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RESUMO

Muitas pessoas que sofrem de doenca renal Crdnica, DRC, sdo submetidas a terapias
renais substitutivas dentre elas a hemodialise, a mais aceita e utilizada, que € um tratamento
intermitente realizado trés vezes por semana em sessfes com duragdo entre trés e quatro
horas. A circulacdo extracorpérea utilizada na terapia de hemodialise é formada por um
conjunto de tubos em circuito fechado onde o sangue sai de um vaso através do equipo
arterial, passa pelo dialisador e retorna ao paciente através do equipo venoso. Estes
circuitos séo fabricados em policloreto de vinila, PVC, um dos polimeros mais utilizados na
industria de produtos para saude. Para tornar o PVC flexivel sao incorporados plastificantes
como o di (2-etil hexil ftalato), DEHP, que constitui de 20 e 40% a massa do PVC. Por ser
um plastificante, o DEHP néo se liga covalentemente ao polimero sendo, por isso, liberado
com facilidade para o meio em que o PVC estd em contato e muitos estudos tem
demonstrado seu potencial téxico ao organismo. Por ser lipossoluvel, o DEHP se agrega
aos tecidos adiposos e aos fluidos corpéreos que contem gorduras como os tecidos
subcutaneos, leite materno e tecido hepéatico. Este trabalho tem o objetivo de quantificar o
DEHP liberado pelo PVC no sangue de pacientes durante sessdes de hemodialise. Para
tanto, a exposicdo de pacientes DEHP proveniente do circuito extracorpéreo em primeiro
uso e reutilizado (linhas sanguineas e dialisador) em procedimento de hemodidlise de 4 h de
duracéo foi investigada em 5 pacientes voluntarios. Amostras contendo 10 ml de sangue
foram coletadas 15 min. ApGs o0 inicio da sessdo e 15 min antes do seu término,
procedimento adotado pelo periodo de vida atil do circuito. Foram também coletadas
amostras de 10 ml de sangue de 3 voluntarios saudaveis. As amostras tiveram o plasma
isolado por centrifugacdo e armazenado em — 80°C a fim de evitar a degradacdo do DEHP.
A andlise das amostras foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, CLAE,
depois da padronizacdo e do desenvolvimento de metodologia especifica. Os valores
obtidos foram convertidos em unidade de massa e analisados estatisticamente. Os
resultados mostraram que a heparina inserida no circuito durante o procedimento afeta a
metabolizacdo do DEHP, pois, entre os pacientes que tiveram o mesmo fluxo sanguineo, o
ndo heparinizado (P2) apresentou uma massa média acumulada de 113,27 mg, enquanto
gue o P1 e P3 tiveram uma massa de 23,67 mg e 43,07 mg, respectivamente. O fluxo de
sangue visivelmente afetou a massa de DEHP detectada, pois considerando os pacientes
heparinizados, a média entre P1 e P3 (300 ml/min.) foi 33,42 mg, enquanto que a média
entre P4 e P5 (350 ml/min.) foi 170,10 mg. Foi possivel observar claramente que ocorreu
aumento da quantidade de DEHP (ug/ml) entre o inicio e o final das sess6es em todos os
pacientes. A comparacdo entre o plasma dos pacientes e dos voluntarios saudaveis
comprovou a maior exposicdo dos primeiros ao DEHP. O menor valor encontrado nos
voluntérios foi de 0,012 + 0,050 pg/ml e o menor valor médio entre os pacientes foi de 0,330
pug/ml. A comparacdo entre o IMC dos pacientes e a quantidade de DEHP detectada
apresentou correlagdo: quanto maior o IMC, maior a quantidade de DEHP acumulada. Os
resultados mostraram que, embora existam varios parametros que afetam a quantidade de
DEHP acumulada no organismo, os procedimentos de hemodialise que utilizam PVC como
material de fabricacdo expfe os pacientes a maior quantidade de DEHP comprometendo
ainda mais a qualidade de vida do individuo ja debilitado.

Palavras-chave: DEHP, hemodialise, cromatografia liquida de alta eficiéncia.



ABSTRACT

Many people that have chronic kidney disease are subjected to renal therapies, among them,
the hemodialysis, the most accepted and use being a treatment performed three times per
week in sessions periods between three and four hours. The blood lines used in
hemodialysis therapy consists of a set of tubes in a closed circuit where the blood comes out
of a blood vessel through the tubing, pass through the dialyzer and back to the patient
through the venous tubing. These circuits are made of polyvinyl chloride, PVC, a polymer
commonly used in health products industry. To make PVC flexible plasticizers are
incorporated like the di (2-ethyl hexyl phthalate), DEHP, from 20 to 40% weight of PVC. The
plasticizer, DEHP does not bind covalently to the polymer and, therefore, is easily released
to the environment in which the PVC is in contact with and many studies have demonstrated
its potential toxicity to the body. Because it is fat soluble, the DEHP binds to fatty tissues and
body fluids that contain fats such as subcutaneous tissue, breast milk and liver tissue. This
work aims to quantify the DEHP released from PVC to the blood of patients during
hemodialysis sections. To this end, was quantified the DEHP released in blood of 5
volunteers from the extracorporeal circuit in its first use and reuse (dialyzer and blood lines),
during the hemodialysis procedure of 4 h. Samples containing 10 ml of blood were collected
15 min. after the beginning of the session and 15 min before the end of the sessions, the
procedure was adopted during the working life of the circuit. Samples were collected from 10
ml of blood from 3 healthy volunteers. The plasma samples were isolated by centrifugation
and stored at - 80C to avoid degradation of DEHP. Sample analysis was performed by High
Performance Liquid Chromatography, HPLC, after standardization and development of
specific methodology. The values obtained were converted into units of mass and statistically
analyzed. The results showed that heparin inserted into the circuit during the procedure
affects the metabolism of DEHP since among patients, who had the same blood flow, the
non-heparinized (P2) had an average mass of accumulated 113.27 mg, while the P1 and P3
had a mass of 23.67 mg and 43.07 mg, respectively. The blood flow visibly affected the mass
of DEHP detected, because considering the heparinized patients, the mean between P1 and
P3 (300 ml/min) was 33.42 mg, while the average between P4 and P5 (350 ml/min) was
170.10 mg. It was possible clearly to see that there was an increased amount of DEHP
(ng/ml) between the beginning and end of the sessions in all patients. The comparison
between the plasma of patients and healthy volunteers showed the greatest exposure to
DEHP on the first group. The lowest value found in the volunteers was 0.012 + 0.050 pg/ml,
and the lowest rate among patients was 0.330 pg/ml. The comparison between the IMC of
the patients and the amount of DEHP detected correlated: the higher the IMC, the greater
the amount of DEHP accumulated. The results showed that, although there are several
parameters that affect the amount of DEHP accumulated in the body, the hemodialysis
procedures that use PVC as a material of manufacture expose patients to toxic amounts of
DEHP and its metabolic, further compromising quality of life of individuals already weakened.

Key-words : DEHP, hemodialysis, high performance liquid chromatography (HPLC)
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1 INTRODUCAO

A Doenca Renal Crbnica, DRC, é uma sindrome complexa que tem como
consequéncia uma progressiva e lenta perda da capacidade excretoria renal, ou
seja, reducéo progressiva da filtragcdo glomerular, principal mecanismo de excre¢éo
de solutos téxicos eliminados pelo organismo (DRAIBE, 2002).

Na DRC os sintomas manifestam-se muito lentamente e com a progresséo da
doenca ocorre um acumulo de substancias téxicas no sangue levando o paciente a
apresentar sintomas que nao parecem estar vinculados a doenca como fadiga,
cansaco, espasmos musculares, hipertensao arterial, reducdo do volume da urina,
falta de ar, inchaco, falta de apetite, nauseas, coma e confusdo mental. Geralmente,
0s sintomas aparecem apoés a perda de mais de 50% da funcédo renal (MAZERA,
2008; SILVA, 2008).

De acordo com os estudos de Capellari (2007) grande parte dos casos de DRC
€ descoberta em fase terminal, tendo que se iniciar imediatamente a terapia renal
substitutiva, TRS.

No Brasil, as Terapias Renais Substitutivas utilizadas sdo hemodialise, dialise
peritonial ou transplante renal. Dentre estas terapias, a Hemodidlise é a mais
utilizada. Esses tratamentos substituem parcialmente a funcdo renal, aliviam os
sintomas da doenca e preservam a vida do paciente, porém, nenhum deles é de
carater curativo (MARTINS; CESARINO 2005).

A hemodidlise é uma terapia realizada através da depuracdo do sangue, com
auxilio de uma circulacdo extracorpOrea na qual o sangue é impulsionado por uma
bomba, passa por um dialisador que o depura e retorna ao paciente. O dialisador
utilizado para a depuragdo é composto por tabulos conhecidos como capilares
constituidos por uma membrana semipermeavel, dispostos em feixe dentro de um
cilindro oco. Por dentro destes capilares passa o sangue e, banhando-os, passa o
dialisato em contra fluxo ao sangue (CAPELLARI, 2007).

Os circuitos extracorpéreos, ou linhas arteriais e venosas, utilizados na terapia
de hemodialise séo fabricados, geralmente, em policloreto de vinila, PVC. O PVC é
um dos polimeros mais utilizado na industria de produtos para saude por ser
facilmente processado, pelo baixo custo das matérias primas envolvidas na sua

formulacdo e por apresentar propriedades adequadas a varias aplicacbes. Mais de
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25% de todos os plasticos utilizados em produtos médicos séo constituidos de PVC
(TICKNER et al., 2000; ESTEVES et al., 2007).

O PVC é constituido de uma cadeia de atomos de carbono e cloro unidos
através de ligacdes covalentes, formando um polimero rigido. Para tornar o PVC
flexivel sdo incorporados plastificantes como o di (2-etil hexil ftalato), DEHP, também
conhecido como di (octil-ftalato), DOP. O DEHP constitui de 20 a 40% a massa do
PVC e este plastificante ndo se liga covalentemente ao polimero sendo, por isso,
liberado com facilidade para o meio em que o PVC esta em contato (DINE et al.,
2000).

Muitos estudos tem demonstrado efeitos toxicos da exposicdo ao DEHP. O
emprego de PVC nas sessfes de hemodidlise, que duram cerca de 4 h, tem
aumentado a preocupacado com a migragao deste aditivo para o sangue que pode
provocar efeitos adversos a saude humana (MONTEIRO, 2005; DINE et al., 2000).
Por serem lipossoluveis, os ftalatos se agregam aos tecidos adiposos e aos fluidos
corpOreos que contem gorduras como tecidos subcutaneos, leite materno e tecido
hepatico (JAROSOVA, 2006).

Stroheker et al. (2006), em um estudo em ratas gravidas e filhotes, verificaram
que o DEHP atravessa a barreira placentaria. A administracdo de 750 pg de DEHP
para cada 100 g de massa corporal em ratos da linhagem Wistar, ocasionaram
aumento de glicose sanguinea, alteracdo em hormonios tireoidianos como T3 e T4 e
diminuicdo de insulina e glicogénio do figado (GAYATHRI, 2004).

No Brasil, as pesquisas relacionadas com a contaminacdo do sangue a partir
do uso de materiais plasticos sdo ainda incipientes. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, ANVISA, de acordo com a RDC n° 154 de 15 de junho de 2004, autoriza a
reutilizacdo de equipos para hemodialise e dialisador para 0 mesmo paciente até 12
vezes, quando utilizado reprocessadores que medem apenas o volume interno do
capilar, ou até 20 vezes quando utilizado maquina automatica de reprocessamento
gue realize teste de integridade das fibras do dialisador. Esta decisdo pode causar
problemas ainda mais graves devido a degradacao do material utilizado varias vezes
sendo, portanto, objeto de controvérsias.

Este trabalho tem o objetivo de determinar a quantidade de DEHP liberada pelo
PVC no sangue de pacientes durante sessdes de hemodidlise, desde o primeiro uso

do circuito até o seu descarte. Com os resultados, pretende-se quantificar e avaliar a
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liberacdo de DEHP do circuito, contribuindo para pesquisas futuras que envolvam o

desenvolvimento de novos materiais plasticos na utilizacdo em produtos médicos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Quantificar o DEHP liberado em circuitos durante as sessbes de hemodialise

através de andlise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, CLAE.

1.1.2 Objetivos especificos

=

Padronizar a metodologia para quantificagcdo de DEHP em plasma;

N

Quantificar o DEHP durante uma sesséo de hemodiélise desde o primeiro uso
até o final da vida util do circuito reprocessado;
3. Avaliar a influéncia do procedimento de hemodialise na concentragdo de

DEHP no plasma sanguineo, comparada com voluntarios saudaveis;

B

Avaliar a influéncia do IMC na concentracdo de DEHP liberado no plasma

sanguineo de pacientes submetidos ao procedimento de hemodiélise.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo sdo abordados o sistema urinario, os tratamentos dialiticos
utilizados enfatizando a hemodialise, a circulacdo extracorp6rea, o PVC e o
plastificante DEHP. S&o também abordados relatos de sintomas adversos em

pacientes com DRC e que possam estar relacionados com efeitos téxicos do DEHP.

2.1 SISTEMA URINARIO

O sistema urinario, ilustrado na figura 1, € composto pelos ureteres, bexiga e

uretra, além dos 6rgéos responséaveis pela formagéo da urina, 0s rins.

Rins

Figura 1. Principais 6rgédos formadores do sistema urinario.
Adaptado de: THE HUMAN URINARY TRACT SYSTEM (2010).
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Os rins, em numero de dois, sdo 6rgdos excretores, de coloracdo marrom-
avermelhada, localizados posteriormente ao peritdnio parietal (retroperitoneais), com
comprimento entre 110 e 130 mm, largura entre 50 e 75 mm e espessura entre 25 e
30 mm. Sua massa varia entre 125 e 170 g no homem e entre 115 e 155 g na
mulher, contribuindo com 0,5% da massa corporal (DANGELO; FATTINI, 2002;
RIELLA et al., 2003).

Os rins com funcionamento normal produzem entre 1,0 e 1,5 L de urina por dia
gue € excretado pelos ureteres e fica armazenado na bexiga até a eliminacao pela
urina (The Human Urinary Tract System, 2010; SOUZA; ELIAS, 2006).

O 6rgao possui duas faces, anterior e posterior, e duas bordas, medial e lateral.
Suas duas extremidades, superior e inferior sdo conhecidas como poélos e acima do
polo superior encontra-se a glandula suprarenal pertencente ao sistema enddécrino
(DANGELO; FATTINI, 2002). Cada rim recebe uma artéria renal principal que se
origina da aorta ao nivel da primeira ou segunda vértebra lombar. A figura 2 ilustra
como é efetuado o suprimento sanguineo do rim (RIELLA et al., 2003).

Artéria segmental Artéria segmental

Antero posterior superior

Artéria suprarenal

Artéria segmental inferior

Antero inferior
Artéria

renal

Artérias

arcuatas Artéria segmental

inferior

- Ramificacdo
Artérias ¢

B uretérica da artéria
interlobulares

renal

Figura 2. Suprimento sanguineo no rim.
Adaptado de: KIDNEY BLOOD SUPLY (2011).
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O fluxo sanguineo através dos rins representa de 20 a 25% do débito cardiaco
correspondendo a 400 ml de sangue por 100 g de tecido renal por minuto, 5 a 50
vezes maior que o de outros 6rgaos. O fluxo sanguineo renal € muito maior que a
necessidade metabdlica. O filtrado glomerular possui, aproximadamente, a mesma
composicao idnica e de substancias cristaloides idénticas ao plasma, exceto em
relacdo as proteinas que se encontram em quantidades diminutas e sem a presenca
de elementos figurados do sangue (SOUZA; ELIAS, 2006; RIELLA et al., 2003).

Os rins sdo formados por unidades de filtracdo chamadas néfrons, figura 3,
dentro dos quais ocorre o processo de filtracdo e formacdo da urina. Um rim é
composto de cerca de 1.200.000 néfrons, funcionando alternadamente, de acordo
com a necessidade do organismo. O processo de filtracdo tem inicio dentro de cada
néfron em estruturas chamadas glomérulos (rede de até 50 capilares sanguineos)
gue enviam o0s produtos para um sistema de tubulos, os tdbulos renais, onde
continua o processo de eliminagdo de certas substancias e de absorcédo de outras
(SOUZA; ELIAS, 2006; RIELLA et al, 2003).

Artéria
arqueada

Glomérulo

Cépsula
de Bowman

Arteriola

Tubulo proximal
aferente

Tubulo

Arteriola distal

eferente

4 Canal

Capilares coletor

peritubulares
Alga de

. Henle
Vénulas

Veia

arqueada Segmento

fino
U
Pelve

Figura 3. Estrutura do néfron
(SOUZA; ELIAS, 2006).

Vasos
retos
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A funcado essencial do néfron € a depuracdo de toxinas do plasma sanguineo,
substéancias estas que devem ser eliminadas do organismo. Cerca de 1/5 do volume
que atravessa o glomeérulo é filtrado (SOUZA; ELIAS, 2006).

Durante as atividades organicas normais, ocorre a decomposicao de proteinas,
lipideos e carboidratos ingeridos, com producdo de compostos, principalmente a
uréia e a creatinina, que devem ser eliminados do organismo. A urina € um dos
veiculos de excrecdo (DANGELO; FATTINI, 2002).

Creatinina e uréia sdo o0s principais produtos do metabolismo muscular
proveniente dos alimentos ingeridos. Em rins normais, estes metabdlicos sdo
produzidos de forma continua e podem ser identificados no plasma sanguineo. Com
a deterioracdo da funcéo renal, o nivel da creatinina e de uréia no sangue se eleva
podendo ser diagnosticada a insuficiéncia renal, a qual pode ser tratada com
hemodidlise ou didlise peritoneal (HELITO; KAUFFMAN, 2007).

A dialise ndo tem efeito terapéutico sobre os rins tendo apenas uma funcao de
substituicdo renal. O paciente a utiliza somente durante o periodo de reabilitacdo
renal ou indefinidamente, caso o quadro seja irreversivel (HELITO; KAUFFMAN,
2007).

2.2 DOENCA RENAL

Insuficiéncia renal € uma situacdo na qual ocorre reducdo da funcéo principal
dos rins que € a filtracdo. A insuficiéncia renal pode ser classificada em aguda, IRA,
e crbnica, IRC (HELITO; KAUFFMAN, 2007).

A IRA pode ser definida como perda da funcdo renal, de maneira subita,
independente da etiologia ou mecanismos, provocando acumulo de substancias
nitrogenadas (uréia e creatinina), acompanhada ou nao da diminuicdo da diurese. A
IRA pode ser classificada em IRA pré-renal, renal e pés-renal (COSTA; NETO;
NETO, 2003).

A IRC é uma deterioracdo progressiva da funcdo renal, onde mecanismos
homeostaticos entram em faléncia tendo como resultado, aumento da uremia. Como

consequéncia desta deterioracdo, ocorre elevacdo das concentracdes séricas ou
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plasmaticas de catabdlitos provenientes do metabolismo protéico, acarretando um
aumento de uréia e creatinina, diagnosticada como insuficiéncia renal crbnica
(CAVALCANTE, 2004; CAMPOS, 2002).

A IRC é caracterizada por um indice de filtracdo glomerular inferior a 60
ml/min/1,73m? de superficie corporal, por trés ou mais meses consecutivos (NKF,
2002; STEVES, 2010). O grau da IRC varia conforme o indice de filtracdo glomerular
e valores abaixo de 15 ml/min/1,73m? caracterizam faléncia renal (DRAIBE;
CANDEROGLO, 2004; VARELLA; RUANO, 2005).

Em fases avancadas da IRC os rins ndo conseguem manter a normalidade do
meio interno do paciente que apresenta multiplas alteracdes clinico-laboratoriais tais
como aumento de creatinina plasmatica, albumindria e uremia. Com o
comprometimento da funcdo renal os demais 6rgdos sdo também afetados e o
paciente renal crdnico desenvolve, frequentemente, complicacbes como edema
pulmonar e derrame pleural (LIMA, 2000; BIANCHI, 2009).

A albumina na urina é um marcador de lesdo renal, e a taxa de filtracdo
glomerular €, geralmente, estimada usando equacdes que incluem marcadores de
filtracdo, assim como creatinina no soro e variaveis demogréficas caracteristicas que
representam os fatores que afetam a geracéo de creatinina (STEVES, 2010).

A doenca renal pode ser classificada de acordo com a severidade, como

mostra o quadro 1.

Quadro 1. Estadiamento da doenca renal.

Estagio Filtragdo Glo_merular Grau de Insuficiéncia Renal
(ml/min)

0 entre 90 e 120 Funcéo renal normal
1 > 90 Lesdo Renal com Func¢do Renal Normal
2 60 — 89 Insuficiéncia Renal Leve ou Funcional
3 30-59 Insuficiéncia Renal Moderada
4 15-29 Insuficiéncia Renal Severa
5 <15 Insuficiéncia Renal Terminal ou Dialitica

Fonte: Adaptado de ROMAO Jr. (2004).

Além de alteracbes no aspecto fisico, a IRC e o tratamento hemodialitico

provocam situacdes incobmodas para o0 paciente comprometendo o seu estado
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psicolégico com repercussao pessoal, familiar e social (CESARINO; CASAGRANDE,
1998).

A IRC, muitas vezes, néo é facilmente perceptivel. Evidéncias epidemiolédgicas
mostram que a doenca vascular é a sua etiologia predominante e varios sdo 0s
fatores de risco para o seu desenvolvimento, incluindo diabete, hipertensdo e
obesidade (STEVES, 2010).

No Brasil, a IRC tem alta morbidade e mortalidade e a sua incidéncia vem
aumentando gradativamente devido ao aumento da expectativa de vida que gera
maiores possibilidade de doencas como hipertensdo, diabetes melito e obesidade
(THOME et al., 2006).

O numero de pacientes com IRC terminal, ou estagio 5, tem aumentado
constantemente (SILVA, et al., 2009). A prevaléncia de pacientes em programa
cronico de dialise praticamente triplicou nos ultimos anos: de 24.000 pacientes em
1994 para 77.589 em 2009 (SESSO et al.,, 2010; SESSO et al.,, 2008). Dos
pacientes em dialise crbnica, 89,6% faz uso da terapia dialitica modalidade
hemodiélise e 10,4% faz uso da dialise peritoneal (SESSO et al., 2010).

Estimativas apontam que cerca de 3,1 milhGes de brasileiros possuem alguma
disfuncéo renal (1,7% da populacdo) e cerca de 2,0 milhdes tem insuficiéncia renal
cronica moderada, grave ou em estagio terminal (SESSO, 2006; VIEIRA et al., 2009)
e a sua sobrevida € conseguida através de métodos de filtracdo artificial ou de
transplante renal (LIMA, 2000).

2.3 PROCEDIMENTOS DE DIALISE

Até a década de 1960 pouco se podia fazer em prol do paciente renal. No
entanto, a partir deste periodo foram desenvolvidas algumas técnicas terapéuticas
para o tratamento da IRC a fim de aliviar os sintomas do paciente e preservar a vida.
No Brasil, os tratamentos normalmente utilizados sdo a hemodialise, a dialise
peritoneal e o transplante renal (CAVALCANTE, 2004) (BEZERRA, 2006).

Dentre estas terapias, o transplante tem demonstrado ser o tratamento ideal

por ser o mais adequado para o paciente e de menor custo operacional (SILVA et
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al., 2009; LIMA, 2000). Entretanto, é grande a dificuldade de obtencédo de rins
compativeis e ainda sdo poucos 0s centros transplantadores capacitados para
realizar o procedimento (LIMA, 2000). O numero de transplantes realizados ainda é
inferior ao nimero de novos casos de IRC estagio 5 por milhdo de habitantes por
ano (SILVA et al., 2009).

A didlise peritoneal e a hemodialise tem obtido bons resultados, porém
implicam em altos custos nos orcamentos da saude publica e nos programas de
assisténcia a saude (SILVA et al., 2009). Embora tenham um custo menor em
relacdo ao transplante, quando se analisa o custo anual, os gastos com o
transplante sdo bem menores quando comparados a didlise peritoneal e a
hemodidlise (BEZERRA, 2006).

A didlise peritoneal, figura 4, usa o peritbnio como membrana semipermeavel
para depuracdo de toxinas urémicas, removendo-se 0 excesso de agua e solutos
acumulados no sangue como potassio, uréia, creatinina, consideradas substancias
toxicas ao organismo. Agua e toxinas urémicas movem-se do sangue e dos tecidos
para a solugdo de dialise por difusdo e ultrafitracdo (PECOITS, 20083;
JACOBOWSKI et al., 2005).

Peritbnio

Reservatorio de
solucéo

Catéter

Conector

Solucéo dialitica
peritoneal

Reservatorio de
drenagem
Figura 4. Procedimento de dialise peritoneal.
Adaptado de: Peritoneal Dialysis/THome therapies service, 2011.
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A terapia de hemodidlise, ilustrada na figura 5, é realizada através da
depuracdo do sangue durante a circulacdo extracorporea. O sangue, que escoa do
corpo do paciente, € impulsionado por uma bomba, passa por um dialisador que o
depura e retorna ao paciente (SCHIMITT, 2006). A hemodialise permite a remocao
de substancias toxicas e fluidos a fim de manter o equilibrio acido—base, eletrolitico
e volémico. A remocdo dessas toxinas ocorre por dois principios fisiologicos: a
difusao e a ultrafiltracdo (LARA; SARQUIS, 2004).

O dialisador utilizado para a depurag¢do € composto por tubos, capilares, uma
entrada e uma saida. Os capilares, constituidos por uma membrana semipermeavel,
sao dispostos em feixe dentro de um cilindro oco. Por dentro destes passa 0 sangue,

e banhando-os passa o dialisado em contra fluxo ao sangue (CAPELLARI, 2007).

Sangue venoso bombeado da fistula arteriovenosa para o

dialisador Dialisador: remocéo de

metabdlicos do sangue

Membrana
artificial

Dialisado

Sangue purificado bombeado do dialisador para a fistula arteriovenosa

Figura 5. llustracdo do processo de hemodialise, mostrando o dialisador e a circulagéo
extracorpérea formada pela linha arterial e venosa
(MERCK, 2010).

A membrana responsavel pelas trocas entre o sangue e o dialisado pode ser
constituida de derivados de celulose e de polimeros sintéticos (VARELA; RUANO,
2005).

A solucdo de dialise contém solutos como soédio, potassio, bicarbonato de
sédio, célcio, magnésio, dentre outros, que entram em equilibrio com o sangue
durante o processo dialitico, mantendo a concentragéo sérica desses solutos dentro
dos limites normais (MALLICK; GOKAL, 1999).
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Os equipamentos de dialise possuem varios sensores (pressao,
condutividade do dialisato, temperatura, volume do ultrafiltrado) que torna o
procedimento seguro e confiavel (BERTONCELLO, 2007).

Segundo dados do censo 2008 da Sociedade Brasileira de Nefrologia, SBN, a
terapia de hemodidlise continua sendo a mais aceita e utilizada. Esta terapia é,
geralmente, realizada em hospitais e clinicas de nefrologia por uma equipe
especializada. E um tratamento intermitente que gera um desgaste fisico e
emocional ao paciente, modificando habitos e rotinas por ser realizado trés vezes
por semana em sessfes com duragdo entre trés e quatro horas. Durante o
procedimento de hemodialise sdo administrados anticoagulantes, como heparina, a
fim de evitar a formacédo de coagulos no interior do circuito extracorpéreo (MALLICK;
GOKAL, 1999).

O principal método de escolha para acesso a hemodialise € a fistula
arteriovenosa, FAV, em membros superiores, ilustrada na figura 6, que pode ser
estabelecida pela anastomose subcutanea de uma extremidade arterial e uma veia.

A FAV é a via de acesso vascular permanente de maior durabilidade (LIMA, 2000).

Sangue do
dialisador

Sangue
para o
dialisador

Figura 6. Localizac¢éo da fistula arteriovenosa, principal acesso a hemodialise.
Adaptado de: SURGERY ARTICLES (2009).
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Os circuitos extracorpéreos, especificamente os equipos, sao fabricados em
PVC, um dos polimeros mais utilizados na industria de produtos para saude
(ESTEVES et al., 2007).

No Brasil, os circuitos extracorpéreos utilizados em hemodidlise sé&o
reprocessaveis, ou seja, podem ser reutilizados em um mesmo paciente, com
anuéncia da ANVISA, por até 12 vezes se o0 reprocessamento for manual e por até
20 vezes se o reprocessamento for automatizado. A Figura 7 ilustra um sistema de

circulacao extracorpérea tipico para hemodilise

Fiitro de hemodialize

Heparina

Coletor de ar

Sangue

l filtrado
k_/ Sangue cheio
de toxinas

Bomba

Figura 7. Sistema de circulagé@o extracorpérea, mostrando os tubos de PVC que conduzem o sangue
durante a hemodialise.
Adaptado de: NKF (2009).

7

O reuso de dialisadores € uma pratica rotineira em alguns centros de
hemodialise, no entanto, tal pratica tem sido objeto de controvérsia por muitos
pesquisadores e profissionais da saude (TWARDOWSKI, 2006).

Nos Estados Unidos da América, ao longo dos ultimos anos, tem se observado

uma reducdo progressiva das técnicas de reuso de dialisadores. Em 1997, 80% dos
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centros de dialise reutilizavam dialisadores e, em 2005, somente 40%. Alguns
estudos tem avaliado e comparado a reutilizacdo e o uso Unico do dialisador
demonstrando que o0 reuso tem aumentado o numero de hospitalizacdo e de
mortalidade (UPADHYAY et al., 2007; LACSON; LAZARUS, 2006).

Os fatores que motivam a reutilizacéo de dialisadores sdo o aumento de custos
com a terapia de dialise, o impacto ambiental, a biocompatibilidade das membranas,
particularmente as de celulose e a sindrome do primeiro uso, relacionada a
esterilizacdo com oxido de etileno. Porém, atualmente, jA existem membranas
sintéticas e métodos alternativos para a esterilizagdo como 0s raios gama que
minimizam este efeito (UPADHYAY et al., 2007). Dentre os fatores mencionados, o
beneficio econdmico é considerado o maior motivador (UPADHYAY et al., 2007;
LOWRIE et al., 2004).

Alguns pesquisadores afirmam que, se o reuso de dialisadores for efetivado de
forma adequada e cuidadosa de acordo com protocolo pré-estabelecido, pode ser
perfeitamente compativel com um programa de hemodialise de qualidade, além de
diminuir o custo e a quantidade de material plastico descartado (SILVA et al., 2009;
MANANDHAR et al., 2009).

2.4 POLICLORETO DE VINILA (PVC) E DI-ETIL HEXIL FTALATO (DEHP)

O PVC é o segundo termoplastico mais consumido em todo o mundo, sendo o
mais versatil dentre os plasticos de engenharia, pois permite a incorporacdo de
varios aditivos que modificam as suas propriedades a fim de se adequar a aplicacao
desejada. Pode ser especificado para comportar-se como um material flexivel ou
extremamente rigido. Além destas vantagens, os produtos em PVC podem ser
obtidos por varios processos de fabricagdo como moldagem, injecdo, extrusao e
calandragem (RODOLFO et al., 2007).

O PVC é um polimero de baixa cristalinidade ou amorfo, caracteristica que
depende das condigcbes de polimerizacdo. Na forma cristalina pode apresentar
indice de cristalinidade de 8 a 10% porém, em condicbes especiais € possivel

aumentar este valor. Se obtidos em 5°C podem apresentar cristalinidade em torno
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de 15%. Se a polimerizacdo for realizada em -75°C, a cristalinidade aumenta para
cerca de 30%. Quanto mais cristalino, mais rigido o material (SUMMERS, 2004).

A cadeia polimérica do PVC é formada a partir da reacdo de monémeros de
cloreto de vinila (CAVENAROLO, 2002). Os atomos de cloro sdo unidos a cadeia
principal através de ligacdes covalentes polares que conferem rigidez ao polimero.
Os plastificantes desestabilizam essas ligac6es produzindo uma maior flexibilidade e
mobilidade a cadeia polimérica que, por sua vez, fornece flexibilidade ao material. O
elevado teor de cloro na cadeia do PVC, que o torna uma molécula polar, aumenta a
sua afinidade com aditivos, tornando o material extremamente versétil (VINHAS et
al., 2003; BOURDEAUX et al.,, 2003). A Figura 8 ilustra a formacédo da cadeia
polimérica do PVC.
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Figura 8. Formacao da cadeia polimérica do PVC a partir do monémero cloreto de vinila.
Adaptado de: ZAICONCZ (2004).

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, IUPAC,
plastificante é definido como “substancia incorporada ao plastico ou elastdbmero com
a finalidade de aumentar a sua flexibilidade, processabilidade ou capacidade de
alongamento”. Portanto, o plastificante pode reduzir a viscosidade do material fluido,
baixar sua temperatura de transicdo vitrea, Tg, e diminuir o seu modulo de
elasticidade (NUNES, 2002).

Os plastificantes, geralmente, sdo liquidos inodoros, incolores, com alto ponto
de ebulicdo, insoliveis em agua e de baixa volatilidade. Podem ser classificados
guimicamente como ésteres ou poliésteres, incluindo outros com base em acidos
adipicos, fosforicos, sebaceos, trimeliticos ou azelaticos (RODOLFO et al., 2006).

A permanéncia do plastificante no polimero depende da volatilidade e das
forcas de atracdo entre o mesmo e as cadeias do polimero. A migracdo do

plastificante em plasticos € muito comum e pode ser identificada pelo surgimento de
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uma superficie “suada” e a ocorréncia de trincas devido ao enrijecimento do plastico
causado pela falta de plastificante. Por isso, cuidados sdo necessarios na producdo
de artigos plasticos que entrardo em contato com alimentos e medicamentos, pois, a
presenca de liquidos remove o plastificante por extracdo, contaminando o meio
(RABELLO, 2000).

Os plastificantes atuam como solventes, provocando o distanciamento entre as
cadeias poliméricas, como ilustra a figura 9. Para que iSso ocorra € necessario
afinidade entre o plastico e o plastificante, estimada pelo parametro de solubilidade e
pela constante dielétrica (RABELLO, 2000).

Regibes amorfas

 Plastificante

Regido cristalina

Figura 9. Plastificante dentro da estrutura molecular de um polimero semicristalino como o PVC,
servindo como espagadores das cadeias.
Adaptado de: OFFICE FOR TECHNOLOGY COMMERCIALIZATION (2010).

Por ndo estarem quimicamente ligados com o polimero, os plastificantes séo
capazes de migrar para a superficie, sendo removidos. Este processo de migracao
do plastificante é conhecido como difusdo, que obedece a Lei de Fick
(SHACKELFORD, 2000) segundo a qual, o fluxo massico de plastificante para o
meio com o qual estd em contato, figura 10, é diretamente proporcional a diferenca
de concentracéo de plastificante no meio e no plastico, como mostra a equacéo 1. A
constante de proporcionalidade ou coeficiente de difusdo do plastificante no
polimero, D, em cm?/s, é caracteristico para cada sistema plastico-plastificante e
depende da temperatura, equacdo 2. Quanto maior a temperatura, mais rapido

ocorre a difusao.
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Plastico ’| Meio

Figura 10. A difusdo do plastificante para o meio ocorre devido a
diferenca de concentragdo de plastificante entre
0S mesmos, no sentido do mais concentrado (esquerda)
para o0 menos concentrado (direita).

J =-D (dC/dx) Equacéo 1
Onde:

J= fluxo de difuséo

D= coeficiente de Difuséo

dC/dx = gradiente de concentracao

D = Do exp[-Q/R(T + 273,15)] Equacéo 2
Onde:

D= coeficiente de Difuséo

Do = pré exponencial

Qq = energia de ativacéo para difusdo

R = constante do gas

T = temperatura absoluta

Os ftalatos ou ésteres ftalicos sdo amplamente utilizados como plastificantes
pela industria médica para aumentar a flexibilidade e a processabilidade dos
polimeros de alto peso molecular como o PVC, diminuindo a sua temperatura de
fusdo (KATO et al., 2005; HAISHIMA et al., 2004). Um quarto dos plastificantes
produzidos corresponde ao di(2-etil-hexil) ftalato, DEHP (Cx4H3s04), que esta
presente, especialmente nos plasticos vinilicos, os quais podem conter até 40% em
massa do plastificante. No minimo, 95% do DEHP produzido é usado como
plastificante em PVC, que dentre os plasticos, € 0 que apresenta capacidade de
receber grandes quantidades deste aditivo (MONTEIRO; GOTARDO, 2005).
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O DEHP é produzido através da reacdo entre 2-etilhexanol com anidrido
ftalico na presenca de acido ou de um metal como catalisador, em alta temperatura.

A Figura 11 ilustra a sua estrutura quimica.
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Figura 11. Estrutura quimica do DEHP
(UNIVERISTE DE VERSAILLES, 2011).

DEHP é um liquido incolor com odor suave, insollvel em agua, miscivel com
6leo mineral e hexano e solivel na maioria dos solventes organicos. Dissolve-se
rapidamente nos fluidos corpéreos como saliva, sangue e plasma (HINBERG, 2001).

As propriedades Unicas dos ftalatos provem de sua estrutura quimica que
contém um anel benzénico, dois grupos carboxila e dois grupos alcodis. O anel
benzénico reduz a viscosidade, porém dificulta a degradacao (DiIGANGI et al., 2002).

Algumas propriedades fisicas do DEHP sdo apresentadas no quadro 2.

Quadro 2. Propriedades fisicas do DEHP.

Propriedade Valor
Massa molecular 390,57 g/mol
Ponto de fuséo -46°C
Ponto de ebulicdo 386°C
Solubilidade em 4gua Praticamente insoluvel: < 3,0 ug/L em 20°C
Presséo de vapor 4,6 x 10 Pa em 25°C
Massa especifica 0,99 g/mL

Fonte: Adaptado de HINBERG (2001).
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O motivo do uso de PVC com DEHP em produtos médicos € a combinacao
das suas propriedades mecanicas, propriedades funcionais, facilidade de fabricacdo
e baixo custo. E possivel, por exemplo, soldar pecas com estes materiais usando
solventes ou outros processos de soldagem e a sua flexibilidade permite a utilizacao
em tubos e cateteres inseridos no corpo humano. A maioria dos polimeros
alternativos ao PVC que possui as mesmas propriedades tem um custo de 5 a 10
vezes superior ao mesmo (THE SCIENTIFIC COMMITTEE ON MEDICINAL
PRODUCTS AND MEDICAL DEVICES, 2002).

No entanto, durante o ciclo de vida do PVC, ocorre a liberagcdo de quimicos
altamente perigosos a salde e ao ambiente. Mercurio e dioxinas sdo liberados
durante a fabricacdo dos produtos em PVC. O mercurio € potencialmente toxico aos
sistemas gastrointestinais, neuroldgicos e urinarios, sendo considerado um indutor
do autismo (BERNARD et al., 2001). As dioxinas, também liberadas quando o PVC é
gueimado, sdo compostos organoclorados altamente toxicos, mesmo em
guantidades extremamente baixas, conhecidas pelo seu alto potencial carcinogénico
e de alteracdo do sistema imunoldgico e reprodutivo. O plastificante DEHP é liberado
durante o uso dos produtos em PVC e no seu descarte (GOING GREEN, 2006).

Plastificantes alternativos para o PVC s&o trioctiltrimelitato, TOTM, Tri-
2(etilhexil) trimelitato, TEHTM, e Citrato de acetiltri-n-butila. Plasticos alternativos
para uso médico sdo as poliolefinas metalocénicas, polietileno, copolimero
polietileno/polipropileno, polipropileno, acetato etileno vinilico, politetrafluoretileno e
silicone (HINBERG, 2001).

2.5 DEHP EM CONTATO COM O ORGANISMO

O ser humano estad constantemente exposto a ftalatos presentes em filmes
plasticos para embalagem de alimentos e de cosméticos; brinquedos; produtos da
construcdo civil; equipamentos e moveis de escritorio; produtos médicos como
bolsas de sangue, cateteres, circulacdo extracorpérea, linhas/equipos de
hemodidlise, entre outros (KOCH et al., 2003b; KOCH et al., 2003c; KATO et al.,
2005; COURTNEY et al.,1999; RASTOGI et al., 2006).
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A adicdo do DEHP confere ao PVC, além da flexibilidade, ampla faixa de
tolerancia a temperatura e estabilidade quimica durante o0s processos de
esterilizacdo (SILVA et al., 2006). Este € o Unico plastificante ftalato aprovado pelo
“Food and Drug Administration”, FDA, para uso em dispositivos médicos como
cateteres, equipos de circulacdo extracorpoOrea, bolsas sanguineas, equipos para
administracdo de solucdes, sondas nasogastricas, entre outros (SILVA et al., 2006;
CALAFAT et al., 2004). No entanto, a exposi¢do do organismo ao DEHP através de
procedimentos médicos é muito maior do que qualquer outra exposi¢cao no ambiente,
pois pode ser introduzido diretamente na corrente sanguinea durante uma
transfusdo, dialise ou terapias que utilizem tubos plasticos flexiveis
(TOXICOLOGICAL PROFILE FOR DI(2-ETHYLHEXYL) PHTHALATE, 2002).

A preocupagdo com o DEHP comegou a cerca de 30 anos devido ao uso
indiscriminado deste plastificante em produtos de aplicagdes domésticas e
industriais e, consequentemente, ao aumento da exposi¢cao ao produto. Mais recente
€ a preocupacdo com a utilizacdo de PVC em produtos médicos. Desde a sua
introduc&o na fabricagédo das bolsas de sangue, cujo uso em massa ocorreu durante
a Il Guerra Mundial em 1949, o PVC rapidamente se tornou o produto de escolha
para produtos médicos e na década de 1960 aconteceu a primeira pesquisa
sugerindo a possibilidade de contaminacdo do sangue com o uso de bolsas de
sangue e tubos e as respostas biologicas aos plastificantes do PVC em estudos in
Vivo em animais. Muitos outros estudos foram realizados na década de 1970, porém
sem nenhuma comprovacao clinica. Nas décadas de 1980 e 1990, estudos in vivo e
avaliagdes clinicas produziram fortes indicios de alteragdes organicas produzidas
pela presenca de DEHP em tecidos e fluidos corporeos (THE SCIENTIFIC
COMMITTEE ON MEDICINAL PRODUCTS AND MEDICAL DEVICES, 2002).

Os produtos médicos possuem entre 20 e 40% de DEHP em massa, o0 que
representa cerca de 10 g do plastificante em uma bolsa de sangue (HINBERG,
2001). Dependendo das circunstancias de uso, de 2% a 50% do conteudo de DEHP
do produto pode ser liberado para o meio (DIGANGI et al., 2002).

Devido a sua estrutura quimica e a sua lipossolubilidade o DEHP, difundindo
do plastico para o meio, pode ser facilmente absorvido pelo organismo (MONTEIRO;
GOTARDO, 2005; HAISHIMA et al.,, 2004). A difusdo do DEHP das linhas de

hemodialise para o sangue depende de diversos fatores, entre eles, temperatura,
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tempo de armazenamento do equipo, fluxo da solu¢do dentro do tubo, porcentagem
de DEHP no produto e natureza lipofilica da solugcdo em contato com o PVC
(CALAFAT et al., 2004).

O alto conteudo de lipidios presente nas solucdes nutricionais oferecidas via
parenteral em neonatos facilita a liberacdo de DEHP dos tubos de PVC, expondo
estes pacientes a altas doses deste plastificante. Orgdos regulatérios de alguns
paises proibem a utilizacdo de produtos de PVC na administracdo parenteral de
nutrientes em neonatos e em criangas (DIGANGI et al., 2002).

Muitos estudos identificaram varios medicamentos, que dispersos nos fluidos
corporeos, aumentam de forma significativa a extracdo de DEHP de produtos de
PVC. Entre elas encontra se a cefoperazona, clordiazepoxida, ciprofloxacino,
cimetidina, ciclosporina, etoposida, fluconazol, metronidazol, micronazol, paclitaxel,
tacrolimus, taxotera, teniposida, formulas nutricionais parenteral e vitamina A
(HINBERG, 2001).

Em vérias criancas tratadas com ventilacdo forcada composta por tubos de
PVC contendo DEHP, foi diagnosticada a doenca da membrana hialina, que causa
insuficiéncia respiratéria. O mesmo ndo ocorre em criancas onde foram usados
tubos de acetato de viniletileno que ndo contem o plastificante. Obstrucéo bronquial,
caracteristica de atagues de asma, é frequente em criancas expostas ao DEHP
liberado por assoalhos que se mistura a poeira doméstica (DIGANGI et al., 2002).

Existem evidéncias de que criangas entre dois e seis anos de idade expostas
ao plastificante sdo mais susceptiveis a intoxicacdo, quando comparadas com
adultos, através do aumento significativo do metabolismo oxidante (KOCH et al.
,2003a). Quando usando equipamentos e dispositivos médicos instalados em
unidades de terapia intensiva, as criancas ficam expostas a doses até duas vezes
maiores daquelas tipicas em adultos que é de 30 ug/kg/dia (WEUVE et al., 2006).

Estes dados sao corroborados pelo FDA que justifica a absor¢cdo de maior
quantidade de DEHP por criancas pelo metabolismo mais acelerado que apresentam
(DIGANGI et al., 2002).

A metabolizacao in vivo do DEHP ocorre de forma rapida e ostensiva. Por isso,
a determinacdo do mesmo pode ser feita, também, através dos seus metabdlicos. O
principal metabolico produzido € o mono (2-etilhexil) ftalato, MEHP, com efeito toxico

similar ou superior ao DEHP, catalisado pelo plasma e por lipases hepaticas. Como



35

heparina e DEHP séo ativadores da lipase, sugere-se que a exposi¢cao de produtos
médicos de PVC heparinizados, durante os tratamentos, aumenta a taxa de
conversdo do DEHP em MEHP. O MEHP sempre acompanha o DEHP e se
apresenta sempre em maior quantidade, pois € a soma do MEHP formado in vitro e
o formado in vivo pela hidrélise do DEHP (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR DI(2-
ETHYLHEXYL) PHTHALATE, 2002; HINBERG, 2001).

Quando o DEHP ¢ ingerido, 0 mesmo é rapidamente metabolizado em MEHP e
2-etilhexanol. Este processo metabdlico, no entanto, € muito mais lento do que
guando o DEHP é inserido diretamente no sangue e muito DEHP ainda permanece
no corpo podendo ser expelido pelas fezes. Quando na corrente sanguinea, o DEHP
percorre o figado e os rins, podendo se estocar no tecido adiposo e podendo, ainda,
ser secretado através do leite materno. A maioria do DEHP, MEHP e do 2-
etilhexanol, deixa o corpo em 24 h através da urina e das fezes (TOXICOLOGICAL
PROFILE FOR DI(2-ETHYLHEXYL) PHTHALATE, 2002; METTANG et al., 1996).

Existe uma grande preocupacdo sobre o efeito toxico do DEHP nos rins, pois
este Orgdo é exposto durante a didlise e alguns estudos em ratos expostos ao
produto, mostraram alteracbes renais (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR DI(2-
ETHYLHEXYL) PHTHALATE, 2002). Os 6rgéos considerados alvos da toxicidade do
DEHP séo os rins, figado e testiculos. Em particular, a hepatomegalia (aumento do
figado) estd relacionada a presenca do DEHP e do seu metabdlico MEHP,
considerado pelo FDA como 10 vezes mais toxico do que o DEHP (THE
SCIENTIFIC COMMITTEE ON MEDICINAL PRODUCTS AND MEDICAL DEVICES,
2002).

Durante o procedimento de transfusdo de sangue e hemodialise, inicialmente
existe uma grande quantidade de DEHP e MEHP no sangue. No entanto, o nivel de
DEHP diminui rapidamente para a metade em 10 h, enquanto o nivel de MEHP
aumenta até que as concentracdes se equilibrem. Entre uma sessao e outra, ambos
desaparecem do sangue e a concentracdo de &cido ftadlico aumenta. Isto leva a
sugerir que a concentracao de acido ftalico no sangue se correlacione melhor com o
nivel de exposicdo do DEHP e do MEHP apds a hemodialise (TOXICOLOGICAL
PROFILE FOR DI(2-ETHYLHEXYL) PHTHALATE, 2002).

Hemodidlise, dentre os procedimentos médicos, € o que fornece a mais alta

dose cumulativa de DEHP, devido a sua frequéncia e longa duracdo. Os dados mais
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confiaveis sdo aqueles provenientes das determinacbes de quantidade do
plastificante através da diferenca entre o inicio e o final da sessdo de 3 a 4 h de
hemodialise. Em alguns estudos, o valor médio encontrado € de 75 mg por sessdo
(HINBERG, 2001). Sugere-se que o aumento de plastificante no sangue dos
pacientes ocorra ndo apenas como resultado da exposicdo ao DEHP e de seus
metabdlitos, mas também devido a diminuicdo da eliminacdo urinaria desses
compostos (METTANG et al.,1996).

Outros estudos in vitro e in vivo apresentam concentracdes de DEHP entre 7,7
e 360 mg no sangue de pacientes, durante a terapia de hemodialise, em uma Unica
sessdo com duracéo de 4 h (POLLACK et al., 1985; FAOUZI et al., 1999; KAMBIA et
al., 2001; NASBERGER et al., 1987).

Pacientes submetidos a circulacdo extracorpérea durante cirurgias cardiacas
sao expostos a quantidades de DEHP entre 2,2 e 80 mg por procedimento e
pacientes transplantados entre 0,5 e 2,5 mg por procedimento (DIiGANGI et al.,
2002). Em 1991, a Comissédo Européia de Alimento estabeleceu como dose diaria
ingerida toleravel de DEHP, 25 pg/kg (JAROSOVA, 2006).

O FDA cita vérios estudos que indicam ser o DEHP um estimulador da
agregacdo de plaquetas, o que pode levar a formacdo de coagulos sanguineos,
podendo causar complicacbes neuroldgicas em pacientes submetidos a circulacéo
extracorpérea (DIGANGI et al., 2002).

A maioria dos estudos sobre os efeitos do DEHP no organismo foram
realizados em animais. Efeitos em animais machos incluem alteracdo na
concentracdo de zinco, atrofia testicular e infertilidade. O FDA tem notado esses
mesmos sintomas em pacientes do sexo masculino que fazem tratamento de
hemodidlise, sugerindo fortemente a similaridade entre as reacfes observadas em
animais com aguelas observadas em seres humanos. Outras agéncias de controle
sanitario também concluem que os efeitos reprodutivos causados pelo DEHP em
animais sao relevantes para os seres humanos (DiIGANGI et al., 2002).

O quadro 3 apresenta as doses estimadas e as toleraveis de DEHP
provenientes do PVC para alguns procedimentos médicos. Acima das doses

toleraveis, o DEHP é considerado agressivo ao organismo.



37

Quadro 3. Doses estimadas de DEHP (mg/kg/dia) liberadas em procedimentos médicos usando
produtos em PVC.

: Dose de DEHP Consumo
Procedimento . .
liberada toleravel
Oxigenacdao extracorpérea (ECMO) em
3,0 0,6
adulto
Oxigenacdo extracorpérea (ECMQO) em 14.0 06
neonato
Substituicdo de valvula cardiaca em adulto 0,28 0,6
Transfuséo de sangue em neonato 22,6 0,6
Transplante de coracdo em adulto 2,4 0,6
Hemodidlise em adulto 0,36 0,6
Dialise peritonial em adulto <0,01 0,6
Nutricdo parenteral em adulto ou heonato 0,14 0,04

Fonte: DIGANGI et al., 2002

Quando ratas prenhas sdo expostas a altas doses orais de DEHP, ocorrem
alteracdes na estrutura 6ssea, partes do cérebro, figado e rins nos ratos neonatos.
Estas alteracbes sugerem que o DEHP e seus metabdlicos passam através da
placenta e atingem o feto. Portanto, seres humanos expostos a altos niveis de DEHP
durante a gravidez, podem gerar bebés com problemas nos sistemas nervoso e
esquelético. Alguns destes produtos também podem ser transferidos da mae para o
bebé através do leite materno, onde ja foram detectados (TOXICOLOGICAL
PROFILE FOR DI(2-ETHYLHEXYL) PHTHALATE, 2002).

Estudos em ratos e camundongos adultos também tem relacionado a
exposicdo ao DEHP com atrofia testicular, toxicidade embrionaria, e anomalias no
sistema nervoso central (RASTOGI et al., 2006; SOUZA et al., 2009).

Este comportamento toxico foi confirmado em estudos in vivo em ratos albinos
gue sofreram atrofia testicular quando foram administradas doses entre 50 e 500 mg
de DEHP por kg de massa corporea, durante 30 dias consecutivos (PARMAR et al.,
1995).

A administracdo de acido félico, com objetivo de induzir insuficiéncia renal
crbnica em ratos, e concomitante administracdo de DEHP (2.500 ppm), tem
evidenciado aumento do volume urinario e Nitrogénio Uréia Sanguineo (BUN) no
soro, sugerindo toxicidade renal. Também foi observada diminuicdo da massa dos
testiculos, da prostata (glandula produtora do liquido espermatico), das vesiculas
seminais (glandulas produtoras do liquido seminal), do epididimo (duto que coleta e

armazena espermatozoéides) e diminuicdo no numero de espermatozoides, bem
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como mobilidade reduzida dos mesmos, além de danos nos tecidos testiculares e
nas glandulas acessoérias. Adicionalmente, metabolitos do DEHP foram encontrados
no sangue, na urina e nos testiculos (NABAE et al., 2006).

Em macacos, o DEHP liberado por bolsas de sangue usadas em transfuséo
causaram efeitos adversos no figado. Tais efeitos ndo foram observados em
macacos que receberam sangue estocado em bolsas de polietileno, livre de DEHP.
Alteracbes enzimaticas como as observadas nos animais, sdo observadas no
sangue de pacientes que fazem tratamento de hemodialise. O processo pelo qual o
DEHP atua sobre o figado causando a anormalidade nao €, ainda, entendido, pois
nunca foi efetivamente investigado (DIGANGI et al., 2002).

O quadro 4 apresenta as reacdes causadas em animais machos pela

exposicdo ao DEHP em doses elevadas.

Quadro 4.Respostas orgénicas a exposicdo em dose de DEHP de 750 mg/kg em ratos machos.

: Porcentagem de anim ais que
Procedimento ~
apresentaram as reacdes
Machos jovens — desenvolvimento de auréolas 87
e mamilos semelhantes aos femininos
Reducao do peso do filhote recém nascido 15
Ma formacéo do feto 82
Reducao do peso dos testiculos em adultos 35
Diminuicdo da distancia anogenital 30
Atrofia testicular e do epididimo 90

Fonte: DIGANGI et al., 2002.

2.5.1 Deteccdo do DEHP em materiais bioldgicos

Existe uma variedade de métodos analiticos disponiveis para a determinacéo
de DEHP em sistemas bioldgicos. Dentre estes, 0 método considerado mais preciso,
rapido e econbmico € a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, CLAE, na qual as
amostras sdo facilmente preparadas e os resultados sdo obtidos em 15 min.
(CHAUDHARY et al., 2010).
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A cromatografia separa compostos organicos de misturas complexas,
identificando-os e quantificando-os através de detectores como espectrofotdmetro de
massa, SM, e ultravioleta, UV. Antes de se proceder a analise, o DEHP deve ser
separado da amostra bioldgica (sangue, urina ou tecidos) e preparado para a injecao
no equipamento analitico. A separacdo pode ser feita através da extracdo com
solventes organicos como cloroférmio, hexano, heptano ou acetonitrila;
cromatografia por permeacdo em gel; precipitacdo; extracdo em fase solida e com
Florisil. Para extracdo de DEHP de tecidos adiposos, geralmente, mais de uma
técnica é necesséria (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR DEHP, 2002).

Aparentemente, a deteccdo de DEHP nas amostras bioldgicas é subestimada
devido a sua rapida metabolizacdo in vivo. Por isso, é importante analisar,
juntamente com o DEHP, os seus metabdlicos, principalmente o MEHP. A diferenca
da analise do DEHP e dos seus metabdlicos esta no procedimento de preparacédo da
amostra (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR DEHP, 2002).

O guadro 5 mostra os métodos analiticos possiveis de serem utilizados para a

determinacdo de DEHP em materiais biologicos.

Quadro 5. Métodos analiticos usados na determinacdo de DEHP em materiais bioldgicos.

Método Limite de
Amostra Método de preparagdo da amostra o deteccéo do
analitico
DEHP
Extracdo com propanol/
Soro", heptane/ amdp squunpo_, dissolucdo em GC/MS 3 pg/mL
sanglineo | benzeno metilato de acidos graxos,
redissolucdo em acetona
Plasma ~ .
. Extracdo com acetonitrila e hexano GC/MS 0,15 pg/mL
sanguineo
Plasm_a Mistura 1:1 com NaOH 1 M, exEragao com CLAE/UV 20 ng/mL
sanguineo | hexano, secagem, ressuspencdo em acetonitrila
Sangue Extrag@o com acetato de etila CLAE/UV | 0,345 pg/mL
Tecido Extracdo com cloroférmio/metanol GC/MS 0.02 ugl/g
Tecido Extracdo com cloroférmio/metanol GC 5 ug/g
Extrag@o com cloreto de metileno, remogéo do
Te_(:ldo conteudo~I|p|d|co com cromatografla por HRGC/MS 9 nglg
adiposo permeacao em gel, fracionamento com Florisil
(eluicdo com éter dietilico/hexano)

GC = cromatografia gasosa; CLAE =cromatografia liquida de alta eficiéncia; MS = espectroscopia de massa;
HRGC = cromatografia gasosa de alta definicdo; UV = espectroscopia ultravioleta. Fonte: TOXICOLOGICAL
PROFILE FOR DEHP, 2002.
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A gquantificacdo do plastificante DEHP no sangue de pacientes submetidos a
hemodialise, foi realizada por Faouzi et al. (1999), usando a CLAE. O estudo
realizado com 21 pacientes, detectou, durante uma Unica sessdo de hemodialise,
valor médio de 75,26 mg. Com deste resultado, os autores estimaram que, durante
um ano, estes pacientes renais crénicos recebem 11,74 g de DEHP, considerando
uma sessdo de hemodialise de 4 h, 3 vezes por semana.

Usando CLAE, o DEHP e o subproduto do seu metabolismo, MEHP, foram
quantificados por Inoue et al. (2005), em 78 amostras de sangue estocadas em
bolsas. As concentracbes de DEHP encontradas estiveram entre 1,8 e 83,2 ug/ml,
engquanto que o MEHP apresentou concentracdes entre 0,1 e 9,7 pg/ml.

A quantificacdo de DEHP em terapia de dialise peritoneal e hemodidlise,
atraves de cromatografia a gas realizada por Nassberger et al. (1987), mostrou uma
concentracdo no soro entre 0,8 e 4,2 pyg/ml em hemodialise e entre 0,1 e 0,9 pg/ml
em dialise peritoneal.

Apesar de realizado na década de 1970, um estudo in vivo de Lewis et al.
(1978), apresentou dados bastante relevantes para as pesquisas atuais. A
concentracdo média de DEHP analisada no soro pés hemodialise de 27 pacientes
foi de 751 pg/l. Considerando um volume total de sangue de 5 L por paciente, o
mesmo estd exposto a cerca de 3 mg de DEHP logo apés o término do
procedimento. Isso corresponde a, no minimo, 250 mg por ano para um paciente
dialisado duas vezes por semana. Como a excrecao renal € o principal caminho de
eliminacdo do DEHP e de seus metabdlicos, grande parte dos 250 mg podem
permanecer acumulados nos rins dos pacientes que ja possuem o 6rgao debilitado.
A larga faixa de concentracdo de DEHP encontrada no soro dos pacientes, entre
250 e 1.946 pgl/l, é explicada pela influéncia exercida pelo hematocrito, contagem de
plaguetas, concentracdo de lipidios e pela funcdo hepatica. Um dos pacientes,
diagnosticado com hepatite aguda, apresentou concentracdo de DEHP de 2.000
pg/l. Outra observacao interessante feita pelos autores foi em relagdo aos pacientes
que realizaram hemodialise mais de 50 vezes. Estes apresentaram concentracao de
DEHP 50% acima daqueles que realizaram poucos procedimentos, sendo sugerido
gue longo periodo de hemodialise, as varias alteracdes fisioloégicas podem alterar a
habilidade com que o organismo reage ao DEHP.
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3 METODOLOGIA

Este capitulo expbe os procedimentos metodolégicos do estudo e compreende
o local da pesquisa, o procedimento de coleta e preparacdo das amostras a serem

analisadas e os procedimentos de analise das mesmas.

3.1 POPULACAO E AMOSTRA

A populacdo do estudo foi constituida de 5 pacientes, que realizaram
procedimento de hemodialise, respeitando os critérios de inclusdo e exclusédo. Para
o grupo de individuos saudaveis foram selecionados 3 sujeitos que nao realizam

hemodialise. Os critérios de inclusdo e de exclusao sdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1. Critérios de inclusdo e exclusédo dos sujeitos da pesquisa.

Critérios de inclusao

Sexo masculino

Possui entre 30 e 65 anos de idade

Portador de insuficiéncia renal crénica

Realiza terapia de hemodialise

Realiza hemodialise entre 12 meses e 12 anos

Realiza hemodialise 3 vezes por semana

Realiza se¢des de hemodialise com 4 horas de duracdo

Critérios de exclusédo

Portador de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA)
Portador de hepatite

Antes de iniciar o estudo, o projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Pontificia Universidade Catolica do
Parana, Parecer n° 0004373/10, protocolo CEP n°® 5802, Anexo A. Os pacientes
voluntarios que participaram da pesquisa depois de assinarem o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, TCLE, apresentado no Anexo B, realizaram as
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sessOes de hemodialise na Clinica Cajuru, localizada na cidade de Curitiba, PR,
onde foram coletadas as amostras de sangue.
Todos os voluntarios usaram as linhas de hemodialise pertencentes ao mesmo

fabricante e dialisadores com superficie de 2,1 m? de um mesmo fabricante.

3.2 COLETA E ARMAZENAGEM DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Apds 15 min. do inicio da sessdo de hemodialise foi coletada, da linha venosa,
uma aliquota de 10 ml de sangue. A aliquota foi acondicionada em um frasco
heparinizado e centrifugado imediatamente em centrifuga Eppendorf 5702 a 4,4 X
1000 rpm, durante 10 min, para separacao do plasma. O plasma foi entdo pipetado,
aliquotado em tubo de ensaio de vidro e congelado a — 20°C (FAOUZI et al., 1999).
Ao término das coletas as amostras foram armazenadas a - 80°C (TAKAHASHI et
al., 2008) com o objetivo de evitar a degradacdo do DEHP até o momento da analise
do material em CLAE.

Quinze minutos antes do término da sessdo de hemodidlise foi retirada uma
segunda aliquota de 10 ml de sangue, também da linha venosa, sendo realizado o
mesmo procedimento descrito para a primeira aliquota. Este procedimento foi
repetido pelo nimero de reuso da circulagdo extracorpérea (dialisador e linhas
arterial e venosa), respeitando o volume de “priming”.

O reprocesso do circuito de hemodialise foi realizado por funcionarios da
Clinica Cajuru, responsaveis por este procedimento e de acordo com o protocolo

hospitalar.

3.3 VARREDURA DE ESPECTRO DO PADRAO DEHP
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Para a preparacédo das amostras, o DEHP foi adquirido da Sigma Aldrich e os
reagentes quimicos hidroxido de sodio, acido ortofosférioco, sulfato de aménia,
azida e acetonitrila foram adquiridos da Merck.

Antes do inicio das analises, 2 yl do padrdo de DEHP foi inserido em um
espectrofotometro UV-VIS Nanodrop 1000 a fim de realizar uma varredura de
espectro do padrdo DEHP e identificar em qual comprimento de onda o detector

tinha a melhor resposta.

3.4 QUANTIFICACAO DE DEHP EM CLAE

As andlises foram realizadas utilizando um equipamento de CLAE, marca
Schimadzu, mostrado na figura 12, com degaseificador modelo DGU-20 e forno para
coluna. O equipamento opera com coluna de separacdo Phenomenex Gemini Cyg (5
pm, 4,6 x 250 mm), acondicionada em 40° C, com injetor manual Rheodyne, com
forno injetor da Coulochem Ill e com uma bomba de medicdo de alta resolucéo
modelo LC-20AD, comprimida com ar. O controle do equipamento e a analise dos
dados foram realizados através do programa LC Solution (Shimadzu). O

equipamento utiliza, ainda, um detector UV- VIS.
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Detector UV-VIS Forno de coluna

Degaseificador

+ bomba

Forno do injetor

Figura 12. Equipamento de CLAE utilizado na analise

A figura 13 ilustra o sistema de coleta e analise de dados e do equipamento de

CLAE.

Ramba Injetor l

Computador

Figura 13. Esquema mostrando o processo de deteccao do composto quimico através da CLAE
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Para que seja possivel a andlise do plasma pelo CLAE, é necessaria a
separacdo das proteinas. Para precipitacdo de proteinas plasmaticas foram
avaliados dois agentes precipitantes: o hidroxido de sédio (NaOH, 1 N e 2 N) e o
sulfato de amonio saturado ((NH4)SO4)(ZERALK et al.,2008). O NaOH 1N e 2N
foram os inicialmente ensaiados com base na referéncia Dine et al. (1991), porém os
resultados foram insatisfatorios, pois acarretou em aumento da presséo do sistema
do HPLC. Isso ocorreu devido a precipitacao ineficaz das proteinas do plasma.

O (NH4)SO, apresentou melhor eficacia e, por isso, foi o adotado como agente
precipitante de proteinas. Para identificar a melhor concentragdo NH;SO,, foram
ensaiadas quatro amostras contendo 250 ul de plasma e 750 ul de acetonitrila e 100,
150, 200 e 250 pl NH4SO,4, saturado. Apés a mistura, as amostras foram colocadas
em vortex por 5 min. e centrifugadas em 13.000 rpm por 20 min. a 4°C. O melhor
resultado foi obtido para 250 pl (NH4)SO4 e, portanto, este volume foi o adotado nas
amostras analisadas.

As amostras de plasma que estavam acondicionadas na temperatura de
— 80°C foram descongeladas até a temperatura ambiente, aproximadamente 20°C,
quando foi realizada a precipitacdo das proteinas plasméticas com 250 ul de sulfato
de amonio saturado e 750 pl de acetonitrila adicionados a 250 pl de plasma,
colocadas em vortex por 5 min. e centrifugadas em 13.000 rpm por 20 min. a 4°C,
obtendo-se as fases mostradas na figura 14.

Sobrenadante

Proteinas

plasmaticas

Figura 14. Amostra apds centrifugacao, mostrando o sobrenadante
coletado para analise do DEHP em CLAE e as proteinas isoladas.
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O sobrenadante foi isolado e filtrado com filtro de 0,22 um e uma quantidade de

100 pl foi injetado manualmente no equipamento de CLAE como mostra a figura 15.

Figura 15. Injecdo da amostra

O equipamento contém uma coluna impregnada com silica de granulometria de
5 um, chamada de fase estaciondria, responsavel pela separagdo dos analitos
(fases) presentes na amostra. Esta separacdo se d& pela diferenca de polaridade
entre as moléculas da fase mével e da fase estacionaria (COLLINS et al., 1997).

Cem microlitros de plasma foram eluidos na fase movel, filtrada em membrana
de 0,45 um, composta de 92,5 ml de acetonitrila, 7,5 ml de agua mili-Q tamponada
(0,2% em volume de trietanolamina, 0,001% em volume de azida, ajustado pH para
2,5 com &cido ortofosforico).

O analito, DEHP, foi detectado em um tempo aproximado de 8 min., como
mostra a figura 16, sob um fluxo de 1,00 ml/min a um comprimento de onda de 245
nm. Vinte e dois minutos de corrida foram acrescentados para garantir que outros
produtos originarios do plasma fossem eluidos da coluna evitando a danificacdo da
mesma e o0 entupimento do sistema.

O fluxo de 1 ml/min foi estabelecido levando em conta a eficiéncia e a

resolucéo do pico cromatografico.
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Figura 16. Deteccdo do DEHP em fase mdvel em, aproximadamente, 8 min. (seta).

Antes de iniciar as quantificacdes no equipamento de CLAE, foi necesséria a
construcdo da curva de calibracdo. Para isso, amostras de plasma de um mesmo
voluntario saudavel foram usadas em todas as calibracdes. Em cinco amostras deste
plasma, antes da preparacdo da precipitacdo das proteinas, foram adicionadas as
seguintes concentracfes da solucdo padrdo de DEHP (5 ul de DEHP puro,
acetonitrila:dgua mili-Q na mesma concentracdo da fase movel (92,5%:7,5%)):
0,000197 pg/uL , 0,000394 pg/uL, 0,000788 ug/uL, 0,001182 pg/uL, 0,001576 pg/uL,
0,00394 pg/pL e 0,00995 pg/uL .

A curva de calibracdo forneceu um coeficiente de correlacao (r) superior a 0,99,
garantindo que os volumes sobre as curvas de DEHP, fornecidas pelo equipamento
de CLAE, fossem diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em
andlise. A especificidade ou seletividade do método foi avaliada através da injecao
da solucédo padrdo de DEHP, de amostras de plasma de sujeitos saudaveis e de

pacientes, garantindo que o pico de resposta fosse exclusivo do composto de
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interesse, o DEHP. A repetitividade dos resultados foi comprovada pela
reprodutibilidade das curvas de calibragéo (RIBANI et al., 2004). A figura 17 mostra o
pico solugéo padréao de DEHP e um pico de DEHP no plasma de paciente, ilustrando
a viabilidade do método.

A significancia estatistica entre as médias de liberacdo de DEHP por sessao
dos diferentes pacientes foi determinada por ANOVA, onde foi encontrado p > 0,05.
O coeficiente de Spearman foi utilizado para verificar a correlacdo entre a média de

liberacdo de DEHP por sesséo e o IMC de cada paciente.

350000

Solucédo Padrdo de
NFHP
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DEHP no plasma de
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Figura 17. Cromatograma de paciente renal crénico e solucdo padréo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE

A tabela 2 mostra o nimero de reuso do circuito (linha de hemodialise e

dialisador) por paciente. O niumero de reuso foi contado a partir da segunda sesséo.

Tabela 2. Pacientes e o nimero de reuso

Paci NUmero de Dose de heparina no Fluxo Sanguineo Tempo de dialise
aciente S :
reuso circuito (Ul) (ml/min)
P1 4 5000 300 3anose3
meses
P2 9 Sem heparina* 300 5 anos
P3 13 6000 300 3 ano e 6 meses
P4 4 7000 350 4anos e 4
meses
4 anose9
P5 15 8000 350 meses

*Paciente candidato a transplante de rins
**Paciente mudou de turno ap6s a mudancga néo foi realizado a coleta.

As diferencas no namero de reuso do circuito de hemodialise sdo devidas ao
descarte feito sempre que o prime inicial do dialisador decresceu em 20% ou quando
ocorreu o rompimento das fibras do dialisador. Através dos valores apresentados,
embora pareca néo existir uma relagcdo direta entre a quantidade de heparina e o
namero de reuso, € de se esperar que a maior quantidade de heparina impeca a
formacao de codgulos no dialisador, evitando entupimentos e, portanto, aumentando
a sua vida util.

A diferenca no nimero de reuso ocorreu apesar dos circuitos serem do mesmo
fabricante. Considerando que todas as condi¢des de tratamento foram repetidas em
todas as sessdes para cada individuo, essa diferenca pode ter sido provocada por

falha no controle de qualidade do fabricante, por danos ocasionados durante o
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procedimento de reprocesso do sistema ou pela dose de heparina administrada ao
paciente.

Em relacdo ao procedimento de limpeza no reprocesso, 0 mesmo exige o fluxo
de &gua no dialisador em pressdo de aproximadamente 25 psi. Esse fluxo pode ser
automatizado ou manual. Um fluxo manual impede a verificacdo da pressédo de agua
0 que pode levar a danificacdo do feixe de fibras do dialisador, diminuindo a sua vida
atil.  Vale mencionar que a maioria dos fabricantes registra o circuito na ANVISA

para uso unico, porém a RDC 154 autoriza a sua reutilizacdo em até 20 vezes.

4.2 VARREDURA DE ESPECTRO DO PADRAO DE DEHP

Utilizando o padrdo DEHP puro, o espectrofotbmetro emitiu um cromatograma,
figura 18, através do qual foi possivel a identificagdo da faixa de absorbancia do
composto. Foi definido, portanto, o comprimento de onda de 245 nm, como aquele

que identifica o DEHP.
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Figura 18. Espectro do padrdao DEHP, mostrando o comprimento de onda de 245 nm.

Apesar da faixa de absorbancia do DEHP, de acordo com a literatura, estar
entre 220 e 300 nm, o cromatograma mostrou o pico bem definido em 245 nm. Valor
este, proximo aos encontrados na literatura de referéncia (DINE et al., 1991; FAOUZI
et al., 1999; KAMBIA et al., 2001; SIRCAR et al., 2008).

4.3 QUANTIFICACAO DO DEHP

A massa de DEHP foi determinada através da area sobre o pico, fornecida pelo
equipamento. Para cada dia de andlise, uma equacdo de regressao linear foi
construida, com base nos valores da curva de calibracdo, como mostra a tabela 3.

O valor de r?* determina a proporcéo de variabilidade, indicando uma forte
relacdo entre as 2 variaveis, e o valor de r indica a dispersédo do conjunto dos pontos

7z

experimentais. Quanto mais proximo de 1,00, menor é a dispersdo e, portanto,
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menor a incerteza dos coeficientes de regressao linear. A ANVISA recomenda um
valor minimo de r de 0,99 e o INMETRO de 0,90 (RIBANI et al., 2004). Os valores de
r e r* estiveram sempre superiores a 0,99, indicando que a regresséo linear é

confiavel para a obtencéo dos resultados.



Tabela 3.

Equacao de regressao linear para cada dia de analise usando o CLAE.

DI . Coeficiente de ~ Area sobre
ia Regresséo linear d X NPT Amostra / sessao .

eterminacéo (r) 0 pico (X)
P4 / 1 inicial 20.223,8

P4 /1 final 3.576,0

P4 / 3 inicial 2.332,8

P4 / 3 final 2.480,0

_ -8 5 P4 /5 inicial 4.931,2

1 y=3.10"x - 4.10 0,9974 P4/ 5 final 6.680.0
P5/ 1 inicial 43.718,4
P5/ 1 final 34.129,6

P5 / 3 inicial 7.603,2

P5 / 3 final 7.740,8

P5 / 5 inicial 3803,2

P5 /5 final 23950,4

2 y=2.10%+ 2.10° 0,9990 P5 / 7 inicial 2860,8
P5 /7 final 4089,6

P1 /1 inicial 5817,6

P1/ 1 final 6905,6

_ -8 6 P1/ 3inicial 6240,0

3 y=2.10"x + 6.10 0,9913 P1/ 3 final 6649 6
P1 /5 inicial 1292,8

P1 /5 final 4763,2

P2 /1 inicial 6428,8

P2/ 1 final 14163,2

_ -8 5 P2/ 3inicial 5017,6

4 y=3.10"x+8.10 0,9954 P2/ 3 final 12294 4
P2 /5 inicial 7878,4

P2 /5 final 8601,6

P2/ 7 inicial 7217,6

P2 /7 final 11780,8

P3 /1 inicial 8726,4

P3 /1 final 9568,1

P3/ 2 inicial 6364,8

P3 /2 final 10486,4

5 y=3.10%x+2.10° 0,9989 P3 / 3 inicial 4528.,8
P3/ 3 final 9740,8

P3/ 4 inicial 6803,2

P3/ 4 final 11356,8

P3 /5 inicial 3510,4

P3 /5 final 5291,2

6 y=2.10%x-2.10° 0,9994 Vi 2750,4

V2
V3 1081,6

1604,8
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Os valores da area sobre o pico (x) foram substituidos na equacéo de reta para

cada caso e o0s resultados obtidos estdo mostrados na tabela 4 para plasma

sanguineo de pacientes e na tabela 5 para plasma sanguineo de voluntarios

saudaveis.
Tabela 4. Resultados DEHP, em pg/ml, encontrado em pacientes.
Paciente Massa de DEHP por Massa de DEHP por Valor Desvio Coeficient Valor
/sessdo  volume de sangue volume de sangue Médio padréo e de média por
(tg/ml) 15 min.ap6s  (rg/ml) 15 min. antes  (ug/ml) de Variacdo sessdo =+
0 inicio da sesséao do término da sessdo DEHP por (%) desvio
de hemodialise de hemodialise paciente padréo
P1/1 1,224 1,441 1,116 0,42 37,51 0,10£1,73
P1/3 1,308 1,389 0,04+1,85
P1/5 0,319 1,013 0,34+0,66
P2/1 2,729 5,049 3,302 0,91 27,59 1,16+4,19
P2/3 2,305 4,488 1,09+3,60
P2/5 3,164 3,380 0,1044,47
P2/7 1,965 3,334 0,68+2,94
P3/1 2,418 2,670 1,894 0,73 38,42 0,1243,42
P3/2 1,709 2,960 0,62+2,57
P3/3 1,010 2,018 0,50£1,59
P3/4 1,741 2,371 0,31+2,50
P3/5 0,753 1,287 0,26£1,13
P41 1,033 5,667 1,671 2,02 120,78  2,31+3,58
P4/3 0,299 0,344 0,02+0,42
P4/5 1,079 1,604 0,26%1,57
P5/1 9,839 12,716 1,47+14
P5/3 1,881 1,922 3,916 4,36 111,53 0,02+2,66
P5/5 0,961 4,990 2,01+£3,15
P5/7 0,772 1,018 0,12+1,10
P5/9 0,075 1,069 0,53+0,75
Tabela 5. Resultados da analise de DEHP no sangue dos voluntarios saudaveis

Voluntario DEHP (+ 0,050) £g/ml)
Vi 0,035
V2 0,012
V 3 0,016

Através da tabela 4 é possivel observar claramente o aumento da quantidade

de DEHP (ug/ml) entre o inicio e final da sesséo.



55

Os valores de DEHP liberados dependem do fluxo sanguineo e do tempo em
gue o PVC fica em contato com o mesmo (POLLACK et al., 1989; DINE et al., 2000).
Os calculos para a quantidade real de DEHP liberado para cada paciente, por
sessdo, de acordo com o fluxo de sangue e tempo da sessdo aplicados estao
apresentados na tabela 6. Embora a coleta tenha sido feita até o final da vida atil do
circuito para cada paciente, foram selecionadas apenas 3 sessdes para a analise do
plasma sanguineo devido a indisponibilidade do equipamento de CLAE para a
analise completa de todas as sessfes de todos os pacientes. As sessdes impares
foram selecionadas com a intencéo de se verificar o efeito cumulativo do DEHP.

Inicialmente foi calculada a variacdo de DEHP por paciente, por sesséo,

ADEHP, de acordo com os valores apresentados na tabela 6. Em seguida foram

determinadas as médias para cada paciente, ADEHP. Para cada paciente, por
sessdo, o valor do ADEHP foi multiplicado pelo fluxo de sangue aplicado para a
determinacao da quantidade de DEHP para cada minuto de contato do sangue com
o PVC, ADEHP x fluxo (DINE et al., 2000). O valor do ADEHP x fluxo foi multiplicado
pelo tempo de duracédo da dialise (240 min. para todos os pacientes) e dividido por

1.000 para se obter o resultado em mg, MDEHP. Com estes resultados, foi calculada

a meédia da massa liberada de DEHP por paciente, MDEHP.

Tabela 6. Resultados da analise de DEHP no sangue dos pacientes.

Paciente Sessdo JADEHP Fluxo ADEHP MDEHP

(tg/ml)  ADEHP de x fluxo por MDEHP

(zg/ml) sangue  (,u/min) sessao (mg)tdesvio

aplicado (mg) padréao

(ml/min)

P1 1 0,2176  0,33+0,32 300 65,28 15,66 23,67+23,14
3 0,0819 24,58 5,89
5 0,6908 208,22 49,47

P2 1 2,32032 1,57+1,17 300 696.09 167,06  113,27+84,74
3 2,18304 654,91 157,17
5 0,21652 64,95 15,59

P3 1 2,52510 0,59+0,38 300 75,75 18,18 43,07+27,49
3 1,00816 302,44 72,58
5 0,53424 160,27 38,46

P4 1 4,6342  1,73+2,52 350 1.621,47 389,27 145,68+181,64
3 0,0442 15,45 3,70
5 0,52464 183,62 44,06

P5 1 2,87664 350 1.006,82 241,63 194,52+172,40
3 0,04128 2,32+2,05 14,45 3,46
5 4,02944 1.410,30 338,47
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Aplicando a ANOVA aos valores MDEHP, obteve-se p > 0,05 o que indica ndo
haver diferenca significativa entre os pacientes sendo, portanto, possivel comparar
as quantidade de DEHP liberadas entre as amostras. Analisando as sessfes 1,3 e 5
de cada paciente integrante do estudo, foi possivel observar que nao existiram
evidencias de que o DEHP tenha efeito acumulativo, como registrado na literatura,
(SCHMID; SCHLATTER, 1985). A grande variacdo no valor médio determinado,
também foi observado na literatura que registra valores entre 44,3 mg a 197,1 mg
em uma Uunica sessdo de hemodialise (CONSUMER PRODUCT SAFETY
COMMISSION, 2010) (POLLACK et al., 1985; KAMBIA et al., 2001).

Analisando o tempo de dialise de cada paciente com a média de liberacdo de
DEHP por sesséao foi possivel observar que P1 teve uma liberacdo menor de DEHP
e um numero menor de exposicdo ao DEHP comparado com P3, o mesmo
aconteceu comparando P5 com P4. A variagdo da concentragdo de DEHP no
sangue também é afetada pelo nimero de exposicGes repetidas, ou seja, pelo
namero de procedimentos de hemodidlise repetido pelo paciente que pode afetar a
habilidade que o organismo tem de metabolizar o DEHP (LEWIS et al., 1978).

Avaliando os valores de MDEHP entre os pacientes 1, 2 e 3, que tiveram o
mesmo fluxo sanguineo, é possivel observar que o P2 apresentou um valor bastante
superior aos demais. Isso pode ser atribuido ao fato deste paciente ndo ter recebido
heparina durante as sessfes, administrada continuamente nos demais pacientes. A
heparina é ativadora de lipases hepaticas (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR DI(2-
ETHYLHEXYL PHTHALATE), 2002), consequentemente o0s pacientes que
receberam heparina continuamente tiveram um aumento na taxa de conversédo de
DEHP em MEHP, acarretando em uma quantidade menor de DEHP detectada no
plasma, através da CLAE.

Outra variavel importante na liberacdo de DEHP das linhas sanguinea € o fluxo
do sangue durante a hemodialise (POLLACK et al., 1985). Observa-se que o P4 e o
P5, nos quais foi aplicado um fluxo de sangue maior, tiveram uma liberagdo média
de DEHP superior aos demais pacientes, apesar de terem recebido uma quantidade
maior de heparina. Na hemodiélise, as tensbes de cisalhamento locais sdo altas e
com altas tensdes cisalhantes a probabilidade de formacdo de trombos sobre a

superficie de um biomaterial, neste caso o PVC, € alta, pois estas tensdes induzem



57

a ativacado de plaquetas. Nos circuitos de hemodialise, onde existem tubos com
diametro médio de 3 mm, a tensdo cisalhante chega a 63 dynas/cm? e a ativacdo de
plaquetas ocorre em tensdes entre 60 e 80 dynas/cm? (SPIJKER et al., 2003).

O aumento do fluxo causa aumento na tensao de cisalhamento e,
consequentemente, na ativacdo das plaquetas, exigindo maiores doses de heparina.
Esperar-se-ia que estes pacientes apresentassem uma taxa de conversao de DEHP
em MEHP maior e, portanto, uma quantidade menor de DEHP detectada no final das
sessfes, 0 que nado ocorreu. Este aumento, no entanto, esta visivelmente
relacionado com o aumento do fluxo sanguineo quando se compara P4 e P5 com P1
e P2. O aumento do fluxo faz com que um mesmo volume de sangue transite mais
vezes pelo circuito o que, consequentemente, aumenta a concentracdo de DEHP.

Em relacdo ao PVC, o plastificante DEHP pode ser facilmente liberado no
sangue por ndo estar fortemente ligado as cadeias poliméricas (DIGANGI et al.,
2002; SIRCAR et al., 2008). Como o plastificante € agregado ao plastico antes do
processo de extrusdo para a fabricacdo da matéria prima do circuito, pode ocorrer
mistura ndo homogénea do DEHP no PVC formando focos de concentracdo do
plastificante. Estes focos, quando em contato com o sangue podem liberar uma alta
quantidade de DEHP de forma instantanea o que pode justificar a discrepancia dos
valores em um mesmo paciente. Essa variagdo também pode estar relacionada a
natureza lipofilica do sangue de cada paciente, no momento da coleta, que poderia
ser verificada através de lipidograma (CALAFAT et al., 2004) ou ainda estar
relacionada a funcéo hepatica de cada paciente, visto que o DEHP é metabolizado
no figado (LEWIS, 1978).

A figura 19 mostra a comparacdo entre as meédias da liberacdo do DEHP
(ug/ml) das sessdes para cada paciente e os valores encontrados nos voluntarios

saudaveis.
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Figura 19. Compara comparacao entre as médias da liberacdo do DEHP (ug/ml)
das sessdes para cada paciente e os valores encontrados nos voluntarios saudaveis.

Pode-se observar como a exposicdo do organismo ao DEHP através de
procedimentos médicos a influéncia na quantidade de DEHP presente no sangue,
pois 0 mesmo € introduzido diretamente na corrente sanguinea. O DEHP né&o esta
ausente no sangue dos voluntarios saudaveis devido a exposicdo do ambiente
(TOXICOLOGICAL PROFILE FOR DI(2-ETHYLHEXYL) PHTHALATE, 2002).

Considerando dois grupos, pacientes e voluntarios, a concentragdo media de
DEHP nos pacientes foi de 1,31 + 0,82 pg/ml e a concentracdo média encontrada
em plasma de voluntario foi de 0,052 + 0,050 pg/ml. Portanto, a concentracdo média
presente em plasma do grupo de pacientes encontra-se, aproximadamente, 25
vezes maior do que a concentracdo média do plasma dos voluntarios.

A tabela 7 mostra a massa corporal de cada paciente e a liberacdo média de

DEHP por sessao.



Tabela 7.

Massa corporal do paciente, liberagdo média de DEHP por sessao e mg/dia de DEHP
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MDEHP

. . por MDEHP  Massa DEHP/kg/dia MDEHP por
Paciente Sessao ~ Corporal : .
sessdo (mg) (mg) paciente/kg/dia
(kg)
(mg)
1 15,66 0,24
P1 3 5,89 23,67 65 0,09 0,36
5 49,47 0,76
1 167,06 2,78
P2 3 157,17 113,27 60 2,61 1,88
5 15,59 0,25
1 18,18 0,25
P3 3 72,58 43,07 715 1,01 0,60
5 38,46 0,53
1 389,27 5,56
P4 3 3,70 145,68 70 0,05 2,08
5 44,06 0,62
1 241,63 3,21
P5 3 3,46 194,52 75,5 0,04 2,57
5 338,47 4,48

Considerando a quantidade toleravel de DEHP é de 0,6 mg/kg/dia (DIGANGI et

al.,2002), por procedimento de hemodialise, utilizando calculo matematico simples,

relacionando a média de liberacdo de DEHP por sessdo e a massa corporal dos

pacientes, foi possivel identificar que os pacientes estdo expostos a concentragcdes

maiores do que a permitida. A média encontrada nos pacientes foi de 1,49 + 1,60 mg
de DEHP/kg/dia.

A tabela 8 mostra a idade e o indice de Massa Corporea (IMC) dos pacientes

(P) que participaram do estudo, assim como dos sujeitos saudaveis (V), escolhidos

aleatoriamente no laboratério de patologia da UFPR.

Tabela 8. Idade, IMC e MDEHP por sessdo da amostra de estudo.
Individuos saudaveis Pacientes
Vi V2 V3 P1 P2 P3 P4 P5
IMC (kg/m°?) 20,82 19,94 19,97 26,04 2231 2758 21,60 23,83
MDEHP por sesséo - - - 23,67 113,27 43,07 145,68 194,53

(mg)
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Os valores do IMC dos pacientes foram calculados com o objetivo de se
verificar se existia correlacdo entre o DEHP detectado no sangue e o indice de
Massa Corporal. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o excesso de
peso e a obesidade podem ser definidos diretamente pelos valores do IMC, sendo
que, para adultos valores até 24,9 kg/m? sdo considerados normais (OLIVEIRA et
al., 2009).

A partir do ajuste de um modelo de regressédo linear simples obteve-se o
valor do coeficiente de determinacdo r? igual a 0,517, indicando que 51,7% das
variacfes no DEHP liberados pode ser explicada pelo IMC. A equacéo de regressao
linear, y = bx+a, apresentou valor de a = 597,236 (coeficiente linear) e b = - 20,319
(coeficiente angular). Portanto, a hipétese de auséncia de relacdo linear entre as
duas variaveis (coeficiente angular igual a zero) nédo foi rejeitada (p = 0,719).

Portanto, o IMC pode ser um indicador do aumento na liberacdo do DEHP
durante a hemodialise, pois 0 mesmo possui afinidade com moléculas lipidicas
(CALAFAT et al.,, 2004), as quais sdo mais frequentes em pacientes com sobre
peso. Portanto, individuos com alta atividade lipolitica correm maior risco de ter
efeitos adversos induzidos pelo DEHP do que os demais (FDA, 2011).

Embora esta relacdo ndo tenha sido abordada na literatura, comparando os
pacientes com o mesmo fluxo sanguineo e heparinizados, percebe-se que P3
apresentou um IMC (27,58 kg/m?) ligeiramente maior do que P1 (26,04 kg/m?) que
refletiu no aumento do DEHP detectado, 43,07 mg e 23,67 mg, respectivamente. O
mesmo ocorreu entre os pacientes P4 e P5 que, com IMC respectivos de 21,60
kg/m? e 23,83 kg/m?, apresentaram valores de DEHP também respectivos de 145,68
mg e 194,52 mg. Isso mostra a influéncia da atividade lipidica no potencial
toxicolégico do DEHP.
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CONCLUSOES

De acordo com os objetivos propostos, foi realizada a padronizacdo da
metodologia para a quantificacdo do DEHP no plasma sanguineo.

Através da andlise dos resultados obtidos, ndo parece existir uma relacdo
direta entre a quantidade de heparina e o namero de reuso do circuito de
hemodidlise. No entanto, a heparina evite a formacédo de coagulos no sangue que
podem causar danos ao dialisador, aumentando a sua vida util.

Apesar do pequeno nimero de pacientes na amostra, 0s valores apresentaram
boa correlacédo (p > 0,05) sendo possivel, portanto, quantificar o DEHP e compara-lo
entre os pacientes.

Foi possivel observar claramente que ocorreu aumento da quantidade de
DEHP (ug/ml) entre o inicio e o final das sessbes em todos 0s pacientes,
comprovando gque realmente existe liberacdo de DEHP do circuito.

Comparando os valores de DEHP a que os pacientes foram expostos com 0s
valores de DEHP presentes no plasma de voluntarios saudaveis, ficou claro que o
procedimento de hemodialise afetou sensivelmente a quantidade de DEHP no
sangue.

Finalmente, os resultados mostraram a importancia da busca por materiais
alternativos para a fabricacdo de circuitos de hemodidlise, de forma a evitar que o0s
pacientes ja debilitados sejam expostos ao DEHP comprometendo a sua qualidade

de vida.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Administracdo de DEHP via parenteral e andlise histoldgica de rins e figados
em animais de laboratorio;

Desenvolvimento de um circuito extracorpéreo sem adicao de DEHP, que seja
financeiramente viavel;

Andlise da estrutura quimica e fisica das linhas de sangue frente aos reusos.
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QUANTIFICAGAO DO DEHP LIBERADO EM LINHAS DE HEMODIALISE
FABRICADAS EM PVC

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOD

1 - Eu, . RG, . entendo gque sou
partador de Insufici&éncia Renal Crénica, uma doenga que acomete os rins causando perda
d8 capacldade excreforia renal, acametando elevagioc das conceniragdes sericas ou
plasmaticas provenientes do metabolismo protéice, acarretando aumento de wréia, tendo
oomo alterpativa a lerapia dialitica Hemodialise. A Hemodialise & realizada com auxilio de
um circlito de circulacio extracorpores constitulda de tubos de plastico PVC {poli cloreto de
vinlia) e estou sendo convidado a participar do projeto chamado: ' Quantificagio do DEHP
liverado em linhas de Hemodialise fabricadas em FPVC®. Para colaborar com o projeto, 15 ml
do meu sangue serdp coletados na linha de hemodialise, dos quais 10 ml serde destinados
‘a quantificagac de DEHP e 5 m| serdo destinados a guantificagéo de fipoproteina de baixa
denidade, Tenho ciéncia de que minha participagio neste projeto & voluntana.

2 — O DEHP, compesto quimica .acrescentade ao PVC para tarma-lo flexivel, Pacientes
submetidos a8 procedimentos medicos que incluem uso de tlubos de PVC cemo. lerapia
intravenasa, nutrigio enteral, transfusao sanguinea, hemodialiss, circulagao extracorpores,
sdo potencialmente: expostos ao DEHP. Eu entendoc gue este projeto esta sendo
desenvelvido em conjunto com o Instituto de Grade de Ciénclas Basicas (IGCE), Penltificia
Universidade Catélica do Parand (PUCPR) e Universidade Federal do Parana (UFPR)
através do Laboralorio de Patologia e gue os pesquisadores estdo empenhados na pesquisa
basica de quantificar 0 DEHP em linhas de hemodialise.

3 - Eu entendo gue o sangue coletado sera usado apenas para o eslude " Cuanltificacdo do
DEHP liberado em linhas de Hemodialse fabricadas em PVC e sua dependéncia do nivel de
colesterol” & ndo serd utilizado para qualquer fim terapéutico ou comercial,

4 — Eu entendo que no momento da publicacio das resultades oblidos nesta pesquisa, nao
aparecera meu nome & sim um codigo, justamente para preservar a minha identiciade.

5 - Eu Il o texto acima e compreend a natureza e objetivo do estudo do quat fui convidado a
participar e concordo voluntaramente em participar.

Curitiba, ___ 1 __ [

Assinatura do paricipante =

Assiriatira do pesquisador =

Profa. Dra: Bealnz L. Femandes

Assinatura do pesquisador responsavel =

Fernanda Maria

« Em gaso de reclamagdo ou qualguer lipo de denuncid sopre este esfudo devo ligar para o
CEP PUCPH (41) 3271-2202 ou mandar um email para nep@pucprbr

Fantificia Universidade Catdlica do Parand - PLICPR
R. Imaculada Coneeiglo, 1155, Prado Velho
CEP 8021 5 901-Curitiha -PR = Brasil, Tel: +35 41 3271-1657



