25°C
Fase movel NaOH 20 mM
Fluxo 2,0 mL/min
Volume de injeg&o 10 pL

Fonte: (USP, 39).

3.3 Avaliacao retrospectiva e selecdo das amostras submetidas ao INCQS

Para a selecdo das amostras (etapa 1) a serem avaliadas neste estudo foi
realizada uma analise retrospectiva dos resultados das amostras submetidas ao
INCQS no periodo de 2012 a 2016, utilizando o sistema Harpya (Sistema Web para
Gerenciamento de Amostras Laboratoriais).

Para o estudo, utilizou-se amostra de bolsa de sangue submetida ao INCQS
para andlise prévia. Apos avaliacdo das amostras obedecendo aos critérios:
resultado satisfatorio, integridade da embalagem, data de validade, disponibilidade
no setor, condicdes de armazenamento e composicado das solugbes para avaliagao
dos parametros de precisao, exatidao, efeito matriz e robustez, foram selecionadas
amostras para as guais existiam pelo menos 3 unidades de cada lote, em seguida,
essas amostras foram identificadas e separadas aleatoriamente para analise.

Na primeira etapa, obteve-se um grupo de amostras de bolsas de sangue
para relacionar a incidéncia das solu¢des anticoagulantes e/ou preservadoras. Os
filtros utilizados foram: data (01/01/2012 a 31/12/2016), nome do produto (bolsa de
sangue), detentor do registro, modalidade de analise (prévia, controle, orientacéo e
fiscal) e tipo de bolsa com solucdo anticoagulante contendo citrato total e fosfato
diacido de s6dio monohidratado (CPD e CPDA).

As marcas foram codificadas para preservar a identidade dos detentores do
registro do produto e os dados foram organizados e avaliados utilizando planilha do
Microsoft® Excel® 2013.
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3.4 Comparacado dos métodos analiticos

Na comparacdo dos métodos analiticos (etapa 2) foi realizado o preparo dos
padrdes e da amostra para comparar os resultados com o sistema atual que realiza
a analise, separadamente, do citrato e fosfato. Em comparacdo ao método atual
para determinacdo de citrato (CLAE) e fosfato (espectrofotometria), utilizou-se o
método de cromatografia ibnica para determinacdo simultanea dos analitos.

Para a determinacdo dos analitos de interesse foi realizada a injecdo em
triplicata para ambos os métodos para 02 (duas) amostras diferentes (A e B) numa
faixa de concentracbes em que se deseja validar o método. Foram avaliadas as
condigbes analiticas de cada sistema e realizado o tratamento estatistico para
avaliacdo dos resultados obtidos pelos dois métodos de ensaio.

Para a comparacdo dos procedimentos, foi verificado se os dois métodos
cromatograficos apresentam diferencas significativas entre si, em relacao as suas
precisbes. Os sinais cromatograficos obtidos foram avaliados conforme os valores
médios obtidos para a determinacdo do desvio padrdo relativo (DPR) da
concentracdo, o teste de hipbétese e o teste de variancia (ANOVA) (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016).

3.5 Planejamento da validagao analitica

Na etapa de planejamento (etapa 3), foi verificada a adequacao do sistema
cromatografico e a otimizacao da metodologia analitica.

Para este estudo, utilizou-se o padrao analitico secundario de &cido citrico
anidro da Sigma-Aldrich e o padréo fosfato diacido de s6dio monohidratado da J. T.
Baker. Os critérios para determinacao dos parametros dos métodos analiticos foram
realizados de acordo com a RE n° 899/2003 e a RDC n° 166/2017 da Anvisa, e 0
documento de orientacdo do INMETRO DOQ-CGCRE-008 de 2016 (BRASIL, 2003;
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016;
BRASIL, 2017b).

3.5.1 Adequacéao do sistema cromatografico
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A adequacao do sistema cromatografico foi avaliada preparando-se uma
solucdo padréo de citrato e fosfato. A solugédo padréo de citrato e fosfato foi injetada
seis vezes nas condi¢cdes cromatograficas descritas na Tabela 9 no item 3.2.1. Cabe
ressaltar que, nesta etapa, utilizou-se a coluna cromatogréafica Dionex lonpac AS11®
do lote 013-10-179A do fabricante Thermo Scientific.

Os sinais cromatograficos obtidos foram avaliados segundo a eficiéncia de
separacdo pela avaliagdo dos valores médios obtidos para os parametros de
adequacdao: de resolucdo, fator de retencdo, niumero de pratos tedricos e fator de

assimetria.

3.5.2 Otimizagdo da metodologia analitica

Este estudo teve o intuito de otimizacdo das condicbes experimentais e a
determinacao dos parametros preliminares de validacdo do método de cromatografia

idnica.

3.5.2.1 Avaliacdo da diluicdo da amostra e padroes

A diluicdo das amostras e padrdes foi avaliada por intermédio da comparacao
do resultado pela diluicdo com agua ultrapurificada e com a diluicdo pela adicdo de
5% da fase mével em meio aquoso.

Foi preparado o nivel intermediario da curva analitica dos analitos de
interesse e da amostra, conforme descrito no item 3.1.1, sendo injetado trés vezes
para determinacdo da média e DPR da area, do tempo de retencdo e dos
parametros de adequacdo do sistema cromatografico (fator de assimetria e nimero
de pratos tedricos) nas condi¢cdes cromatograficas descritas na tabela 9 no item
3.2.1.

3.5.2.2 Avaliacéo do fluxo da fase movel

A avaliacdo do fluxo da fase movel foi realizada através de 6 inje¢bes dos

padrées de concentracao (A) baixo, padrdo (C) intermediario e padrdo (E) alto das
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curvas analiticas de citrato e fosfato sob as condicbes cromatograficas relacionadas
na tabela 9 variando o fluxo em (1,9; 2,0 e 2,1) mL/minuto.

Os sinais cromatograficos obtidos foram avaliados conforme os valores
meédios obtidos para determinacdo do DPR da area, do tempo de retencéao, fator de

assimetria e numero de pratos teoricos.

3.6 Validacao analitica

A validacdo analitica (etapa 4) foi realizada com base nos parametros de
seletividade, linearidade, precisdo (repetibilidade e precisédo intermediaria), exatiddo
e robustez seguindo o protocolo proposto pela Anvisa e do Inmetro (BRASIL, 2003;
SANTOS, 2014; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).

Assim, a validacdo do método deve garantir, através dos dados
experimentais, que este atenda as exigéncias das aplicagcbes analiticas,
assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados analiticos (BRASIL,
2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA,
2016; BRASIL, 2017b).

3.6.1 Avaliagéo da seletividade

Na avaliacdo do parametro de validacdo da seletividade foram simuladas
solugdes anticoagulantes e/ou preservadoras contendo os analitos na concentracao
comercial estabelecida pela legislacdo e as mesmas solu¢cdes na auséncia dos
analitos. Para avaliacdo da seletividade foram selecionadas amostras comerciais
contendo as solucdes CPD, CPDA e ACD-A. A solucado anticoagulante ACD-B néo
foi incluida, pois, foi verificada a auséncia da analise de amostras contendo esta
solucéo anticoagulante no periodo de estudo.

Na avaliacdo dos demais parametros (linearidade, precisdo, exatiddo e
robustez) foi utilizada a amostra comercial de solucdo de CPD de acordo com a
selecdo demonstrada no item 3.3.

A seletividade da técnica foi comprovada através da comparacdo entre
matrizes isentas do analito, matrizes contendo o analito e matrizes comerciais de

solugdes anticoagulantes. As solucdes foram preparadas no laboratorio, para
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diferentes tipos de solucbes anticoagulantes (ACD, CPD e CPDA). Em algumas
destas solucgdes foi realizada a comparacao sem e com o0 processo de autoclavacao,
simulando o processo fabril do produto, e todas as solugcbes e as amostras
comerciais foram analisadas quanto a presenca de interferentes e/ ou produtos de

degradacéo.

3.6.2 Avaliacao da linearidade, limite de quantificacéo e limite de deteccéo

A linearidade foi avaliada pela construcdo de trés curvas analiticas, contendo
cinco niveis de concentracdo de acido citrico anidro e fosfato diacido de sédio
monohidratado, com injecbes em triplicata para a determinacéo do teor de citrato e
fosfato utilizando a técnica de cromatografia idnica.

A avaliacdo dos resultados foi feita utilizando a “Planilha para Avaliacdo de
Premissas” elaborada por Bazilio e colaboradores (2012), que permitiu determinar o
limite de quantificacdo e o limite de deteccao através da avaliacdo dos residuos e a
relacdo entre o DPR da curva analitica e sua inclinacdo (coeficientes angular e
linear).

A determinacdo da concentracdo para cada analito na amostra esta
relacionada com a area do sinal correspondente. Para tal determinacdo, é
necessaria, a obtencdo de um cromatograma para cada uma das solucdes padroes,
construindo, uma curva padrdo para cada um dos analitos de interesse. A partir da
equacdao da reta da curva analitica fez-se uma relacao direta com a area do sinal da
amostra de concentracdo desconhecida, obtendo a concentracdo especifica de cada

analito.

3.6.3 Avaliacdo da preciséo

A precisao foi estudada nos niveis de repetibilidade e precisdo intermediaria.
Na repetibilidade procedeu-se o doseamento, nas mesmas condi¢bes analiticas, de
vinte replicatas da solu¢cdo amostra anticoagulante CPD. Os sinais cromatogréaficos
obtidos permitiram determinar o DPR.

Na precisdo intermediaria, foi realizada sob as mesmas condi¢des
cromatograficas da repetibilidade, alterou-se trés analistas, em trés dias diferentes.
Os dados cromatograficos foram avaliados pelo DPR (BRASIL, 2003; INSTITUTO
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NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; USP, 2016;
BRASIL, 2017D).

3.6.4 Avaliacdo da exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pelo mecanismo de determinacdo da
recuperacéo, foram realizadas inje¢des das solugdes de trabalho na elaboragéo da
curva de adicao padréo de citrato e fosfato. A injecéo foi realizada em triplicata com
quatro niveis de concentracdo preparada pela adicdo padrdo da amostra comercial
da solucdo anticoagulante CPD pelo preparo da curva-matriz. Foram avaliados os
sinais cromatograficos de cada analito, quanto a recuperacdo em cada nivel de
concentragdo (BRASIL, 2003; FUST, 2011; VALE, 2012; INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; USP, 2016; BRASIL, 2017b).

A determinacgéo dos valores da recuperagado, expressos em porcentagem, foi
calculada através da razdo entre as concentragbes médias determinadas,
experimentalmente, e as concentracfes tedricas correspondentes (FUST, 2011;
MARQUES et al, 2012; VALE, 2012).

3.6.5 Avaliacao da robustez

Para avaliar a robustez do método foi preparado o nivel intermediario da
curva analitica e da amostra dos analitos, conforme descrito no item 3.1.1, sendo
injetado o padrao trés vezes para determinacdo da média e desvio padrao relativo
da éarea, do tempo de retencdo e dos parametros de adequacdo do sistema
cromatografico na avaliacdo do efeito de quatro variacGes pela adaptacdo do teste
de Youden, de acordo com o Inmetro (2016) para as combinacfes estabelecidas.
Foram admitidas duas variacdes de nivel, separadamente para os parametros de
volume de injecdo, concentragéo da fase movel, fluxo da fase movel e lote diferente
da coluna cromatografica (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2016).

Nesta avaliacdo, as condi¢cdes cromatogréficas foram denominadas pelos
fatores nominais, sendo as condicbes normais por letras mailsculas, de A - D e a

variagao, por letras minusculas de a - d conforme descrito na tabela 10.
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Tabela 10 - Parametros de avaliacdo da robustez na validacdo do método de

determinacao de citrato total e fosfato diacido de s6dio monohidratado.

Condicdo
Parametro F* Nivel | Nivel Il F*
normal
Dionex lonPac Dionex lonPac Dionex lon Pac
Coluna
. AS11 lote: 013- A AS11 AS11 a
cromatogréafica
10-179A lote: 013-10-179A lote: 012-26-129
Volume de injecé&o 10 pL B 8 uL 12 ub b
Concentracéo da fase
i 20 mM C 19 mM 21 mM c
movel
Fluxo da fase movel 2,0 mL/min D 1,9 mL/min 2,1 mL/min d

* Fator
Fonte: (Do autor, 2017).

A tabela 11 descreve as combinagdes de variagdes utilizadas para determinar
os efeitos da variacdo dos quatro fatores no procedimento analitico sendo avaliados

os efeitos de cada variacdo separadamente.

Tabela 11 - Combinacdes de variacbes segundo a adaptacdo do teste de Youden
para avaliacdo da robustez.

Combinacéo de variacfes

Fator 1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B B b
Couc C C C C c C c
Doud D D d d d d D D
Efeito s* t* u* il w* X* y* z*

*s,u,w,y,t,v,x,z = efeitos das combinacdes
Fonte: (ADAPTADO DE VALE, 2012).

A avaliacao foi realizada isoladamente para cada fator pela verificagao de sua
influéncia baseando-se nos parametros de adequacgdo do sistema cromatogréfico,
expresso em termos de percentuais, de acordo com o calculo do efeito realizado
pela sequéncia das equacgoes 2, 3 e 4.



Mhormal = Yefeito normal / 4

Equacéo 2 - Determinacéo do efeito normal

Mvariagdo = Y efeito variagdo / 4

Equacéo 3 - Determinacédo do efeito da variacéo

Efeito = Mnornal — Mvariacao

Equacéo 4 - Determinagéo do efeito

Sendo:
s,u,w,y,t,v,x,z = efeitos das combinagdes
M normal — Média dos resultados das amostras sob as condi¢cdes normais

M variacdo — Média dos resultados das amostras sob as condi¢des variadas
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo retrospectiva e selecdo das amostras submetidas ao INCQS

Na avaliacdo dos dados disponiveis no Harpya de analises das amostras
submetidas ao INCQS foi possivel verificar a incidéncia de amostras de bolsa de
sangue com as solugdes anticoagulantes CPD e CPDA, por apresentarem os dois
analitos de interesse no periodo de estudo.

Na avaliacdo das amostras, quanto ao tipo de solucdo, a partir da busca
realizada no sistema Harpya do INCQS, foram observadas que as bolsas de sangue,
contendo solucdo anticoagulante CPD possuiam um quantitativo superior com maior
namero de amostras analisadas no INCQS em comparacdo as bolsas de sangue
CPDA

Sendo, a solucdo CPD escolhida por representar o tipo de maior prevaléncia
de analises realizadas no periodo selecionado (2012 a 2016) das amostras com

solucéo anticoagulante.

4.2 Comparacao dos métodos analiticos

A comparacdo dos meétodos analiticos consiste na avaliacdo dos resultados
obtidos utilizando um método atual e tem como objetivo avaliar o grau de
proximidade dos dois métodos, ou seja, estudar a precisdo e exatiddo do método
alternativo relativamente ao atual (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016).

A tabela 12 apresenta os parametros de comparacdo dos métodos analiticos

para a determinac¢éo do teor de citrato total.
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Tabela 12 - Comparacéao dos métodos analiticos do citrato total.

o N Método Atual Método Alternativo
Condicéo analitica ] o
CLAE / Ultravioleta Cromatografia l6nica
. . Condutividade e sistema de
Deteccao Ultravioleta

supressao

Coluna cromatografica

Troca catidnica

Troca anibnica

Temperatura do forno

40 °C

25°C

Acido sulftrico (H,SO, conc

Hidroxido de sédio (NaOH

Fase movel

0,009 M) 20mM)
Fluxo 0,5 mL/min 2,0 mL/min
Tempo de corrida 20 minutos 5 minutos
Volume de injegéo 20 pL 10 pL

Curva analitica / Amostra

Diluicdo em meio &cido

DiluicAdo em meio alcalino

Fonte: (Do autor, 2017).

A tabela 13 apresenta os parametros de comparacdo dos métodos analiticos

para a determinagéo do teor de fosfato diacido de sédio monohidratado.

Tabela 13 - Comparacdo dos métodos analiticos do fosfato diacido de sédio

monohidratado.

Condicéo analitica

Método Atual

Espectrofotometria

Método Alternativo

Cromatografia l6nica

Deteccao

Ultravioleta/visivel

Condutividade e sistema de

supressao

Coluna cromatogréfica

Troca anibnica

Temperatura do forno

25°C

Hidroxido de sédio (NaOH

Fase movel

20mM)
Fluxo - 2,0 mL/min
Tempo de corrida - 5 minutos
Volume de inje¢é@o - 10 uL

Curva analitica / Amostra

Diluicdo em meio &cido

Diluicdo em meio alcalino

Fonte: (Do autor, 2017).

As vantagens do método alternativo para os métodos atuais €, principalmente,

a determinacdo simultanea de citrato e fosfato, a separacdo analitica (eficiéncia de

separacdo cromatogréafica), o consumo de reagente (custo analitico) e a reducdo do
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tempo de analise inferior a 10 minutos, como ocorre no método de determinacéo do
teor de citrato (CLAE), em relacdo ao método atual na determinacdo do fosfato
(espectrofotometria), maior sensibilidade a baixas concentragdes.

Entre as desvantagens se tem o0s altos custos com o0 equipamento e
reagentes quimicos de pureza especifica inerentes a qualquer método
cromatografico.

Portanto, avaliando as condicbes das técnicas, suas vantagens e
desvantagens, e a viabilidade de implementacdo do método na rotina de analise
para determinacdo de citrato e fosfato, comparando o sistema atual e o proposto,
com relacdo aos parametros de analise, verificou-se uma reducdo do tempo de
andlise, reducao do gasto de insumos e uma resposta mais seletiva para as duas
substancias, havendo, entdo, uma otimizacdo do sistema (MARKMAN, 2007;
HELENO, 2010).

As tabelas 14 e 15 apresentam os resultados das analises das amostras A e
B. Para os dois métodos, a repetibilidade foi realizada em triplicata, cujo DPR se
mostrou de acordo com os critérios estabelecidos. Utilizou-se um grau de confianca
de 95% e, consequentemente, um nivel de significancia igual a 0,05 (a = 0,05) nos
testes descritos a seguir.

Considerando a triplicata das duas amostras (n = 6), a ANOVA fator duplo
com repeticdo revelou que os resultados obtidos entre 0 método atual e alternativo
nao foi significativo para o citrato (Fcacuiado= 14,4 < Feritico = 39,0 / Feaiculado= 11,3 <
Feritico = 39,0) e para o fosfato (Fcaculado= 7,69 < Feritico= 39,0 / Fearculado= 25,0 < Feritico =
39,0). Logo, Fcaiculado < Feriico para triplicata das duas amostras, indicou que nao ha
diferenca significativa entre os dois métodos de andlise.

O teste t pareado (a = 0,05) indicou que nao ha diferenca significativa entre as
meédias obtidas pelos dois métodos para as duas amostras para analise do teor de
citrato e fosfato, respectivamente, na amostra A (tcaiculado= 1,58 < tcritico= 4,30 /
teaiculado= 1,98 < teritico= 4,30) € amostra B (tcaculado= 0,02 < teritico= 4,30 / tealculado= -4 <
teritico= 4,30), como demonstrado a seguir nas tabelas 14 e 15.

Na tabela 14 estdo descritos os resultados obtidos na comparagdo dos

meétodos analiticos atual e alternativo na determinacao de citrato total.
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Replicata Método Atual Método Alternativo Método Atual Método Alternativo
Amostra (A) Amostra (A) Amostra (B) Amostra (B)
1 20,61 g/L 20,97 g/L 19,70 g/L 19,33 g/L
2 20,55 g/L 20,53 g/L 19,81 g/L 19,97 g/L
3 20,67 g/L 20,85 g/L 19,61 g/L 19,83 g/L
Média 20,61 20,78 19,71 19,71
DP* 0,06 0,23 0,10 0,34
DPR** 0,29 1,09 0,51 1,71
Variancia 0,00360 0,05173 0,01003 0,11320
t calculado 1,58 0,02
t critico 4,30 4,30
F calculado 14,4 11,3
F critico 39,0 39,0

* DP = Desvio padrao
*DPR = Desvio padrao relativo
Fonte: (Do autor, 2017).

Na tabela 15 estdo descritos os resultados obtidos na comparagcdo dos

meétodos analiticos atual e alternativo na determinacdo de fosfato diacido de sédio

monohidratado.

Tabela 15 - Resultado comparativo da amostra de fosfato diacido de sédio

monohidratado.

Replicata Método Atual Método Alternativo Método Atual Método Alternativo
Amostra (A) Amostra (A) Amostra (B) Amostra (B)
1 2,19 g/L 2,25 g/L 2,19 g/L 2,11 g/lL
2 2,18 g/L 2,25 g/L 2,20 g/L 2,16 g/L
3 2,15 g/L 2,15 g/L 2,20 g/L 2,16 g/L
Média 2,17 2,22 2,20 2,14
DP* 0,02 0,06 0,01 0,03
DPR** 0,96 2,60 0,26 1,35
Variancia 0,00043 0,00333 0,00003 0,00083
t calculado 1,98 -4,00
t critico 4,30 4,30
F calculado 7,69 25,0
F critico 39,0 39,0

* DP = Desvio padrdo

*DPR = Desvio padréo relativo

Fonte: (Do autor, 2017).
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Sendo assim, foi possivel comprovar, que ambos os analitos no método
alternativo equivalem ao método atual. Verifica-se, entdo, que o método alternativo é
reprodutivel em termos das analises realizadas (MARKMAN, 2007; HELENO, 2010).

E importante ressaltar a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados
obtidos. Na avaliacdo estatistica dos resultados, o método alternativo se mostrou
eficiente para os analitos em questdo, apresentando resultados precisos e

confiaveis.

4.3 Planejamento da validagcdo analitica

4.3.1 Adequacao do sistema cromatografico

Inicialmente, verificou-se a satisfatoriedade na separacdo completa dos sinais
cromatograficos dos analito pela auséncia de sobreposi¢des, conforme apresentado
na figura 6. Muitos autores recomendam a realizagdo da verificagdo da
conformidade do sistema cromatografico (system suitability) no desempenho do

equipamento em reproduzir o método (RIBANI, 2004).



68

Figura 6 - Cromatograma referente ao padréo de citrato e fosfato na avaliacdo da
adequacao do sistema cromatogréafico

22082017__SELETIVIDADE #28 AMOSTRA CPD 128 ECD_1
ps
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1,00
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min

Padrdo analitico de concentracdo de acido citrico anidro e fosfato diacido de sodio
monohidratado, utilizando como fase mdvel agua uItragurificada sob o fluxo de 2,0
mL/minuto, inje¢do de 10 mL, coluna de troca idnica lonpac™ AS11 (tamanho 250 x 4,0 mm),
detec¢é@o condutométrica com temperatura do forno em 25 °C.

Fonte: (Do autor, 2017).

A avaliacdo dos sinais cromatograficos demonstrou que todos os parametros
de adequacdo estavam dentro dos critérios de conformidade estabelecidos pelos
compéndios oficiais (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016, USP, 2016; BRASIL, 2017b).

A resolucdo apresentou-se superior a 2, o fator de assimetria inferior a 2, fator
de retencdo no intervalo de 1-10, o nimero de pratos teéricos superior a 2000 e a
repetitividade expressa em DPR inferior a 1,5 % (BRASIL, 2003; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016, USP, 2016;
BRASIL, 2017b).

Cabe ressaltar que, a resolucéo indica o poder de separacao do sistema para
um par de analitos de interesse, sendo também definida como capacidade de
separacdo de dois ou mais analitos (RIBANI, 2004; USP, 2016). Assim,
considerando que, a avaliacdo foi realizada na solugdo padrédo onde os analitos
apresentaram-se solubilizados em agua ultrapurificada, os sinais cromatograficos
obtidos corresponderam apenas aos analitos de interesse ndo sendo possivel
determinar a resolucao referente ao analito fosfato que elui primeiramente (menor

tempo de retencéo).
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A tabela 16 descreve os valores dos parametros de adequacgéo obtidos pelos
sinais cromatogréficos revelando reprodutibilidade e conformidade com os principais

compéndios oficiais.

Tabela 16 - Resultados obtidos na adequacdo do sistema cromatografico para a

determinacao de Citrato e fosfato utilizando coluna lonpac AS11.

Parametros de citrato fosfato
adequacao Valor DPR Valor DPR
Tempo de retencéo (Tr) +3,0 0,14 +20 0,24
Resolucéo (Rs) 5,59 1,23
Fator de assimetria (Tf) 1,82 1,14 1,43 1,45
N° de pratos teéricos (N) 2537 0,94 4869 1,23

Fonte: (Do autor, 2017).

4.3.2 Otimizacdo da metodologia analitica

4.3.2.1 Avaliacdo da diluicdo da amostra e padrbes

Na avaliacdo do preparo das amostras e padrdes foi descartada a diluicdo
dos mesmos na &agua ultrapurificada por apresentar nUmeros de pratos teoricos
menor que 2000 e fator de assimetria maior que 2,0, em desacordo com o0s
parametros de conformidade recomendados, além de apresentar um maior tempo de
retencdo. Ao contrario do preparo realizado pela adicdo de agua ultrapurificada e um
volume da fase movel (NaOH 20mM), se obteve satisfatéria por apresentar todos os
parametros dentro dos critérios de aceitacdo e um tempo de retencdo menor. A

tabela 17 descreve a avaliacdo da diluicdo do padrdo e amostra.

Tabela 17 - Avaliacéo do preparo da amostra/padroes.

Experimentos

Parametros Agua
de ) - ultrapurificada +
- Agua ultrapurificada
adequacéo NaOH
20 mM
Tr* Maior Menor

Tf** >2,0 <2,0
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DPR*** <1,5% <1,5%

N**xx <2000 >2000

* Tempo de retencéo

** Fator de assimetria <2,0

*** Desvio padrao relativo <1,5%

***xx NUmero de pratos teéricos >2000
Fonte: (Do autor, 2017).

4.3.2.2 Avaliacéo do fluxo da fase movel

A avaliacdo do fluxo da fase movel foi realizada para verificar sua influéncia
no método proposto. A tabela 18 descreve os resultados obtidos para a citrato e
fosfato comprovando que a avaliagdo do fluxo da fase mdvel é determinante no

tempo de retencdo da anélise.

Tabela 18 - Avaliacdo do fluxo da fase movel para a determinacao de citrato total e
fosfato diacido de sédio monohidratado.

Parémetros Citrato Fosfato
de
5 1,9 mL/min 2,0mL/min 2,1 mL/min 1,9 mL/min 2,0 mL/min 2,12 mL/min
adequacéo
Tr* 3,98 3,48 3,97 2,50 2,22 2,90
Tx=* 1,07 1,16 1,19 1,25 1,20 1,42
DPR*** <1,5% <1,5% >1,5% <1,5% <1,5% >1,5%
N#**x 3123 3244 2461 3014 3101 2787

* Tempo de retencéo

** Fator de assimetria <2,0

*** Desvio padrao relativo <1,5%

**xx% Namero de pratos tedricos >2000
Fonte: (Do autor, 2017).

Na avaliacdo dos parametros de adequacdo, foi visualizada a redugédo do
namero de pratos teoricos e do fator de retencdo pelo aumento do fluxo da fase
movel. Este resultado comprovou a especificacdo do fabricante da coluna
cromatografica, que informa que a coluna para analise dos ions apresenta o niumero
de pratos tedricos relacionados inversamente com o fluxo da fase mével (THERMO
SCIENTIFIC, 2017b).

Na avaliacdo da variacéo do fluxo da fase movel, foi descartado o fluxo de 2,1

mL/min, pois apresenta um maior tempo de retencdo, menor niumero de pratos
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tedricos e DPR maior que 1,5%. Comparando os fluxos de 1,9 mL/min e 2,0 mL/min,
foi definida a continuidade do fluxo de 2,0 mL/min, por apresentar um nuamero de
pratos tedricos maior e um tempo de retencdo menor em comparagdo com o fluxo
1,9 mL/min. A mesma condicdo se aplica ao fosfato.

Os resultados obtidos demonstraram satisfatoriedade dos parametros de
adequacao para os analitos nos fluxos testados. No fluxo de 1,9 mL/min foi
verificado um fator de assimetria inferior para o citrato sendo excluido da avaliacao.
Embora os fluxos de 1,9 e 2,1 mL/min tenham apresentado valores muito proximos,

optou-se por utilizar o fluxo de 2,0 mL/min devido ao menor tempo de analise.
4.4Validagdo da metodologia analitica
4.4.1 Avaliacdo da seletividade

A seletividade do método foi demostrada utilizando a comparacdo dos
cromatogramas (Figura 7) da amostra comercial, amostra preparada sem o processo

de autoclavacéo e amostra preparada com o processo de autoclavacao.

Figura 7- Cromatograma da seletividade da (a) amostra comercial CPD, (b) amostra
simulada CPD autoclavada e (c) amostra simulada CPD néo autoclavada

40 2062017_SELETIVIDADE %26 _ AMOSTRA CFD 138 ECD_1 | [, oo 22052017 _SELETIVIDADE 52 AMOSTRA CFD AUTO 18 Ec0_1 ||, 22052077 _SELETI/IDADE =¢ ANOSTRACFDS AUTO 28

(a) () J— ()

Condig8es experimentais:

(@) Amostra comercial CPD, utilizando como fase movel 4gua ultrapurificada sob o fluxo de 2,0
mL/minuto, injecdo de 10 mL, coluna de troca ibnica Ionpac® AS11 (tamanho 250 x 4,0 mm),
deteccéo condutométrica com temperatura do forno em 25 °C.

(b) Amostra simulada CPD autoclavada, utilizando como fase maével agua ultrapurificada sob o fluxo
de 2,0 mL/minuto, injegdo de 10 mL, coluna de troca iénica lonpac® AS11 (tamanho 250 x 4,0 mm),
deteccdo condutométrica com temperatura do forno em 25 °C.

(c) Amostra simulada CPD néo autoclavada, utilizando como fase mével agua ultrapurificada sob o
fluxo de 2,0 mL/minuto, injegdo de 10 mL, coluna de troca idnica lonpac® AS11 (tamanho 250 x 4,0
mm), deteccdo condutométrica com temperatura do forno em 25 °C.

Fonte: (Do autor, 2017).
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Ao analisar os sinais cromatograficos, observou-se a simetria e a distincdo
entre as duas substancias.

A Figura 8 indica a comparacdo do placebo n&o autoclavado e placebo
autoclavado. Nessa ultima condicao, foi verificado que ndo houve degradacdo com a
autoclavacao e, além disso, ndo ocorreu a formacdo de compostos que possam

eluir, juntamente, com o fosfato ou o citrato.

Figura 8 - Cromatograma da seletividade da amostra (a) placebo autoclavado e

amostra (b) placebo ndo autoclavado

- 22062017 SELETIVIDADE #15 Eco_1 ||, . 22082017 SELETIVIDADE #13 ECD_1
2805 R T

(@) (b)

2.8 T T T T T T T -2.5 T T T T T T T
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 0.00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 2,00 2,50 4,00

CondigBes experimentais:

(@) Amostra placebo (sem os analitos de interesse) autoclavada, utilizando como fase mével dgua
ultrapurificada sob o fluxo de 2,0 mL/minuto, inje¢cdo de 10 mL, coluna de troca ibnica Ionpac® AS11
(tamanho 250 x 4,0 mm), detecgéo condutimétrica com temperatura do forno em 25 °C.

(b) Amostra placebo (sem os analitos de interesse) ndo autoclavada, utilizando como fase madvel
agua ultrapurificada sob o fluxo de 2,0 mL/minuto, inje¢do de 10 mL, coluna de troca ibnica Ionpac®

AS11 (tamanho 250 x 4,0 mm), deteccéo condutimétrica com temperatura do forno em 25 °C.
Fonte: (Do autor, 2017).

Logo, o método foi seletivo, visto que ndo existem substancias préximas ao
tempo de retencdo dos analitos (RIBANI, 2004; FUST; 2011; VALE; 2012). Na
avaliacdo da especificidade, a autoclavacdo das amostras foi escolhida como
método de degradacdo por corresponder a uma etapa do processo industrial.
Observou-se os mesmos perfis cromatograficos com tempo de retengédo de + 2,0
minutos para o fosfato e + 3,0 minutos para o citrato, constatando auséncia de

interferentes e/ou produtos de degradacéo na regiao de interesse.

4.4.2 Avaliacao da linearidade, limite de quantificagéao e limite de detecgao

A linearidade foi comprovada pela verificacdo da homocedasticidade,

obtencdo de regressédo linear significativa, auséncia de desvio de linearidade e
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comprovacdo da normalidade. De acordo com os testes realizados, foi observado
um coeficiente de correlacéo (r) de 0,9992 para o citrato e de 0,9988 para o fosfato,
conforme demonstrado nas figuras 9 e 10 e nos anexos A e B, conforme
estabelecido pela Anvisa (0,99) e pelo Inmetro (0,90), comprovando a
satisfatoriedade do método para determinar citrato e fosfato na matriz das solucdes
anticoagulantes.

A avaliacdo da linearidade do teor de citrato de acordo com a planilha de
avaliacdo da Linearidade de Curva Analitica apresentou valores extremos, porém, a
linearidade néo ficou comprometida pelo desvio verificado, pois, estes valores foram
excluidos da curva analitica. Este resultado demonstrou que o coeficiente de
correlagdo (r) se apresentou satisfatorio (0,9992). O resumo dessa avaliagdo esta
descrito, detalhadamente, no anexo A.

A analise dos residuos apresentou resultado satisfatério pelo teste de Dubin
Watson (autocorrelacéo), verificou a homocedasticidade e a distribuicdo normal dos
residuos. A regressao foi significativa e o gréfico de residuos apresentou resultados
dispersos numa faixa estreita de andlise. A curva analitica utilizada na avaliacdo do
citrato estad representada na Figura 9. A planilha com os resultados obtidos

apresentam descritos no anexo A.

Figura 9 - Representacéo gréfica da curva analitica do padréo de &cido citrico anidro

resultante da avaliacdo da linearidade

Curva Analitica Final

1 y = 1,64E+01 x — 1,88E-02
R? = 0,9984

Area
=]
(]

Intervalo de Confianca

0 0,02 0,04 0,06 0,08

2

Concentragdo (mg/mL)

Fonte: (Do autor, 2017).
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Na avaliacdo da linearidade do teor de fosfato diacido de sodio
monohidratado, ndo apresentou valores extremos. O resultado demonstrou que o
coeficiente de correlacdo (r) se apresentou satisfatorio (0,9988), descrito
detalhadamente, no anexo B.

A analise dos residuos apresentou resultado satisfatério pelo teste de Dubin
Watson (autocorrelacao), verificou a homocedasticidade e a distribuicdo normal dos
residuos. A regressao foi significativa e o grafico de residuos apresentou resultados
dispersos numa faixa estreita de analise. A curva analitica utilizada na avaliacédo do
fosfato esta representada na Figura 10. A planilha com os resultados obtidos

apresentam descritos no anexo B.

Figura 10 - Representacdo gréafica da curva analitica do padréo de fosfato diacido de

sédio monohidratado resultante da avaliacdo da linearidade

Curva Analitica Final
0,25
0.2 1 y = 1,29E+01 x — 9,62E-03
015 1 R*=0,9977
L1+
o
T 0,1 -
0,05 -
Intervalo de Confianca
D — = T T T
0 0,005 0,01 0,015 0,02
Concentragiao (mg/mL)

Fonte: (Do autor, 2017).

Os resultados obtidos para o limite de deteccao do citrato foi de 1,93 ug/mL e
o limite de quantificacdo de 5,75 ug/mL, para o fosfato, o limite de deteccéo
encontrado foi de 0,563 pg/mL e o limite de quantificacédo de 1,68 ng/mL obtidos pela
planilha de avaliacdo da Linearidade de Curva Analitica. A injecdo de solucbes
contendo, individualmente, cada um dos analitos de interesse deste método fez-se a
identificacdo especifica dos sinais cromatograficos de fosfato e citrato,
respectivamente. (FERNANDES, 2016).

4.4.3 Avaliacdo da precisao
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Os resultados obtidos para a precisdao foram aceitaveis. A avaliacdo da
repetibilidade para o citrato (Tabela 19) e o fosfato (Tabela 20) indicou DPR
experimental de 1,6% para o citrato e 1,9% para o fosfato, inferior ao limite
estabelecido pela Anvisa (5%) e pelo Inmetro (2%) (BRASIL, 2003; INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL,
2017b).

Tabela 19 - Resultados da avaliacdo da repetibilidade em relacdo ao DPR do citrato

total.

Pardmetro Resultado obtido
Concentragdo minima 19,26 g/L
Concentragdo maxima 19,54 g/L
Concentragdo média 19,38 g/L
Desvio padrao (s) 0,0015
Limite de Repetitividade (r) 0,0095
DPR 1,6292 %

Fonte: (Do autor, 2017).

Tabela 20 - Resultados da avaliacdo da repetibilidade em relacdo ao DPR do fosfato

diacido de s6dio monohidratado.

Paréametro Resultado obtido
Concentragdo minima 2,12 g/L
Concentragdo maxima 2,13 g/L
Concentragdo média 2,14 g/L
Desvio padrao (s) 0,0001
Limite de Repetitividade (r) 0,0008
DPR 1,9273 %

Fonte: (Do autor, 2017).

No estudo da precisdo intermediaria do citrato (Tabela 21) e do fosfato
(Tabela 22), a variabilidade de alguns parametros experimentais (analista,
equipamento e dia de analise) indicou um DPR de 2,8% para o citrato e 3,1% para o
fosfato, também inferior conforme os critérios estabelecidos pela Anvisa (5%) e pelo
Inmetro (4%) (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).
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Tabela 21 - Resultados da avaliacdo da precisdo intermediaria em relacdo ao DPR

do citrato total.

Paréametro Resultado obtido
Desvio padréo experimento 1 1,6292
Desvio padréo experimento 2 4,4570
Desvio padréo experimento 3 1,0347
Desvio padréo de precisao 0,0025
intermediaria (Si)

DPR 2,7900%

Fonte: (Do autor, 2017).

Tabela 22 - Resultados da avaliacdo da precisao intermediaria em relagdo ao DPR
do fosfato diacido de s6dio monohidratado.

Parametro Resultado obtido
Desvio padrao experimento 1 1,9273
Desvio padrdo experimento 2 4,3320
Desvio padrao experimento 3 2.5434
Desvio padrao de precisao 0,0002

intermediaria (Si)

DPR 3,0879%

Fonte: (Do autor, 2017).

4.4.4 Avaliagdo da exatidao

A exatiddo do meétodo foi avaliada pela determinacdo da recuperacéo,
recomendado pela Anvisa e pelo Inmetro (BRASIL, 2003; INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016; BRASIL, 2017b).

As avaliacOes foram realizadas, isoladamente, para cada analito e foi adotada
a tabela de critério de aceitacdo para recuperacdo de acordo com o Inmetro. Neste
estudo, a recuperacao apresenta-se relacionada com as concentracdes dos analitos,
obtidas na etapa de repetitividade, e correspondente a (95-105%) para o analito
citrato e (90-107%) para o analito fosfato (INSTITUTO NACIONAL DE
METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016).

A exatiddo foi comprovada pelo calculo da recuperacdo do analito em cada
nivel da curva de adicdo padrédo. A tabela 23 descreve os resultados obtidos para
recuperacao e verificou-se que as meédias dos resultados se encontraram dentro dos

limites estabelecidos.
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Tabela 23 - Resultados obtidos na avaliacdo da exatiddo na determinacdo de citrato

total e fosfato diacido de s6dio monohidratado.

Curva Citrato (%) Fosfato (%)
Nivel 1 98,20 95,45
Nivel 2 95,09 101,14
Nivel 3 95,92 105,95
Nivel 4 97,06 107,27
Recuperacao média (%) 96,57 102,45

Fonte: (Do autor, 2017).

Verificou-se, que a recuperacado dos analitos em cada nivel da curva de
adicdo padrdo do citrato e fosfato, ficou entre os limites estabelecidos para o nivel
de concentracdo dos analitos em estudo, comprovando assim, adequada exatidao
do método para os mesmos (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA,
QUALIDADE E TECNOLOGIA, 2016).

4.4.5 Avaliacao da robustez

Para a escolha das variaveis, chamadas de fatores, baseou-se na indicacao
da Anvisa (2017b) descrito no item 3.6.5. Foram considerados dois niveis,
identificado por nivel | e nivel Il, para avaliacdo dos fatores de coluna
cromatografica, volume de injecdo, concentracdo da fase movel e fluxo da fase
movel. Foram utilizados quatro fatores e admitido trés réplicas da solucao padréo na
concentracdo do ponto intermediario da curva analitica. Os fatores escolhidos foram:
(1) concentracdo da fase moével; (2) volume de injecéo; (3) fluxo da fase mével; (4)
coluna cromatografica, sendo variados sensivelmente em dois niveis (nivel superior
e nivel inferior) (INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E
TECNOLOGIA, 2016).

O cruzamento dos fatores correspondeu a dezesseis ensaios e 0s resultados
obtidos refletiram a influéncia de cada fator sobre os quatro parametros de eficiéncia
de separacao, ou seja, demonstrados pelos parametros do sistema cromatografico:
tempo de retencao (Tr), resolucéo (Rs), fator de assimetria (Tf), nimero de pratos

tedricos (N) e a area obtida.
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Na avaliacdo dos resultados foi observado que todas as combinacdes
apresentaram valores dentro dos critérios de aceitabilidade, ou seja, a resolucéo
(Rs) superior a 2, fator de assimetria (Tf) inferior a 2 e nimero de pratos tedricos (N)
superior a 2000. Além disso, todos os resultados apresentaram repetibilidade dentro
do permitido (inferior a 2%), demonstrando baixa variabilidade do equipamento
(USP, 2016).

Os efeitos resultantes dessas combinacgdes para cada fator na determinagao
dos analitos apresentam-se descritos com valores em maédulo nas tabelas 24 e 25,
respectivamente, e os graficos demonstrados nas figuras 11 e 12, possibilitando

observar a influéncia dos fatores no método.

Tabela 24 - Resultados dos efeitos de cada fator da avaliacdo da robustez na

validacdo da determinacéao de citrato total.

Fator Nivel Tr Area Rs Tf N
Coluna () 83,2 4,7 -- 39,9 25,7
cromatografica (1 65,0 4,6 - 41,2 27,6
Volume de 0] 2,5 2,2 -- 3,7 3,5
injecédo () 0,5 2,1 -- 4,9 1,6
Concentracgéo da 0] 25,1 3,1 -- 11,9 3,9
fase movel () 6,6 11,3 - 7,1 9,9
Fluxo da fase 0] 0,6 8,7 -- 3,8 0,4
moével (I 0,7 7.8 - 10,5 11,9

Fonte: (Do autor, 2017).



79

Figura 11 - Avaliagéo do efeito de cada fator da avaliagéo da robustez na validacdo
da determinacao de citrato total

Avaliacdo da robustez na determinacdao do teor de citrato total
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Fonte: (Do autor, 2017).

Tabela 25 - Resultados dos efeitos de cada fator da avaliacdo da robustez na

validacdo da determinacéo de fosfato diacido de s6dio monohidratado.

Fator Nivel Tr Area Rs Tf N
Coluna ()] 59,7 1,7 42,9 15,9 26,1
cromatografica (1 47,5 15,7 44,7 8,6 29,6
Volume de () 0,7 25 3,7 0,6 4,1
injecao (1) 0,4 0,0 1,5 2,3 4,3
Concentracdo da ()] 17,0 6,4 8,3 0,6 8,3
fase movel () 3,9 7,0 9,7 9,9 3,6
Fluxo da fase 0] 3,2 51 3,3 19 3,2
movel ({0)) 2,7 10,3 4,4 11,2 7,0

Fonte: (Do autor, 2017).



80

Figura 12 - Avaliacdo do efeito de cada fator da avaliacdo da robustez na validacéo

da determinacéo de fosfato diacido de sddio monohidratado

Avaliacdo da robustez na determinacédo do teor de fosfato diacido de
s6dio monohidratado

Fluxo da fase movel (l1)
Fluxo da fase movel (1)
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Fonte: (Do autor, 2017).

Os resultados demonstraram que o tempo de retencéo, fator de assimetria e a
resolucdo foram os parametros de adequagdo que apresentaram maiores
alteracdes, verificado pela variabilidade dos resultados em todas as combinacdes e
pelos efeitos nas determinagdes dos analitos.

A coluna cromatogréfica foi o fator que demonstrou maior efeito nos
parametros de adequacao do sistema cromatografico para os dois analitos, sendo
seguido do fator concentracdo da fase movel e fluxo da fase mével para ambos os
analitos. Sendo que os demais fatores: concentracdo da fase mével, fluxo da fase
movel e volume de injecdo apresentaram baixa variabilidade nas respostas obtidas
para os parametros de adequacdo do sistema cromatografico comparando com a
coluna.

A aceitabilidade dos parametros de adequacédo constata que as alteracdes
promovidas n&o podem ocasionar variagdes significativas em relacdo aos
parametros de adequacao do sistema avaliados (tempo de retencgédo, resolucao, fator
de assimetria, e numero de pratos tedricos (RIBANI, 2004; FUST, 2011; VALE,
2012).
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Os valores de DPR comprovaram que o0 método € robusto a pequenas
variacdes nas condi¢cdes analiticas avaliadas mantendo sua exatidao e precisao, e
garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos (RIBANI, 2004; MARKMAN, 2007,
TEIXEIRA, 2008).
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5 CONCLUSAO

As amostras selecionadas para esta avaliagdo apresentaram resultados
satisfatorios quanto aos parametros de otimizacéo e validacdo da metodologia.

O método alternativo demonstrou separacdo cromatografica eficiente
comprovada pelos parametros de adequacdo do sistema cromatografico e
apresentou resposta linear satisfatoria. Assim, o novo método se mostrou apto a
validacdo. Na comparacdo dos métodos, a avaliacdo estatistica indicou que ndo ha
diferenca significativa entre os dois métodos, demonstrando a confiabilidade dos
dados apresentados com os resultados significativos das andalises de citrato e
fosfato.

A otimizac&o das condicdes analiticas do método através da variacao do fluxo
de fase mobvel e da diluicho das amostras e padrbes permitiu a avaliacdo da
influéncia dessas varidveis nos parametros de adequacdo do sistema
cromatografico, indicando que o fluxo de 2,0 mL/minuto e a diluigdo com fase mével
NaOH 20mM foram favoraveis para o desempenho do método.

Na validacdo analitica, 0 método demonstrou ser seletivo para a quantificacéo
de citrato e fosfato em solucéo anticoagulante de bolsa de sangue do tipo CPD, pois
nao ocorreu a formacdo de compostos que possam eluir, juntamente, com o0s
analitos. Na avaliacdo da especificidade foi constatado a auséncia de interferentes
e/ou produtos de degradacédo na regido de interesse.

O parametro da linearidade apresentou resposta linear, os coeficientes de
correlagcdo estavam de acordo com os valores recomendados pela Anvisa e pelo
Inmetro. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados pelo método
dos minimos quadrados.

A repetibilidade e a precisdo intermediaria indicaram valores de DPR
satisfatorios em relacdo aos recomendados pela Anvisa e Inmetro, demonstrando
nao apresentar diferenca estatistica entre os resultados por analistas diferentes em
dias diferentes na precisdo intermediaria.

O método apresentou exatiddo adequada, obtendo-se recuperagéo
satisfatoria conforme os critérios de aceitacao estabelecidos pela Anvisa e Inmetro
para os analitos citrato e fosfato.

A robustez do método néo apresentou diferenca estatistica significativa entre

os resultados obtidos a partir de pequenas variagdes nos diferentes parametros das
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condi¢cBes cromatograficas, indicando que o tempo de retencao, o fator de assimetria
e resolucdo foram os parametros de adequacdo que apresentaram as maiores
alteracdes. Na avaliacdo dos efeitos dos fatores, a coluna cromatogréfica e a
concentracdo da fase moével apresentaram os efeitos mais significativos.

Os procedimentos analiticos para determinacdo de citrato e fosfato por
cromatografia ibnica, avaliados neste trabalho, apresentaram desempenho dentro
das especificagBes preconizadas para os parametros da validacdo de métodos
analiticos. Desta forma, os resultados encontrados no estudo de validac&o indicaram
gue o método é confiavel e reprodutivel de forma a reduzir o risco a saude.

Portanto, o estudo contribui para novos avangos no controle do produto e
para a revisdo da legislacdo vigente, ressaltando a importancia da validagéao
analitica para assegurar a qualidade de bolsas de sangue, mas também de produtos
de ambito sanitario, principalmente, disponibilizados pelo Ministério da Saude.
Ainda, denota a importancia do INCQS na regulacdo deste, colaborando para as
atividades de controle da qualidade de bolsa de sangue utilizando metodologia
analitica segura e reprodutivel, evidenciando a importancia do componente
laboratorial dentro do SNVS.
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6 PERSPECTIVAS

Sugerir a implementacdo do novo método nas analises prévias de bolsas de
sangue integrantes de programa do Ministério da Saude / Anvisa com alteracdo de

parametro legislativo.
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ANEXO B - PLANILHA DE LINEARIDADE DO FOSFATO DIACIDO DE SODIO
MONOHIDRATADO
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k] myfml liraa [Teste de Jack-Knife para avaliagiio de walores cxtremos]
1 0 000301 0,031 0= dados da tabela marcados em vermelho Foram avaliados e retirados
0z 0,0030:3 0,031 do
03 0,003203 0,030 conjunto de dados por se tratarem de walores extremos [outliers). Estes
2 04 000503 0,069 dados ndo serdo considerados na avaliagio das premissas.
05 0,00607 0,070
06 000608 0,068 Curva Analitica Final
3 07 0,003904 0107 0zs
I 0,00310 0,107
i 0,000 0,104 "
4 10 001205 0,150 y 215
1 001214 0,149 - o
12 0,021 0,144 a
3 13 001508 0,190 = p———eyrey —
14 0,517 0,123 o T T T 1
5 0,056 018z [ 0005 o oS oo
Cancantragim (myfmL])
Grafico de Residuos
o
0uo0s |
. - . 8 o o 2 2
Hormalidade drn-s Residuos o005 4 [e] o ) a
[Teste de Ryan-Joiner)
- Fieg 0,33 o o 0O0E 0004 OO06  0O0E o0 DOME Q0dd OUOE
Ficrik [ = 0,08 0,94 Cancentragin (mafml)
Antocorrelagio dos Residwos
[Teste de Durbin-'w'at=zan] Estatisticas da Regressio Limear [Modelo: ¥ = 3 « bX])
d [alculado) 220 Coeficiente Sngular [b]]  1,29E-01 Coeficiente Linear [a]: | -9.62E-03
dL [Limite Inferior] « = 0,05 1,08 T 0,9388 R 03977
dU [Limite Superior] « = 0,05 136 M 15 Graus de Liberdade 13
Homogeneidade da ¥aridncia dos Residuos  Limites de Detecgio ¢ Buastificacio (LD « L@)
[Teste de Brown-Forsythe] | Limite de Detecgio | 663E-04 [ Limite de Quantificagio | 168E-03 |
‘Waridncia Combinada 3.89E-06
b calculado -132E-00 ANOYA da Regressio « Teste de Desvio de Linearidade [Falta de Aj
bataaa o = 0,05) 2,J6E+00 | fonte [F 8 Eo ARG F A
p 2,10E-0 SO EEES 1 4.BIE-02 46E-02 [ BA3E+O3 1. 7EE-15
FESA TS 13 108E-04 | 834E-06
Recumo da Avaliagio Aibasre 3 344E-05 1,15E-05 1,66E 00 2E2E-01
Homogeneidade de wariinecia ST T 0 T A40E-05 7 40E-06
Hi Homocedasticidade e tokal 14 4 B2E-02
Fiegressio e Teste de Deswio de Linearidade 8
A regressac @ significativa g (ReEr Observagies
MEo hi desvio de Linearidade g R
Autocorrelagio dos Residuos [= = 0,05]
Mao hi autocorrelagio A
Teste de Mormalidade [« = 0,05]
Segue a Mormal g o
Fesponsavel: Data:_ f § Werificado por; Data:_ 0
Ayl ACAD DE LINEARIDADE DE CURNYAS AMALITICA, | Fag.: 11 |




