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RESUMO

O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sauide é uma unidade de referéncia no controle da
qualidade em bolsas de sangue. A legislagdo vigente que descreve este controle é a RDC n°® 35/2014
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Ministério da Saude, que substituiu a Portaria SVS/
MS n°® 950/1998 (Secretaria de Vigilancia Sanitaria/Ministério da Satde). Os objetivos deste estudo
foram avaliar os avangos técnico-cientificos no controle da qualidade e propor novas metodologias.
Primeiramente, foram comparadas as metodologias e as técnicas recomendadas, para, em seguida,
apresentar novos estudos. Na comparacio, foram observados os avangos referentes a preocupagio da
manutengdo das colunas cromatograficas e reprodutibilidade de resultados. As metodologias foram
desenvolvidas, otimizadas e validadas buscando-se eficiéncia e robustez. Das onze metodologias,
cinco foram alteradas e discutidas neste estudo. Para nova atualizagdo da legislacdo, estio em
tramitagao o desenvolvimento de uma metodologia para determinagao de teor de citrato e fosfato,
avancos em estudos do pH, além de duas metodologias propostas para determinagao do principal
contaminante. Este estudo apresentou a evolugdo nos parametros da qualidade e evidenciou a
importancia do Instituto como ente do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitdria e na atualizagdo das
questdes regulatorias.
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ABSTRACT

The National Institute of Health Quality Control is a reference unit for the quality control of blood-
collecting bags. The current legislation that describes this control is RDC No 35/2014 of National
Health Surveillance Agency/Ministry of Health, which replaced the Order SVS/MS N° 950/1998
(Secretariat of Health Surveillance/Ministry of Health). The objectives of this study were to evaluate
the technical-scientifical advances in the quality control and to propose the new methodologies.
Firstly, the recommended methodologies and techniques were compared; then the new studies were
presented. In the comparison study, the progresses were observed regarding the maintenance of the
chromatographic columns and the reproducibility of results. The methodologies were developed,
optimized and validated looking for the efficiency and robustness. Of eleven methodologies, five were
changed and they were discussed in this study. For the further legislation updating, the development
of a methodology for determining citrate and phosphate contents, the advances in pH studies, and
besides the two proposed methodologies for detecting the main contaminant are underway. This
study presented the evolution in the quality parameters and evidenced the importance of Institute as
part of the National Sanitary Surveillance System and in the regulatory issues updating.
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As bolsas plasticas para coleta de sangue
sdo classificadas como produtos meédicos,
inseridas no grupo de produtos identificados
como produtos para satide que correspondem aos
produtos que ndo se enquadram nas defini¢oes
de insumo farmacéutico, medicamento ou droga.
Devido sua complexidade sdo consideradas
como produtos de risco III, segundo a
Resolu¢gdo RDC n° 185/2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria/Ministério da
Saude (ANVISA/MS) e sdo em grande parte
importadas, havendo pequena participagao,
ainda em fase crescente, da industria nacional'.

Este produto consiste em bolsas plasticas
completas com tubo de coleta, tubos de
saida e agulha para coleta, armazenamento,
processamento,  transporte, separacao e
administra¢do de sangue e seus componentes*’.
Apresentam estabilidade bioldgica, quimica
e fisica em relacdo ao seu conteudo durante
o periodo de validade, nao permitindo a
entrada de micro-organismos nem a liberagao
de qualquer substancia acima dos limites
especificados para a solug¢do anticoagulante
e/ou preservadora, sangue ou componentes.

As solugdes anticoagulantes (conservado-
ras) e preservadoras do sangue sdo destinadas a
assegurar a integridade funcional e proteica dos
constituintes celulares e plasmaticos do sangue®,
sendo que existem seis tipos de solugdes: a so-
lugdo ACD ¢ constituida de glicose, acido citri-
co anidro e citrato de sédio diidratado, em duas
concentragdes distintas (tipo A e tipo B); quando
acrescida de fosfato e sddio, é identificada como
solugdo CPD; esta, quando acrescida de adeni-
na ¢ identificada como sendo do tipo CDPA e a
solugdo preservadora SAG-M, que é composta
por glicose, adenina, manitol e sédio, em duas
variagdes de concentragdes (tipo 1 e tipo 2)%

A composicao da solugcdo interfere
diretamente no tempo de armazenamento do
sangue, que pode variar de 21 a 42 dias, seja
por estabilizar a membrana celular e manter o
pH controlado como fazem o citrato, o fosfato
e o manitol, ou ainda por atuar no controle da
coagulacdo ou, como a glicose, por fornecer
energia e contribuir para a manutencdo dos
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niveis de ATP°. Mas a viabilidade do sangue
estocado apresenta-se também dependente da
técnica da coleta, do tipo de anticoagulante,
da  temperatura de conservag¢do, dos
pardmetros bioquimicos e da frequéncia de
homogeneizagdo durante o armazenamento’.

Este assunto torna-se ainda mais
importante por envolver, também, aspectos
éticos da doagdo de sangue, um ato voluntario
conforme disposto pela Constituicio da
Republica, e por estar relacionado com a
sensibiliza¢ao do publico sobre estanecessidade®.

Neste cendrio, o Sistema de Vigilancia
Sanitaria, através de sua institui¢do reguladora,
a ANVISA’, surge para assegurar aos cidadaos
a disponibilidade de insumos e produtos de
saude que cumpram requisitos de garantia de
qualidade’. O monitoramento da qualidade
desses produtos é de responsabilidade dos
Laboratérios Oficiais, como o Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) e os Laboratérios Centrais de Saude
Publica dos Estados (LACEN) que integram,
portanto, a estrutura da Vigilancia Sanitaria®,
sendo responsaveis por analises de &ambito
fiscal e analises prévias segundo legislagdo
especifica’ ou, como no caso exclusivo do
INCQS, por realizar analises com a finalidade
de registro ou revalidagdo de registro’.

A grande demanda por bolsas de sangue
coletadas por ano'® demonstra a importancia
do estudo acerca dos pardmetros de qualidade
para o controle deste tipo de produto, com a
finalidade de garantir seguranca, eficacia e
credibilidade!’; os parametros de qualidade
definidos para bolsas de sangue estdo descritos
na Resolugdo RDC n° 35/2014 da ANVISA/
MS, relacionada com os principais compéndios
oficiais e normas técnicas internacionais?.

Esta legislagdo preconiza avaliagao inicial
de aspectos gerais, considerando parametros
de transparéncia, flexibilidade, resisténcia,
compatibilidade com o contetido sob condigdes
normais de estocagem, dimensao, embalagem
e rotulagem, além da verificacdo de tubos de
coleta, agulha para coleta e tubos de saida’.

A avaliagdo dos aspectos especificos
¢ recomendada por meio de ensaios
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tisicos, bioldégicos e tisico-quimicos,
sendo que estes incluem doseamento dos
componentes da solugdo anticoagulante
e/ou preservadora e controle de pH?2.

Considerando que a metodologia utilizada
deve permitir obter resultados analiticos
confiaveis, de modo a evitar possiveis decisoes
desastrosas e desperdicios indesejaveis'?, a
validagdo analitica surge como uma ferramenta
importante ao Laboratdrio de Referéncia,
que baseando-se em estudos desenvolvidos,
pode apontar a necessidade de atualizacdo
da legislacio especifica, como ocorrido
na substituicio da Portaria SVS/MS n°
950/1998 pela Resolugao RDC n° 35/2014 da
ANVISA/MS>?, para a qual foram otimizadas,
desenvolvidas e validadas novas metodologias,
mais eficientes, robustas e de menor custo.

Este estudo demonstra os avang¢os técnico-
cientificos no controle da qualidade de bolsas
de sangue, comparando-se as metodologias
analiticas descritas nos dois regulamentos
para avaliar solug¢des anticoagulantes e/ou de
preservacao, além de avaliar a utilizacdo de
novos métodos em uma possivel revisio da
Resolugdo RDC n° 35/2014, da ANVISA.

O estudo foi dividido em duas fases. Na
etapa inicial, foram comparadas metodologias
e técnicas preconizadas no regulamento técnico
vigente e na Portaria SVS/MS n°® 950/1998,
para o controle fisico-quimico das solugoes
anticoagulantes e/ou preservadoras>"”. Foram
destacadas técnicas, equipamentos e condigdes
analiticas envolvidas e, correlacionadas também
com referéncias oficiais. Em segunda fase do
estudo, foram avaliadas outras metodologias
para a avaliagdo, que pudessem ser aplicadas de
modo a oferecer vantagens ao setor regulado.

A primeira fase do estudo demonstrou a
ocorréncia de divergéncias entre as metodologias
recomendadas, incluindo técnica, equipamento
e condi¢des analiticas entre os regulamentos

técnicos, para a avaliagdo fisico-quimica da
solugdo anticoagulante e/ou preservadora
utilizada. Entre as diferentes metodologias e
técnicas recomendadas (Tabela), foi possivel
observar que a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) é a principal indicagao,
justificada pelo destaque crescente das técnicas
de separacgao para analises quantitativas®.

Para a determinagao de fosfato didcido
de sédio, a Portaria SVS/MS n°® 950/98 preconiza
a metodologia descrita na Farmacopeia
Americana, que utilizava a espectrofotometria
até sua 292 edicdo e, nas edigdes seguintes passou
a recomendar a CLAE para esta determinacao,
utilizando como padrao fosfato diacido de sédio,
fase movel solugdo de hidroxido de sodio ou
hidréxido de potassio sob o fluxo de 2,0 mL por
minuto, temperatura do forno em 30 °C, coluna
de troca ionica e detector eletroquimico. Este
método também é indicado para determinacido
do teor de citrato total'*">.

A técnica de espectrofotometria ¢
recomendada tanto pela Farmacopéia Americana
como pela Farmacopeia Europeia 9* edigdo,
sendo que ambos os compéndios recomendam
a utilizagcdo do padrdo de fosfato de potassio
monobasico. Entretanto, a Farmacopeia Europeia
recomenda reacao com molibdato de vanadio
para formacao de complexo e leitura em 450 nm,
enquanto que a Farmacopeia Americana 412
edicao recomenda reagdo com dcido sulfurico,
acido 1,2,4-aminonaftolsulfonico, metabissulfito
de sddio, sulfito de s6dio e molibdato de amdnio
para formacdo de complexo com leitura em
660nm'*'e.

O  regulamento  técnico  vigente
concilia as possibilidades destacadas acima
e permite que seja utilizada a metodologia
por espectrofotometria como primeira opg¢do
e o método cromatografico como segunda,
ambos da Farmacopeia Americana®. Apesar do
interesse crescente por métodos cromatograficos
como o CLAE para quantificacdo, a técnica de
espectrofotometria de UV-Vis mantem-se muito
utilizada, sendo indicada como primeira opgao
nesta determinagdo, por conferir praticidade,
confiabilidade e baixo custo para a rotina
laboratorial'’, além de apresentar eficiéncia
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comprovada em diversos estudos, como no
caso da validagdo e estimativa da incerteza
do método de determinagdo de fosfato por
espectrofotometria'®.

O regulamento de 1998 indicava a
determinacdo de dextrose (glicose e frutose
monoidratadas) tanto por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) como por
gravimetria. O processo por CLAE, que permite
a quantificacdo concomitante de glicose,
frutose e manitol, utilizava como fase movel
agua ultrapurificada 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; na gravimetria, a reagdo com tartarato
cuprico alcalino seguida de secagem para
determinagdo apenas de residuo equivalente
a glicose monoidratada™'®. A atualizagdo do
regulamento ndo alterou significativamente a
metodologia pela técnica de CLAE; a otimizagdo
da metodologia definiu que a melhor condigdo
analitica é obtida com a fixa¢ao da temperatura
do forno em 80 °C". Por outro lado, a gravimetria
foi excluida como op¢do, sendo substituida pela
técnica de volumetria, descrita pela Farmacopeia
Europeia, que utiliza tiossulfato de sdédio e
amido como indicador para a titulacdo de uma
solucdo acida resultante de extragao®'s.

De acordo com o novo regulamento, a
determinagido pode ser realizada por métodos
instrumentais (cromatografia) ou métodos
classicos (volumetria)?. Observa-se uma maior
inclinagdo para o uso da técnica de CLAE,
com detec¢do por indice de refracio para
quantificacdo de carboidratos, por apresentar
vantagens como maior sensibilidade e menor
tempo de analise®. Entretanto, o método classico,
também recomendado, é considerado preciso e
muito eficiente no doseamento ressaltando a
importancia da volumetria de neutralizagao em
meio aquoso?®'.

A determinagao de manitol, concomitante
com a glicose e frutose pela técnica de CLAE,
esta presente em ambos os regulamentos>'’.
Uma caracteristica especial em relagdo a
esta substincia é a auséncia de referéncias
oficiais quando relacionado com solugdes

preservadoras, sendo encontrada citagao apenas
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em monografia especifica da Farmacopeia
Americana sob condigbes de determinagio
bastante semelhantes®.

Para a substdncia adenina, a Portaria
SVS/MS n° 950/98 propunha a utilizagdo de
dois métodos por CLAE: a) o método descrito
na Farmacopeia Americana, que utilizava
como fase movel solucdo de acido acético e
dihidrogenofosfato de amonio sob o fluxo de
2,0 mL por minuto, coluna de ago inoxidavel
com empacotamento L9 e detector ultravioleta
no comprimento de 254 nm' e b) um método
alternativo, também recomendado para a
determinagdo do teor de citrato total e que
utilizava como fase moével solugdo de acido
fosférico, dodecilbenzenossulfonato e metanol
sob o fluxo de 0,8 mL por minuto, coluna de fase
reversa e detector ultravioleta no comprimento
de onda de 235 nm*".

O regulamento de 2014, continuou
recomendando as duas metodologias por CLAE,
alterando fase movel (heptano sulfonato de sédio,
acetato de amonio, acido acético e acetonitrila)
e seu fluxo (0,6 mL/minuto), o tamanho da
coluna (250* 4,6 mm), o comprimento de onda
(262 nm) e a utiliza¢do de forno (40 °C)%..  Um
dos grandes destaques do novo regulamento
refere-se a modificacdo nas determinagdes
independentes de citrato de sddio e acido
citrico, pelo regulamento de 1998 alterada no
regulamento de 2014. Este trouxe uma nova
proposta da exclusao do ensaio de acido citrico
e determinagdo do teor de citrato total expresso
em termos de acido citrico>"’.

A Portaria SVS/MS n° 950/98 recomendava
a determinagdo de citrato de sdédio por
espectrofotometria conforme recomendado
pela Farmacopeia Americana ou por CLAE. A
metodologia por CLAE permitia determinar
simultaneamente citrato e adenina, entretanto,
para determinar o teor de citrato de sodio era
necessario utilizar a volumetria, conforme
descrita na Farmacopéia Americana, para obter
a quantidade de acido citrico livre presente’.
A espectrofotometria recomendada pela
Farmacopeia Americana consistia em reagao
com piridina, anidrido acético para formacgéao de
complexo que absorve em 425 nm; este ensaio
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permite obter o teor de citrato total, de acido
citrico e de citrato de s6dio'**.

O novo regulamento permite o uso de
trés opg¢odes: a técnica de espectrofotometria
recomendada pela Farmacopeia Europeia, a
técnica de CLAE com a determinagéo simultanea
de fosfato de sddio, descrita pela Farmacopeia
Americana e por nova metodologia para
determinagdo de citrato total, que apresenta
fase movel acida preparada com acido sulfurico,
deteccdo por ultravioleta a 230 nm, com
temperatura de forno em 40 °C em coluna de
troca catidnica, cujo resultado é representado
como citrato total expresso em termos de acido
citrico’.

Em relagio ao 5-hidroximetilfurfural,
contaminante derivado da decomposi¢do
térmica da glicose, duas metodologias estavam
recomendadas: a espectrofotometria, conforme
a Farmacopeia Europeia, que baseia-se em
reacdo com p-toluidina, acido acético e acido
barbitirico para produzir um complexo que
absorve em 550 nm (porém, a formacgado de
interferentes é apontada por alguns autores
como desvantagem) e a metodologia por
CLAE?, que utiliza como fase modvel solugdo
de metanol sob o fluxo de 0,8 mL por minuto,
coluna de fase reversa e detector ultravioleta
no comprimento de onda de 280 nm". No
regulamento de 2014, as técnicas continuaram a
ser recomendadas, entretanto, para metodologia
por CLAE, foi fixada a temperatura do forno
em 40°C pelo processo de otimizacdo e
comprovada a eficiéncia na etapa de validagdo
analitica®. Uma revisdo bibliografica sobre esta
metodologia indicou bons resultados analiticos
por metodologias semelhantes em uma larga
faixa de variacdo de concentra¢ao?®?>?.

As faixas de concentracao das substincias
permaneceram inalteradas nos regulamentos.
Fato nao observado para o controle de pH,
em que no antigo regulamento apresentava
uma faixa dnica para todas as solugdes e
no regulamento vigente, segundo estudos e
sugestdo dos principais fabricantes e detentores

de registro do Brasil, foram definidas duas faixas
de controle de pH conforme o tipo de solugdao®**.

Novas pesquisas e novos estudos sugeridos
pelos fabricantes e detentores desencadearam
linhas de pesquisa para atualizagio do
regulamento técnico. Em relacdo ao controle
fisico-quimico das substincias fosfato, citrato
e acido citrico (determinac¢ao de teor de fosfato
diacido de sodio e determinacdo de teor de
citrato total), vem sendo estudada metodologia
que permitird a determinagdo concomitante de
citrato e fosfato por CLAE com detecgao ionica;
além disso, novos estudosbuscam avaliar as faixas
de pH estabelecidas, principalmente no caso
das solugoes preservadoras (SAG-M), ausentes
nos compéndios oficiais que contemplam
apenas  solu¢des  anticoagulantes (ACD,
CPD e CPDA)"'%? E, para o contaminante
hidroximetilfurfural, como sugestao dos
detentores de registros, foram desenvolvidos
projetos para duas metodologias analiticas*.
Todos os projetos em andamento e linhas de
pesquisa tracadas obedecem a necessidade de
comprovar a qualidade das analises quimicas
obedecendo, também, as normas internacionais,
nacionais e sistema da qualidade® .

A proposta de submissio de novas
metodologias e parametros de especificagdo ¢é
atribuicdo do laboratério de referéncia conforme
o regulamento vigente que o responsabiliza pela
avaliacdo da qualidade do produto necessario a
obtengdo do registro’.

Os avangos técnico-cientificos para o
controle da qualidade das substancias presentes
na solugdo anticoagulante e/ou preservadora
destacaram a complexidade e a importancia do
controle fisico-quimico. Para as seis substancias
dosadas, o regulamento antigo indicava 11
metodologias, das quais seis eram provenientes
de compéndios oficiais, enquanto que o novo
regulamento recomenda 12 metodologias
analiticas, das quais sete sdo provenientes de
compéndios oficiais.
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Tabela. Técnicas analiticas recomendadas pelos regulamentos técnicos especificos

Substancia

Regulamento antigo

Portaria SVS/ MS n° 950 de

26/11/1998

Regulamento vigente

RDC n° 35 de 12/06/2014 ANVISA/MS

Fosfato didcido de sddio

Dextrose (glicose)

Manitol

Adenina

Citrato de sédio

Acido citrico

Hidroximetilfurfural

Farmacopeia Americana
(Cromatografia liquida/
Espectrofotometria)

Cromatografia liquida

Farmacopeia Americana

(Gravimetria)
Cromatografia liquida

Farmacopeia Americana

(Cromatografia liquida)

Cromatografia liquida

Farmacopeia Americana

(Espectrofotometria)
Cromatografia liquida
Farmacopeia Americana
Farmacopeia Europeia

(Espectrofotometria)

Cromatografia liquida

Farmacopeia Americana

(Cromatografia liquida)

Farmacopeia Americana
(Espectrofotometria)
Cromatografia liquida
(Método validado)

Farmacopeia Europeia
(Volumetria)
Cromatografia liquida
(Método validado)
Farmacopeia Americana

(Cromatografia liquida)

Cromatografia liquida
(Método validado)
Farmacopeia Americana

(cromatografia liquida)

Cromatografia liquida
(Método validado)

Farmacopeia Europeia
(Espectrofotometria)
Farmacopeia Europeia

(Espectrofotometria)

Cromatografia liquida
(Método validado)

Adaptado de: Farmacopeias; BRASIL,1988; BRASIL, 2014
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As  referéncias  oficiais consistiram
na Farmacopeia Americana e Farmacopeia
Europeia, enquanto que os métodosapresentados
no novo regulamento correspondem a métodos
otimizados, desenvolvidos e validados no
laboratério de referéncia.

Entre as substancias dosadas e controladas,
o fosfato foi a unica substancia que ndo apresentou
um estudo dirigido de desenvolvimento, otimiza¢ao
e validagao analitica no regulamento de 2014. E por
esta razao, para uma nova proposta de atualizagao
estdo sendo finalizados estudos referentes a uma nova
técnica que permite a determinagdo concomitante
de citrato e fosfato. Além disso, estio sendo
desenvolvidos estudos sobre faixas de especifica¢ao
de pH e projetos referente a duas metodologias
para determinagdo de hidroximetilfurfural, como
sugestao do setor regulado.

Em nosso sistema de saude, as doagdes de
sangue sdo altruistas segundo a legislacao brasileira.
Neste contexto, uma mesma doagdo, a bolsa de
sangue, na maioria das vezes, pode servir para muitas
pessoas que necessitam, pois, no proprio banco de
sangue, ocorre a separagdo dos hemocomponentes
do proprio sangue. Em funcdo disso, este produto
precisa estar dentro dos critérios de qualidade
estabelecidos para reduzir o desperdicio destes
componentes tdo importantes, principalmente diante
do risco intrinseco de seu uso.

Analisar, demonstrar, discutir e propor
um novo regulamento com bases em evidéncias
cientificas possibilita a aproximagdo das agdes
regulatorias a construgdo do conhecimento
especifico de um insumo critico na saude da
populagao.

Os autores agradecem ao Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude da Fundagdo
Oswaldo Cruz ao suporte financeiro para realizacido
deste estudo. A equipe do Setor de Hemoderivados
e Artigos de Saude pela parceria na execugao deste
trabalho.
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