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RESUMO

As bolsas de sangue sao produtos destinados a coletar, identificar, armazenar,
fracionar e transferir o sangue de forma eficiente e segura. Existem muitos tipos de
bolsas de sangue e para manter a qualidade do sangue sao utilizadas solucbes
anticoagulantes e/ou preservadoras. Esse produto esta classificado pela RDC
185/2001 da ANVISA como um produto de Risco Il e o regulamento técnico utilizado
para seu registro é a Portaria SVS n° 950/1998. O Instituto Nacional de Controle da
Qualidade em Saude é responsavel pelas analises prévias ao registro e controle
desse produto sendo utilizadas, para esta finalidade, metodologias de controle fisico,
fisico-quimicos e bioldégico do produto. O objetivo deste estudo foi comprovar a
criticidade do produto realizando uma revisdo bibliografica das metodologias
preconizadas para o controle de qualidade fisico-quimico das solucbes
anticoagulante e/ou preservadora de bolsas de sangue. O histérico do controle de
qualidade do produto foi obtido pela analise retrospectiva do produto no periodo de
1999 a 2008 onde foi possivel verificar que o0s ensaios fisico-quimicos apresentaram
maior incidéncia de insatisfatoriedades. A revisdo bibliografica foi baseada na
comparacao do controle realizado no INCQS e do controle recomendado pelo
regulamento técnico vigente e pelos compéndios oficiais — Farmacopéia Européia,
Farmacopéia Americana, Farmacopéia Brasileira e Farmacopéia Japonesa. Na
primeira etapa foram apresentados os ensaios de controle fisico, fisico-quimico e
bioldgico do produto, na segunda etapa foram descritas as metodologias e técnicas
recomendadas para os ensaios fisico-quimicos das solu¢des anticoagulante e/ou
preservadora e na terceira etapa foi sugerida uma proposta elaborada pelo LBAIS
para alteracdo da legislacéo vigente que considera o estudo preliminar do parametro
de linearidade das metodologias desenvolvidas. O estudo justificou a investigacao e
a analise do impacto dos resultados no Programa de Bolsa de Sangue sendo
sugeridas novas etapas para a avaliacdo das metodologias recomendadas no
controle de qualidade fisico-quimico da solucdo anticoagulante e/ou preservadora
das bolsas de sangue e ainda, documento institucional para ser encaminhado a
ANVISA como sugestdo técnica para novo regulamento técnico de bolsas plasticas
de sangue.

Palavras-chave: Bolsa de sangue, Vigilancia Sanitaria, Compéndios oficiais,

Controle fisico-quimico, Linearidade



ABSTRACT

Plastic containers for human blood are products to collect, identify, store,
transfer and fractionate the blood efficiently and safely. There are many types of
plastic containers for human blood and to maintain the quality of the blood
anticoagulant and / or preservative solutions are used. The RDC 185/2001 ANVISA
classifies this product, as a product of Risk and Regulation Il coach used for the
record is the law n°. 950/1998. The National Institute for Health Quality Control is
responsible for analyzing pre-registration and approval of the product being used for
this purpose, methods of physical control, physical-chemical and biological product.
The objective of this study was to test the criticality of the product by performing a
literature review of the methods recommended for the control of the physical-
chemical solutions anticoagulant and / or preserving the plastic containers for human
blood. The history of quality control has been obtained by retrospective analysis of
the product in the period 1999 to 2008 where it was possible that the physical-
chemical tests showed a higher incidence of unsatisfactoriness. The literature review
was based on comparison of the control carried out INCQS and the control
recommended by the technical regulations in force and the official compendium -
European Pharmacopoeia, United States Pharmacopeia, the Brazilian
Pharmacopoeia and Japanese. In the first stage were presented tests of physical
control, physical-chemical and biological product in the second stage, we described
the methods and techniques recommended for testing physical and chemical
solutions anticoagulant and / or preserving and third stage was proposed prepared
by LBAIS to change legislation, which considers the study's primary measure of
linearity of the proposed methodologies. The study justified the investigation and
analysis of the impact of results on the Plastic Containers for Human Blood Program
and suggested further stages to evaluate the methods recommended to control the
physical-chemical units of blood and, institutional document referred to as a
suggestion to ANVISA new technique for technical regulation of plastic containers for

human blood.

Keywords: plastic containers, Surveillance, official compendium, physical-chemical

control, Linearity
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1 - INTRODUCAO

1.1- Bolsas para armazenagem de sangue e o0 process 0 de transfusao

1.1.1 - Histdrico

O sangue é composto por células: hemacias (globulos vermelhos), leucécitos
(glébulos brancos) e plaquetas, todas suspensas no plasma. Sua producé&o ocorre
na medula 6ssea e apresenta a funcéo de transportar oxigénio aos tecidos, controlar
infeccBes do organismo e ajudar no controle de sangramento. (FUNDACAO PRO-
SANGUE, 2009a).

A transfus@o sanguinea apresenta indicacdo para o tratamento de anemias
graves, reposicdo do volume sanguineo, restauracdo da capacidade de transporte
de oxigénio aos tecidos e suplementacdo de hemocomponentes (O’'ROURKE, 1983;
CHIARAMONTE, 2004; KRISTENSEN e FELDMAN, 1997; ROZANSKI e
LAFORCADE, 2004; LUCAS et al. 2004; apud COSTA JUNIOR, 2006). Por esta
finalidade pode ser considerada uma forma de transplante correspondendo a um
tecido transportado para outro individuo (NUSBACHER, 1994; KRISTENSEN e
FELDMAN, 1997; ROZANSKI e LAFORCADE, 2004 apud COSTA JUNIOR, 2006).

A primeira transfusdo sanguinea apresenta-se historicamente descrita no
século XV onde o tecido sanguineo de dois jovens foi retirado e infudido em um
religioso. Procedimento este ausente de sucesso pois acarretou no falecimento dos
jovens e do religioso (KRISTENSEN e FELDMAN, 1997; SCHMIDT e LEACOCK,
2002 apud COSTA JUNIOR, 2006).

A circulacdo sanguinea foi inicialmente descrita por William Harvey e permitiu
o desenvolvimento de novos estudos para a pratica transfusional. Neste periodo
foram iniciadas transferéncia do sangue em animais como cachorro, bezerro e
ovelha. Esta pratica foi proibida pela igreja embora demonstrasse um avanco
claramente identificado (VICENTE, 2002).

No século XVIII foram relatados alguns avancos por Pontick e Landois, que
obtiveram resultados positivos realizando transfusées homoélogas® (FUNDACAO
PRO-SANGUE, 2009b).

! Transfusdo homéloga: Transfusdo entre doadores de mesma espécie.

17



Somente no século XIX devida a preocupacdo com as severas hemorragias
pds-parto foram reiniciados estudos da pratica transfusional de forma satisfatoria.
Nesses estudos foi possivel concluir que o ideal seria transfundir sangue de
humanos para humanos para reduzir casos de reacdes severas, contra-indicando a
transfusdo de sangue de animais. O préoximo desafio da época passou a ser a
necessidade de se evitar a coagulacdo do sangue e para esta finalidade foram
surgindo os primeiros estudos sobre anticoagulantes (VICENTE, 2002).

Ainda segundo Vicente (2002), novas descobertas tecnoldgicas continuaram
no século XX onde os primeiros bancos de sangue apareceram nos Estados Unidos
no por volta da década de 30 com o armazenamento do sangue pelo periodo de até
21 dias em frascos reutilizaveis. Esta forma de coleta apresentava grande risco de
contaminacdo por corresponder a um sistema aberto. O aperfeicoamento das
técnicas transfusionais procedeu-se durante as duas guerras e ap0s a 22 Guerra
Mundial iniciou-se o0 uso de bolsas plasticas para substituir os frascos de vidro
usados na coleta, o que permitiu a reducao do risco de contaminacao pelo sistema
fechado de coleta. Neste momento, surgiram também as centrifugas destinadas ao
fracionamento do sangue e obtencdo dos hemocomponentes (células vermelhas,
plasma, plaquetas, crio-precipitado® e albumina). Entretanto, o grande
aperfeicoamento veio na década de 80, com o acréscimo de bolsas satélites, o que

permitiu um fracionamento do sangue mais seguro.

1.1.2 - Identificac&o dos tipos e caracteristicas d e bolsas de sangue

Conforme descricdo da norma brasileira NBR ISO 3826-1/2003, o produto
bolsa de sangue consiste em bolsas plasticas estanques e estéreis, completas com
tubo de coleta, tubos de saida e agulha para coleta, armazenamento,
processamento, transporte, separagdo e administragdo de sangue e seus
componentes. Podem conter solu¢cdes anticoagulantes e/ou preservadoras e 0s
tubos de transferéncia e recipientes associados, dependendo da aplicagéo.
Apresenta como finalidade:

e Manter a qualidade do sangue e seus componentes;

“Crio-precipitado: Precipitado constituido de proteinas plasmaticas (fator VIII, fator V e fibrinogénio)
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» Permitir coleta, identificacdo, armazenamento, fracionamento e transfusdo de
sangue eficiente e segura;

e Possibilitar compatibilidade funcional com o0s equipos para transfusdo de
sangue;

» Fornecer resisténcia a ruptura e deterioragéo.

hertura Tubo de Coleta
Tubo de Transferéncia com  Tybos de saida Comprimento
Membrana de Selagem & O

comprimenta min 200 mm

_\_‘_‘_‘—~—\_
//_Abertura
Protetores

Digmetro interno 2,7
! | -

Ezpessura da parede 0.5
HTITI

— Lo
= = Area oo Rdtulo
Capa Protetara
vy - Agulba para coleta
. = S / de sangue

2

berturs

Figura 1 : Representacao esquematica de bolsa de sangue.
(Adaptado de BRASIL,1998)

A figura 1 demonstra os principais componentes da bolsa de sangue e nas
condicbes ideais para uso, sao transparentes, incolores, flexiveis, estéreis,
apirogénicas, isentas de toxicidade, resistentes e compativeis com o conteido sob
condi¢cdes normais de estocagem. Apresentam estabilidade biolégica, quimica e
fisica em relacdo ao seu contetado durante o periodo de validade, ndo permitindo a
entrada de microorganismos nem a liberacdo de qualquer substancia acima dos
limites especificados para a solucdo anticoagulante e/ou preservadora, sangue ou
componentes (BRASIL,1998).

Logo, a viabilidade do sangue estocado apresenta-se dependente da técnica
da coleta, do anticoagulante, da temperatura de conservacdo, dos parametros

bioquimicos e da frequéncia de homogeneizacdo durante o0 armazenamento
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(WILLER e RIEDESEL, 1985; AUTHEMENT et al.,, 1986; LOPES et al., 1995;
HOGMAN et al., 2002, apud COSTA JUNIOR, 2006).

A principal caracteristica da bolsa de sangue consiste no tipo de solucéo
anticoagulante e/ou preservadora que apresentam. Os tipos de solucdes
anticoagulante e/ou preservadora diferem nos componentes que possuem € no
tempo de conservacao do sangue. Na tabela 1 estdo descritos os tipos de solucdes

anticoagulante e/ou preservadora que existem:

Tabela 1: Composicéo e teor dos tipos de solu¢ao anticoagulante e/ou preservadora

Tipo de Componente Teor (g/L)
Solucéo
acido citrico anidro SOl A:6,93 - 7,66
Sol B: 4,18 — 4,62
~ . e Sol A: 20,59 — 22,75
Solucédo ACD | citrato de sédio diidratado Sol B: 12.37 — 13.67
glicose monoidratada Sol A: 23,28 - 25,73
Sol B: 13,96 — 15,44
citrato de sédio diidratado 24,98 — 27,61
acido citrico anidro 2,85-3,15
Soluc¢do CPD fosfato didcido de sédio monoidratado | 2,11 — 2,33
glicose monoidratada 24,22 — 26,77
sodio 6,21 — 6,86
citrato de sédio diidratado 24,98 - 27,61
acido citrico anidro 2,85 - 3,15
Solucio CPDA fosfato diacido de s6dio monoidratado | 2,11 - 2,33
glicose monoidratada 30,30 - 33,50
adenina 0,247 - 0,303
sodio 6,21 - 6,86
adenina Sol A: 0,161 - 0,177
Sol B: 0,256 — 0,283
glicose monoidratada Sol A:8,55 9,45
Solucio SAG-M Sol B: 20,90 — 23,10
manitol Sol A: 4,99 -5,51
Sol B: 7,12 — 7,87
cloreto de sédio Sol A: 8,33 — 9,20
Sol B: 8,55 -9,45

(Adaptado de BRASIL,1998)

Conforme descrito na Farmacopéia Americana (WHOLE, 2009), o sangue e
seus componentes podem ser utilizados logo apds a coleta ou num periodo de até

42 dias se conservado a temperatura de 1 a 6 °C no tipo de solucdo anticoagulante
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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 solucao interfere diretamente no tempo de armazenagem do
sangue, seus componentes apresentam finalidades distintas e em conjunto
possibilitam sua conservagdo. Por exemplo, o citrato, o fosfato e o manitol
contribuem para a estabilizacdo da membrana celular mantendo o controle do pH, o
citrato ainda atua na anticoagulacéo e a glicose fornece energia, contribuindo para a
manutencg&o dos niveis de ATP (COSTA JUNIOR, 2006).

A tabela 2 descreve o tempo maximo de armazenamento permitido pela

solucéo anticoagulante e/ou preservadora:

Tabela 2: Tempo maximo e armazenamento do sangue nos diferentes tipos de
solugdes anticoagulante e/ou preservadora

Tipo de solugao Tempo de armazenamento
Solucdo ACD até 21 dias
Solucéo CPD até 21 dias
Solucdo CPDA até 35 dias
Solucdo SAG-M1 até 42 dias
Solugdo SAG-M2 até 42 dias

(Adaptado de BRASIL, 1998)

1.2 - Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria

1.2.1 - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e  parcerias dentro do SNVS

Na Constituicdo Federal, a Vigilancia Sanitaria apresenta-se definida nos
artigos 196 e 200 como obrigacdo do Estado, ndo pairando duvidas sobre a posicao
que desfruta o conjunto de a¢des desse campo como componente do conceito atual
de saude. A Constituicdo reconheceu a saude como direito fundamental do ser
humano e vinculou sua obtencéo as politicas sociais e econémicas para reducéo do
risco de agravos e ao acesso as acgbes e servigcos destinados, ndo s6, a sua

recuperagdo, mas também, a sua promocao e protecdo (COSTA, 2003).
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Neste contexto, o sistema de vigilancia sanitaria surge para assegurar aos
cidaddos a disponibilidade de insumos e produtos de salude que cumpram requisitos
de garantia de qualidade e apresenta-se baseado no controle do registro dos
produtos comercializados, da verificacdo do cumprimento de Boas Praticas de
Fabricacéo, do controle da qualidade de insumos e produtos e do monitoramento
pos-comercial (INCQS, 1998).

A ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — teve sua criacao
estabelecida pela Lei n°® 9.782, de 26 de janeiro de 1999 e é definida como uma
autarquia sob regime especial, ou seja, uma agéncia reguladora caracterizada pela
independéncia administrativa, estabilidade de seus dirigentes durante o periodo de
mandato e autonomia financeira. Apresenta como finalidade promover a protecédo da
saude da populacdo por intermédio do controle sanitario da producdo e da
comercializacdo de produtos e servicos submetidos a vigilancia sanitéria, inclusive
dos ambientes, dos processos, dos insumos e das tecnologias a eles relacionados.
Além disso, a agéncia atua junto ao Ministério das Relacbes Exteriores e instituicoes
estrangeiras exercendo o controle de portos, aeroportos e fronteiras nos assuntos

relacionados a vigilancia sanitaria (ANVISA, 2009a).

1.2.2 - Laboratoérios Oficiais e ANVISA

As anadlises realizadas em produtos com finalidade sanitaria devem ser
realizadas em laboratérios oficiais, exigem para isto metodologias adequadas para o
desenvolvimento cientifico e tecnolégico do seu campo de acgdo. O laboratério
integra, portanto, a estrutura da Vigilancia Sanitaria e na sua auséncia nao existira
acao consistente, especialmente para o controle sanitario de produtos (COSTA,
2003).

Séo laboratorios oficiais, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) e os Laboratérios Centrais de Saude Publica dos Estados (LACEN)
aptos pela Lei n° 6437 (BRASIL, 1977) a realizarem analises de ambito fiscal e
também analises prévias, segundo legislacdo especifica.

No caso do produto bolsa de sangue apenas o INCQS esta autorizado a
realizar analises com a finalidade de registro ou revalidacdo de registro (ANVISA,
2009b).
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1.2.3. - Instituto Nacional de Controle de Qualidad e em Saude

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) € o
laboratorio central de referéncia no pais, apresenta-se tecnicamente vinculado a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e, administrativamente, a estrutura da
Fundacdo Oswaldo Cruz. Seu papel € fornecer padrdes de referéncia e métodos de
analise de produtos, bem como procedimentos amostrais para servir de parametro
aos demais laboratorios oficiais que integram a rede laboratorial de apoio as acdes
de Vigilancia Sanitaria (COSTA, 2003).

Apresenta a missdo de “contribuir para a promoc¢ao e recuperagéo da saude e
prevencdo de doencas, atuando como referéncia para as questbes cientificas e
tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade de produtos, ambientes e servigos
vinculados a Vigilancia Sanitaria” (INCQS, 2009a).

Apresenta uma estrutura composta de 28 setores laboratoriais distribuidos em
quatro departamentos técnicos, de acordo com a area de conhecimento:
Farmacologia e Toxicologia (DFT), Imunologia (DI), Microbiologia (DM) e Quimica
(DQ). Além do servico de experimentacdo animal, producdo de materiais quimicos e
biolégicos de referéncia, andlise de Organismos Geneticamente Modificados (OGM),
biblioteca, setor de informéatica, sala de treinamento, auditorio, area de lazer, salas
para cursos de pos-graduacao, oficinas de manutencdo elétrica, mecanica e
construcdo de dispositivos, marcenaria, laboratério de metrologia/calibracao,
almoxarifado, central de esterilizagdo, setor de recebimento e armazenamento de
amostras, departamentos e setores administrativos, gerenciais e educacionais.
(INCQS, 2009b).

Conforme mencionado anteriormente no item 1.2.2 deste estudo, o INCQS
consiste no Unico instituto a realizar analises em bolsas de sangue para fins de
controle sanitario. Devido sua complexidade, as analises envolvem o0s
departamentos de farmacologia e toxicologia, microbiologia e quimica, estando
neste ultimo centralizado o maior nimero de analises. No Departamento de
Quimica, essas andlises sdo responsabilidade do Laboratorio de Artigos e Insumos
para Saude (LBAIS).

Para o controle das amostras é utilizado como programa gerencial o Sistema
de Gerenciamento de Amostras — SGA. Esta ferramenta é utilizada pelo INCQS,

desde 1999, para o controle da qualidade de produtos sujeitos a vigilancia sanitaria
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e apresenta como principal finalidade informatizac¢éo do fluxo operacional de analise.
Este programa engloba todo percurso pelo qual a amostra deve seguir desde sua
entrada até a liberacdo do laudo de analise, que no caso de bolsa de sangue é
realizado sob a coordenacdo do Grupo Técnico de Artigos e Insumos de Saude (GT-
AIS) permitindo o perfeito acompanhamento do processo, visualizacdo dos dados
cadastrais e demais relatorios gerenciais (INCQS, 2009c).

1.3 - Controle da Qualidade de Bolsas de Sangue

1.3.1 - Programa de Bolsa de Sangue do Ministériod a Saude

Conforme descrito pela Fundacdo Pré-Sangue/Hemocentro de S&o Paulo,
gue consiste no maior banco de sangue da América Latina, em média, sédo coletadas
200.000 bolsas de sangue ao ano e este quantitativo corresponde a cerca de 50%
do fornecimento de sangue utilizado pela populacao da cidade de Sédo Paulo que em
2002 ja possuiam em torno de 18 milhdes de habitantes (SALLE, 2003). Esta
demanda reflete a importancia do controle de qualidade das bolsas de sangue.

As bolsas de sangue fazem parte do grupo de produtos classificado como
produtos para saude, anteriormente descrita como correlato e que correspondem
aos produtos que ndo se enquadram nas definicdes de insumo farmacéutico,
medicamento ou droga. Devido a sua complexidade sdo, em grande parte,
importadas, havendo pequena participagdo, ainda em fase crescente, da industria
nacional (ANVISA, 2009c).

Sendo, considerada um produto de risco Il segundo a RDC 185/2001, este se
apresenta sob controle direto do Ministério da Saude (MS).

O produto bolsa de sangue é gerenciado quanto aos ensaios estabelecidos
pelo Grupo Técnico de Artigos e Insumos de Saude (GT-AIS). Este grupo avalia as
demandas dos programas do Ministério da Saude e da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e ainda, direciona as analises fiscais de acordo com a
dendncia. Nesta funcéo é responsavel por coordenar analises prévias, orientacdes
técnicas para aquisicdo de produtos nos processos licitatérios do MS, além de
programas de monitoramento dos mesmos (INCQS, 2009d). O controle deste

produto envolve os departamentos de Farmacologia e Toxicologia (DFT), de

24



Microbiologia (DM) e de Quimica (DQ) do INCQS estando submetido a legislagéo
vigente — Portaria n°® 950 de 26 de novembro de 1998 da ANVISA. (BRASIL, 1998).

1.3.2 - Legislacado Sanitaria para Bolsas de Sangue

O controle de qualidade das bolsas de sangue segue os parametros descritos
na legislacéo vigente - Portaria n°® 950/1998. Este consiste no principal instrumento
legal de controle da qualidade das bolsas de sangue e esta relacionado com o0s

principais compéndios oficiais e as normas técnicas internacionais.

Esta legislagdo preconiza uma avaliagao inicial de aspectos gerais pela
verificacdo de parametros de transparéncia, flexibilidade, resisténcia,
compatibilidade com o conteddo sob condi¢cdes normais de estocagem, dimenséao,
embalagem e rotulagem. Além da verificacdo de tubos de coleta, agulha para coleta

e tubos de saida.

A avaliacdo dos aspectos especificos € recomendada por ensaios fisicos,
biologicos e fisico-quimicos (BRASIL, 1998). Esses ensaios apresentam-se

relacionados nas tabelas 3, 4 e 5 de acordo com os tipos de ensaios envolvidos.

Tabela 3: Ensaios fisicos preconizados na Portaria n® 950/1998

Ensaios Fisicos

Esvaziamento sob pressao Permeabilidade ao vapor d’agua
Tracao nos tubos Resisténcia e deformacéo a vazamento
Fixacdo de agulha Alca de suspenséao

Permanéncia do rotulo Estabilidade térmica

Velocidade de coleta Volume de conteudo

Transparéncia Absorvancia

pH

(Adaptado de BRASIL, 1998)
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Tabela 4: Ensaios fisico-quimicos preconizados na Portaria n® 950/1998

Ensaios Fisico-quimicos

Teor de fosfato diacido de sddio Teor de cloreto

Teor de glicose, frutose e manitol Acidez/alcalinidade

Teor de citrato de sddio Residuo por evaporacao

Teor de sodio total Absorcéo do extrato (UV)

Teor de adenina Di (2- etil- hexil) ftalato extraivel
Teor de acido citrico Teor de 5 - Hidroximetilfurfural)
Matéria oxidavel Teor de amobnia

(Adaptado de BRASIL, 1998)

Tabela 5: Ensaios biolégicos preconizados na Portaria n°® 950/1998

Ensaios Biologicos

Citotoxicidade Pirogénio / Endotoxinas bacterianas
Toxicidade sistémica aguda Hemolise
Esterilidade

(Adaptado de BRASIL, 1998)

1.3.3 - Analise de Bolsas de Sangue

As analises de controle de qualidade sdo procedimentos ou ensaios
realizados para a verificacdo da conformidade do produto em relag&o a informagdes
declaradas. No Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, as analises contribuem
para a avaliacdo da qualidade de insumos, produtos, ambientes ou mesmo servicos
sujeitos a vigilancia sanitaria (INCQS, 2009e).

A legislagdo estabelece algumas modalidades de analise descritas
conceitualmente pela Lei n°® 6437 (BRASIL, 1977) e pelo Decreto n® 3.961 (BRASIL,
2001) e definidas como:

* Analise Prévia - analise “efetuada em determinados produtos sob o regime de
vigilancia sanitaria, a fim de ser verificado se podem eles ser objeto de
registro” (Decreto n°® 3.961, art.3.°, inciso XXXIII);

* Analise de Controle - analise “efetuada em amostras de produtos sob regime
de vigilancia sanitaria, ap0s sua entrega ao consumo, e destinada a
comprovar a conformidade do produto com a féormula que deu origem ao
registro” (Decreto n°® 3.961, art.3.°, inciso XXXIV);
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* Analise Fiscal - andlise “efetuada em amostras de produtos submetidos ao
sistema de vigilancia sanitaria, em carater de rotina, para apuracdo de
infracdo ou verificagdo de ocorréncia de desvio quanto a qualidade,
seguranca e eficacia dos produtos e matérias-primas” (Decreto n° 3.961, art
3.9, inciso XXXV);

» Andlise de Contraprova ou Pericia de Contraprova - analise efetuada em
amostras de produtos sob regime de vigilancia sanitaria, quando ocorrer
discordancia do resultado condenatoério da analise fiscal (Lei n°® 6.437, art . 27
§ 4°);

E ainda também, preconizadas apenas pelo INCQS, as modalidades de
analises de orientacdo, especial e estudo colaborativo. A analise de orientacéo
apresenta-se relacionada com programas nacionais e/ou regionais de saude e com
o Poder Judiciario, a analise especial para atendimento a programas de pesquisa,
desenvolvimento de metodologias analiticas, materiais de referéncia e o estudo
colaborativo relacionado com validacbes interlaboratoriais de metodologias
analiticas para proficiéncia (INCQS, 2009f).

Conforme descrito no manual de coleta (INCQS, 1998), a andlise prévia
apresenta-se como imprescindivel para a avaliacdo dos produtos mesmo que a
legislacdo sanitaria apresente auséncia de consideracdes explicitas. A relevancia
técnico-cientifica desta modalidade de analise pode ser justificada pelas
consideracgoes:

e Comprovacdo das condi¢cdes sanitarias indispensaveis para utilizacdo do
produto no processo de registro acompanhado de laudo laboratorial,

» Verificacdo da eficacia da metodologia analitica adotada no caso de
divergéncia com a metodologia oficial,

e Solicitacdo de amostra para analise ou experimentacdo, por razdes

cientificas, de acordo com a avaliacdo do analista do processo de registro; e

* Funcionalidade de padrao de referéncia na auséncia de produto de referéncia
aplicavel a andlise do produto apés aprovacao de registro.

A Resolucao da Diretoria Colegiada RDC n° 185/2001 refere-se ao produto
bolsa de sangue submetendo a analise prévia para posterior participagcdo nos
programas do MS. Na ANVISA, existem registros de apenas 11 fabricantes de
bolsas de sangue.
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1.3.4 - Garantia da Qualidade

1.3.4.1 - Sistema de Gestao da Qualidade

O INCQS apresenta seu Sistema de Gestdo da Qualidade implementado sob
as diretrizes da norma da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas ABNT NBR
ISO/IEC 17025. Desde 2004 participa de processos de acreditacdo de ensaios
microbioldgicos, toxicoldgicos, farmacoldgicos e quimicos coordenados pelo Inmetro
— Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagcdo e Qualidade Industrial (INCQS,
20099).

A norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 apresenta como finalidade fornecer ao
laboratorio subsidios para a elaboracdo de um programa da qualidade que
demonstre sua competéncia técnica na producéo de resultados. Contempla as fases
gue compreendem desde amostragem até o desenvolvimento de metodologias
conferindo ao laboratério a responsabilidade da execucdo de atividades que
atendam os requisitos da norma e satisfacam a necessidade dos clientes, das
autoridades regulamentadoras ou das organiza¢des que fornecem reconhecimento.

De acordo com este sistema da qualidade, o laboratério segue uma série de
procedimentos necessarios para assegurar a qualidade dos ensaios, dentre 0s quais
podemos citar:

* Qualificacao de seus profissionais para a realizagédo das atividades;

» Controle das condi¢cdes ambientais de forma a nédo interferirem nos resultados
obtidos,

* Materiais, padrbes de referéncia e equipamentos necessarios para a
realizagéo das atividades;

» Disponibilidade da documentacdo necessaria para a comprovacao da

eficiéncia analitica, e

» Rastreabilidade e uniformidade de resultados na forma de laudos analiticos
padronizados.

Sendo, a bolsa de sangue, um produto analisado no INCQS, este se
apresenta como parte integrante do programa da Garantia da Qualidade na busca
de resultados confiaveis (ABNT, 2005).
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1.3.4.2 - Desenvolvimento e adaptagcéo de metodologi  as

A obtencdo de medicBes analiticas com qualidade garantida atraves da
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade estdo sendo cada vez mais
reconhecidas e exigidas. Este fato é justificado por dados analiticos ndo confiaveis
poderem conduzir a possiveis decisdes desastrosas e prejuizos financeiros
irreparaveis (RIBANI, 2004).

Na quimica analitica, muitos estudos estdo sendo desenvolvidos baseados
nas técnicas de cromatografia gasosa, cromatografia liqguida de alta eficiéncia e
eletroforese capilar para analises quantitativas e qualitativas (RIBANI, 2004).

Nesta finalidade, a metodologia utilizada deve apresentar dados de qualidade
aceitaveis e resultados analiticos confiaveis. Para isto, o0 equipamento, o
procedimento analitico, os padr6es e as amostras devem ser verificados antes e
durante a analise (AGUIAR, 2006).

De acordo com a Farmacopéia Americana, a verificagdo da conformidade do
meétodo e do equipamento é denominada de “System Suitability” e consiste nhuma
sequéncia de testes para verificagdo da resolugéo e reprodutibilidade do sistema
cromatografico na realizacdo da andlise (SYSTEM, 2009). A tabela 6 demonstra os
parametros de conformidade desejaveis para o sistema cromatografico (RIBANI,
2004).

Tabela 6: Parametros de conformidade do sistema:

Parametro Recomendacao
Fator de retencéao (k) k>2
Repetibilidade (RSD) RSD<2% para n>5
Resolucao (Rs) Rs>2

Fator de alargamento (TF) | TF<ou=2

Numero de pratos da | N>2000

coluna (N)
(Adaptado de RIBANI, 2004)

Considerando que, durante o tempo de utilizacdo da metodologia pode ser
necessario, a realizacao de ajustes, estes podem acumular efeitos no desempenho

do sistema e podem exigir revalidacao da metodologia (SYSTEM, 2009).
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Um estudo minucioso das alteragbes promovidas na metodologia deve ser
realizado para que permita que o efeito de pequenas alteracdes possa ser analisado
no parametro de robustez da validacdo analitica e apenas o caso de grandes

variacOes sejam realizadas revalidacbes (RIBANI, 2004).

1.3.4.3.- Pardmetro estatistico de avaliagdo de met odologias

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

Segundo o INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial, a linearidade consiste em um dos parametros de validacéo.
Este parametro corresponde a capacidade do método em obter resultados
diretamente proporcionais a concentracado do analito na faixa analitica especificada.
Pode ser obtido pelo grafico dos ensaios em fung¢édo da concentragdo do analito ou
calculado a partir da equagédo da regressao linear. Este ultimo utilizado em maior
frequéncia permite obter coeficiente de correlacéo linear (r) que indica se a reta pode
ser considerada um modelo matematico e os coeficientes de regressao (a) e (b)
(INMETRO, 2007).

Na avaliacdo da qualidade da curva realizada pelo coeficiente de correlagao
linear sdo verificadas abordagens diferenciadas pela Anvisa em 2003 e pelo Inmetro

em 2007 conforme descrito na tabela 7.

Tabela 7: Avaliacao satisfatoria da linearidade

Parametro ANVISA (2003) | INMETRO (2007)
Coeficiente de correlacédo linear 0,99 0,90
Numero de niveis utilizado 5 7 (minimo)

(Adaptado de RIBANI, 2004)

O método proposto por Souza & Junqueira (2005) para avaliacdo da

linearidade consiste em uma série de testes que avaliam a resposta da metodologia.
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Esta avaliacdo € iniciada pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) e
permite obter, além da regressao linear, as informacdes descritas no APENDICE B:

» Verificagdo da homocedasticidade;

» Significancia da regressao e o desvio de linearidade;

» Verificagdo da normalidade dos residuos;

» Autocorrelacdo dos residuos;

* Normalidade dos residuos; e

* Limite de deteccéo e o limite de quantificagdo (AGUIAR, 2008).

Embora uma avaliacdo preliminar da metodologia pelo parametro de
linearidade indique suas caracteristicas de desempenho, estudos posteriores nos
demais parametros de validacdo devem ser realizados para uma completa avaliacédo
da eficiéncia da metodologia. Onde poderdo ser avaliados minuciosamente: a
especificidade e seletividade, a faixa linear de trabalho, a sensibilidade, o limite de
deteccéo, o limite de quantificacdo, a exatidao, a precisdo, a robustez e a incerteza
de medicdo (INMETRO, 2007).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Avaliar as metodologias preconizadas no controle de qualidade fisico-quimico
do INCQS das solucdes anticoagulante e/ou preservadora de bolsas de sangue.

2.2 - Objetivos Especificos

* Realizar um estudo retrospectivo através do levantamento das informacdes
disponiveis no SGA / INCQS de todos os produtos que apresentam bolsas
plasticas com a finalidade de coletar, identificar, armazenar, fracionar ou
transferir sangue e de todos os respectivos ensaios;

e Estabelecer um histérico das metodologias e justificar a relevancia deste
estudo para planejamentos cientificos através da avaliacdo dos resultados de
ensaios realizados em bolsas de sangue no periodo de 1999 a 2008 pelo INCQS;
» Analisar o perfil de insatisfatoriedade encontrado nos ensaios fisico-quimicos
para verificacdo da conformidade das solugbes anticoagulantes e/ou
preservadoras de bolsas de sangue;

» Descrever 0s ensaios preconizados por compéndios oficiais e pela legislacao
vigente para o controle de qualidade do produto comparando com 0s ensaios
realizados no LBAIS/INCQS;

* Comparar as metodologias preconizadas com as utilizadas especificamente,
para o controle de qualidade fisico-quimico; e

* Propor sistematica de desenvolvimento de metodologias e respectivas
validacbes de acordo com a andlise comparativa dos ensaios preconizados na

legislacdo vigente e em compéndios oficiais.
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3 - METODOLOGIA

A metodologia para realizacdo deste estudo foi dividida em duas partes. Na
primeira etapa foram avaliados os dados disponiveis no programa Instrumentos de
Saude do Sistema de Gerenciamento de Amostras (SGA) do INCQS no periodo de
1999 a 2008 de modo a obter o histérico do produto no Brasil. Na segunda etapa
procedeu-se a revisdo bibliografica das metodologias e técnicas envolvidas no
controle de qualidade do produto com avaliagdo comparativa das metodologias
utiizadas em desenvolvimento no LBAIS/INCQS frente as metodologias

recomendadas pela legislacao e pelos compéndios oficiais.

3.1 - Avaliacao retrospectiva dos dados disponiveis no SGA

3.1.1 - Universo de amostragem

A avaliacdo retrospectiva foi realizada utilizando os dados das amostras
analisadas no INCQS no programa Instrumentos de Saude disponiveis no SGA, no
periodo de 1999 a 2008.

A selecdo do universo de analise foi realizada em duas etapas. Na primeira
etapa obteve-se um grupo de amostras baseado nas consultas das informacdes
técnicas de cada produto para seu enquadramento nos tipos de bolsas de sangue
existentes. Na segunda etapa, esses dados foram avaliados por meio de sucessivos

filtros sendo excluidas as amostras consideradas ndo conclusivas.

3.1.2 - Tratamento dos dados

Para avaliacdo dos dados foram utilizadas diferentes variaveis buscando
descobrir a incidéncia quanto as insatisfatoriedades encaminhadas aos entes do
SNVS no laudo do INCQS.

Utilizou-se como variaveis analiticas:

» Demanda do produto no programa Instrumentos de Saude;
» Perfil analitico do produto;
* Avaliacéo final das amostras;
» Data da analise das amostras;
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» Tipos de bolsas de sangue analisadas;
* Modalidade de analise das amostras;
» Tipos de ensaios realizados;
» Avaliacdo de cada ensaio fisico-quimico realizado.
Os resultados obtidos foram descritos através de graficos com auxilio do

programa Microsoft Office Excel versédo 2007.

3.2 - Revisao bibliografica do controle da qualidad e preconizado para bolsas

de sangue

Na etapa inicial da revisdo bibliografica foram identificados todos os ensaios
preconizados para bolsas de sangue, incluindo os controles fisico, fisico-quimico e
bioldgico do produto. Na segunda etapa do estudo, foram focados os ensaios de
controle fisico-quimico da solucdo anticoagulante e/ou preservadora e na terceira
etapa apresentou-se a proposta de alteracdo da legislacédo vigente para os ensaios

fisico-quimicos com estudos de linearidade para as metodologias desenvolvidas.

3.2.1 - Ensaios analiticos preconizados para o cont  role da bolsa de sangue

Os ensaios analiticos preconizados para controle fisico, fisico-quimico e
bioldgico das bolsas de sangue foram apresentados na forma de tabela indicando os
ensaios realizados no LBAIS/INCQS e relacionando os ensaios preconizados pelos
compéndios oficiais. Adotou-se a nomenclatura de presente (P) e ausente (A) para
informar os ensaios recomendados ou realizados.

Posteriormente o LBAIS/INCQS e cada compéndio oficial foram avaliados

separadamente para descrever a abordagem realizada no produto.

3.2.2 - Metodologias preconizadas para controle fis ico-quimico da solugéo

anticoagulante e/ou preservadora

Apresentacdo dos ensaios de controle fisico-quimico da solugéo
anticoagulante e/ou preservadora foi realizada estabelecendo critérios comparativos
entre as metodologias preconizadas nos compéndios oficiais e avaliando os ensaios
e as técnicas envolvidas para cada ensaio separadamente.
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3.2.3 - Metodologias desenvolvidas sugeridas peloL  BAIS

As metodologias desenvolvidas pelo LBAIS para o controle de qualidade
fisico-quimico como atualizacdo da legislacéo vigente foram indicadas, assim como
as justificativas e conclusdes a respeito das alteracdes realizadas.
3.2.3.1 - Avaliacao estatistica preliminar dos ensa  ios

As metodologias foram avaliadas separadamente pelo tratamento dos dados

obtidos no ensaio baseado nos parametros estipulados pela planilha de avaliacido de

linearidade de curva analitica desenvolvida por Souza & Junqueira (2005).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Avaliacao retrospectiva dos dados disponiveis no SGA

Esta etapa inicial do estudo € imprescindivel para a verificacdo da relevancia
e do impacto de cada ensaio envolvido na avaliagdo deste produto de alta
complexidade e risco, conforme RDC n° 185/2001 da ANVISA. Os dados extraidos
do SGA no periodo de 1999 a 2008 revelaram o perfil de qualidade deste produto

assim como sua criticidade.

4.1.1 - Universo de amostragem

A selecao do universo de amostragem foi realizada conforme descrito no item
3.1.1. As informacfes técnicas sobre os produtos foram importantes para a sua
classificagdo como bolsa de sangue, isto devido alguns produtos ndo possuirem a
denominacdo bolsa de sangue, mas apresentarem bolsa plastica para coleta,
armazenamento, processamento, transporte, separacéo e administracdo de sangue
e seus componentes, um exemplo é o produto denominado kit de aférese.

O SGA apresentou um quantitativo de 1160 amostras cadastradas no
programa de Instrumentos de Saude, sendo 411 amostras correspondentes a bolsas
de sangue. A relacédo dos tipos de amostras de bolsa de sangue pertencentes ao
primeiro grupo apresenta-se descrita no APENDICE A.

Analisando a demanda do programa de Instrumentos de Saude, verificamos
que o numero de amostras de bolsas de sangue cadastradas, 411 amostras,
correspondeu a 35,4% da demanda total de produtos neste periodo, esta informacéo
apresenta-se descrita na figura 2 e demonstra a elevada importancia do controle
deste produto.
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Amostras do programaInstrumentos de Satide

35,4%
(411)

1Bnlsas de sangue

B 0utros produtos

Figura 2: Grafico do percentual de amostras de bolsas de sangue do programa
Instrumentos de Saude no periodo de 1999 a 2008.

Na segunda etapa, foram obtidas as informacdes de cadastro de analise
correspondente a 411 amostras de bolsas de sangue e para a sele¢cao do grupo de
amostras de trabalho foram excluidas as amostras canceladas, correlativos de
amostras e amostras com resultados ausentes ou ndo determinados segundo os
critérios:

e Amostras canceladas — amostras cadastradas no SGA, porém nao
distribuidas para analise;

* Correlativos de amostras — alteracbes de laudos finalizados das amostras
correspondentes n&do sendo considerado como novas amostras;

* Amostras com resultados ausentes ou nao determinados — amostras com
auséncia de avaliagao conclusiva.

Sendo assim, foram excluidas 23 amostras canceladas, 7 amostras de
correlativos e 6 amostras com resultados ausentes ou nao determinados e obteve-se

um grupo de amostras para trabalho correspondente a 375.

4.1.2 - Tratamento dos dados

A avaliacdo do produto no periodo de 1999 a 2008 foi realizada segundo a
analise de variaveis de forma a obter a descrigdo do historico do produto no pais.
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Conforme descrito no item 4.1.1 durante o periodo proposto 411 amostras
foram cadastradas no SGA. Desconsiderando as amostras correspondentes a
correlativos, obtivemos um quantitativo de 404 amostras cadastradas, entre as quais
375 amostras (92,8%) foram concluidas, 23 amostras (5,7%) foram canceladas e 6
amostras (1,5%) nao obtiveram avaliagdo conclusiva como descrito na figura 3. Esta
informacgao revela o grande envolvimento institucional na questdo de controle do
produto.

Cabe ressaltar que alguns dos motivos de cancelamento foram amostras

violadas ou quantidades insuficientes para analise.

Relagao de amostras

5,7%(23)
e

1,5%(6)
B Concluidas

B Canceladas

Resultados ausentes
ou indeterminados

92,8%
(375)

Figura 3: Grafico do percentual de amostras cadastradas de bolsas de sangue no
periodo de 1999 a 2008.

Realizando uma andlise geral da avaliagdo final das amostras no periodo de
estudo verificou-se que a insatisfatoriedade do produto correspondeu a 17,9%, ou
seja, 67 amostras do numero total de amostras analisadas conforme descrito na
figura 4. E importante destacar que cada amostra de bolsa de sangue pode ser
submetida a um quantitativo que varia de 5 a 16 ensaios e apenas uma

insatisfatoriedade compromete toda avaliacao.
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Avaliagao final das amostras
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Figura 4: Grafico do percentual da avaliacdo final das amostras analisadas de
bolsas de sangue no periodo de 1999 a 2008 quanto a satisfatoriedade.

O parametro de avaliacdo da data de andlise das amostras informou o
namero de amostras analisadas em cada ano. A figura 5 demonstra o perfil do

produto com relagdo aos anos em que foram realizadas analises.

Relagao de amostras X Ano

Ano

g 0™ ™0 e, 0y 0™, ", %

AR . S - G N 5

N® de amostras

Figura 5: Grafico do nimero de amostras analisadas de bolsas de sangue por ano
no periodo de 1999 a 2008.
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Foi verificado que os anos de 1999 e 2006 apresentaram maior numero de
andlises do produto, isto devido, principalmente, a implementacdo da Portaria n°
950/1998, revalidacdes de registros e revalidagcbes de registros dos produtos.

A reducédo do numero de amostras nos anos de 2007 e 2008 é justificada pela
alteracdo da amostragem da andlise prévia que era realizada em triplicata, ou seja, 3
amostras de lotes consecutivos, e passou a ser realizada como amostragem Unica
(1 lote apenas). Esta alteracdo foi baseada nos estudos realizados pelo grupo
técnico do INCQS e nao influenciou a relevancia dos resultados obtidos.

A andlise do parametro de modalidade de andlise revelou a preocupagédo com
a necessidade de um controle pés-comercial para a prevencao de danos ou reacdes
adversas e que se apresenta ausente nos dias atuais. Esta preocupacdo pode ser
observada e estd evidente no Boletim Informativo da Tecnovigilancia para
investigacdo poés comercial em produtos para saude elaborado pela ANVISA
(ANVISA, 2009d).

Na avaliacdo deste parametro, descrita na tabela 8, a modalidade de analise
prévia apresentou-se muito superior as demais modalidades de analise. A tabela

também permite observar os baixos indices de insatisfatoriedades encontrados.

Tabela 8: Modalidade de analise e avaliacdo final das amostras analisadas de

bolsas de sangue no periodo de 1999 a 2008.

Modalidade N° Satisfatorias Insatisfatorias
amostras
Controle 1 0 (0%) 1 (100%)
Especial 2 0 (0%) 2 (100%)
Estudo colaborativo 15 14 (93,3%) 1 (6,7%)
Fiscal / Contra-Prova 30 19 (63,3%) 11 (36,7%)
Orientacdo 23 22 (96,2%) 1 (3,6%)
Prévia 304 253 (83,1%) 51 (16,9%)

(Fonte: SGA/INCQS)

Vale ressaltar que as modalidades de andlise especial, estudo colaborativo e
orientacdo néo fazem parte da legislacao vigente (BRASIL, 1977) sendo particulares
ao INCQS. Essas modalidades representam para o instituto recursos de trabalho
com enfoque de qualidade, no caso do estudo colaborativo, e também funcionam
como instrumentos técnicos para o SNVS.
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No grupo de amostras de trabalho (amostras analisadas e concluidas) temos
as amostras de bolsas de sangue com solu¢ao anticoagulante e/ou preservadora e
as amostras de bolsas secas, ou seja, produtos com bolsas de sangue sem solucéo
anticoagulante e/ou preservadora. Conforme descrito no item 1.1.2 da introducéo, os
tipos de solugéo anticoagulante e/ou preservadora caracterizam o tipo de bolsa de
sangue e correspondem as bolsas de sangue CPDA, CPD, CPD-SAGM e ACD. A
avaliacao por tipo de bolsa de sangue apresenta-se descrita na figura 6 assim como

a avaliacao final obtida.

Tipo de bolsa de sangue X Avaliagao final

[ S
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&
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N® amostras

Figura 6 : Grafico do numero de amostras de cada tipo de bolsa de sangue e a

avaliacéo final obtida no periodo de 1999 a 2008.

Verificamos a auséncia de insatisfatoriedades em bolsas do tipo CPD e ACD,
além da elevada incidéncia de bolsas secas analisadas que compreende um grande
namero de produtos entre os quais encontramos os kits de aférese, as bolsas de
criopreservacao e as bolsas para coleta e armazenamento.

A prevaléncia da maior incidéncia do numero de bolsas do tipo CPDA é
justificada pela maior utilizacdo deste produto. Entretanto, estudos revelaram que a
bolsa que apresenta acoplada bolsa CPD e bolsa SAGM (CPD/SAGM) demonstra
vantagens quando comparadas com bolsas do tipo CPDA, mantendo o sangue

viavel por tempo de estocagem superior (COSTA, 2006).
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O monitoramento do controle de qualidade (fisico, fisico-quimico e biolégico)
do produto justifica sua complexidade. Um exemplo da importancia da avaliacdo ou
do controle fisico do produto € a necessidade da determinacdo do controle do teor
de di-(2-etilhexil) ftalato, componente do plastificante da embalagem que Ihe confere
flexibilidade. Estudos em animais demonstraram que o0s produtos de sua
decomposicdo em indices elevados promovem o desenvolvimento de carcinomas
(ABRANTES e DUARTE, 1992).

A figura 7 descreve a proporcao de insatisfatoriedades encontradas entre os

ensaios fisicos, fisico-quimicos e bioldgicos.

Ensaios X Insatisfatoriedade

5,8%(8) 12,7% (15}

mFisico
BFisico-guimico

Biclagico

40,5% (95)

Figura 7: Grafico do percentual de insatisfatoriedade por tipo de ensaio nas

amostras de bolsas de sangue no periodo de 1999 a 2008.

Os ensaios fisico-quimicos corresponderam a 80,5% de todas as
insatisfatoriedades justificando seu impacto no controle de qualidade do produto. Na
grande maioria esses ensaios sao realizados para verificacdo da conformidade da
solucdo anticoagulante e/ou preservadora e sédo imprescindiveis para manutencéo
da qualidade do sangue.

Sendo, o objetivo deste estudo avaliar os ensaios envolvidos neste controle,
foi realizada a analise de cada ensaio isoladamente para verificar sua relevancia. Os
percentuais obtidos apresentam-se relacionados com o numero de amostras que

realizam estes ensaios e estao descritos na figura 8.
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Insatisfatoriedades por ensaio fisico-quimico
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Figura 8: Grafico do percentual de insatisfatoriedade por ensaio fisico-quimico na

solucdo anticoagulante e/ou preservadora no periodo de 1999 a 2008.

Nesta andlise verificou-se que 0s ensaios considerados mais criticos foram os
ensaios de determinacdo dos teores de glicose e frutose monoidratadas, manitol e
adenina, isto em decorréncia dos percentuais de reprovagdes encontrados:

* Manitol: 15,8%
* Glicose e frutose monoidratadas: 12,8%
* Adenina: 9,6%

E importante destacar que os ensaios de glicose e frutose e manitol fazem
parte de uma mesma metodologia conforme a Portaria n°® 950/1998, o que nos
sugere a necessidade de revisdo de todos os pontos da metodologia para garantir
os resultados, ja que a determinacdo quantitativa dessas substancias € muito
relevante.

Em virtude da adenina, no grafico anterior, apresentar indice de
insatisfatoriedade de 9,6% e sendo as bolsas que possuem adenina (CPDA e
SAGM) as mais reprovadas, este ensaio possui prioridade no planejamento dos
processos de revisdo de metodologia e processos de validagéo.

O ensaio de determinacdo do teor de 5-hidroximetilfurfural consiste no anico
ensaio fisico-quimico que apresenta 100% de satisfatoriedade. Esta substancia é

produzida pela decomposicdo térmica da glicose e seu controle € extremamente
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importante pois estudos demonstram que em concentracdes superiores a 5 mglL™
pode provocar febre e em situagcdes extremas o Obito do paciente apresenta-se
como uma das justificativas deste controle (ANDRADE, 2009).

Na solucdo anticoagulante e/ou preservadora ainda sdo realizados os ensaios
fisicos de determinacdo do pH e determinacdo do volume meédio. Avaliando as
informagdes a respeito desses ensaios verificou-se que o ensaio de determinacao
de pH apresentou indice de insatisfatoriedade baixo (2,8%) e o0 ensaio de
determinacdo do volume médio apresentou satisfatoriedade em todas as amostras

no periodo de estudo.

4.2. - Revisao bibliografica do controle da qualida  de preconizado para bolsas

de sangue

Esta etapa do estudo possui a finalidade de explicar detalhadamente como o
controle da qualidade do produto é realizado comparando, explicando e justificando
as metodologias recomendadas para 0s ensaios.

Inicialmente procedeu-se uma revisdo bibliografica adotando a Portaria n°
950/1998 como referéncia e comparando os ensaios realizados no LBAIS e os
preconizados nos compéndios oficiais. Num segundo momento, de acordo com o
objetivo do estudo, destacaram-se o0s ensaios fisico-quimicos da solucdo
anticoagulante e/ou preservadora. Na Ultima etapa deste estudo foram apresentadas
as propostas elaboradas pelo LBAIS para alteracbes na legislacdo vigente, levando
em consideracao a avaliagao retrospectiva (item 4.1) que elegeu 0s ensaios com
maior indice de insatisfatoriedade.

Os compéndios utilizados na revisdo bibliografica foram: Farmacopéia
Brasileira, Farmacopéia Européia, Farmacopéia Americana e Farmacopéia
Japonesa segundo recomendacao da ANVISA (BRASIL, 2009).

A Farmacopéia Brasileira consiste em um compéndio oficial de nosso pais. A
Farmacopéia Européia, a Farmacopéia Americana e a Farmacopéia Japonesa foram
escolhidas devido a harmonizacéo existente entre elas mencionada na Farmacopéia
Européia. Esta harmonizacdo busca a intercambialidade de capitulos gerais e
monografias apresentando preocupacdo na obtencdo de meétodos permutaveis e

requisitos idénticos para todos os atributos de um produto. Embora este seja o



objetivo, foram verificadas abordagens diferenciadas e estas se apresentam
descritas neste estudo (PHARMACOPOEIA, 2008).

Outras farmacopéias descritas na RDC 37/2009 (BRASIL, 2009) ndo foram
utilizadas pela dificuldade do acesso e por ndo possuirem descricdes metodoldgicas

para bolsa de sangue.

4.2.1 - Ensaios analiticos preconizados para o cont  role da bolsa de sangue

A revisdo bibliografica dos ensaios analiticos recomendados para controle de
gualidade do produto apresenta a finalidade de demonstrar a complexidade do
produto pelo nimero de ensaios preconizados e, principalmente, pelas divergéncias
nas metodologias recomendadas, incluindo técnica, equipamento e preparo de
amostra.

A Portaria n® 950/1998 consiste no principal instrumento de controle da
qualidade das bolsas de sangue analisadas pelo INCQS. Sendo este instituto,
laboratorio referéncia do pais, a revisao bibliografica foi desenvolvida baseada nos
ensaios preconizados nesta legislagéo (BRASIL, 1998).

Sao verificadas abordagens diferenciadas para a bolsa de sangue na
Farmacopéia Brasileira, na Farmacopéia Americana, na Farmacopéia Européia e na
Farmacopéia Japonesa

Uma andlise geral dos compéndios oficiais permite verificar que 0s ensaios
recomendados no produto visam o controle da solugcdo anticoagulante e/ou
preservadora e da embalagem.

Na solucdo anticoagulante e/ou preservadora séo realizados ensaios para
verificacdo da conformidade da concentracdo dos componentes presentes e testes
de seguranca bioldgica.

Na embalagem s&o recomendados ensaios para verificagdo da
compatibilidade da embalagem com o sangue e a solucdo anticoagulante e/ou
preservadora mantendo sua qualidade além dos limites tolerados (CONTAINERS,
2008) e de alteracdes prejudiciais a qualidade do sangue e seus componentes pela
liberacdo de contaminantes do material plastico em quantidades suficientes para
alterarem a qualidade do produto (PLASTICS, 2008).
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Os ensaios preconizados pelos compéndios oficiais e 0s ensaios realizados

no LBAIS/INCQS apresentam-se descritos na tabela 9 pela indicacdo de presenca

(P) e auséncia (A).

Tabela 9: Ensaios realizados pelo LBAIS/INCQS e ensaios preconizados pelos

compéndios oficiais
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* LBAIS/INCQS

Conforme ja mencionado, o Laboratério de Artigos e Insumos de Saude utiliza
a Portaria n°® 950/1998 como referéncia. Entretanto, devido a problemas de
infraestrutura do instituto alguns ensaios ndo sao realizados. Cabe ressaltar que
todos os ensaios considerados necessarios para o perfeito acondicionamento e
verificacdo da conformidade da solucéo séo realizados.

Os ensaios realizados apresentam-se descritos na tabela 9. Conforme pode
ser observado, o INCQS nao realiza alguns ensaios fisicos como, por exemplo,
esvaziamento sob pressdo, velocidade de coleta e alca de suspensdo, por
apresentar deficiéncia técnica. Espera-se que com a parceria da ANVISA sejam
obtidos 0s recursos necessarios para a implementacdo dos equipamentos
necessarios para a realizacdo desses ensaios. Por fim, o ensaio de absorbancia
apresenta-se excluido da relacdo de ensaios por gerar duvida em relacdo a
simulacdo do processo industrial de autoclavacgao.

J& quanto aos ensaios fisico-quimicos, o INCQS néo realiza 6 ensaios por
considerar que estes sdo relevantes enquanto matéria-prima e ndo para o produto
acabado. Pretende-se, inclusive, propor a retirada desses ensaios da norma. Na
analise dos ensaios fisico-quimicos sera possivel verificar as metodologias

desenvolvidas sugeridas pelo laboratério para controle do produto.

* Farmacopéia Brasileira

A Farmacopéia Brasileira recomenda 0s ensaios relacionados na tabela 9.
Esta descreve as solu¢cBes anticoagulante CPD e ACD apresentando seu preparo,
sua identificacdo, sua caracterizacdo, seus ensaios de seguranca biologica e
ensaios para verificacdo do doseamento (SOLUCAQ, 2005 a, b).

Para controle da embalagem estdo relacionados ensaios de resisténcia, de
determinacao de possiveis contaminacdes e de seguranca biologica apresentando-
se ausente na tabela os ensaios de impermeabilidade, impermeabilidade ao vapor
d’agua e determinacao de substancias redutoras (RECIPIENTES, 2005).

Os ensaios ndo descritos na Farmacopéia Brasileira referem-se, enquanto a
ensaios fisico-quimicos, aos direcionados a bolsa com soluc¢do contendo adenina e

manitol (CPDA e SAGM), ndo descrevendo ensaios para determinacdes destes. A
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farmacopéia também n&o faz referéncia a determinacdo de hidroximetilfurfural,
extremamente importante. A determinagdo de acido citrico e fosfato apresentam-se
em termos de citrato total e fosfato total, respectivamente.

A necessidade de revisdo da Farmacopéia Brasileira apresenta-se evidente

nesta abordagem onde atualiza¢des proporcionarao um controle mais efetivo.

e Farmacopéia Americana

A Farmacopéia Americana se refere as bolsas de sangue como conjuntos de
administracdo de sangue que devem atender aos requisitos aplicaveis quanto a
solucdo anticoagulante e quanto a composicdo da embalagem (TRANSFUSION,
2009).

A farmacopéia apresenta descricdo de preparo e de identificacdo das
solugcbes anticoagulantes dos tipos ACD, CPD e CPDA para conservacdo do
sangue. Os ensaios da solucado recomendados para seu controle de qualidade estéo
indicados na tabela 9 e correspondem aos ensaios fisico-quimicos de verificacdo de
conformidade de teor, os ensaios fisicos de pH e determinacédo de volume médio e o
ensaio bioldgico de endotoxina (ANTICOAGULANT, 2009 a,b,c).

Neste compéndio também é verificada a auséncia da abordagem da
determinacdo do teor de manitol e hidroximetilfurfural e alguns ensaios na matéria-
prima como é o caso da determinacdo de matéria oxidavel, do teor de aménia,
acidez/alcalinidade, absorcao do extrato, teor de di (2-etil-hexil)ftalato extraivel.

Conforme descricdo do compéndio, os parametros de controle de qualidade
da embalagem estao relacionados com 0s ensaios bioldgicos descritos na tabela 9
(TRANSFUSION, 2009). Entretanto é verificada a preocupagdo com a composi¢ao
do plastificante recomendando a caracterizacdo por ensaios de espectrometria de
infravermelho e calorimetria diferencial de varredura e os ensaios fisico-quimicos
ndo descritos na portaria: determinacdo do teor de metais pesados, residuo de
ignicdo e capacidade de tamponamento além do ensaio de residuo de determinacéo
da evaporacao presente na tabela 9.

O Unico ensaio fisico presente consiste na determinacdo do pH da solucao
anticoagulante, estando ausente todos os demais. Estdo excluidos também os
ensaios biolégicos de citotoxidade, toxidade sistémica aguda e hemdlise.
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Foi observado que este compéndio apresenta enfoque no controle fisico-
quimico do produto, permitindo guestionamentos sobre a necessidade de outros
ensaios.

* Farmacopéia Européia

A Farmacopéia Européia descreve bolsas de sangue como recipientes de
plastico estéreis contendo ou ndo solugcbes anticoagulantes e/ou preservadoras de
sangue humano com a funcéo de recolher, armazenar, processar e administrar o
sangue e seus componentes (STERILE, 2008).

Avaliando os ensaios relacionados na tabela 9 concluimos que em relagéao
aos ensaios fisicos, a farmacopéia ndo recomenda o0s ensaios de fixacdo da agulha,
permanéncia do rétulo e alca de suspensdo sendo observado como caracteristica
particular destes ensaios o fato de que nenhum dos demais compéndios utilizados
na avaliacdo os recomenda. Em relacdo aos ensaios fisico-quimicos, por nao
relacionar os tipos de bolsa de sangue CPDA e SAGM, ndo preconiza ensaios de
determinacdo do teor de manitol e adenina. A determinagdo do teor de sodio
também se apresenta ausente, porém apresenta referéncia a determinagéo do teor
de hidroximetilfurfural. Quanto ao controle biolégico ndo recomenda o ensaio de
citotoxidade.

E verificada uma abordagem mais detalhada em relacdo aos demais
compéndios, descrevendo ensaios para controle da solucdo anticoagulante e/ou
preservadora, da embalagem do produto (bolsa com solucéo, bolsa sem solucédo e
conjuntos para transfusédo sanguinea) e da composicéo do plastificante.

As solugdes anticoagulantes e/ou preservadoras sdo estéreis, apirogénicas
preparadas com agua para injecdes e distribuidas em recipientes esterilizados. Seu
preparo apresenta-se descrito, assim como as caracteristicas e o método de
identificacdo para as solugcdes anticoagulantes do tipo ACD e CPD
(ANTICOAGULANT, 2008). Os ensaios recomendados para o controle de qualidade
das solugcbes apresentam descritos na tabela 9 e, assim como a Farmacopéia
Brasileira e a Farmacopéia Americana, referem-se a verificacdo da conformidade do
teor, esterilidade, pirogénio e determinacéo de pH.

A recomendacao para controle da qualidade da embalagem difere quanto ao
tipo de bolsa de sangue, sendo verificada a necessidade de um maior detalhamento
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desta abordagem, ou seja a descricdo do controle de qualidade da embalagem
recomendado para cada tipo de bolsa de sangue isoladamente.

Para verificacdo da compatibilidade da embalagem em bolsas de sangue com
solucdo anticoagulante e/ou preservadora sdo recomendados 0S ensaios para
verificagdo de parametros relativos a composicdo do plastificante, os ensaios
biolégicos, os ensaios fisicos exceto o ensaio de determinacdo de pH e incluindo o
ensaio de vazamento e 0s ensaios fisico-quimicos exceto 0s ensaios de
determinacao de teor, determinacdo de residuo de evaporacdo, determinacdo de
matéria oxidavel, determinacédo da acidez/alcalinidade e absor¢cdo do extrato todos
descritos na tabela 9 (STERILE, 2008).

Nas bolsas que ndo contém solugcdo anticoagulante e/ou preservadora sao
recomendados 0s ensaios relatados no paragrafo anterior e 0S ensaios:
determinacdo de teor de amdnio, determinagdo de matéria oxidavel, determinacao
da acidez/alcalinidade, determinacdo do residuo de evaporacdo e absorcdo do
extrato (EMPTY, 2008).

Os conjuntos de transfusdo sanguinea e seus componentes sao identificados
como tubos de plastico montados com as pecas necessérias para permitir a
transfusdo de maneira apropriada. Apresentam numero de ensaios inferiores aos de
bolsas de sangue indicados na tabela 9. Relaciona os ensaios de controle da
composicdo do plastificante e os ensaios: determinacdo da acidez/alcalinidade,
absorcdo do extrato, transparéncia, determinacdo do residuo de evaporacao,
esterilidade e pirogénio em adicdo aos ensaios recomendados nao descritos na
tabela:

« Aspecto®;

» Determinacao de residuo de oxido de etileno;
» Determinagéo de substancias redutoras;

* Determinacéo de particulas estranhas; e

» Resisténcia a presséao (SETS, 2008).

O estudo sobre a composicao do plastificante descreve as caracteristicas, o
teste de identificacdo e o0s ensaios referentes ao controle de qualidade da
composicdo do material da embalagem. Os ensaios de determinagéo da acidez /
alcalinidade, determinacdo de teor de cloretos, determinagéo de teor de amoénia e

® Verificagéo do aspecto da solugdo adicionada ao produto e posteriormente recolhida.
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absorcdo do extrato apresentam-se relatados na tabela 9, entretanto s&o
recomendados outros ensaios conforme abaixo descrito:

» Determinacgao do teor de cloreto de vinil;

» Determinacao de substancias redutoras;

» Determinacdo de aminas aromaticas;

» ldentificacdo de aditivos plasticos;

» Determinacao do teor de bario;

» Determinacéo do teor de calcio;

» Determinacao do teor de cadmio;

* Determinagéo do teor de estanho;

» Determinagéo do teor de zinco;

» Determinacao de metais pesados; e

» Determinacdo de substancias extraiveis em agua.

Para os conjuntos de transfusédo sanguinea alguns dos ensaios citados acima
para controle do plastificante sédo dispensados e desta forma apresentam numero de
ensaios inferior. Os ensaios dispensados sdo determinacdo do teor de calcio,
determinacao do teor de zinco, determinagao do teor de cloretos, determinacao do
teor de aménia e determinacédo de aminas aroméaticas (MATERIALS, 2008).

Sendo esta abordagem a mais completa, oferecendo abordagens detalhadas
sobre os diferentes aspectos a serem considerados no produto, observamos que
este instrumento consistiu na maior influéncia para a elaboracdo da Portaria n°
950/1998.

« Farmacopéia Japonesa

A Farmacopéia Japonesa ndo descreve o controle a ser realizado na solugéo
anticoagulante e/ou preservadora, apresentando apenas preocupacdo com a
embalagem. Recomenda o conhecimento das informagbes completas sobre o
plastificante em relacdo & composi¢cdo, aos processos de fabricacdo, aos aditivos
adicionados e sua compatibilidade com o sangue (PLASTICS, 2006).

S&o recomendadas, ao plastificante, algumas caracteristicas e propriedades
fisicas, como transparéncia, dureza, flexibilidade, resisténcia ao choque, resisténcia

a tragdo, ao rasgamento, resisténcia ao calor e similares, em conformidade com o
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uso pretendido. Entretanto, para o controle da qualidade das embalagens plasticas é
recomendado um numero de ensaios inferior aos demais compéndios avaliados.

Conforme verificado na tabela 9, ndo sdo recomendados ensaios de controle
fisico e para controle fisico-quimico apenas os ensaios de residuo de evaporacao e
absorcdo do extrato estdo relacionados, no entanto, além destes, 0os outros ensaios
de controle fisico-quimico recomendados sao:

» Determinacgdo de substancias extraiveis;

» Determinacao do residuo de ignicéo;

» Determinagéo dos metais pesados;

» Determinacao do teor de chumbo;

» Determinacao do teor de cadmio; e

» Determinacao do teor de estanho (TESTS, 2006).

Uma abordagem um pouco mais aprofundada € realizada em relagdo aos
ensaios de controle biolégico, onde sdo recomendados os ensaios de citoxidade,
toxidade aguda e hemdlise, além do ensaio de sensibilizacdo néo descrito na tabela.

A abordagem ¢ finalizada pela indicacdo de alguns ensaios para a fase de
linha de producdo que apresentam além dos ensaios de controle a determinacgéo de
pH, absorcdo do extrato e determinacdo de substancias redutoras (PLASTICS,
2006).

A abordagem realizada apresentou-se bastante particular em relacdo aos
demais compéndios. Isto devido ao numero reduzido de ensaios preconizados e a
recomendacdo de ensaios na linha de producdo. Novos estudos devem ser
realizados para que o controle do produto segundo esta farmacopéia seja confiavel e

eficiente.

4.2.2 - Metodologias preconizadas para controle fis ico-quimico da solugao

anticoagulante e/ou preservadora

Na avaliacdo retrospectiva foi possivel verificar o impacto destes ensaios no
controle do produto uma vez que correspondeu a maior incidéncia de
insatisfatoriedades (80,5%) em todas as analises realizadas no periodo de estudo.
Aliada a fato de que durante a armazenagem do sangue, embora a reducdo da

temperatura retarde reac¢des bioquimicas e moleculares, podem ocorrer possiveis
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alteracdes, como por exemplo, variagdes de concentragdes de glicose e reducao de
pH que comprometam a viabilidade do sangue armazenado (COSTA, 2006;
LEONART et al, 1997). Essas duas justificativas comprovam a relevancia desta fase
do estudo.

Assim, nesta etapa sdo destacados os ensaios de controle fisico-quimico
preconizados para a solugao anticoagulante e/ou preservadora. Na sua realizagao,
0s ensaios foram avaliados separadamente para melhor compreensdo das
metodologias envolvidas Onde os ensaios preconizados pela Portaria n® 950/1998,
pela Farmacopéia Brasileira, pela Farmacopéia Americana e pela Farmacopéia
Européia foram contrastados.

No desenvolvimento desta etapa foram excluidos os ensaios realizados no
LBAIS que apresenta uma proposta de alteracdo no item seguinte e a Farmacopéia
Japonesa que ndo apresenta estudos sobre o controle fisico-quimico da solucéo
anticoagulante e/ou preservadora. O ensaio de sodio também foi excluido da
avaliacao por nao ser realizado no LBAIS sendo realizado no LAC/INCQS.

Os ensaios de controle fisico-quimico apresentam-se relacionados na tabela
10, assim como os compéndios oficiais que 0s preconizam. A indicacdo pela
nomenclatura de presenca (P) e auséncia (A) corresponde a recomendacdo da
realizacdo do ensaio (P) ou auséncia desta recomendacéo (A).

Tabela 10: Ensaios preconizados pelos compéndios oficiais

Portaria n°® 950/1998 FB USP EP
Teor de fosfato diacido de sédio P P P
Teor de glicose e frutose monoidratadas P P P
Teor de manitol A A A
Teor de 5 — Hidroximetilfurfural A A P
Teor de adenina A P A
Teor de citrato de sédio P P P
Teor de acido citrico anidro A P P
Teor de sodio P P A

(Adaptado das Farmacopéias e de BRASIL,1998)

A tabela demonstra que a abordagem realizada pela Farmacopéia Brasileira
apresenta-se inferior as demais devido a indicacdo de apenas 50%, ou seja 4, dos

ensaios necessarios para este controle. Embora a Farmacopéia Americana
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preconize um ensaio a mais que a Farmacopéia Européia, podemos concluir que
ambas sao importantes para esta avaliagdo. A determinacdo do teor de manitol
apresenta-se ausente em todos os compéndios. A importancia da determinacao do
teor de hidroximetilfurfural é apenas reconhecida pela Farmacopéia Européia e o
mesmo ocorre com a adenina, onde apenas a Farmacopéia Americana descreve
esta determinacdo. A Farmacopéia Brasileira recomenda a determinacdo do teor de
citrato total, excluindo a necessidade da determinacdo do teor de acido citrico. A
determinacao do teor de sodio ndo é recomendada pela Farmacopéia Européia.

As técnicas analiticas recomendadas para a determinacdo dos ensaios pelos
compéndios oficiais em estudo apresentam-se relacionados na tabela 11, onde as
cores diferenciadas indicam a utilizacdo de mesma técnica. A tabela indica a
utilizacao das técnicas:

» Cromatografia em fase liquida;
» Espectrometria;

» Gravimetria;

* Polarimetria; e

* Volumetria.

Tabela 11: Técnicas analiticas recomendadas pelos compéndios oficiais

Portaria n® 950/1998 FB USP EP
Teor de fosfato A) Cromatografia Espectrofotometria Cromatografia Espectrofotometria
diacido de sodio Fase Liquida Fase Liquida
B) Espectrofotometria
Teor de dextrose A) Cromatografia A) Polarimetria A) Polarimetria Volumetria
Fase Liquida
B) Gravimetria B) Gravimetria B) Gravimetria
Teorde 5 — Cromatografia Espectrofotometria
Hidroximetilfurfural Fase Liquida Ausente Ausente
Teor de adenina A) Cromatografia Cromatografia
Liquida Ausente Liquida Ausente
B) Cromatografia
liquida
Teor de citrato A) Espectrofotometria| Espectrofotometria A) Cromatografia Volumetria
de sodio B) Cromatografia Fase Liquida
Fase Liquida B) Espectrofotometria
Teor de &cido Cromatografia Cromatografia Volumetria
citrico anido Fase Liquida Ausente Fase Liquida

(Adaptado de: Farmacopeéias; BRASIL,1988)



Avaliando as informacfes desta tabela € possivel observar que a grande
maioria das metodologias preconizadas utiliza a técnica de cromatografia de fase
liquida. Isto é justificado pelo destague crescente das técnicas de separagcdo para

analises qualitativas e quantitativas (RIBANI, 2004).

* Teor de fosfato diacido de sodio

A Portaria 950/1998 recomenda a utilizacdo da metodologia descrita na
Farmacopéia Americana. Esta recomendava a técnica de espectrofotometria até a
292 edicao e nas edi¢cOes seguintes (302, 312 e 32%) passou a recomendar a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para esta determinagcdo. A
metodologia por cromatografia em fase liquida utiliza como padréo fosfato diacido de
sbdio, fase movel solucdo de hidroxido de sédio ou hidroxido de potéassio sob o fluxo
de 2,0 mL por minuto, temperatura do forno em 30 °C, coluna de troca i6nica e
detector eletroquimico. A determinacdo do teor é realizada pela comparacdo de
areas (amostra e padrdo) e expresso em termos de fosfato total. Este método
também é indicado para determinacdo do teor de citrato total (BRASIL, 1998;
ANTICOAGULANT, 2009b,c).

A 292 edicdo da Farmacopéia Americana, a Farmacopéia Européia e a
Farmacopéia Brasileira recomendam a técnica de espectrofotometria para
determinacdo (ANTICOAGULANT, 2007b; ANTICOAGULANT, 2008; SOLUCAO,
2005b). As farmacopéias recomendam a utilizacdo como padrdes de fosfato de
potassio monobasico nas metodologias. Na Farmacopéia Européia € recomendada
uma reacdo com molibdato de vanadio para formacdo de complexo lido a 450 nm
(ANTICOAGULANT, 2008). Na Farmacopéia Brasileira e na 292 edicdo da
Farmacopéia Americana, € recomendada uma reacdo com acido sulfarico, acido
1,2,4-aminonaftolsulfénico, metabissulfito de sodio, sulfito de sédio e molibdato de
amoOnio para formagdo de complexo lido a 660nm (ANTICOAGULANT, 2007b;
SOLUCAO, 2005b). A determinacdo do teor é realizada pela comparacdo das
absorbéancias obtidas (amostra e padréo) e expresso em termos de fosfato diacido
de sédio (ANTICOAGULANT, 2007b; ANTICOAGULANT, 2008; SOLUCAO, 2005b).

A determinacao por cromatografia em fase liquida apresenta bons resultados,
assim como as metodologias baseadas na espectrometria que variam em relagao ao

complexo formado pela sequéncia de reac¢des e na regidao de absorcao utilizada.

55



* Teor de dextrose

A Portaria 950/1998 recomenda duas metodologias: por cromatografia liquida
de alta eficiéncia ou por gravimetria. O processo por cromatografia em fase liquida
consiste numa Unica metodologia para quantificacdo conjunta de glicose, frutose e
manitol. Utiliza como fase mdével agua deionizada sob o fluxo de 0,5 mL por minuto,
temperatura do forno entre 80 e 90 °C, coluna de troca cationica e detector de indice
de refracdo. O resultado é obtido pela comparacdo das areas obtidas (amostra e
padrdao) em tempos de retencéo diferenciados e expresso em termos de glicose e
frutose monoidratadas (pelo somatodrio dos resultados) e manitol (BRASIL, 1998).
Pela técnica de gravimetria ocorre reacdo com tartarato cuprico alcalino seguido de
secagem para determinacgdo de residuo equivalente ao teor de glicose monoidratada
apenas. Este mesmo método também é recomendado pela Farmacopéia Brasileira e
Farmacopéia Americana (BRASIL, 1998; SOLUCAO, 2005b; ANTICOAGULANT,
2009b,c)

A Farmacopéia Brasileira e Farmacopéia Americana recomendam também a
utilizacdo da polarimetria empregando luz de sodio a 589,3 nm para determinagéo
de glicose anidra em solugdo anticoagulante ACD (SOLUCAO, 2005a;
ANTICOAGULANT, 2009a).

A metodologia da Farmacopéia Européia recomendada uma extracdo seguida
da acidificacdo para titulagdo com tiossulfato de sdédio utilizando amido como
indicador. O resultado obtido corresponde ao teor de (glicose anidra
(ANTICOAGULANT, 2008).

Observamos maior viabilidade da técnica de cromatografia em fase liquida,
pois a técnica por polarimetria ndo permite a visualizacdo do quantitativo de glicose
convertido em frutose em solu¢des anticoagulantes contendo fosfato acido de sédio
durante a autoclavacdo, determinando apenas o teor de glicose, assim como a
técnica por gravimetria e associado a vantagem da técnica por cromatografia em
fase liquida permitir obter numa mesma andlise os teores de glicose, frutose e
manitol (BRASIL, 1998).
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¢ Teor de manitol

A Portaria 950/1998 recomenda a utilizacdo da metodologia para
determinacdo de glicose e frutose monoidratadas determinado pela diferenca de
tempo de retencdo (BRASIL, 1998). Este ensaio apresenta-se ausente em todas as
abordagens dos compéndios oficiais, sendo apenas encontrado na monografia
especifica para manitol da Farmacopéia Americana sob condi¢cdes de determinacao
bastante semelhantes a Portaria n® 950/1998 (MANITOL, 2009).

¢ Teor de 5 Hidroximetilfurfural

A decomposicdo térmica da glicose e possivelmente de outras substancias
ocasiona a formacdo de hidroximetilfurfural (ANDRADE et al, 2009). Sua
determinacdo apresenta-se recomendada apenas pela Portaria 950/1998 e pela
Farmacopéia Européia (BRASIL, 1998; ANTICOAGULANT, 2008).

A Portaria 950/1998 recomenda duas metodologias: a metodologia descrita
na Farmacopéia Européia e a metodologia por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Esta utiliza como fase movel solucdo de metanol sob o fluxo de 0,8 mL
por minuto, coluna C18* e detector ultravioleta no comprimento de onda de 280 nm.
A comparacdo das areas obtidas (amostra e padrdo) permite obter o teor de
hidroximetilfurfural (BRASIL, 1998).

A Farmacopéia Européia recomenda metodologia baseada na espectrometria,
onde uma reacao com p-toluidina, acido acético e acido barbitarico produz complexo
que absorve em 550 nm para determinar a concentragcdo de hidroximetilfurfural
(ANTICOAGULANT, 2008).

No estudo desenvolvido por TEMPLETON e REED (2003) a metodologia de
determinacdo deste composto pela técnica de espectrometria, conforme preconizado
pela USP XIX apresenta como desvantagem a possivel presenca de interferentes.
Além disso, outros estudos revelam a reprodutividade das condi¢cdes analiticas da
cromatografia de fase liquida e favorecem a sua utilizacdo (ANDRADE, 2009;
SANTOS et al, 2006; AQUINO et al, 2004; TEMPLETON e REED, 2003).

4 - . - .
Coluna C18 - Coluna cromatogréfica para fase reversa que apresenta em sua fase mével composto quimico com 18 4&tomos
de carbono
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* Teor de adenina

A determinacdo do teor de adenina € recomendada apenas na Portaria n°
950/1998 e na Farmacopéia Americana (BRASIL, 1998; ANTICOAGULANT, 2009c).
A portaria prop8e dois métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia: o método
descrito na Farmacopéia Americana e um método alternativo. Este ultimo também é
recomendado para a determinacéo do teor de citrato total e utiliza como fase movel
solucdo de acido fosforico, dodecilbenzenossulfonato (DDSS) e metanol sob o fluxo
de 0,8 mL por minuto, coluna C18 e detector ultravioleta no comprimento de onda de
235 nm. Os resultados séo obtidos pela comparacéo das areas obtidas (amostra e
padrdao) em tempos de retencao diferenciados e expresso em termos de adenina e
citrato total (BRASIL, 1998).

A metodologia recomendada pela Farmacopéia Americana utiliza como fase
movel solucéo de acido acético e dihidrogenofosfato de aménio sob o fluxo de 2,0
mL por minuto, coluna de aco inoxidavel com empacotamento L9 e detector
ultravioleta no comprimento de 254 nm. O teor de adenina € calculado pela
comparacao das areas obtidas (amostra e padrao) (ANTICOAGULANT, 2009c).

As duas metodologias apresentam como recomendacdo a mesma técnica
(cromatografia em fase liquida) diferindo nas condi¢cdes de analises como fase
moével e na regido de absorcdo. Tecnicamente devem apresentar resultados
equivalentes e reprodutiveis, no entanto outros fatores podem ser considerados
prejudiciais e podem favorecer a escolha de uma das metodologias, como é o caso
do desgaste de coluna por exemplo. Sendo assim, baseado no pH da fase modvel,
podemos concluir que uma metodologia desenvolvida sob condi¢cdes proximas a
metodologia recomendada pela Farmacopéia Americana apresenta resultados

favoraveis em condi¢des analiticas menos agressivas (FUST, 2009).

* Teor de citrato de sodio / Teor de acido citrico

Para a determinacdo do teor de citrato de sédio a Portaria 950/1998
recomenda duas metodologias. A primeira metodologia recomendada consiste na
metodologia indicada para a determinacdo de adenina e seu resultado corresponde
ao teor de citrato total, ou seja, o somatério de citrato de sodio e acido citrico livre.

Para obter o teor de citrato de sodio € necessario subtrair a quantidade de acido
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citrico livre presente e para esta determinacdo € recomendada a metodologia
descrita na Farmacopéia Americana. Tecnicamente a metodologia por volumetria
descrita na Farmacopéia Européia consiste numa boa alternativa, uma vez que a
metodologia descrita na Farmacopéia Americana, embora indicada, nao permite
obter isoladamente o teor de acido citrico livre (BRASIL, 1998; ANTICOAGULANT,
2008; ANTICOAGULANT, 2009a, b, c). A metodologia baseada na espectrometria
recomendada pela Farmacopéia Americana consiste na alternativa a primeira
metodologia recomendada, esta se apresenta descrita na 29° edicdo da
Farmacopéia America e consiste numa reacdo com piridina, anidrido acético para
formacdo de complexo que absorve em 425 nm. Este ensaio também se apresenta
recomendado na Farmacopéia Brasileira e permite obter o teor de citrato total, o teor
de &acido citrico e o teor de citrato de sodio (ANTICOAGULANT, 2007a,b;
SOLUCAO, 2005 a ,b).

A versdo mais atualizada da Farmacopéia Americana nao apresenta este
meétodo, a metodologia recomendada € baseada na cromatografia liquida de alta
eficiéncia e, conforme ja& mencionado, embora esteja indicada para determinar acido
citrico pela Portaria 950/1998 esta permite a determinacdo de citrato total. Este
método € também recomendado para a determinacdo do teor de fosfato total
(BRASIL, 1998; ANTICOAGULANT, 2009a, b, c).

A Farmacopéia Européia recomenda a metodologia para a determinacao de
acido citrico por titulacdo direta com solucéo de hidroxido de sodio e fenolftaleina
como indicador. A determinacéo do teor de citrato de sédio € recomendada por uma
extracdo em coluna pré-preparada, seguida da titulacdo descrita anteriormente. O
resultado do teor de citrato de sédio deve ser calculado apés a obtencédo do teor de
acido citrico da titulacdo direta e na solucdo anticoagulante e/ou preservadora com
presenca de fosfato este teor também deverd ser utilizado para este fim
(ANTICOAGULANT, 2008).

As metodologias preconizadas apresentam a utilizacdo de 3 técnicas
diferentes: espectrometria, volumetria e cromatografia de fase liquida. Sendo a
técnica mais recomendada a cromatografia em fase liquida uma vez que as demais
técnicas apresentam como desvantagem a possibilidade do comprometimento dos
resultados obtidos devido a possivel presenca de interferentes na técnica de

espectrometria ou perdas no processo de extracao na técnica de volumetria.
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4.2.3- Metodologias desenvolvidas sugeridas pelo LB AIS

O LBAIS elaborou uma proposta de alteracdo da legislacdo vigente para
alteracdo das metodologias recomendadas. Este proposta envolve os ensaios fisicos
e fisico-quimicos. Neste estudo estdo abordados apenas 0s ensaios fisico-quimicos
realizados no controle da qualidade da solugéao anticoagulante e/ou preservadora.

* Teor de fosfato diacido de sédio

A proposta e a Portaria 950/1998 recomendam a utilizacdo das metodologias
para determinacdo do teor de fosfato diacido de sédio descritas na Farmacopéia
Americana. Embora seja recomendada a metodologia pela técnica de cromatografia
em fase liquida desde a 30?2 edicdo desta farmacopéia, a proposta considera que a
metodologia descrita na 292 edicdo pela técnica de espectrofotometria apresenta
maiores vantagens. A tabela 12 descreve as técnicas empregadas e suas condi¢cdes

analiticas.

Tabela 12: Metodologia recomendada e proposta pelo LBAIS para determinacéo do

teor de fosfato diacido de sédio

Portaria n°® 950/1998 Proposta
Cromatografia liquida Espectrometria
Fase movel: Hidroxido de sodio ou | Complexo: Reagdo com
Hidréxido de potassio molibdato de amonia,
Fluxo: 2,0 mL / minuto hidroquinona e sulfito de
Temperatura do forno: 30 °C sodio
Coluna de troca ibnica (250x4)mm A= 660 nm
Detector eletroquimico
Volume de injecdo: 10 pL
Padrdes: Indicacao de concentracéao final

(Adaptado de BRASIL, 1998 e ANTICOAGULANT, 2007b)

O ensaio da proposta consiste na formacdo de um complexo pela reacdo com
molibdato de aménio em meio fortemente acido, hidroquinona e sulfito de sédio que
absorve em 660 nm. Esta técnica de espectrometria de absorcdo molecular no

UV/VIS esta relacionada diretamente com a capacidade de absorcdo da espécie
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sendo a intensidade de absorcdo diretamente proporcional a concentracdo e
facilmente mensuravel. O estudo sobre a validacdo e estimativa da incerteza do
meétodo de determinacéo de fosforo por espectrofotometria UV-VIS consiste em dos
exemplos de comprovacdo da eficiéncia desta técnica (LEAL, 2007). O mesmo
ocorre para a determinagdo de fosfato, a metodologia proposta apresenta como
inUmeras vantagens, dentre as quais podemos citar a comprovacdo de sua
eficiéncia por estar preconizada na Farmacopéia Americana, o baixo custo analitico

e o curto tempo de analise empregado.

* Teor de glicose e frutose monoidratadas e manitol

A Portaria 950/1998 e a proposta recomendam a utilizacdo da metodologia
descrita na Farmacopéia Americana para determinacdo apenas do teor de glicose
(gravimetria) e uma segunda metodologia para determinagdo conjunta do teor de
glicose e frutose monoidratadas e manitol. A tabela 13 descreve as condi¢des
analiticas dos ensaios onde € possivel observar que a proposta ndo apresenta

alteracdes na técnica empregada.

Tabela 13: Metodologia recomendada e proposta pelo LBAIS para determinacéo do

teor de teor de glicose e frutose monoidratadas e manitol

Portaria n°® 950/1998

Proposta

Gravimetria
Reacao com tartarato cuprico alcalino
Secagem a peso constante

Gravimetria
Reacao com tartarato cuprico alcalino
Secagem a peso constante

Cromatografia liquida
Fase movel: Agua deionizada
Fluxo: 0,5 mL / minuto
Coluna de troca cationica (300x6,5) mm
Temperatura do forno: 80 - 90 °C
Detector indice de refracdo
Volume de injecao: 20 pL
Padrbes: Indicagdo de concentracao
final

Cromatografia liquida
Fase movel: Agua deionizada
Fluxo: 0,5 mL / minuto
Coluna de troca cationica (300x6,5)
mm
Temperatura do forno: 80 °C
Temperatura da célula: 60 °C
Detector indice de refracédo
Volume de injecdo: 20 puL Padrdes:
Indicacdo do preparo

(Adaptado de BRASIL, 1998, ANTICOAGULANT, 2009b,c)
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A proposta nao altera significativamente a metodologia, entretanto permite a
reprodutividade do experimento fixando condicbes que anteriormente se
apresentavam dispersas.

O ensaio de gravimetria continua a ser recomendado nesta proposta. As
condi¢cdes analiticas do ensaio cromatografico recomendado pela proposta fixa a
temperatura do forno em 80 °C menciona a temperatura da célula em 60 °C, o
volume de injecéo e o preparo dos padrées. Na portaria, os padrdoes apresentam-se
em termos de concentracao final de solucdo e na proposta apresenta-se descrito
minuciosamente o seu preparo. A fase movel, o fluxo utilizado, a coluna e o detector
nao apresentam alteracbes na proposta.

Embora sejam recomendadas duas metodologias, tanto na portaria quanto na
proposta elaborada apresenta-se recomendado a preferéncia pela técnica de
cromatografia em fase liquida devido ao método gravimétrico determinar apenas o
teor de glicose anidra. Esta escolha se confirma na medida em que muitos estudos
justificam a utilizacdo de cromatografia em fase liquida com deteccéo por indice de
refracdo para quantificacdo de carboidratos e por apresentar como vantagens maior
confiabilidade, maior sensibilidade e menor tempo de analise. Cabe destacar que a
utilizacdo do detector de indice de refracdo, também é justificada pela ndo absorcao
na regido do ultravioleta e visivel ocasionando pouca reprodutividade de resultados
na utilizacdo de detectores de ultravioleta (AQUINO, 2004).

e Teor de 5 Hidroximetilfurfural
Assim como para a determinagdo do teor de glicose, frutose e manitol, a
proposta nao altera as técnicas recomendadas, apresenta apenas um detalhamento

das condicbes analiticas do ensaio cromatografico. A tabela 14 descreve as

condicBes analiticas dos ensaios.
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teor de 5-Hidroximetilfurfural

Tabela 14: Metodologia recomendada e proposta pelo LBAIS para determinagéo do

Portaria n°® 950/1998 Proposta
Espectrometria Espectrometria
Complexo: Reacdo com p-toluidina em | Complexo: Reacdo com p-
propanol, acido acético e &cido |toluidina em propanol, &cido
barbitarico aceético e acido barbiturico
A =550 nm A =550 nm

Cromatografia liquida
Fase movel: dgua deionizada/ Metanol
(95:5)
Fluxo: 0,8 mL / minuto,
Coluna de fase reversa C18 (150x4)
mm
Detector de UV
A =280 nm
Volume de injecdo: 500 pL
Padrdes: Indicacdo de concentracdes
finais

Cromatografia liquida
Fase movel: agua deionizada/
Metanol (95:5)
Fluxo: 0,8 mL / minuto
Coluna de fase reversa C18
(150x4) mm
Temperatura do forno: 40 °C
Detector de UV
A =280 nm
Volume de inje¢ao: 50 pL
Padrdes: Indicacao do preparo

(Adaptado de BRASIL, 1998 e ANTICOAGULANT, 2008)

O ensaio de espectrometria continua a ser recomendado nesta proposta. As
condicbes analiticas do ensaio cromatografico recomendado pela proposta
determinam a utilizagdo de forno na temperatura de 40 °C, altera o volume de
injecdo e descreve o preparo dos padrdes. Na portaria, os padrbes apresentam-se
indicados em termos de concentracdo final de solucdo. A fase movel, o fluxo
utilizado, a coluna, o detector e o comprimento de onda ndo apresentam alteracbes
na proposta.

Estudos realizados no método cromatografico em condi¢cdes semelhantes
para esta determinacdo apresentaram bons resultados e oferecem uma larga faixa

de variacdo de concentracdo (AQUINO, 2004; SANTOS et al, 2006).

* Teor de adenina

A proposta continua, assim como a Portaria 950/1998, indicando duas
alternativas para ensaios de determinacdo do teor de adenina que recomendam a
utilizacdo da mesma técnica analitica: cromatografia em fase liquida. A tabela 15
descreve as condicfes analiticas desses ensaios.
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Tabela 15: Metodologia recomendada e proposta pelo LBAIS para determinagéo do

teor de adenina

Portaria n°® 950/1998 Proposta
Cromatografia liquida Cromatografia liquida
Fase movel: Acido acético e|Fase movel: Acido acético e
dihidrogenofosfato de aménio dihidrogenofosfato de amoénio
Fluxo: 2,0 mL / minuto Fluxo: 2,0 mL / minuto
Coluna de aco inox (300x4)mm Coluna de aco inox (300x4)mm
Detector de ultravioleta Detector de ultravioleta
A =254 nm A =254 nm
Volume de injecao: 20 pL Volume de injecao: 20 pL
Padrdes: Indicacao de concentracdo final | Padrdes: Indicacao de preparo
Cromatografia liquida Cromatografia liquida
Fase movel: acido fosforico, | Fase movel: Acido acético,
dodecilbenzenossulfonato (DDSS) e | heptanosulfonato de sédio e acetato
metanol de amonio
Fluxo: 0,8 mL / minuto, Fluxo: 0,6 mL / minuto
Coluna de fase reversa C18 (250x4)mm | Coluna de fase reversa C18
Detector de ultravioleta (150x3,9) mm
A=235nnm Temperatura do forno: 40°C
Volume de injecao: 20 pL Detector de ultravioleta
Padrdes: Indicacdo de concentragao final | A =262 nm
Volume de inje¢ao: 20 pL
Padrdes: Indicacao do preparo

(Adaptado de BRASIL, 1998 e ANTICOAGULANT, 2009c)

A metodologia descrita na Farmacopéia Americana, que utiliza o comprimento
de onda de 254 nm continuou a ser recomendada na proposta. O segundo méetodo
cromatografico recomendado apresentou grandes alteracbes correspondendo a uma
nova metodologia de determinacdo. Foram alterados a fase mével e seu fluxo, o
tamanho da coluna, o volume de injecdo, o comprimento de onda e a utilizacdo de
forno. Neste método, é possivel verificar semelhanca com o método preconizado na
Farmacopéia Americana na recomendacdo da fase moével. As alteracGes indicam
como vantagem a conservacdo da coluna pela substituicdo do &cido fosforico na
fase mével e trata-se de um método menos agressivo pela substituicdo do &cido
cloridrico (FUST, 2009).

De acordo com FUST (2009), na avaliacdo o método proposto considera-se
como vantagens o menor ataque a coluna pela substituicdo do acido cloridrico e

reducdo da acidez da fase moével e a eliminacdo de possiveis interferentes de
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mesma regido de absorcdo. Estudos iniciais na metodologia comprovam sua

eficiéncia na determinacgéo do teor de adenina.

» Teor de citrato de sédio / Teor de acido citrico

Na proposta, os ensaios independentes para determinacdo do teor de citrato
de sddio e acido citrico apresentam-se substituidos por apenas um ensaio para
determinacao de citrato total expresso em termos de acido citrico anidro. A tabela 16
indica as metodologias recomendadas pela portaria para citrato de sédio e a
metodologia alternativa proposta. Cabe ressaltar que a metodologia recomendada
pela portaria para a determinacdo do teor de acido citrico ndo se apresenta aqui
descrita pois este ensaio estd excluido na proposta elaborada, conforme ja
mencionado.

Tabela 16: Metodologia recomendada e proposta pelo LBAIS para determinacéo do

teor de citrato total

Portaria n°® 950/1998 Proposta
Espectrofotometria Espectrofotometria

Complexo: Reacdo com piridina e | Complexo: Reacdo com piridina e
anidrido acético anidrido acético
A =425 nm A =425 nm

Cromatografia liquida Cromatografia liquida
Fase movel: acido fosférico, | Fase movel: Acido sulftrico 0,009M
dodecilbenzenossulfonato (DDSS) e | Fluxo: 0,5 mL / minuto
metanol Coluna de troca catidnica (150x3,9)
Fluxo: 0,8 mL / minuto, mm
Coluna de fase reversa C18 (250x4)mm | Temperatura do forno: 40°C
Detector de ultravioleta Detector de ultravioleta
A=235nm A =230 nm
Volume de injecdo: 20 pL Volume de injecao: 20 pL
Padrbes: Indicacdo de concentracdo | Padrdes: Indicacdo do preparo
final

(Adaptado de BRASIL, 1998 e ANTICOAGULANT, 2007b)

A metodologia de espectrometria descrita na Farmacopéia Americana
continua sendo recomendada e como segunda opcéo, a proposta apresenta uma

nova metodologia que determina o teor de citrato total. Apresenta alteracoes na fase
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movel e seu fluxo, na coluna, no comprimento de onda, volume de inje¢cdo e no
preparo do padréo. Apenas o detector de ultravioleta € mantido.

A exclusdo do ensaio de acido citrico esta presente também na abordagem
realizada na Farmacopéia Brasileira onde determina o teor de citrato total expresso
em termos de &cido citrico (SOLUCAQ, 2005b).

A especificacdo da coluna utilizada no processo e a literatura disponivel
apresentam estudos semelhantes a metodologia proposta que oferecem resultados
satisfatorios quanto a comprovacao de eficiéncia pela validagdo (VIGNOLI, 2007).

Buscando otimizar as condigbes analiticas, a nova metodologia oferece
melhor conservagdo da coluna pela substituicdo do &cido fosférico e reducdo do

tempo de analise.

4.2.3.1 - Avaliagéo estatistica preliminar das meto  dologias

Na avaliacdo estatistica preliminar das metodologias foi escolhido o
parametro de linearidade. Esta avaliacdo foi realizada através da planilha de
avaliacdo de linearidade de curva analitica desenvolvida por Souza & Jungueira. A
exposicdo das consideracdes e calculos envolvidos apresenta-se descritas no
APENDICE B.

Os parametros envolvidos na avaliacdo, além da linearidade pelo coeficiente
de correlacao séo:

 Homocedasticidade (Teste de Brown-Forsythe);

» Significancia da regressao e o desvio de linearidade;

» Verificacdo da disperséo dos residuos;

* Autocorrelacéo dos residuos (Teste de Durbin-Watson);

* Normalidade dos residuos (Teste de Ryan-Joiner); e

* Limite de deteccéo e o limite de quantificacdo (SOUZA e JUNQUEIRA, 2005;
AGUIAR, 2008).

Cabe ressaltar que a avaliagado correspondeu apenas a uma reproducédo do
ensaio e para maiores conclusfes a respeito das metodologias propostas, etapas de
otimizacao e validacdo deverdo ser realizadas. A tabela 17 descreve os parametros

envolvidos na avaliagcéo, a justificativa de sua utilizacéo e avaliacédo realizada.
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Tabela 17: Parametros da planilha de avaliagdo de linearidade de curva analitica

desenvolvida por Souza & Junqueira

Teste

Justificativa

Avaliacéo

Significancia da
regressao

Verificar se a regresséao é
significativa.

Na regressao: p < 0,001

Desvio de linearidade

Verificar a adequacéo do
modelo estatistico

No ajuste: p > 0,05

Coeficiente de correlacao
linear

Verificar a correlagcéo entre
oS resultados e a
concentracdo do analito

r > 0,90 (Inmetro)
r> 0,99 (ANVISA)

Grafico de residuos

Observar a dispersao de
residuos nos limites
estabelecidos

Desejavel que estejam o
mais proximo possivel da
linha central

Normalidade de residuos

Verificar a tendéncias dos
residuos obedecerem a
distribuicdo normal

Req > Rcrit

Autocorrelacéo de
residuos

Verificar a independéncia
dos residuos

Independentes: dgqc > dU
Dependentes: dcac < dL
Inconclusivo: dL<dcgc<dU

Homogeneidade

Verificar a homogeneidade
das variancias dos residuos

p > 0,05

(Adaptado de SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; AGUIAR, 2008)

* Teor de fosfato diacido de sodio

Esta metodologia néo foi a avaliada por corresponder a uma descricdo exata

no compéndio oficial (Farmacopéia Americana) possuindo, assim, comprovagado de
sua eficiéncia. Outro fator considerado na exclusdo desta avaliacdo foi a presenca
de apenas 3 niveis de concentracdo na curva analitica. Conforme descrito
anteriormente, a ANVISA considera necessario a presenc¢a de no minimo 5 niveis de
concentragédo e o INMETRO no minimo 7 niveis para que sejam aplicados os testes
de comprovacéao da eficiéncia (RIBANI, 2004).

* Teor de glicose e frutose monoidratadas e manitol

A avaliacdo da metodologia que permite a determinacéo conjunta de glicose e

frutose monoidratadas e manitol apresentou satisfatoriedade na linearidade.

Entretanto, foi necessario desconsiderar uma replicata do nivel 3 de glicose e uma
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replicata do nivel 4 de manitol que corresponderam a valores extremos pelo teste de
Jacknife (em vermelho nas figuras 9 e 11). A regresséao realizada obteve excelentes
resultados para o coeficiente de correlacdo de 0,9999 para a glicose, 1,000 para a
frutose e 0,999 para o manitol. Os residuos apresentaram-se sob a distribuicdo
normal de acordo com o teste Ryan-Joiner. A variabilidade dos residuos da
regressdo ao longo dos niveis de concentracdo demonstrou homoscedasticidade. A
independéncia dos residuos da regressao foi comprovada pelo teste de Durbin-
Watson e apresentou-se bastante evidente pelo elevado valor de dcqc Obtido nas
determinacdes de glicose e manitol. A avaliagdo ndo ofereceu problemas para a
determinacao da significancia da regressao, do desvio da linearidade.

Foi verificada nas curvas analiticas de glicose e manitol analisadas que o0s
niveis apresentam uma faixa estreita de concentracao sugerindo estudos para uma
nova distribuicdo dos niveis de concentragdo. Os resultados obtidos estdo descritos
nas figuras 9, 10 e 11 para determinagéo do teor de glicose, para determinacao do

teor de frutose e para determinacéo do teor de manitol, respectivamente.

¢ Teor de 5 Hidroximetilfurfural

A determinacdo de 5-hidroximetil furfural apresentou boa linearidade com
coeficiente de correlacdo de 1 e auséncia de valores extremos. Os residuos
obedeceram a distribuicio normal e demonstraram a homocedasticidade. A
regressao realizada foi significativa e ndo foi verificado desvio da linearidade.
Entretanto o teste de independéncia dos residuos da regressao (teste de Durbin-
Watson) apresentou-se inconclusivo, ou seja 0 dcac apresentou-se entre os indices
de limites inferiores e superiores (estando bem proximo deste ultimo) sugerindo
novos testes para este esclarecimento. Cabe ressaltar que este resultado nao
compromete a avaliagcdo. Na analise do grafico de residuos observamos que o
altimo nivel apresenta-se bastante disperso sugerindo também estudos para nova
definicdo dos niveis de concentracdo. Os resultados obtidos estdo descritos na
figura 12.
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* Teor de adenina

Assim como a determinacdo do teor de glicose e frutose monoidratadas e
manitol, a metodologia para a determinacdo do teor de adenina apresentou todos os
parametros dentro do esperado na auséncia de valores extremos. A linearidade foi
comprovada pelo coeficiente de correlacdo linear em 0,9999. A analise dos residuos
apresentou independéncia pelo resultado elevado para o teste de Dubin Watson
(autocorrelacéo), verificou-se a homocedasticidade e a distribuicdo normal dos
residuos. A regressao foi significativa e ndo foi verificado desvio da linearidade. O
grafico de residuos apresenta resultados dispersos, bem distribuidos e dentro dos

limites estabelecidos. Os resultados obtidos estéo descritos na figura 13.

* Teor de citrato total

Embora a avaliagdo da metodologia para a determinacdo de citrato nao
apresentasse valores extremos, a linearidade ficou comprometida pelo desvio
verificado. Este resultado justificou a importancia da analise de residuos, pois 0
coeficiente de correlacdo apresentou-se bastante satisfatorio (0,999). Embora esta
avaliacdo ndo comprometa a metodologia, novos estudos s&o sugeridos para o
otimizacdo do método. A analise dos residuos apresentou resultado satisfatério para
o teste de Dubin Watson (autocorrelacdo), verificou a homocedasticidade e a
distribuicdo normal dos residuos. A regressao foi significativa e o grafico de residuos
apresenta resultados dispersos numa faixa estreita de analise. Os resultados obtidos
apresentam descritos na figura 14.
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Figura 9: Avaliacdo de linearidade da curva analitica para determinacdo do teor de

glicose monoidratada
(Fonte: SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)




Figura 10: Avaliacdo de linearidade da curva analitica para determinagéo do teor de

frutose monoidratada
(Fonte: SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)




Figura 11: Avaliacdo de linearidade da curva analitica para determinagéo do teor de

manitol
(Fonte: SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)




Figura 12: Avaliacdo de linearidade da curva analitica para determinagéo do teor de

5-hidroximetilfurfural
(Fonte: SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)




Figura 13: Avaliacdo de linearidade da curva analitica para determinagéo do teor de

adenina
(Fonte: SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)




Figura 14: Avaliacdo de linearidade da curva analitica para determinagéo do teor de

citrato total
(Fonte: SOUZA & JUNQUEIRA, 2005)




5 - CONCLUSAO

As informacbes disponibilizadas no SGA permitiram a obtencdo de um
guantitativo de 1160 amostras pertencentes ao programa Instrumentos de Saude
sendo 411 amostras (35,4%) correspondentes a amostras de bolsas de sangue.
Dessas amostras, verificou-se que os anos de 1999 e 2006 apresentaram maior
demanda e a predominancia da modalidade de analise prévia em todas as amostras
analisadas. Dessas amostras, foram concluidas 375 amostras (92,8%) com indice
de insatisfatoriedade de 17,9% e sendo em grande maioria bolsas de sangue com
solucéo anticoagulante CPDA.

O impacto do controle fisico-quimico na avaliacdo das bolsas de sangue foi
verificado pela maior incidéncia de insatisfatoriedades destes ensaios e em sua
avaliacdo concluimos que os ensaios de determinacdo dos teores de glicose e
frutose monoidratadas, manitol e adenina apresentaram-se como 0s mais criticos.

A revisdo bibliografica realizada possibilitou descrever as abordagens
diferenciadas para o controle de qualidade do produto pelos compéndios oficiais e
pela legislacdo vigente, além do controle realizado no INCQS, permitindo, assim,
comparar os ensaios envolvidos. As abordagens mais detalhadas foram encontradas
na Farmacopéia Americana e na Farmacopéia Européia, sendo nesta ultima,
observada maior contribuicdo para a legislacéo vigente.

A andlise comparativa das metodologias envolvidas nos ensaios de controle
fisico-quimico preconizados na legislacdo vigente e nos compéndios oficiais para a
solucéo anticoagulante e/ou preservadora permitiu observar a variedade de técnicas
envolvidas para cada determinacdo e a importancia da cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A auséncia da indicagdo do ensaio de determinagéo do teor de manitol
nos compéndios oficiais e indicagdo de determinagéo do teor de hidroximetilfurfural
apenas na Farmacopéia Européia demonstraram, ainda mais, a fragilidade do
controle de bolsas com solu¢des anticoagulante e/ou preservadora CPD e SAGM.

Concluindo, este estudo possibilitou a apresentacdo de uma proposta de
alteracao da legislacao vigente onde sdo apresentadas metodologias desenvolvidas
no LBAIS para controle de qualidade fisico-quimico que obtiveram resultados
satisfatorios na avaliacdo preliminar do parametro estatistico de linearidade. Assim,
sugere-se a realizacdo novos estudos de aperfeicoamento do controle realizado
neste produto.
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6 - PERSPECTIVAS

* Validacdo da metodologia desenvolvida no LBAIS para o ensaio de
determinacdo do teor de adenina em solucdo anticoagulante e/ou

preservadora de bolsa de sangue;

 Validacdo da metodologia desenvolvida no LBAIS para o ensaio de
determinacdo do teor de glicose e frutose monoidratadas e manitol em
solugéo anticoagulante e/ou preservadora de bolsa de sangue;

* Validagdo da metodologia desenvolvida no LBAIS para o ensaio de
determinacao do teor de 5-hidroximetilfurfural em solu¢do anticoagulante e/ou
preservadora de bolsa de sangue;

* Validacdo da metodologia desenvolvida no LBAIS para o ensaio de
determinacdo do teor de citrato total em solugdo anticoagulante e/ou

preservadora de bolsa de sangue; e

» Atualizacéo da legislacéo vigente.
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APENDICE A

Relacdo dos tipos de bolsa de sangue analisados no periodo de 1999 a 2008

Bolsa de sangue de transferéncia

Bolsa de sangue dupla CPD

Bolsa de sangue dupla CPDA

Bolsa de sangue para congelamento de heméacias

Bolsa de sangue quadrupla CPD-SAGM

Bolsa de sangue quadrupla CPD-ADSOL

Bolsa de sangue simples

Bolsa de sangue simples CPDA

Bolsa de sangue tripla CPD-SAG-M

Bolsa de sangue tripla CPD

Bolsa de sangue tripla CPD/ADSOL

Bolsa de transferéncia pediatrica

Bolsa para armazenamento de plaquetas

Bolsa para coleta de sangue de corddo umbilical CPDA

Bolsa para coleta e congelamento de sangue de cordao umbilical
Bolsa para coleta e congelamento de sangue de cordado umbilical CPD
Bolsa para coleta e criopreservacéo

Bolsa para protecdo, armazenamento e criopreservacao de células
Dispositivo para coleta e armazenagem de células tronco

Filtro LCG bancada para leucodeplecéo de unidade de sangue total
Filtro para remocao de leucécitos em concentrados de hemacias
Filtro sanguineo para reducao de leucécitos

KIT AUTO PBSC CJTO ATF

Kit de aférese

Kit de coleta de medula 6ssea

Kit de lavagem de autotransfusao

KIT ELP-LRS CJTO ATF

Kit para lavagem de células cobe 2991

Kit para procedimento de fotoférese

Kit para separacéo e coleta de componentes sanguineos

Kit RBCX CJTO ATF
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Oxigenador de membrana - infantil - 050
Reservatorio de sangue venoso infantil 800ml
Solucéo aditiva para aférese

Solucdo para aférese ACD-A



APENDICE B

Descricdo da planilha de avaliacdo de linearidade d e curva analitica
desenvolvida por Souza & Junqueira

Elaborada por Souza & Junqueira, esta planilha consiste em ferramenta para
a verificacdo da linearidade de uma curva analitica. A avaliacao € realizada pelo
método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). E seu ajuste se baseia nas
hipoteses:

* Os residuos sao variaveis aleatorias com média zero e variancia constante e
desconhecida;

* Os residuos sao variaveis normalmente distribuidas;

* Os residuos sdo homocedasticos, com distribuicdo constante ao longo dos
valores de X;

* Os residuos nao sao correlacionados e independentes; e
* Avrelagdo entre Xje Y; é linear.

TESTES:

1) Teste de Jack-Knife
Objetivo: Verificar valores extremos (populacéo diferente) ou erros de medicao.
Avaliacdo: J <t i

Caracteristicas: O célculo do residuo padronizado J emprega uma estimativa da
variancia dos residuos da regressao independente do ponto sob suspeita. Apresenta
valor diferenciado para cada ponto da curva de calibracéo e segue a distribuicdo de
Student t. Apesar das excelentes caracteristicas do o método dos minimos
quadrados ordinarios (MMQO), este método tem o inconveniente de ser muito
sensivel a presenca de pontos de influéncia como valores extremos (outliers) ou
pontos de alavanca (leverages).

Observacdes: Podem ser removidos em percentual maximo de 22,2 % do namero
total de replicatas. Nao podendo ser retirado todos os resultados de um mesmo nivel
e apos cada remocao novos calculos séo realizados.

2) Teste da significancia da regresséo e do desvio da linearidade

Objetivo: Significancia da regressao linear - Testar a hipétese de que a
regressao linear seja ou néo significativa.

Avaliacdo: Regresséo linear significativa - Festimado > Fcritico ou na planilha p <
0,001.
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Objetivo: Desvio da linearidade — Testar se o modelo linear apresenta desvio de
linearidade

Avaliacdo: N&o ha desvio de linearidade - Festimado < Fcritico ou na planilha p >
0,05.

Caracteristicas: Para realizar o teste da significancia da regressédo e do desvio da
linearidade, a variabilidade total das respostas é decomposta na soma dos
quadrados dos residuos da regressao (em torno da regressdo) e na soma dos
guadrados devido a regressao. A soma dos quadrados dos residuos da regressao é
entdo separada em soma dos quadrados do desvio da linearidade (falta de ajuste ao
modelo) e soma dos quadrados do erro puro. A soma dos quadrados dos residuos
pode ser obtida pela diferenca entre a soma dos quadrados total e a soma dos
guadrados devida a regressdo. A soma dos quadrados do erro puro € obtida pela
diferenca entre a soma do quadrado total e a soma do quadrados entre niveis. A
estatistica deste teste € a razdo entre as variancias, que segue a distribuicdo F com
os graus de liberdade correspondentes.

Observacdes: Um desvio da linearidade significativo indica que o modelo é
inadequado sendo necessario encontrar a inadequacao. Desvio da linearidade nao
significativo indica adequacao do modelo e para ambos, soma dos quadrados do
erro puro e do desvio da linearidade, podem ser utilizados como estimativas de 2.

3) Teste de Ryan-Joiner

Objetivo: Verificar a normalidade dos residuos da regressao
Avaliagdo: Os residuos seguem a distribuicdo normal: Rreq > Rerit

Caracteristicas: A estatistica deste teste se basei a no coeficiente de correlagdo do
grafico de probabilidade normal ou coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner R.

4) Teste de Durbin-Watson

Objetivo: Verificar a autocorrelacéo dos residuos da regressao
Avaliagdo: Os residuo sdo independentes d ¢4 > dU

Os residuo sao dependentes d cqc < dL

Resultado inconclusivo: dL<d¢qc<dU

Caracteristicas: A estatistica deste teste se baseia na estatistica de Durbin-Watson
d. Para cada conjunto de dados, ha dois limites criticos d._ (limite inferior) e dy (limite
superior).

86



5) Teste de Levene

Objetivo: Avaliar homocedasticidade
Avaliagdo: Homocedasticidade — teaic <t it

Caracteristicas: A estatistica deste teste se baseia no F de Levene F_, mas no caso
especifico de dois grupos, ou seja, para um grau de liberdade de tratamentos, em
que t = vF , pode ser usada a estatistica t de Levene t.

(AGUIAR, 2007; SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).
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ANEXO A

PORTARIA N° 950, DE 26 DE NOVEMBRO DE 1998

O Secretario de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, no uso de suas

atribuicdes e considerando a necessidade de se estabelecer os requisitos minimos
necessarios das bolsas plasticas para coleta e acondicionamento de sangue
humano e seus componentes, consistente do anexo desta Portaria.

Artigo 1" - Aprovar o Regulamento Técnico sobre Bolsas Plasticas para coleta

e acondicionamento de sangue humano e seus componentes, consistente do anexo
desta Portaria.

Anexo

Artigo 2° - Esta portaria entra em vigor na data de sua publicacao.
Gonzalo Vecina Neto

Regulamento Técnico
1 - Objetivo
2 - Definicdes

3 - Normas de Referéncia

4 - Requisitos gerais

5 - Requisitos Especificos

6 - Ensaios

1 - Objetivo

1.1- Este regulamento fixa as condigBes exigivies; incluindo aquelas
pertinentes ao desempenho do plastico policloreto de vinila (PVC)
plastificado com o di (2-etilhexil) ftalato (DEHP), trioctiltrimelitato (TOTM)
ou outros que venham a ser aprovados pelo Ministério da Saude, para
bolsas plasticas, estanques, estéreis e apirogénicas, completas com tubo
de coleta, agulha e tudo de transferéncia opcional para coleta,
armazenamento, transporte, separacdo e administracao de sangue total e
seus componentes.

1.2- As bolsas plasticas podem conter solugbes anticoagulantes e/ou
preservadoras dependendo da sua aplicacao.

1.3- Essas exigéncias para bolsas plasticas sédo necessarias para:

1.3.1 Assegurar que a qualidade do sangue e seus componentes seja
mantida a melhor possivel.

1.3.2 Possibilitar uma coleta, identificagdo, armazenamento,
fracionamento e transfusao de seu conteddo, de forma eficiente
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e segura, especialmente para reduzir-se ao minimo 0s riscos

devido a:

1.3.2.1 - Contaminacao, particularmente a microbiologica.
1.3.2.2 - Embolia gasosa

1.3.2.3 - Erros na identificacdo de bolsas plasticas e das

amostras de seu conteudo
1.3.2.4 - Interacao entre bolsa plastica e seu conteudo.

1.3.3 Assegurar compatibilidade funcional com o0s equipos para
transfusdo de sangue de acordo com a ISSO 1135/4

1.3.4 Possibilitar 0 méximo de resisténcia a ruptura e a deterioracao
da bolsa plastica fabricada com o minimo de massa e volume.

2 - Definicbes
2.1- Bolsa plastica

O termo "bolsa plastica” é utilizado neste Regulamento Técnico para definir o
recipiente

completo com o tubo de coleta e agulha, os tubos de saida, as solucdes
anticoagulantes e/ou preservadoras e os tubos de transferéncia e recipientes
associados, quando existentes.

2.2- Esterilidade
Auséncia de todo microorganismo capaz de multiplicar-se.
2.3- Volume nominal

Volume de sangue a ser envasado no recipiente, conforme indicado no rotulo
pelo fabricante.

2.4- Vida util/validade

Periodo entre a data de esterilizacdo e a data em que o produto ndo podera
mais ser utilizado

para coleta de sangue.
2.5- Lote

Para bolsas plasticas com solucédo anticoagulante e/ou preservadora, o termo
"lote" significa a

quantidade de bolsas preparadas e cheias com um U(nico lote de solucéo
anticoagulante e esterilizada em um anico ciclo.

Para bolsas plastica vazias, o termo "lote" significa a quantidade de bolsas
preparadas em um dia de trabalho e esterilizadas em um ciclo.

3 - Normas de Referéncia
3.1- Farmacopéia Brasileira
3.2- Farmacopéia Européia
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3.3- Farmacopéia Americana

3.4- Norma ISSO 3826 ou similar nacional
3.5- Norma ISSO 1135/4

3.6- Norma DIN 13097

3.7- Lei 6360/76

3.8- Decreto 79094/77

3.9- Portaria Conjunta SVS/SAS 01/96

4 - Requisitos Gerais

4.1- As bolsas plasticas devem ser transparentes, incolores, flexiveis,
estéreis, apirogénicas,

isentas de toxicidade, resistentes nas condicbes de uso e compativeis com o0
conteudo sob condi¢cdes normais de estocagem.

As bolsas devem ser estaveis bioldgica, quimica e fisicamente em relagédo ao
seu conteudo durante o periodo de validade e ndo devem permitir a entrada de
microorganismos. N&o devem liberar qualquer substancia cima dos limites
especificados para a solucdo anticoagulante e;ou preservadora, Ssangue ou
componentes, quer por interacdo quimica ou dissolucao fisica.

NOTA - O processo de fabricagcdo deve garantir um volume minimo de ar
dentro das bolsas, de modo a permitir a coleta e fracionamento do volume integral
de sangue.

5 — Requisitos Especificos
5.1 — Dimensoes

Tubo de Coleta
comprimento
min 300 mim

/Abertura

[Ty~ Digmetra interno 02,7

H‘- Mim

Tubo de Transferéncia com  Tybos de saida
Membrana de Selagem e
comprimento min 200 mm

Protetores

Espessura da parede 0,5
ImitT

bl
h2

frea do Rotulo

Capa Protetora

A L /.&gulha para coleta

de sangue

Hbertura

Figura 1. Representagcdo esquemaética de bolsa plastica.
Nota: Apenas os valores dimensionados sé&o obrigatorios.
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Tabela 1 — Dimensdes para bolsas plasticas, areas para rotulo e capacidade nominal
( Guia de Referéncia apenas )

Capacidade Largura Altura Tamanho da area do rotulo
Nominal Interna Interna (mm)

(mL) (b1) (mm) (h1) (mm)

100 75 120 60 85

250 120 130 90 85

400 120 170 100 100

500 120 185 100 100

5.1.1 — A bolsa pléstica deve ser fornecida com uma pinca a ser usada no tubo de
coleta, de modo a ndo permitir a passagem de ar e a contaminacdo do sangue
durante a coleta. O tubo de coleta, com no minimo 800 mm de comprimento, deve
Ter marcacdes idénticas com intervalos em torno de 75 mm entre si, ao longo do
tubo, para serem usados como amostras-piloto para andlise.

5.1.2 — No caso de bolsas plasticas de transferéncia, o comprimento do tubo de
transferéncia deve ser de, no minimo, 600 mm e deve conter marca¢fes idénticas
com intervalos em torno de 75 mm entre si, ao longo do tubo.

5.1.3 — As bolsas plasticas devem permitir coletar a quantidade de sangue e seus
componentes estipulada pelo Minsitério da Saude, ou seja, um volume de sangue e
correspondente volume de solucdo anticoagulante e/ou preservadora num total de
500 mL e também permitir sua adaptabilidade ao copos de centrifugas usuais e sua
centrifugacdo, com volume nominal das bolsas satélites entre 300 e 500 mL.

5.2 — Tubos de coleta e de transferéncia.

5.2.1 — As bolsas plasticas devem ser providas com um tubo de coleta ou um ou
mais tubos de transferéncia para permitir a coleta e separacdo do sangue e seus
componentes.

O tubo de transferéncia deve ser montado com um dispositivo que atue primeiro
como um selo e depois, quando quebrado, permita livre fluxo dos componentes do
sangue.

5.2.2 — Os tubos devem ser tais que possam ser selados hermeticamente e néo
colapsem em condi¢gbes normais de uso.

5.2.3 — Em inspecéao visual os tubos ndo devem apresentar cortes, bolhas, dobras
ou outros defeitos.

5.2.4 — N&o deve haver vazamento nas juncdes entre os tubos e o corpo da bolsa
plastica quando realizado teste de resisténcia.

5.3 — Agulha para coleta.

5.3.1 — A agulha deve ser conectada ao tubo de coleta, coberta com a capa
protetora. A capa protetora deve prevenir vazamentos da solucdo anticoagulante
e/lou preservadora da bolsa plastica, durante a estocagem, para manter a
esterilidade do sistema a ser facilmente removivel. A capa protetora deve ser a
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prova de violacdo e fabricada de tal forma que seja impossivel recoloca-la ou,
qualquer tentativa de manipulacao seja claramente observada.

5.3.2 — A agulha para coleta deve resistir, sem soltar-se do conjunto, quando
enasaida conforme 6.1.3.

5.3.3 — As agulhas devem atender as especificacdes da norma DIN 13097.
5.4 — Tubos de saida.

5.4.1 — As bolsas plasticas devem possuir um ou mais tubos de saida para
administracdo de sangue e seus componentes através de um equipo de transfuséo.
O(s) tubo(s) de saida deve(m) possuir um membrana perfuravel, ndo selavel
novamente, que permita a conexdo do equipo de transfusdo sem vazamento
durante a administracdo ou condicbes de uso, incluindo esvaziamento sobre
pressdo. Para assegurar o intercambiamento, o tubo de saida deve possuir tamanho
e forma que permitam a introducdo de um equipo de transfusdo, possuindo um
dispositivo de perfuracdo e vedacgédo, de acordo com a ISSO 1135/4. Antes da
perfuracdo da membrana pelo dispositivo de perfuracdo e vedacéo, o tubo de saida
deve ficar firmemente ocluso pela mesma.

5.4.2 — Cada tubo de saida deve ser selado e montado com um lacre, hermético a
prova de violacdo para manter a esterilidade interna.

5.4.3 — As bolsas plasticas devem ter meios de suspensao ou posicionamento que
nao interfram no uso da bolsa durante coleta, armazenamento, processamento,
transporte e administracédo, conforme 6.1.9.

5.5 — Amostras-Piloto

A bolsa plastica deve ser projetada de modo que amostras-piloto de identidade
inconfundivel possam ser coletadas para execucdo dos ensaios de laboratérios,
sem que o sistema fechado da bolsa seja violado.

5.6 — Embalagem primério.

As bolsas plasticas devem ser acondicionadas em embalagem, de modo a atender
0S seguintes critérios:

5.6.1 — As bolsas plasticas néo devem perder mais do 2,5% (m/m) de agua da
solucéo anticoagulante e/ou preservadora, durante um ano de estocagem a 50% de
umidade relativa, a (23 + )°C e pressao atmosférica.

5.6.2 — A vida util da bolsa plastica deve ser estabelecida pelo fabricante com base
no dado de estabilidade. Quando contém solucdo anticoagulante e/ou preservadora,
a vida util ndo deve exceder aquela em que a perda de agua é igual a 5% (m/m).

5.6.3 — O interior da embalagem né&o deve interagir com o seu conteudo e deve ser
tratado para prevenir a formacdo e crescimento de bolor ou fungos. Em caso de
utilizacdo de fungicidas quimicos deve-se comprovar que ndo h& penetracdo
prejudicial ou deterioracdo da bolsa plastica e seu conteudo.

5.6.4 — A embalagem plastica deve ser selada de maneira tal que seja inviolavel.

5.6.5 — A embalagem deve ser suficientemente forte para resistir a danos sob
condigcbes normais de manuseio e uso.
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5.6.4 — As bolsas plasticas e seus componentes devem ser dispostos na
embalagem de modo que os tubos de coleta, conexao e transferéncia nao fiquem
torcidos ou sofram deformacgdes permanentes.

5.7 — Marcacéo e Rotulagem

Os rotulos devem estar em conformidade com a legislacdo vigente e atender aos
seguintes requisitos:

5.7.1 — Rotulagem da bolsa plastica.
O rétulo deve conter as seguintes informagoes:
a) Composicao da solugcéao anticoagulante e/ou preservadora;

b) Natureza e volume em mL, ou em g, da solucdo anticoagulante e/ou
preservadora e o volume em mL, ou massa em g. de sangue a ser coletado.

c) A inscricdo: “Nado deve ser utilizada se houver sinal de deterioragdo e/ou
diminuicao do volume”;

d) A inscricdo: “Artigo de uso Unico. Destruir apos o0 uso”;
e) Ainscricdo: “ Nao perfure — produto estéril e apirogénico”;

f) Nome e endereco do produtor e do importador e nome do técnico responsével,
seu numero de inscricao e sigla da autarquia profissional;

g) Numero do lote;
h) Data de fabricacéo e validade em destaque;
1) Processo de esterilizacao;

j) Espaco reservado para registra o grupo ABO e Rh, resultados dos testes de
sorologia, numero de referéncia apropriado das amostras-piloto e também um
espaco para quaisquer outras exigéncias da regulamentacao nacional.

5.7.2 — Rotulagem da Embalagem

Se o rétulo da bolsa plastica ndo for visivel através da embalagem, esta devera
conter as seguintes informagodes:

a) Nome e endereco do produtor e do importador e nome do técnico responsavel,
seu numero de inscricao e sigla da autarquia profissional;

b) Declaracdo do conteudo;

c) Data de fabricacéo e validade;

d) Numero do lote;

5.7.3 — Outros impressoes:

a) Instrucdes para uso da bolsa plastica.

b) Instrucdes para estocagem apos a abertura da embalagem.

NOTA — Ficara a critério do produtor coloca-las no rétulo, na embalagem ou bula.
5.7.4 — Rotulagem do recipiente de embarque

O r6tulo deve conter as seguintes informacdes:

a) Nome e endereco do produtor;
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b) Declaracdo do conteudo;

c) Instrucdes para estocagem;
5.7.5 — Rotulo da bolsa plastica
O roétulo deve ser tal que:

a) Deixe uma parte da bolsa visivel e livre de marcacdes para que o conteudo
possa ser inspecionado visualmente;

b) A impressao se mantenha legivel durante todo tempo de uso;
c) Permita anota¢des em tinta permanente, atdxica e a prova d’agua;

d) O adesivo, quanto usado, ndo permita ou favoreca 0 crescimento de
microorganismos e nao tenha efeito de deterioracdo na bolsa plastica ou no eu
conteudo;

e) Qualquer tentativa de remocao do rétulo deve resultar na sua destruicao;

f) Quando a bolsa for substituida ao ensaio descrito em 6.1.4, o rotulo ndo deve
separar-se dela, nem ser removido e o conteldo impresso no mesmo deve
permanecer legivel.

5.8 — Esvaziamento sob pressao.

As bolsas plasticas devem esvaziar-se, sem vazamento, em 2 minutos quando
ensaiadas conforme 6.1.1.

5.9 — Velocidade de coleta

As bolsas plasticas devem ser projetadas de tal modo que possam ser enchidas em
menos de 8 minutos com o volume de sangue a ser coletado, quando ensaiadas
conforme 6.1.5.

5.10 — Transparéncia.

A opalescéncia da suspensao padrdo deve ser percebida quando observada através
da bolsa e comparada com outra similar cheia com &agua, quando ensaiada
conforme 6.1.6

5.11 — Permeabilidade ao vapor d’agua

As bolsas plasticas contendo ou ndo solucdo anticoagulante e/ou preservadora,
guando ensaiadas conforme 6.1.7 ndo devem apresentar perda de massa maior que
1%.

5.12 — Resisténcia a deformacéo e vazamento

As bolsas plasticas ndo devem sofrer deformac&o ou vazamento quando ensaiadas
conforme 6.1.8.1 € 6.1.8.2.

5.13 — Estabilidade térmica.

As bolsas plasticas devem atender aos requisitos de tracdo do tubo, alca de
suspensao, resisténcia a deformacéo e vazamento, apos submetidas as condi¢cdes
descritas em 6.1.10.

5.14 — Solucéo anticoagulante e/ou preservadora.
5.14.1 — Volume de conteudo.
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O volume nédo deve diferir daquele rotulado em mais que 10% quando ensaiado
conforme 6.1.11.

5.14.2 — Absorvancia

A absorvancia da solucdo anticoagulante ndo deve ser maior que 0,5 quando
realizado ensaio conforme 6.1.12.

Nota: Ensaio aplicavel apenas as solucdes glicose — citrato e glicose — citrato —
fosfato.

5.14.3 — pH.
Deve estar entre 5,0 e 6,0 quando realizado ensaio conforme 6.1.13.
5.14.4 — Teor dos componentes

Os valores encontrados nos ensaios realizados nas amostras de solucdes
anticoagulante e/ou preservadoras, conforme 6.2.1 a 6.2.6, ndo devem diferir dos
especificados na tabela abaixo:

A — Solucao de Adenina, Glicose, Fosfato e Citrato (C  PDA)

CONPONENTE TEOR (g/1000 mL de |ENSAIO
solucao)

Fosfato diacido de sodio|entre 2,11 e 2,33g 6.2.1

monoidratado (NaH2PO4. H20)

Glicose monoidratada | entre 30,30 e 33,509 6.2.2

(C6H1206.H20)

Citrato de Sodio Diidratado|entre 24,98 e 27,619 6.2.3

(C6H5Na307.2H20)

Sodio entre 6,21 e 6,86g 6.2.4

Adenina (C5H5N5) entre 0,247 e 0,303¢g 6.2.5

Acido citrico anidro (C6H807) entre 2,85 e 3,15¢g 6.2.6

B — Solucéo de Glicose, Fosfato e Citrato (CPD)

CONPONENTE TEOR (g/1000 mL de [ENSAIO
solucao)

Fosfato diacido de sodio|entre 2,11 e 2,33g 6.2.1

monoidratado (NaH2PO4.

H20)

Glicose monoidratada | entre 24,22 e 26,779 6.2.2

(C6H1206.H20)

Citrato de Sodio Diidratado|entre 24,98 a 27,619 6.2.3

(C6H5Na307.2H20)

Sadio entre 6,21 a 6,869 6.2.4

Acido citrico anidro (C6H807) |entre 2,85 a 3,159 6.2.6
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C — Solucéo de Glicose e Citrato (ACP)

Solugéo A

CONPONENTE TEOR (g/1000 mL de |[ENSAIO
solucao)

Glicose monoidratada | entre 23,28 a 25,73¢g 6.2.2

(C6H1206.H20)

Citrato de Sodio Diidratado |entre 20,59 a 22,759 6.2.3

(C6H5Na307.2H20)

Acido citrico anidro (C6H807) |entre 6,93 a 7,669 6.2.6

Solucéo B

CONPONENTE TEOR (g/2000 mL de [ENSAIO
solucéo)

Glicose monoidratada | entre 13,96 a 15,449 6.2.2

(C6H1206.H20)

Citrato de Sodio Diidratado|entre 12,37 a 13,679 6.2.3

(C6H5Na307.2H20)

Acido citrico anidro (C6H807) |entre 4,18 a 4,629 6.2.6

D — Solucdo CPD/SAG — Manitol —Solucéo 1

SAG — Manitol 1

CONPONENTE TEOR (g/2000 mL de [ENSAIO
solucéo)

Glicose monoidratada | entre 8,55 e 9,45g 6.2.2

(C6H1206.H20)

Manitol (C6H1306) entre 4,99 e 5,519 6.2.2

Adenina (C5H5N5) entre 0,161 e 0,177g 6.2.5

Cloreto de Saodio (NaCl)

Entre 8,33 e 9,209

6.2.4 (Dosar sodio
e expressar O
resultado como
NaCl)
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E — Solucdo CPD/Sag— Manitol —Solucéo 2
SAG — Manitol 2

CONPONENTE TEOR (g/1000 mL de [ENSAIO
solucao)

Glicose monoidratada | entre 20,90 e 23,109 6.2.2

(C6H1206.H20)

Manitol (C6H1306) entre 7,12 e 7,879 6.2.2

Adenina (C5H5N5) entre 0,256 e 0,283¢g 6.2.5

Cloreto de Sédio (NaCl) Entre 8,55 e 9,45¢g 6.2.4 (Dosar sédio
e expressar O
resultado como
NacCl)

5.14.5 - Extrato

Os limites constantes da tabela abaixo ndo devem ser excedidos quando da
realizacdo de ensaios conforme Farmacopéia Brasileira.

CARACTERISTICAS LIMITES ENSAIO

Matéria Oxidavel £ 2,00 mL de (1/2 Na2S203)|6.2.7
= 0,01 mol/L

Amonia (NH3) £ 2,0 mg/L 6.2.8

lons cloreto £ 4 mg/L 6.2.9

Acidez ou alcalinidade £ 0,4 mL de NaOH =0,01|6.2.10
mol/L de Hcl = 0,01 mol/L

Residuo por evaporacao £ 3,0 mg/100 mL 6.2.11

Absorcéao Ultravioleta (UV) |entre 230 e 250 nm £ 0,3 6.2.12
entre 251 e 360 nm £ 0,1

Di (2-etil-hexil) ftalato | £ 10 mg/100 mL 6.2.13

extraivel

5.14.6 — 5 — Hidroximetilfurfural — Quando ensaiadas conforme 6.21.4, as solugcdes
devem obedecer aos limites da tabela abaixo:

SOLUCAO TEOR GLICOSE LIMITE

GC (ACD) - SOL A 23,28 A 25,73 £5PPM
SOL B 13,96 A 15,44 £ 3 PPM

CPD 24,22 A 26,77 £5 PPM
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5.14.7 - Bioldgicos

5.14.7.1 — Citotoxidade “in vitro”. O material ensaiado nao deve apresentar um indice
de resposta (IR) maior que o controle, quando ensaiado conforme 6.3.1.

5.14.7.2 — Toxicidade Sistémica Aguda

Os animais tratados conforme 6.2.3 ndo devem apresentar sinais de toxicidade ou
morte.

5.14.7.3 - esterilidade

As bolsas plasticas ndo devem apresentar crescimento microbiano quando
ensaiadas conforme 6.3.3.

5.14.7.4 — Apirogenicidade/ auséncia de endotoxinas.

As bolsas plasticas devem ser apirogénicas/ isentas de endotoxinas quando
testadas conforme um dos métodos descritos em 6.3.4.

5.14.7.5 - Hemolise

As bolsas plasticas quando ensaiadas conforme 6.3.5 ndo devem apresentar
hemolise, determinada pela bsor¢céo do branco maior que 0,01.

6.0 - Ensaios
6.1 - Ensaios fisicos
6.1.1 — Esvaziamento sob presséo

A bolsa plastica quando cheia com um volume de agua a temperatura de (23+2)T
igual a sua capacidade nominal e conectada a um equipo de transfusdo conforme
especificacado 1ISSO —-1135-4, através de um tubo de saida (ver 5.4), deve esvaziar-
se, sem vazamento, dentro de 2 minutos quando gradualmente comprimida entre
duas superficies planas (pratos) sob uma pressao interna de 40 Kpa acima da
pressao atmosférica.

6.1.2 — Tracdo nos tubos
Realizar teste conforme Farmacopéia Brasileira.
6.1.3 — Fixacéo de agulha

Aplicar e manter uma forca de tracdo de 20 N ao longo do eixo longitudinal durante
15 segundos.

6.1.4 — Permanéncia do Ro6tulo

As bolsas plasticas, cheias com agua até sua capacidade nominal e seladas, devem
ser armazenadas por 5 dias a uma temperatura de (5+1)C. Esse periodo inicial
deve ser seguido de um periodo de 24 horas a uma temperatura maxima de -40C e
entdo 24h a (5+1)<. As bolsas plasticas rotuladas e/ou com identificacdo impressa
devem ser submersas em um reservatério de agua mantido a uma temperatura de
(20+1)<C por 24 h.

6.1.5 — Velocidade de coleta

Conectar o recipiente, por meio de tubo previamente munido de agulha de puncéao, a
um reservatorio contendo solu¢cdo de mesma viscosidade que o sangue, tal como
solucdo de sacarose a 33,5% p/V a 37C, mantendo diferenca de 9,3 Kpa entre

98



pressdo atmosférica e pressao interna, com a base do recipiente e a parte superior
da bolsa plastica no mesmo nivel.

6.1.6 — Transparéncia

Encher as bolsas plasticas com um volume de suspenséo opalescente padrdo (
preparada conforme instrucdes abaixo ) igual a sua capacidade nominal, diluida para
uma absorvancia entre 0,37 e 0,43 em 640 mm numa célula de 1 cm.

6.1.6.1 — Preparo da suspensao opalescente padrao:
A — Reagentes
1 — Solucéo de sulfato de hidrazina

Dissolver 1,0 g de sulfato de hidrazina em &agua destilada e diluir para 100mL.
Deixar em repouso por 4 a 6 horas.

2 — Solugéo de Hexametilenotetramina.

Dissolver 2,5 g de hexametilenotetramina em 25 mL de agua destilada em um frasco
de 100 mL com tampa.

3 — Suspensao opalescente primaria

Adicionar a solugdo de hexametilenotetramina 25 mL da solugdo de sulfato de
hidrazina.

Misturar e deixar em repouso por 24 hs.

Esta suspensdo é estavel por 2 meses, quando estocada em recipiente de vidro,
isento de defeitos na superficie. A suspensdo opalescente primaria para 1000 mL
com agua destilada.

Esta suspensédo deve ser recentemente preparada e pode ser estocada por, no
maximo 24 horas.

6.1.7 - Permeabilidade ao vapor d’agua.

Introduzir na bolsa, contendo solugdo anticoagulante e/ou preservadora ou nao, um
volume de solugdo 0,9% (m/v) de cloreto de sbédio até completar seu volume
nominal. Fechar a bolsa, pesar e manter a mesma a (5+1)°C em uma atmosfera
com umidade relativa de (50+5)% por 21 dias. Pesar novamente.

6.1.8 — Resisténcia a deformagé&o e vazamento.

6.1.8.1 — Encher o recipiente com agua a (5+1)°C, acidificada por adicdo de 1mL de
acido cloridrico diluido SR até seu volume nominal. Envolver a bolsa plastica em
papel absorvente impregnado de azul de bromofenol diluido 1:5 SI, ou de outro
indicador apropriado, e seco. Centrifugar a 5000 rpm por 10 minutos a (5+1)°Cnéo
deve ocorrer qualquer vazamento sobre o papel indicador, e nem qualquer
deformacgé&o permanente.

6.1.9 — Alca de Suspenséo

Os meios de suspensao ou posicionamento devem ser capazes de suportar, sem se
romper, uma forca de 20 N aplicada ao longo do eixo longitudinal dos tubos de
saida, durante 60 minutos, a uma temperatura de (23+2)°C

Nota: Este teste sera realizado apenas apo0s a realizacdo do teste de estabilidade
térmica.
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6.1.10 — Estabilidade Térmica.

Colocar a bolsa plastica em uma camara com temperatura inicial de 20 a 23°C.
Esfriar rapidamente a uma temperatura de —80°C, mantendo esta temperatura por
24 h. Elevar a temperatura a 50°C, mantendo-se assim por 12 h. Deixar esfriar a
temperatura ambiente. A bolsa deve satisfazer 0s ensaios de resisténcia a
deformagdo e vazamento, tracdo dos tubos, permeabilidade ao vapor d'agua,
esvaziamento sob presséo e alca de suspenséo.

6.1.11 — Volume de conteudo.

Esvaziar completamente bolsas e tubos, recolhendo a solucéo anticoagulante numa
proveta.

6.1.12 — Absorvancia

Medir a absorvancia da solugdo anticoagulante no intervalo entre 250 e 350 nm,
utiizando como liquido de compensacdo uma solugdo anticoagulante de
composicdo idéntica que ndo tenha estado em contato com o material plastico,
autoclavada em frasco de vidro boro-silicato sob as mesmas condi¢des utilizadas no
processo de esterilizacdo das bolsas plasticas. A absorvancia maxima a 280 nm nao
deve ser superior a 0,5.

6.1.13 — pH.

Proceder o ensaio conforme farmacopéia Brasileira.
6.2 — Ensaios Quimicos e Fisicoquimicos:

6.2.1 — Fosfato diacido de sodio

Seguir metodologia constante na USP.

6.2.2 — Glicise, frutos e manitol:

6.2.2.1 — Cromatografia:

6.2.2.1.1 — Aparelhagem e material:

a — Cromatografo liquido

b — Coluna para carboidratos com resina de troca catibnica na forma Ca ( 300x6,5 )
mm.

¢ — Forno para coluna

d — Detetor de indice de refracéo

e — Balanca analitica.

f — Vidraria de laboratorio.

6.2.2.1.2 — Condic¢des de Analise:

a — Fase moével: agua deionizada e dezaseificada
b — Fluxo: 0,5 mL/min.

¢ — Temperatura do forno: (80 — 90)°C
d — Tempo de retengao:

Glicose: 10,2 min.

Frutose: 12,0 min.
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Manitol: 13,9 min.
6.2.2.1.3 — Ensaio:

Pipetar 3 aliquotas de 5,0mL da solugdo anticoagulante e/ou preservadora e diluir
para 50,0mL com agua deionizada, em baldo volumétrico.

Injetar aliquotas de 20,0 mL em duplicatas e medir as areas dos picos
correspondentes a glicose, frutose e manitol.

6.2.2.1.4 — Preparo das curvas de calibracao:

Pesar aliquotas de glicose USP, frutose USP e manitol USP (secis a 80° C, a vacuo,
por 3 horas ) e dissolver com agua deionizada, em baldo volumétrico, para obter
solugbes com as seguintes concentragdes, conforme a amostra a ser analisada:

AMOSTRA |Glicose Frutose Manitol Anidro
Monoidratada Monoidratada
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Solugéo 2,71 015 |-
Anticoagulant
e CPDA
3,03 025 |-
3,35 03% |-
Solucéo 2,16 0,14 |-
Anticoagulant
e CPD
2,42 0,18 |-
2,68 0,22 |-
Solucédo 2,09 1,26 0,16 0,096  |-—--—---
Anticoagulant
e CD
2,33 1,40 0,18 0,108  |-----—---
2,57 1,54 0,20 0,120  |----—--
Solucédo 0,75 1,87 0,057 0,14 0,45 0,63
Preservadora
Sag-manitol
0,85 2,09 0,065 0,16 0,50 0,71
0,95 2,31 0,073 0,18 0,55 0,79

Injetar aliqguotas de 20,0 mL em duplicata e medir as areas correspondentes a
glicose, frutose e manitol.

Plotar as médias das areas obtidas para cada solugdo contra as concentracfes das
mesmas em mg/mL de glicose monoidratada, frutose monoidratada e manitol anidro.
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6.2.2.1.5 — Resultados:

Calcular o conteudo de glicose monoidratada, frutose monoidratada e manitol anidro
em g/L de solucdo anticoagulante e/ou preservadora usando a seguinte expressao:

A=10.C

Onde C — concentracdo em mg/mL de glicose monoidratada, frutose monoidratada
ou manitol anidro, determinada na curva de calibracao.

6.2.2.2 — Gravimetria ( somente para glicose)
Seguir metodologia constante da USP.

Nota 1: Os teores de glicose + frutose serdo genericamente expressos como glicose
monoidratada ou anidra.

Nota 2: A Cromatografia Liquida serd o método de escolha em caso e divergéncia
de resultados na analise de glicose.

6.2.3 — Citrato de Sadio:

6.2.3.1 — Método A (espectrofotometria):

Seguir metodologia constante na USP.

6.2.3.2 — Método B (cromatografia liquida):

6.2.3.2.1 — Aparelhagem e material:

a) Cromatégrafo liquido

b) Coluna C-18 (250x4)mm 5 mm

c) Detetor de ultravioleta

d) Balanca analitica

e) Vidraria de laboratorio

6.2.3.2.2 — CondicOes de andlise:

a) Fase movel: DDSS 100 mg, H3PO4 1mL, H20 qgsp 1.000 mL/MeOH (2:3)
b) Solvente: H3PO4 1 mL, H20 gsp 1.000mL/ MeOH (2:3)
c¢) Fluxo: 0,8mL/min

d) 1 =235nm

e) Tempo de retencéo:

Citrato: 3,6 min.

Adenina: 4,8 min.

6.2.3.2.3 — Ensaio:

Pipetar 3 aliquotas de 5,0mL da solucéo anticoagulante e/ou preservadora, adicionar
4,0mL de HCI 0,1 N e diluir para 50,0mL em baldao volumétrico, com o solvente.

Injetar em cromatografo aliquotas de 20,0 mL em duplicata e medir as areas dos
picos correspondentes ao citrato e a adenina.

6.2.3.2.4 — Preparo das curvas de calibracao:
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Pesar com preciséo aliquotas de 21,25 (sag-manitol-1) ou 33,75 (sag manitol — 2 e
CPDA mg de adenina USP, conforme a amostra a ser analisada, dissolver e diluir
para 100,0 mL com HCI 0,1 N, em baldo volumétrico, para obter solucdo estoque
com concentracdes de 0,2125 ou 0,2275 mg/mL, respectivamente.

Pesar com preciséo aliquotas de citrato de sodio. 2H20 USP, adicionar aliquotas de
3,0 4,0 E 5,0mL da solucdo estoque de adenina em baldo volumétrico de 50 mL,
para obter solugbes com as seguintes concentragbes, conforme a amostra a ser
analisada.

AMOSTRA Citrato de Sodio | Adenina Anidra (mg/mL)
Diidratado (mg/mL)
Solucéo Anticoagulante | 2,78 0,020
CPDA
3,09 0,027
3,40 0,034
Solucéo Anticoagulante | 2,78 |-
CPD
309 e
340 e
Solucéo Anticoagulante | 2,99 1,79 |-
ACD
3,32 199  |--—---
3,65 219 |-
Solucéo Preservadora | -------- 0,013 0,020
Sag-manitol
-------- 0,017 0,027
-------- 0,021 0,034

Injetar aliquotas de 20,0 mL em duplicata e medir as areas correspondentes ao
citrato de sodio total e a adenina.

Plotar as médias das areas obtidas para cada solucdo padrdo contra as
conentracdes das mesmas em mg/mL de citrato total expresso em citrato de sodio
diidratado e adenina.

6.2.3.2.5 — Resultados:

a) Calcular o contetdo de citrato expresso em citrato de sodio diidatrado total ou
adenina em g/L de solugcéo anticoagulante e/ou preservadora usando a seguinte
expressao:

A=10xC

Onde: C = concentracdo em mg/mL de citrato total ou adenina determinada na curva
de calibragéo.
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b) Calcular a quantidade de citrato de sodio diidatrado em g/L de solucao

anticoagulante e/ou preservadora usando a expressao:
D=A-(Bx294,10)
(92,12)

Onde: A = Concentracao total em g/L (conforme 6.2.3.2.5.a)

B = Concentracdo, em g/L de acido citrico anidro livre na soluc¢éo (conforme 6..2.6).

6.2.4 — Sbdio:
Seguir metodologia constante da USP.
6.2.5 — Adenina:

6.2.5.1 — Método A:

Seguir metodologia constante da USP
6.2.5.2 — Método B (cromatografia liquida):
Segquir procedimento 6.2.3.2

6.2.6 — Acido Citrico:

Seguir metodologia constante da USP.
6.2.7 — Matéria oxidavel

Seguir metodologia constante da Farmacopéia Brasileira.

6.2.8 — Amobnia

Seguir metodologia constante da Farmacopéia Brasileira.

6.2.9 — Cloreto

Seguir metodologia constante da Farmacopéia Brasileira.

6.2.10 — Acidez/alcalinidade

Seguir metodologia constante da Farmacopéia Brasileira.

6.2.11 — Residuo por evaporacao

Seguir metodologia constante da Farmacopéia Brasileira.

6.2.12 — Absorc¢éo do extrato (UV).

Seguir metodologia constante da Farmacopéia Brasileira.

6.2.13 — Di (2-etil-hexil) ftalato extraivel

Seguir metodologia constante da Farmacopéia Brasileira.

6.2.14 — 5 — HMF (5 — Hidroximetilfurfural)
6.2.14.1 — Método A — Espectrofotometria
Metodologia descrita na Farmacopéia Européia.
6.2.14.2 — Método B — Cromatografia liquida
6.2.14.2.1 — Aparelhagem e material:

a) cromatografo liquido

104



b) coluna c - 18 (150 x 4) mm 5 mm
c) detector de ultravioleta

d) balanca analitica

e) vidraria de laboratério

6.2.14.2.2 — CondicOes de Analise:
a) fase moével H20 / MeOH (95:5)
b) fluxo: 0,8 mL/min.

c) 1=280nm

d) Tempo de retencao: 9,6 min.
6.2.14.2.3 — Ensaio:

Injetar em cromatografo aliquotas de 500,0 mL da solucdo anticoagulante e/ou
preservadora, em duplicata, e medir as areas do pico correspondente ao 5 —
hidroximetilfurfural.

6.2.14.2.4 — Preparao das curvas de calibracao:

Pesar com precisao aliquotas de 5 - hidroximetilfurfural. Dissolver e diluir com agua
destiladas, em baldo volumétrico, para obter solu¢gbes com concentracdes
conhecidas de 2,0, 4,0, 5,0 e 6,0 mg/L.

Injetar aliquotas de 500,0 mL de cada solugdo padrdo, em duplicata, e medir as
areas correspondentes ao 5 — hidroximetilfurfural.

Plotar as médias das é&reas obtidas para cada solucdo padrdo contra as
concentractes das mesmas em mg/L de 5 hidroximetilfurfural.

6.2.14.2.5 — Resultado:

Determinar o conteuddo de 5 - hidroximetilfurfural. Em mg/L da solugéo
anticoagulante e/ou preservadora a partir da curva de calibracéo.

6.3 — Ensaios Bioldgicos

6.3.1 — Citotoxicidade

Seguir metodologia constante da USP.

6.3.2 — Toxicidade Sistémica Aguda

Seguir metodologia constante de Farmacopéia Brasileira.
6.3.3 — Esterilidade

Seguir metodologia constante da Farmacopéia Brasileira.
6.3.4 — Pirogénio / Endotoxinas bacterianas

Seguir metodologia constante na Farmacopéia Brasileira para o teste de pirogénio e
metodologia da USP para endotoxinas bacterianas.

Nota: O pirogénio “in vivo“ serd o0 método de escolha em caso de divergéncia de
resultados.

6.3.5 — Hemolise
Seguir metodologia constante da Farmacopéia Brasileira
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7.0 — APLICACAO DOS ENSAIOS

Ensaios de tipo e lote sédo listadosem 7.1 e 7.2.
7.1 — Ensaios de tipo

Todos os ensaios previstos neste Regulamento devem ser realizados para fins de
Registro junto ao Ministério da Saude e ser repetidos sempre que houver uma
mudanca significativa de processo, formulacdo de plastico ou solucdo
anticoagulante ou preservadora.

7.2 — Ensaios de lote

Realizar a cada lote de fabricagédo os seguintes ensaios, no produto final:
7.2.1 — Volume do conteudo (6.1.11)

7.2.2—-pH (6.1.13)

7.2.3 - 5 - HMF, quando aplicavel (6.2.14)

7.2.4 — Teor dos componentes da solugéo anticoagulante e/ou preservadora (6.2.1 a
6.2.7)

7.2.5 — Esterilidade (6.3.3)
7.2.6 — Pirogénio/Endotoxinas bacterianas (6.3.4).
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