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Perdxido de hidrogénio como agente despirogenizante
de componentes para produtos médico-hospitalares

Hydrogen peroxide as depyrogenation agent for medical
devices components
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Departamento de Farmécia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de S840 Paulo - Brasil.

A atual busca de solventes alternativos aos fluorados, frente ao problema de deplecdo de ozdnio da estratosfara,
cbriga a desenvolvimentos de processos aplicaveis a fabricagéo de produtos médico-hospitalares. Frente ao desafio,
e considerando a 4gua estar sendo opgéo de escolha de outros segmentos industriais, preocupa a rapida prollferagéo
microbiana na mesma, tornande-a fonte potencial de endotoxinas. Tal risco incompatibiliza-se per exemplo, com a
producéo de itans destinados ao emprego em procedimentos cirdrgicos da drea cardiovascular, Desta forma foi
ralizada pesquisa com o objetivo de investigar possibilidade de emprago da agua como agente de limpeza de
componentas para tais produtes, desde que incorporada de peréxide de hidregénio. Trabalhou-se incculande dgua
e solugdes de perdxide com niveis de 0,1, 0,25, 0,5 e 1,0 UE/mI; obteve-se a confirmagéo de efetividade de agéio a
concentragao de 5% de perdxido de hidregénio, através de detarminagdo analltica pelo métode “in vitra”. Investigou-
se, em pagas injetadas em policarbonato, destinadas a fabricagéio de oxigenadores e reservatérlos sangainecs,
inoculadas com endotoxina, a efetividade no uso do peréxido. Os resultados permitem concluir pela possibilidade de

sucesso do processo proposto, seja pelo aspecto bioldgico ou pala remogée de sujidadas.

Psrdxido de hidrogénio. Endotoxinas, Pirogénios., Contaminacdo de equipamenios, prevencdo & controle.

Introdugao

Assim como na inddstria eletrnica, naquela
de artigos médico-hospitalares, empregando es-
sencialmente matéria-prima pelimérica, conside-
ra-se essencial a lavagem dos componentes
injetados, anteriormente & montagem dos mesmos
em ambientes limpos.

O solvente ideal para tal lavagem tem side o
clorofluorcarbone, particularmente o freon 12. Isto
devido as caracterfsticas fisico-quimicas, princi-
palmente pela sua inércia quimica frente ao mate-
rial polimérico além de atoxicidade. Entretanto,
frente ao impacto causado pelo conhecimento da
deplecdo de 0zénio na estratosfera e ao visar obe-
diéncia ao protocolo de Montreal se buscam alter-
nativas, ainda que menos eficientes no aspecto
técnico, Um substituinte bem sucedido, encontrado
pela industria eletrdnica, foi a 4gua,

Na drea médico-hospitalar, o desafio existe
particularmente envolvendo produtos destinados
4 drea cardiopulmonar come o oxigenador sangiif-
neo. Este por apresentar, no geral, grande dimen-
s#0 e seu uso representar elevado risco ao pacien-
te™¥, impde preocupagio adicional aquela drea. A
demanda de grande velume de dgua destilada para
enxagle das pegas induz a0 seu armazenamento,
0 que acarreta a preccupagfo quanto i contamina-
¢do pirogénica. Também a permanéncia de
gotfculas de 4gua aderidas ao componente até sua
secagem completa pode comprometer a qualidade
do produto com a mesma questao. A proliferacio
de bactérias gram-negativas na dgua destilada
origina elevada carga de endotoxinas, respon-
sdvel pela pirogenicidade'®, Ainda, o cardter
termoldbil dos componentes em questo afastaa
aplicagdo dos métodos convencionais de destrui-
cdo das endotoxinas*®. Deve-se buscar ouiros
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recursos para sua remogdo ou inativagio. A
perspectiva de inativacfio de endotoxinas por
peréxido de hidrogénio motivou o presente estu-
do, levando em ¢onsideragiio o processo oxidativo
sem permanéneia do préprio agente oxidante.

Material ¢ Método
Material

Foi empregado como substrato polimérico
o policarbonate, que submetide ao processo de
moldagem por injegdo permite testar 2 tipos de
pecas: o primeiro (A) de conformagao geométri-
ca correspondente ao cilindro do Oxigenador
Sangiifnec, com drea total de 1.188 cm? , o
segundo (B), de conformagéo parcialmente ci-
lindrica terminando em calota esférica, com drea
total de 1.164 cm?, sendo componente emprega-
do na fabricagdo de Reservatério de Cardiotomia.
A amostragem foi de 27 unidades de cada tipo.

A endotoxina de Escherichia coli 055:135
foi adquirida no comércio local sob forma
liofilizada, e quando reconstituida em 5,0 ml de
dgua apirogénica apresentava o teerde 2 ng/ml. O
reagente para detecglo de endotoxinas na forma
liofilizada, com sensibilidade igual 20,06 UE/ml,
foi adquirido do mesmo fornecedor daquela. O
peréxido de hidrogénio, P.A, a 32% (v/v) serviu
como agente oxidante.

Meétodo

Método de Contaminagdo por Endotoxinas

Assepticamente, as pegas de ambos tipos,
comprovadamente apirogénicas, foram contami-
nadas através de 1 ml de dgua destilada contendo
quantidades conhecidas de endotoxinas, cuja
alfquota foi espalhada na superffcie interna, As-
sim, 15 unidades, tanto de A como B, receberam
2,0 UE por pega, enquanto 1,0, 0,5 e 0,25 UE
foram aplicadas para réplica de 3 pecas, igual-
mente para ambos tipes. As pegas contaminadas
foram mantidas em capelas de fluxo laminar até
secagem completa da dgua destilada.

Processamento Oxidative das Amostras
Contaminadas

Doze das 15 unidades, tanto do tipo A como
do B, contaminadas com 2,0 UE foram lavadas
com solugdo aquosa de detergente Vetec, a 3% viv,
mantendo-as imersas durante 5 minutos em 8
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litros contidos em cuba pléstica,

O tratamento subseqiiente foi a imersdo de
cada réplica de 3 pegas, de ambos tipos durante 5
min, em § litros de solugéo aquosa de peréxido de
hidrogénio nas concentragdes de 1,0, 2,0 e 5,0%
(v/v). A repeticdo seqliencial do banho em 3
outras cubas foi em idénticas condi¢Oes, respei-
tando o mesmo tratamento oxidativo, completan-
do 4 banhos em série, para cada concentragéio de
peréxido de hidrogénio.

Comprovacdo de Interacdo entre Perbxido de
Hidrogénio e Endotoxina

Cingiienta ml de peréxido de hidrogénio a
1,0, 2,0 e 5,0% foram contaminados com
endotoxina a fim de obter 0,10, 0,25, 0,50 e 1,00
UE/mL ¢ estas misturas foram mantidas a tempe-
ratura de 22 +/- 2° C durante 2 horas e submetidas
Areacdio de gelificagio, em comparagio A solugio
aquosa de endotoxina padréo.

Avaliagdo das Amostras apés Tratamento com
Peroxido de Hidrogénio

A superficie interna das pegas foi submetida
ao processo extrativo da endotoxina através de
contato de 10 ml de Agua destilada livre de
endotoxinas, com agitagio manual durante 15
min. Cada extrato foi analisado quanto & reagfo
positiva ou negativa de gelificagio.

Validagdo do Processo Extrativo

As amostras contaminadas com diferentes
quantidades de endotoxina e que nio foram trata-
das com detergente e 4gua oxigenadaforam igual-
mente extrafdas com 4gua destilada e submetidas
a reacio de gelificagéio,

Reagdo de Gelificagdo

QO procedimento analitico foi segunde USP
XXII, usandoreagente LALY; considerou-se como
contrele positive a concentrago de 0,125 UE/ml

Influéncia da Lavagem das Pegas com Detergente

De cada tipo de pegas, separadas em fungdo
do tratamento ou nfio com detergente, foram reu-
nidos 40 ml a partir dos extratos de 12 ¢ 9
unidades, respectivamente, independente do teor
contaminante de endotoxinas. Estas aliquotas
foram filtradas pela membrana celulésica de 0,45
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mm e 55 mm de didmetro e observadas em mi-
croscdpio Optice (400x) quanto 3 presenga de
particulas ou pontos translicidos.

Resultados

Qs resultades obtidos para confirmagédo da
capacidade inativante do peréxido de hidrogénio
estio descritos na Tabela 1.

Dados das Tabelas 2 e 3 mostram resultados
de presenca de endotoxinas em pegas do tipc A e
B, apenas inoculadas (Tabela 2) e submetidas a
tratamento apds inoculagdio (Tabela 3), A Tabela
4 expressa os resultados quanto a presenga de
sujidades, em extratos obtidos de pecas submeti-
das ou ndo ao procedimento de lavagem proposto.

Discussio

Entre as virias e possiveis fontes de
endotoxinas, particularmente envolvendo proce-
dimentos cirdrgicos cardiacos, estdo os compo-
nentes de circulag@o extracorpdrea, solugdes de
infus@o, material cinirgice e auto-contaminagio
por bactérias gram-negativas do trato intestinal'*,

Atendo-se particularmente aos componentes
de circulagio extracorpérea contemplados pelos
componentes poliméricos de escolha para ¢ pre-
sente trabalho, deve-se salientar a afinidade entre
endotoxinas e material pldstico, relatada por Sawada
e col.”, embora discordante dos dados abtidos por
Roslansky e col.!* parapolipropileno e peliestireno.
Associando ao conhecimento expresso por Nilsson
e col,”, que enfatizam a importéncia da andlise de
endotoxinas ligadas 4 superficie polimérica, que
ainda assim induzem a reages de ativagio do
complemente, justifica atengdo particular a este
segmento, buscando a garantia na liberagdo destes
correlatos livres da presenga de endotoxinas,

Tabela 1. Comprovagéo da capacidade inativante de
peroxido de hidrogénlo em diferentes concentracdes de
endotoxinas de Escherichia coli,

H, O, Endotoxina {UE/mI)

{Yoviv) 1,00 0,50 0,25 0,10
0 (+)+) (+)i+) (+)+) (+}+)
1,0 (+)(+) (+)(+} (+}{+} (3}

2,0 (+}(-) -)() (-)(-) ()¢}
5.0 -)-) (-}-) )} )
{(+) = resposta positiva de gelificagho a partir de 0,125

UE/m! do padréo.
{-} = resposta negativa de gelificagéo a partir de 0,125
UE/mI.
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Tabela 2. Avaliagio datécnica extrativa de endotoxinas,
previamente inocuiadas em amostras de ambes tipes.

Endotoxina inoculada {UE/Paga}

Amostra
2,00 1,00 0,50 0,25 0
A (#){+)  (+#) Q) G (X9
()4} () (I O
(+Y+) () -)(- 3 ()
B (+)+ (#)) M- () N
(-3 (9
yoC)

(-3¢}
{-))
C2ICI IR CS O O 10
() (B ()
{+} = resposta positiva de gelificagdo a partlr de 0,125
UE/ml,
{-) = resposta negativa ds gelificagéo a partir de 0,125
WE/ml,
A = cilindro de Oxigenadeor Sanglineo.
B = calota esférica de Reservatério de Cardictomia.

O peréxido de hidrogénio foi hd muitos anos
considerado efetivonadestruigfo de endotoxinas,
dependendo de concentragio, tempo de contato e
temperatura®'®'%, embora sem elucidagio com-
pleta do mecanismo da reagfio™®’. Na aplicagiio
proposta inexistem riscos de incompatibilidade,
sendo residuo iinico a umidade, eliminada quan-
dodasecagem final dos componentes. A presente
proposta nfo ¢ de eliminagdo de altos teores de
endotoxina contaminante de material reciclado,
e sim prevenir que niveis reduzidos envolvidos
ne ciclo predutivo permanegam nos produtos
oferecendo risco ao paciente.

Pelos dados da Tabela | pode-se dizer que
ainativagdo daendotoxinaé total frente a 5% de
perdxide de hidrogénio; entretanto, mesmo a
2% niveis da ordem de 0,5 UE/ml apresentam
resposta negativa a gelificagdo com parmetro
analitico correspondente ainversdo dos tubos de
1809, fato comprovado com 0,1 UE/ml de pa-
dr@o, Neste ensaio foi testada a concentragiio de

Tabela 3. Determinagéo de endotoxinas em axtratos de
amostrasinoculadas com 2 UE e submetidas ao processo
oxidativo,

H, O, (% viv}

(+){+) (+)(-) {(+)(-)
(+)(#) () (+)-)
{+} = resposta positiva correspondente a partir de 0,125
UE/ml.
{-} = resposta negativa de gelificagéo a partir de 0,125
UE/ml.
A = cilindro de Oxigenador Sanglineo.
B = calota esférica de Raservatdrio de Cardlotomia.

Amostra
0 1 2 5

A {(+}+) (+){-) -)-) -)-)
{+)(+) +){3 (+)(-) )=

{+)(+) -10-) -39 -3

B {+)(+) {(+)() (-}() {-}-)
{3}

{30}
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Tabela 4. Avallagdo comparativa de pegas lavadas e
néo lavadas quanto & sujidade apos filtrago.

Amostra M® de pontos N® de particulas
tranghicidos na membrana na membrana
filtrante filtrantg
A 0 0
0 22
B o 0
3 27

A = cilindro de Oxigenador Sangtines.
B = calota esférica de Ressrvatério de Cardiotomia,

até 1,0 UE/ml, apesar de niveis de “pyroburden”
esperades em processo industrial ndo ultrapas-
sar tal ordem.

Quanto a técnica extrativa de endotoxinas
inoculadas As amostras houve, evidentemente,
preocupacfio para este fato, uma vez que dife-
rentes auteres salientam sobre a afinidade entre
superficie polimérica e molécula de LPS. Ao
lado disto, a conformagio e dimensio das amos-
tras em questdo acarretaram limitagBes de or-
dem mecinica, o que provocon freqiiéncia de
resposta positiva de 7/12 (Tabela 2). Assim,
seguramente aresposta positiva para gelificago
com inversdo dos tubos estd significando
extragio de endotoxinas igual ou maior que
0,125 UE/ml.

Quando se procura relacionar esta
constatagio com os dados da Tabela 3, em que
pecas contendo 2,0 UE foram submetidas a
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extragio apds a interagio com perdxido de
hidrogénio, a 3 diferentes concentragdes, pode-se
dizer que a 5% a situagio € equivalente no méxi-
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contaminantes (Tabela 4),

Diante destes dados restaram detalhamentos
para adaptag@io industrial do processo na linha de
produgiio de equipamento médico-hospitalares,
particularmente para a drea cardiovascular.

Conclusdes
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hospitalar. Para tanto, monitoragfic da carga ini-
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Abstract

The current search for alternative solvents to fluorinated products, in face of the depletion of ozone in the stratosphere
calls for the development of alternative processes applicable fo the manufacture of medical devices. In view of the
challenge and as waleris serving particutarly as the choice for otherindustrial segments, the fast macrobial profiferation
in it is of concern, as it is a potencial source of endotoxins. Such a risk is Inconsistent with the production of items
designed for example, for use in surgical procedures in the cardio-vascwiar field. Thus research was undertaken for
the purpose of investigating the possibility of using water as a cleansing agent for componenis for such products,
providing that hydrogen peroxide is added, The work was carried out by inoculating water and peroxide at lavels of 0.1,
(.25, 0.5 6 1.0 UE/m!, The confimation was obfained as fo the aclive sffectiveness at a 5% concentration of hydrogen
peroxide by means of analytical determination using the *in vitro” method, The effactiveness of the use of peroxide was
investigated on polycarbonate injected parts designed for the manufacture of oxigenators and blood reservoirs and
conlainated with endotoxins. The findings permit one to draw a favorable conclusion regarding the adequacy of the
proposead procass both biclogically as welf as regards the removal of impurities.

Hydrogen peroxide. Endotoxins. Pyrogens. Equipment confamination, prevention & control.

79





