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“Toda tarefa, por mais nobre que seja, esta
destinada a enfrentar problemas e obstaculos. E
importante avaliar por completo a finalidade a

gue nos propomos e quais sao os fatores que
determinam a nossa conduta. E importante que

a pessoa seja verdadeira, honesta e sensata. Suas
acoes devem ser tao boas para os outros quanto

para si propria”.

(DALAI - LAMA)



O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Controle de
Qualidade de Farmacos e Medicamentos (LabCQ) da Faculdade de
Farmacia, localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS), da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ]), no Laboratério de
Macromoléculas e Coldides na Industria de Petrdleo do Instituto de
Macromoléculas (IMA, UFR]) e no Laboratdrio de Microscopia do

Instituto de Microbiologia (CCS, UFRJ).



As formulagoes estudadas neste trabalho representam
mais do que simples formulacdes farmacéuticas;

elas representam vidas...
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Resumo

Misturas 3 em 1 de nutricdo parenteral (NPT) tém sido consideradas instaveis
quando as goticulas lipidicas se transformam em glébulos de gordura aumentados.
Esta alteragao tem sido detectada por técnicas especificas de medicdo de tamanho
de particulas. A instabilidade dessas misturas tem se mostrado evidente quando o
percentual desses globulos de gordura maiores que 5 pm excede 0,4% do total de

lipidios presente.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da composigao
relativa de oligoelementos e vitaminas, em diferentes temperaturas de
armazenamento, nas dimensdes dos glébulos principalmente, através de métodos

fisico-quimicos mais recentemente encontrados na literatura.

Foram selecionadas trés formulagcbes de NPT neonatal, sendo a principal

variavel a presenca de oligoelementos e vitaminas, concomitante ou n&o. As



formulagcbes foram preparadas em bolsas de etilvinilacetato (EVA), seguindo
procedimento asséptico e armazenadas em 3 temperaturas diferentes: refrigeragao
(4°C = 3°C), ambiente (25°C £ 2°C) e em estufa a 37 + 3°C. As analises foram
realizadas imediatamente apds o preparo e nos tempos: 24h, 48h, 72h e sete dias
apds o preparo. Os parametros de estabilidade escolhidos para a analise foram:
aspecto visual, pH, potencial zeta e determinagdo do tamanho das goticulas
lipidicas. Foram escolhidos dois métodos para a determinagdo do tamanho das
goticulas: o espalhamento de luz dinamico (DLS ou PCS) e a microscopia 6ptica

(MO). O potencial zeta foi determinado através de microeletroforese.

O tamanho das goticulas, em todas as formulagdes avaliadas, ndo sofreu
alteragcado consideravel apds sete dias de armazenamento nas 3 temperaturas
estudadas, ndo apresentando nenhum % de goticulas maiores que 5um acima de
0,4%. O pH apresentou-se estavel, em torno de 5,5 e o potencial zeta se manteve
constante entre — 30 e — 40 mV. Quanto a inspecédo visual, as formulagdes
armazenadas sob refrigeragdo néo sofreram alteragdo na coloracéo, as formulagdes
armazenadas a temperatura ambiente e em estufa comegaram a sofrer alteragao na
coloragao apoés 24 horas. A separagao de fases iniciou-se apds 48h nas formulagdes
armazenadas em estufa e a temperatura ambiente, sendo caracterizada como

formacao de camada de creme.

As formulagdes apresentaram-se estaveis fisico-quimicamente em relagao ao
tamanho das goticulas lipidicas, a homogeneidade da disperséo, ao pH e a variagéo
do potencial zeta, apesar da coloracéo alterada e da formagado de camada de creme
que foram observadas em determinadas situacdes. Todos os métodos selecionados
para avaliar a estabilidade fisico-quimica das NPT foram adequados A microscopia
optica foi particularmente eficaz na determinagdo de goticulas de tamanho

aumentado.



Abstract

Admixtures 3 in 1 of parenteral nutrition (TPN) have been considered unstable
when the lipid globules turn into lipid globules of higher diameter. This alteration have
been detected by specific techniques of measurement of particle size. The instability

of these admixtures is evident when the percentual of these lipid globules higher than

5 um exceeds 0.4% of the total lipid present.

The present study aimed to evaluate the influence of the relative composition
of trace elements and vitamins, at different temperatures of storage, on the
dimensions of the globules mainly, using physical chemical methods more recently

found in literature.

There were selected three formulations (TPN) for neonatal administration,
being the main variable the presence of trace elements and vitamins, together or
separated. The formulations where prepared in etilvinilacetate (EVA) bags, following
aseptic procedure and stored under three different temperatures: refrigeration (4°C =
3°C), ambient (25°C £ 2°C) and under stove at 37 = 3°C. The analyses where carried
out immediately after the preparation and at 24h, 48h, 72h and seven days after the
preparation. The parameters of stability chosen for the analysis were: visual aspect,
pH, zeta potential and the determination of the size of lipid globules. There were
selected two methods for the determination of globules size: dynamic light scattering
(DLS or PCS) and optical microscopy (OM). The zeta potential was determinated by

microeletrophoresis.

The globule size, in all the formulations measured did not suffer considerable
alteration after seven days of storage under the three temperatures studied. It did not
showed no percentage of globules higher than 5 pm exceeding 0.4%. The pH
presented stable, around 5.5 and the zeta potential was maintained constant
between —30 and —40 mV. In the aspect of visual inspection, the formulations stored
at refrigeration did not present color alteration, the formulations stored at ambient

temperature and stove began to get altered in the color after 24h. Phase separation



began after 48h in the formulations stored at stove and at ambient temperatures,

being characterized as formation of cream layer.

The formulations presented physically stable in relation to lipid globules, to the
homogeneity of the dispersion, to the pH and to the variation of zeta potential,
although presenting altered color and formation of cream layer in some situations. All
methods chosen to evaluate the physicochemical stability of TPN were satisfactory.

Optical microscopy was particularly helpful in identifying larger globules.



1. Introdugao

1.1 Historico

O assunto suporte nutricional, a partir da década de 1960, passou a ser um
assunto obrigatorio no poligono da cultura médica mundial. A nutricdo, por estar
ligada a todos os aspectos somaticos do individuo, aos disturbios do metabolismo de
qualquer ordem, as alteragdes relacionadas a 6rgao e sistemas, a manutengédo do
perfil imunolégico do individuo e a resisténcia ao trauma e a infecgdo, ocupa um
espaco importante na pratica clinica atual (WAITZBERG, 1998; ASPEN, 1998;

ASPEN, 2002).

Os primordios da terapia nutricional parenteral (TNP) datam de mais de 350 anos
atras, quando Willian Harvey, em 1628, descobriu a circulagcdo sanguinea,
constituindo a base para o uso de medicamentos por via intravenosa (V). Passadas
algumas décadas, em 1665, Sir Christopher Wren publicou estudos sobre infusdo 1V
de vinho e opiaceos em caes. Em seus estudos, ele notou que o alcool recebido por
esta via exercia 0 mesmo efeito inebriante que o ingerido oralmente por humanos
(HARVEY, 1628; WRETLING, 1993; WAITZBERG, 1998; VINNARS & WILMORE,
2003). Um outro pioneiro, William Courten, infundiu em 1712, 6leo de oliva em um
cdo, em dose de aproximadamente 1 g/Kg de peso. O cachorro morreu com
sintomas semelhantes aos da sindrome respiratéria aguda, causada na maioria das

vezes por embolia pulmonar gordurosa (COURTEN, 1712).



Ainda seguindo os anseios de nutrir por via intravenosa pacientes que
estariam impedidos de serem nutridos pelas vias fisiolégicas, em 1832, Latta, um
médico escocés, foi o primeiro a infundir agua e sais em um paciente com colera, o

qual se recuperou e sobreviveu (LATTA, 1831).

O inicio da nutricado clinica contemporanea ¢é talvez melhor identificado como
a descoberta da nutricdo parenteral na Universidade da Pensilvania, em 1968, por
Stanley Dudrick que demonstrou que filhotes de caes da raga Beagle, sob nutricao
parenteral total e exclusiva cresceram de maneira igual a seus controles ingerindo
racao canina. Dudrick foi um dos maiores colaboradores para o desenvolvimento da
nutricdo parenteral moderna (DUDRICK et al., 1968; BUCHANAN et al., 1995;

WAITZBERG, 1998; VINNARS & WILMORE, 2003).

A terapia nutricional inclui avaliacdo do estado nutricional, administracao
parcial ou total de nutrientes por via intravenosa (nutrigdo parenteral total — NPT) e
administracao de dietas liquidas de formulacbes conhecidas, por via oral ou por
sondas ou ostomias posicionadas no trato gastrointestinal (nutricdo enteral)
(WAITZBERG, 1998; ASPEN, 2002; THE MERCK MANUAL, 2003). A terapia
nutricional constitui uma realidade pratica, universalmente empregada e aceita como
método terapéutico rotineiro, consagrado e util. Sua evolugdo modificou
significativamente a evolugdo e o progndstico de inumeras moléstias, contribuindo
para a diminuicdo do indice de morbi-mortalidade de muitas delas (ROSE et al.,

1993; WAITZBERG, 2000; VINNARS & WILMORE, 2003).



Em neonatos, especialmente prematuros de muito baixo peso, incapazes de
tolerar alimentagdo materna ou a nutricdo enteral, a nutricdo parenteral (NPT) é o
unico método de se prover energia e substratos a fim de dar continuidade ao
crescimento e desenvolvimento, promover processos de cura e de se administrar os
nutrientes de forma cada vez mais segura e eficaz (MCINTOSH et al., 1990;

MARIAN, 1993; ROSE et al., 1993; ASPEN, 2002).

Tecnicamente, a nutricdo parenteral pode ser definida como solugdo ou
emulsao, composta basicamente de carboidratos, aminoacidos, lipidios, vitaminas e
minerais, estéril e apirogénica, acondicionada em recipiente apropriado e inerte,
destinada a administracado intravenosa em pacientes que ndo podem se alimentar,
rejeitam alimentar-se ou n&do podem ingerir alimentos em quantidade adequada, seja
em regime hospitalar, ambulatorial ou domiciliar, visando a sintese ou manutencéo
de tecidos, 6rgaos ou sistemas. Em 2001, Sforzini definiu nutricdo parenteral como
emulsdes lipidicas complexas 6leo / agua (O/A), que requerem absoluta esterilidade,
estabilidade e auséncia de precipitados. Segundo a Farmacopéia Americana em sua
ultima edicdo, nutricbes parenterais sdo consideradas preparagdes farmacéuticas
estéreis de médio risco. (ASPEN, 1998; BRASIL, 1998; SFORZINI, 2001; USP 28,

2005).

No Brasil, a Portaria 272 publicada em 08 de abril de 1998 regulamenta a
pratica da terapia nutricional parenteral neste pais. Ela atribui ao profissional
farmacéutico, dentre outras diversas atribuicdes, a avaliacdo da prescricdo médica
de nutricdo parenteral quanto a sua adequacdo, concentragcdo e compatibilidade

fisico-quimica dos seus componentes e dosagem de administragéo e a utilizagao de



técnicas preestabelecidas de preparagdo da nutricdo parenteral que assegurem:
compatibilidade fisico-quimica, esterilidade, apirogenicidade e auséncia de

particulas, com base em critérios rigidos de controle de qualidade (BRASIL, 1998).

Segundo Waitzberg (1998), a nutricdo parenteral total pode ser classificada

como:

- Nutricdo parenteral central: administrada por meio de uma veia de grande
diametro, geralmente subclavia ou jugular interna, que chega diretamente
ao coracao;

- Nutricdo parenteral periférica: administrada através de uma veia de menor

diametro, geralmente na mao ou no antebraco.

Os critérios de elei¢cao para uma das vias sao, basicamente, a facilidade de se
conseguir o acesso venoso desejado e a osmolaridade da formulagdo. Desta forma,
a osmolaridade da solucdo/emulsdo de NPT ¢é de fundamental importancia;
solugdes/emulsdes com elevada osmolaridade podem romper as veias de pequeno
calibre, levando a necrose das mesmas. As solucbes de osmolaridade muito
elevada, acima de 3000 mOsm/L, levam a choque hiperosmolar, seguido de morte.
As osmolaridades de todas as formulacbes de NPT devem ser medidas
experimentalmente ou através de calculo tedrico e devem ser informadas no rétulo

de cada formulacéo.

Em pacientes pediatricos, a solugdo ou emulsao final de NPT nao deve
exceder duas vezes a osmolaridade normal do soro, ou seja, aproximadamente 718

mOsm/L de H.O (THE MERCK MANUAL, 1997; BBRAUN, 2005)



1.2Composigao da nutrigdo parenteral total (NPT)

Visto que a nutricdo parenteral deve ser administrada a um individuo, quando
este ndo pode ser alimentado por outra via, ela devera conter nutrientes que
provenham, no minimo, os requerimentos normais para cada individuo, seja ele um

paciente adulto ou pediatrico.

Em janeiro de 2002, o “Journal of Parenteral and Enteral Nutrition” publicou uma
recomendagao técnica elaborada pela A.S.P.E.N. — American Society for Parenteral
and Enteral Nutrition — delineando os requerimentos normais para pacientes adultos

e pediatricos sob suporte nutricional (ASPEN, 2002):

“0O requerimento de nutrientes para um grupo de pacientes incapazes
de ingerir substratos adequados através da rota normal a partir dos
alimentos, e necessitando de Suporte Nutricional Especializado
(SNS), nao difere daquele consumido através de uma dieta usual.
Entretanto, o SNS raramente é dado a “individuos normais”, e a dose
dos requerimentos necessario pode diferir de acordo com a rota de
administracao e a formulag¢ao provida — considerando aspectos de
biodisponibilidade, mecanismos regulatérios fisiolégicos, e
caracteristicas fisico-quimicas dos produtos de enteral ou parenteral.
Os requerimentos nutricionais para pacientes que necessitam de SNS
devem ser baseados nos resultados de uma avaliagdo nutricional
formal individualizada. O requerimento de cada nutriente pode variar
de acordo como o estado nutricional, doenga, funcionamento dos
orgaos, condicdo metabdlica, uso de medicamentos, e duragao do
suporte nutricional. Os requerimentos sdo baseados nas informacdes

disponiveis.”



As consideragdes para pacientes pediatricos sdo semelhantes as de adultos.
Os requerimentos para SNS podem ser razoavelmente baseados em Dietary
Reference Intakes (DRI’s) do Food and Nutritional Board e nas recomendacdes da

Academia Americana de Pediatria (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 1983).

A recomendacao técnica para o uso de nutricdo parenteral e enteral em
pacientes adultos e pediatricos da ASPEN, publicada em 2002 determina os

seguintes requerimentos:

1.2.1 Requerimentos para pacientes pediatricos:

As necessidades e reservas energéticas na infancia sdo bastante singulares e
tém sido revisadas por diversos autores (RIGO, et al., 1987; McINTOSH, et al.,

1990; ROSE et al., 1993; MARIAN, 1993; ASPEN, 2002).

Para uma crianga, a energia tanto € necessaria para a manutengao do seu
metabolismo, como para seu crescimento. As estimativas energéticas de neonatos a

adolescentes estdo mostradas na Tabela 1.

As necessidades energéticas em criangas devem ser estimadas através de
férmulas padronizadas ou de normogramas e ajustadas de acordo com o curso
clinico de cada criangca. Os requerimentos também irdo variar com a rota de

administracdo do SNS (ASPEN, 2002).



Tabela 1. Necessidades energéticas estimadas em pediatria

IDADE KILOCALORIAS

(anos) (Kcal/Kg de peso corporal)

0-1 90-120
1-7 60-75
7-12 60-75
12-18 30-60
>18 25-30
ASPEN, 2002

A recomendacgao para fluidos € de 1 mL/Kcal/24horas ou 100 mL/100Kcal.
Ajustes devem ser feitos em situagdes patoldgicas (febre, estresse metabdlico, etc.).
As recomendacgdes para eletrdlitos sao de 3 mEq/Kg/dia de sddio, 2 mEqg/Kg/dia de
potassio, 5 mEg/Kg/dia de cloreto, 1-2 mmol/Kg/dia de fésforo e 0,3-0,5 mEqg/Kg/dia
de magnésio; as recomendacgdes de calcio sao bastante significativas em pediatria e

variam com a idade, conforme indicado na Tabela 2.

Tabela 2. Recomendacgodes para o aporte de calcio

IDADE RECOMENDACAO
0 a 6 meses 210mg/dia
6 meses a 1 ano 270mg/dia
1 a3 anos 500mg/dia
4 a 8 anos 800mg/dia
9 a 18 anos 1300mg/dia

American Academy of Pediatrics, 1981; Green et al., 1988.

Os requerimentos protéicos desde neonatos a criangcas maiores
(adolescentes) variam conforme a idade e estédo relacionados na Tabela 3. Deve-se
lembrar que é necessario fornecer um suprimento energético adequado para que a
proteina fornecida seja corretamente utilizada pelo organismo. O aporte protéico em

NPT é oferecido sob a forma de solugcbes de aminoacidos.



Tabela 3: Requerimentos estimados de proteinas para pacientes pediatricos

saudaveis
IDADE REQUERIMENTO
(g/ Kg/dia)
Prematuros 3,0a4,0
A termo 2,0a3,0
1a10 anos 1,0a1,2
Adolescentes
Meninos 0,9
Meninas 0,8
Paciente critico 1,5

crianga/adolescente
ASPEN, 2002

Em relacdo aos carboidratos, deve-se lembrar que eles sdo os maiores
componentes tanto da nutricdo enteral, como da nutrigdo parenteral. Sabe-se que
Nnosso organismo é capaz de formar agucares tanto a partir de lipidios, como a partir
dos aminoacidos; ndo se pode estabelecer um requerimento essencial de
carboidratos diario. A pratica sugere que o fornecimento de carboidratos deve
compreender 40% a 50% da ingestao caldrica de bebés e criangas. Para neonatos,
o aporte de carboidratos na nutrigdo parenteral deve-se iniciar em aproximadamente
6 a 8 mg/Kg/minuto de glicose e avangar, conforme tolerancia, até um objetivo de 10
a 14 mg/Kg/minuto. A administracdo de carboidratos deve ser estreitamente
monitorizada e ajustada em neonatos e criangas para evitar hiperglicemia (ASPEN,
1998).

O fornecimento de lipidios é bastante controverso. Em termos gerais, pode-se
dizer que em bebés nascidos a termo e até um ano de idade, a quantidade de
gordura fornecida deve ser irrestrita. Entre um e dois anos, a quantidade de gordura
deve ser muito pouco limitada ou continuar sem restrigdes. A partir dai devem ser
iniciadas as restricbes lipidicas, objetivando uma meta de menos de 30% do

fornecimento energético total sob a forma de lipidios, sendo que estes 30% devem



ser compostos de menos de 10% de gordura saturada. Em relagdo ao suprimento
por nutricdo parenteral, a emulsdo lipidica intravenosa deve ser administrada apos

24 horas de vida, até uma taxa maxima de 3 g/Kg/dia.

O requerimento de micronutrientes € calculado de forma semelhante aos

adultos, dividido em vitaminas e elementos-traco. Estes requerimentos estido

resumidos nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Requerimentos diarios de elementos-tragos para pacientes pediatricos

Elemento-traco Parenteral
Cromo 0,2 ug/Kg
Cobre 20 pg/Kg
lodo 1 pg/Kg
Ferro N&o estabelecido
Manganés 1 ng/Kg
Zinco 300 pg/Kg (para

neonatos a termo)

Green et al., 1998

Tabela 5. Requerimentos diarios de vitaminas para pacientes pediatricos

Vitamina Enteral Parenteral
Tiamina 0.3-0.4 mg 1.2mg
Riboflavina 0.4-0.5mg 1.4 mg
Niacina 5-6 mg (equivalente em niacina) 17 mg
Acido félico 25-35 ug 140 ug
Acido pantoténico 2-3 mg 5mg
Vitamina B 6 0.3-0.6 mg 1mg
Vitamina B12 0.3-0.5 ug 1 ug
Biotina 10-15 pg 20 pg

Acido ascérbico 30-35 mg 80 mg



Vitamina A 375 ug 700 pg

(equivalente retinol) (equivalente retinol)
Vitamina D 7.5-10 pg 10 pg

(como colecalciferol)
Vitamina E 3-4 mg 7 mg
Vitamina K 5-10 pg 200 ug
Carnitina N&o ha RDA 2-10 mg/Kgc

AMA Nutrition Advisory Group, 1979; Green et al., 1988

A adigao rotineira de zinco é recomendada para evitar deficiéncia (Green, et

al., 1988).

1.2.2. Composicao das solucdes de aminoacidos para pediatria

As solugdes de aminoacidos (aas) para pediatria sdo compostas tanto dos
aas essenciais como dos ndo-essenciais e consistem a base da diferenga de
composicao das NPTs formuladas para pacientes adultos e pediatricos. A
composicao dessas solucdes esta baseada no fornecimento de aminoacidos pelo
corddao umbilical. Elas tém sido preparadas pela industria farmacéutica a partir de L-

aas cristalinos sintéticos contendo maiores concentragcbes de tirosina, histidina e



taurina, considerados essenciais para neonatos. A cisteina tem sido considerada
essencial para neonatos prematuros e é adicionada as solugdes pediatricas sob a
forma de cloridrato de cisteina, que possui carater acido. Consequentemente, as
formulagcées de aminoacidos pediatricos sdo mais acidas que as de adultos (RIGO

et al., 1987; McINTOSH et al., 1990).

De todas solugdes adicionadas as formulacdes de NPT, somente as solucdes
de aminoacidos possuem um poder tamponante adequado e determinante para o pH
da solugdo/emulséo final (McINTOSH et al., 1990; MARIAN, 1993; DRISCOLL et al.,

2003).

1.3. Indicagdes de Nutrigdo Parenteral

A principal indicagdo para a NPT é a oferta das necessidades nutricionais e
metabdlicas para pacientes que ndo podem se alimentar adequadamente por via
oral ou enteral (ASPEN, 1993).

A NPT pode ser necessaria em pacientes com digestdo ou absorgéo

inadequados ou quando o acesso ao trato gastrointestinal (TGI) ou a tolerancia a



alimentagao n&o puderem ser alcangados. Segundo o ASPEN (1993), nas seguintes

condi¢des o uso da NPT pode estar indicado:

TGI nado funcionante;

* Incapacidade de utilizacdo do TGI,

* Obstrucao intestinal completa;

» Peritonite;

* VOmito intratavel;

» Diarréia grave de origem no intestino delgado;

+ f{leo intestinal grave;

* Fistula entero-cutdnea de alto débito (a menos que seja possivel a
alimentacgao através do TGl distal a fistula);

* Sindrome do intestino curto;

* M4 absorgéo grave.

Além das condigdes acima citadas, a NPT também ¢é apropriada para
pacientes que necessitam de longo periodo de repouso intestinal; neste ponto
podem ser considerados os pacientes neonatos.

Ainda cabe dizer, que de acordo com a ASPEN (1993), o SNS deve ter
indicac&o considerada nos seguintes casos:

» Cancer;
+ SIDA;
* Insuficiéncia hepatica

* [nsuficiéncia renal;



* Insuficiéncia respiratoria;

* Pseudo-obstrucao intestinal,

* Pacientes criticos;

* Pré-operatorio (quando se espera um longo periodo de jejum no pos
operatorio);

* Doencas neuroldgicas;

* No idoso.

Em pediatria, a nutricdo parenteral esta indicada em seguintes casos,

segundo Marian (1993):

» Desordens do TGI: ileo meconeal, Doenca de Hirschprung,
Gastroschisis, anomalias intestinais e atresia, diarréia intratavel,
sindrome do intestino curto, idiopatia intestinal pseudo-obstrutiva
cronica;

* Hipermetabolismo;

* Malignidade / transplante de medula 6ssea;

* Doenca inflamatodria intestinal;

» Fistulas gastrointestinais.

A NPT esta contra-indicada para pacientes que podem consumir e absorver
adequadamente nutrientes por via oral ou enteral, quando uma meta clara para a
NPT n&o puder ser estabelecida, ou para prolongar a vida em doencga terminal

(MAROULIS & KALFARENTZOS, 2000; ASPEN, 2002).



A NPT deve ser uma terapia benéfica para o paciente e deve-se ter o bom
senso de perceber quando ela realmente esta cumprindo seu papel terapéutico tanto
no aspecto metabdlico, quanto em relacao a inocuidade farmacéutica, ou quando ela
pode estar sendo, mais que benéfica, uma complicadora para a condigdo patoldgica
do paciente (DRISCOLL et al., 1986; DRISCOLL & BLACKBURN, 1990; FDA, 1994;

FDA, 2004).

1.4. Tipos de nutricao parenteral conforme a via de administragcao

1.4.1 Nutricdo parenteral central

A nutricdo parenteral central consiste na administragao das solu¢des nutritivas
centrais por meio de uma veia de grande calibre, geralmente a subclavia ou jugular

interna, onde o fluxo é suficiente para diluir as solugcdes hiperosmolares.

Em pacientes adultos, recomenda-se utilizar a via central através da veia
subclavia, sempre que for possivel sua cateterizagao, pois as misturas nutritivas,

nestes casos, podem chegar a uma osmolaridade de até 3000 mOsm/L.

Em pediatria, a via de acesso venoso central sera utlizada somente quando
estiverem sido esgotadas as possibilidades da via periférica; ainda assim
recomenda-se que a mistura nutritiva ndo ultrapasse a osmolaridade de 1200

mOsm/L (WAITZBERG, 2000).

1.4.2 Nutrigao parenteral periférica



A nutricdo parenteral periférica consiste na administragdo das misturas
nutritivas parenterais por meio de uma veia de menor calibre, geralmente na méo ou
no antebrago. Esta via pode ser utilizada somente quando a osmolaridade da

solucao for inferior a 800 mOsm/L (WAITZBERG, 2000).

1.5. Tipos de nutricao parenteral conforme a composigao

De acordo com a composi¢do pode-se dividir a NPT em dois grupos

majoritarios (ASPEN, 1998):

- Nutricao parenteral sem lipidio ou mistura 2 em 1;

- Nutricao parenteral total ou mistura 3 em 1.

1.5.1 Misturas 2 em 1

Estas consistem de misturas de nutrientes contendo carboidratos,
aminoacidos, e eletrdlitos, podendo ou n&o conter vitaminas e oligoelementos. Sao
portanto solugdes transparentes, podendo ou ndo ter coloracido de acordo com a

adi¢do ou ndo de complexos vitaminicos (ASPEN, 1998).

1.5.2 Misturas 3 em 1



Consistem da mistura 2 em 1 acrescida de lipidio como fonte de energia nao
protéica, além da glicose. Esta composi¢cédo comegou a ser utilizada a partir de 1972,
mesmo sem a recomendacdo da industria farmacéutica, obtendo-se resultados

satisfatérios com a administragcdo em pacientes (SOLASSOL & JOYEUX, 1976).

Para se evitar a deficiéncia de acidos graxos essenciais, tradicionalmente, a
emulsao lipidica era infundida de 1 a 2 vezes por semana, separada dos outros

nutrientes devido a sua instabilidade fisico-quimica (ASPEN, 1993).

A grande vantagem da administracdo das misturas 3 em 1 sdo a prevengéo
da caréncia de acidos graxos essenciais, a prevencao da hiperglicemia, ja que as
calorias nao protéicas estdo sendo fornecidas de outra forma, que ndo somente
pelos carboidratos, e a prevengcao de contaminagao, visto que ha uma menor
manipulagdo na linha de infusdo, ja que todos os nutrientes estdo sendo
administrados juntos. Além disso, visto que 1 g de lipidio para NPT fornece em torno
de 10 Kcal e 1 g de glicose injetavel fornece aproximadamente 3,4 Kcal, o lipidio
diminuira consideravelmente a quantidade de glicose necessaria a ser adicionada.
Consequentemente, a osmolaridade da emulsao final ficara reduzida. No entanto,
segundo recomendagao da ASPEN (1998), as misturas 3 em 1 somente devem ser
utilizadas quando sua estabilidade estiver estabelecida (CARPENTIER, 1989;

DRISCOLL, 1995; ASPEN, 1998; DRISCOLL, 2003).



1.6. Tecnologia das emulsoes

A palavra emulséo deriva do verbo latino emulgeo, que significa mungir,
aplicando-se de um modo geral, a todas as preparagdes de aspecto leitoso com as

caracteristicas de um sistema disperso de duas fases liquidas (PRISTA et al., 1995).

Uma emulsdo € um sistema heterogéneo, constituido por pelo menos um

liquido imiscivel, intimamente disperso num outro liquido sob a forma de

pequenissimas goticulas ou globulos, cujo didametro, em geral, excede 0,1 um. Estes



sistemas sado instaveis, podendo ter sua estabilidade aumentada por certas
substancias, como agentes emulsificantes ou tensoativos, por exemplo (PRISTA et

al., 1995).

Nas ultimas décadas, tem-se proposto a administragao por via parenteral de
oleos alimentares sob forma de emuls&o do tipo O/A (CARPENTIER, 1989; PRISTA
et al., 1995; DRISCOLL, 1995; CHAN et al., 1998; FURST & KUHN, 2000; VINNARS

& WILMORE, 2003).

1.6.1. Agentes emulsificantes e equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL)

O conceito de EHL, preconizado por Griffin, baseia-se no conhecimento de
que todas as substancias tensoativas sdo constituidas por uma parte hidrossoluvel e
outra lipossoluvel. O sistema de Griffin traduz as propriedades hidréfilas e lipdfilas
dos tensoativos em termos de uma escala numérica, segundo a qual sdo atribuidos
a estas substancias, valores de EHL que vao de 1 a 50; quanto maior na escala

mais hidrofilica a substancia (PRISTA et al., 1995).

A lecitina do ovo é o agente emulsificante das emulsdes lipidicas utilizadas
em NPT. Seu EHL é 8,0 e o d6leo de soja exige um EHL de 6,0 para ser
emulsionado. A dispersao resulta numa emulsdo de aspecto leitoso e estavel, com
prazo de validade fornecido pela industria de 48 meses. A lecitina € o Unico
tensoativo fisiolégico, ja que os tensoativos s&o hemoliticos por natureza, pois
baixam a tensdo superficial, dai seu nome (KIRK & OTHMER, 1981; DRISCOLL,

1995).



1.6.2. Estabilidade das emulsoes

A estabilidade de uma emulsdo esta relacionada, sobretudo, a “viscosidade
da fase externa”, enquanto esta ultima atua sobre as particulas da fase dispersa,
dificultando o movimento de origem térmica e retardando o afloramento a superficie
ou sedimentacao. Este fendbmeno é explicado pela lei de Stokes, que diz respeito ao
movimento de particulas esféricas em suspensido, obedecendo a Equacido 1,

descrita abaixo (EISENBERG & CROTHERS, 1979; PRISTA et al., 1995):

V=g d?(os-0c) /181 (Equagao 1)

Onde: V = velocidade de separagao, cm/s;
g = constante de aceleragéo gravitacional, 981 cm/s?;
d = diametro das particulas esféricas, cm;
n = viscosidade da fase continua, p;
od = densidade da fase dispersa;
oc = densidade da fase continua.
Com excecgao das alteragbes provocadas por microorganismos, as alteragoes

na estabilidade das emulsdes estdo compreendidas em trés fases:

- Floculagao ou agregacao e formacgao de creme;
- Coalescéncia e separacéo de fases (breaking);

- Alteracdes quimicas diversas.

Na agregacao de goticulas, as particulas aparecem quase inalteradas. Esta
fase é reversivel apos lenta agitacdo. A grande problematica é que a agregacéao

geralmente € acompanhada por relativamente rapida coalescéncia, seguida da



separacao das fases da emulsao (Figura 1). No caso das emulsdes lipidicas usadas
em NPT, os fosfolipidios de ovo conferem um carater estavel de aproximadamente
dois anos, o que estabelece seu prazo de validade. Os residuos de acidos graxos
presentes na lecitina formam a porcéo hidrofdbica, enquanto os ésteres fosfatados
constituem a porcéo hidrofilica. A por¢ao hidrofébica se orienta para a fase oleosa e
a hidrofilica para a fase aquosa. Isto resulta num filme molecular compacto que
adsorve a interface 6leo/agua, produzindo uma barreira mecanica a coalescéncia ou
separacao de fases. Além disso, as ionizagbes dos grupamentos fosfato em agua
conferem uma estabilidade quimica a emulsdo, constituindo uma segunda barreira.
No entanto, quando cargas positivas povoam a fase aquosa, esta barreira pode ser

rompida (PRISTA et al., 1995; DRISCOL, 1995; MENDONCA, 1998; USP 28, 2005).

A estabilidade das emulsdes lipidicas pode estar comprometida por fatores,
como substdncias quimicas presentes em solugdo, principalmente cations,
temperatura de acondicionamento e pH (GRZEGORZEWSKA & CZARNECKI, 1992;
DEITEL, 1995; ALLWOOD & KEARNEY, 1998; ALLWOOD, 2002; DRISCOLL,

2005).

4 regagao Formacgao Coalescéncia Separacao
Foekite G de Creme de Fases

Figura 1. Fases de instabilidade da emulsao lipidica (adaptado de KFOURI, 1988)



1.6.3. Emulsoes lipidicas em NPT

Os mesmos mecanismos gerais de instabilidade de emulsées podem ser
aplicados as emulsdes lipidicas (EL) para uso parenteral. A mistura da EL com os
demais componentes da mistura de NPT pode acelerar o processo de instabilidade
da emulséo inicial de anos para dias, dependendo da composi¢cdo do produto final

(DRISCOLL, 1995).

Varios séo os fatores que podem afetar a estabilidade das formulac¢des para
NPT, dentre eles podem-se citar as concentragdes relativas dos macronutrientes e
as concentracdes de micronutrientes, uma vez que o emulsificante apresenta carater
final anidnico, qualquer substancia catibnica podera, teoricamente, neutralizar a
carga negativa do tensoativo e desestabilizar a emulséo final (DRISCOLL, 1995;
ALLWOOD & KEARNEY, 1998).

As emulsdes lipidicas usadas em NPT sdo emulsdes estéreis oleo/agua, onde
a fase oleosa consiste basicamente em 6leo de soja (triglicerideos de cadeia longa
-TCL). Sao utilizadas para se prover acidos graxos essenciais, linoleico e linolénico,
dispersos com o auxilio de um emulsificante — lecitina de ovo - em agua para
injetaveis. Estas emulsdes sdo encontradas nas concentragdes de 10% (0,10 g/mL),
20% (0,20 g/mL) ou 30% (0,3 g/mL) p/v de éleo no veiculo. O veiculo contém 2,25%
a 2,5% pl/v de glicerina e 0,6% a 1,8% p/v de fosfolipidios de ovo em agua para
injetaveis. Como ja foi mencionado, o principal 6leo utilizado é o 6leo de soja,
podendo este estar alternativamente misturado com outros 6leos, como o de oliva e

o de peixe que contém émega-3 e ainda com triglicerideos de cadeia média (TCM).



Estas emulsdes ndo contém agentes antimicrobianos, sendo esterilizadas

terminalmente (USP PHARM FORUM, 2004). O didmetro das goticulas destas
emulsdes deve estar entre 0,4 e 1 um, mimetizando o tamanho dos quilomicrons

(SFORZINI et al., 2001). Deve-se lembrar que globulos de didmetro entre 4 e 9 um
na circulacdo podem causar hipotensido, acidose e embolia pulmonar, culminando
em morte (GUYTON, 1991; DEITEL, 1995). Emulsdes lipidicas intravenosas
mostram-se farmaceuticamente instaveis quando o percentual de globulos de
gordura maiores que 5 um, excede 0,4% do total de lipidios presentes (DRISCOLL

et al., 1995, 1996, 2000, 2005; USP PHARM FORUM, 2004).

1.7. Estabilidade das misturas totais de nutrientes

A estabilidade das formulagdes de NPT esta principalmente relacionada a
degradacédo dos componentes nutritivos ao longo do tempo. Uma degradagao bem
conhecida é a reacdo de Maillard, que envolve a reagado de agucares redutores por
certos aas, na presenga de agua, ocorrendo principalmente com aas que
apresentam carater basico, como a lisina, L-arginina e L-histidina. Os aas basicos
sao mais susceptiveis a esta reacgao, pois apresentam um atomo de nitrogénio de
carater relativamente basico em sua cadeia lateral. Esta reacdo é facilitada por
temperaturas elevadas e se caracteriza pelo escurecimento da NPT (FENNEMA,
1993; ASPEN, 1998). Sabe-se que a composi¢ao da nutricdo parenteral acelera o
processo de degradacao fisico-quimica dos seus constituintes; a diversidade na
composi¢cao das misturas aumenta o risco de incompatibilidades fisico-quimicas

(DRISCOLL et al., 1995). Os complexos multivitaminicos e os lipidios sdo os



nutrientes que mais estéo sujeitos a instabilidades (ALLWOOD & KEARNEY, 1997;

ASPEN, 1998; KEARNEY, 1998).

Um dos grandes desafios na pratica de preparo da nutrigdo parenteral tem
sido a determinacdo de sua estabilidade e compatibilidade, almejando-se um maior
prazo de validade, bem como formulagcbes seguras (FDA, 1994; ASPEN, 1998 e

2002).

Na década de 80, quando se iniciou a pratica de se adicionar emulsdes
lipidicas, como uma alternativa de fonte caldrica n&o-protéica, em sistemas
complexos para NPT, iniciou-se o questionamento quanto a estabilidade desta
emulsédo dentro de um sistema contendo aminoacidos, glicose, eletrolitos e outros
nutrientes, tais como vitaminas e oligoelementos. Com base nestes
questionamentos, em 1985, Buchanan e colaboradores propuseram um estudo de
seguranga clinica com vinte e cinco pacientes que receberam mistura nutritiva
intravenosa complexa com composi¢cao definida, demonstrando que nao houve
alteracbes clinicas adversas ou parametros laboratoriais anormais nos pacientes
que receberam tais formulagbes. Quanto a estabilidade fisica, o mesmo estudo
demonstrou que a mistura era estavel e segura e, embora a avaliagdo da
estabilidade tenha consistido apenas em exame visual simples, ndo foram
observados sinais de precipitacao, floculagdo e nem separacao de fases da emulsao

(BUCHANAN et al., 1995).

No Brasil, em 1992, Tannuri e colaboradores, realizaram um estudo de

estabilidade de longa duragcdo de emulsdes lipidicas em formulagdes para nutricao



parenteral. Tal estudo demonstrou que estas misturas podiam ser armazenadas em
frascos de vidro por pelo menos quatro semanas antes do uso clinico. Contudo, o
estudo foi realizado somente em garrafas de vidro e ndo em bolsas plasticas,
atualmente recomendadas para acondicionamento das formulacbes de NPT

(TANNURI et al., 1992; ASPEN, 1998; BRASIL, 1998).

1.7.1. Estudos de determinagao da estabilidade de emulsées lipidicas em NPT

Em 1995, Pather e colaboradores. realizaram um estudo com o objetivo de
comparar a estabilidade de emulsdes, usando um método de analise de distribuigdo
dos glébulos lipidicos na fase interna da emulséo, através de microscopia oOptica.
Neste estudo, foram comparadas duas emulsées, uma oral e outra para NPT. O
padrdao de distribuicdo do volume, caracterizando os varios tamanhos de gldbulos
pdde predizer melhor a instabilidade do que a simples medida do numero de
glébulos. O percentual de globulos lipidicos aumentados na fase oleosa foi estimado
pelos autores do trabalho, através de um software desenvolvido por eles. O estudo
concluiu que a técnica de estimar a distribuicdo dos diferentes tamanhos de glébulos
da fase interna € muito mais sensivel que a simples determinagao do tamanho e
contagem das goticulas (PATHER, et al., 1995).

Também em 1995, Driscoll descreveu de forma clara e objetiva a teoria e a
pratica de preparo e o uso clinico de misturas totais de nutrientes para uso
parenteral. Em suas observacgdes, foram delineadas as variaveis fisico-quimicas
importantes, que influenciavam a estabilidade das emulsdes para nutricbes
parenterais correlacionadas a pratica clinica. Esta publicacdo denota a importancia e

0 cuidado extremo numa intervengao nutricional. O autor afirma que para se



implementar terapia de nutricdo parenteral (TNP) na pratica clinica, com seguranga
e sucesso terapéutico, faz-se necessario um intimo conhecimento das
consequéncias das transformacdes fisicas sofridas por estas misturas. Ele lembra
que, como toda forma farmacéutica em emulséo, as misturas totais de nutrientes sao
termodinamicamente instaveis; apesar da presenca de um agente emulsificante
eficaz, as forgas opostas entre agua e 6leo sdo constantes. Nesse caso, o “estavel”
seria a completa separagao de fases entre dois liquidos imisciveis. Como resultado
desses estresses, a maioria das emulsdes farmacéuticas possui tempo de prateleira
curto, quando comparadas a outras formas farmacéuticas. Driscoll relembra e
enumera os varios fatores que podem estar influenciando a estabilidade de tais
misturas, dentre os quais cita a concentragdo dos macronutrientes (aminoacidos,
glicose e emulséo lipidica), o pH e a presenga dos micronutrientes (elementos-tragos
e vitaminas). Pontua, portanto, que a estabilidade e a compatibilidade das misturas
de NPT devem ser trabalhadas em dois pontos criticos. O primeiro, durante seu
preparo, garantindo que a sequéncia de preparo estd otimizada; o segundo,

mantendo a integridade fisica do produto final (DRISCOLL, 1995).

Ainda em 1995, em outro artigo, Driscoll e colaboradores estudaram o efeito
de alguns fatores independentes na estabilidade de emulsdes nutricionais
intravenosas. A avaliagao da estabilidade incluiu a analise do tamanho de goticulas,
a determinacédo do pH e a inspecgao visual. A analise do tamanho das goticulas foi
realizada por extincdo de luz e por um método de espalhamento de luz dindmico. As
analises de tamanho de goticulas e a inspecéao visual foram realizadas em 0, 6, 12,
24 e 30 horas. A andlise de regressao multipla revelou que somente as

concentragcbes de cations trivalentes (presentes nas solugdes de oligoelementos),



afetaram a estabilidade das emulsdes, levando a aproximadamente 60% de
aumento no tamanho das goticulas lipidicas. As outras variagdes e o pH nao
revelaram instabilidade nas emulsdes estudadas. Essa constante preocupacéao levou
o mesmo Driscoll, em 1997, a desenvolver um estudo propondo a quantificagdo do
risco envolvendo estabilidade e seguranga de misturas totais de nutrientes. As
emulsdes lipidicas intravenosas foram desenvolvidas para que as goticulas lipidicas
dispersas tenham um didametro médio de 0,25 a 0,5 ym; este tamanho se aproxima
ao dos quilomicrons enddgenos. O autor propde uma equagédo para estimar a
quantidade de goticulas dispersas em 1 mL de emulsdo lipidica, levando em
consideragdo a média de tamanho das goticulas, a concentragdo da emulséo, a
densidade do 6leo de soja e o volume da esfera (DRISCOLL et al., 1995;

DRISCOLL, 1997).

1.8. Preparo de formulagoes de nutricao parenteral total

O preparo da nutricdo parenteral faz parte da pratica farmacéutica de
injetaveis. Entretanto, assim como a profissdo farmacéutica, os procedimentos de
preparo variam de acordo com a nagdo e com a experiéncia de fabricantes, érgaos
reguladores e dos profissionais envolvidos na area. E provavel que esta falta de
uniformidade tenha, no passado, ocasionado sérios erros, 0os quais levaram os
profissionais envolvidos com esta terapia a entrarem num consenso e estabelecer
regras basicas de preparo. Desta forma, para se garantir a qualidade final das
formulagbes para nutricdo parenteral, deve-se seguir protocolos de garantia de

qualidade validados (ASPEN, 1998; USP 28, 2005). Hoje, no Brasil, o preparo de



formulagbes para nutricdo parenteral segue as legislagdes vigentes no pais, bem
como as recomendagbes da Farmacopéia Americana (USP) e da Sociedade

Americana de Nutricdo Parenteral e Enteral ASPEN).

1.8.1 Aspectos farmacéuticos relacionados ao preparo e a administragao de

formulagdes de NPT

Sendo a nutricdo parenteral uma formulagdo injetavel, como tal, deve

obedecer as exigéncias para medicamentos injetaveis (USP 28, 2005).

A falta de uniformidade no preparo de injetaveis entre as nagdes, combinada
a mudangas na tecnologia de preparo, levou, no passado, a sérios erros de
medicacéao e, portanto, a recomendagdes para o desenvolvimento de guias praticos
de preparo de NPT. Em 1990 e 1991, foram publicados, nos Estados Unidos, alguns
erros graves de medicagao, desafiando a profissdo farmacéutica a rever as politicas
e procedimentos para o preparo de estéreis (FDA, 1994; BUCHANAN et al., 1995).
Quatro casos publicados envolviam a mistura de ingredientes de forma errada. Em
um desses casos, trés bebés prematuros morreram porque um técnico de farmacia —
cujo trabalho havia sido conferido por um farmacéutico — acidentalmente substituiu
uma preparagao injetavel de cloreto de potassio por uma solu¢do de heparina,
glicose e agua. Em 1994, também nos Estados Unidos, dois pacientes morreram e
dois outros sofreram de angustia respiratoria apds receberem uma mistura total de
nutrientes para NPT incorretamente preparada. A mistura continha aminoacidos,
carboidratos e lipidios, assim como calcio, fosfato e outros nutrientes.

Aparentemente, houve precipitacdo de fosfato de calcio, apés a mistura ter sido



preparada por um misturador automatico. As autépsias dos pacientes revelaram
embolia pulmonar microvascular difusa, com presenca de fosfato de calcio nos
alvéolos pulmonares dos pacientes. Em resposta a estas mortes, em 1994 o FDA
(Food and Drug Administration), enviou uma carta denominada “FDA Safety Alert”,
alertando os farmacéuticos de hospitais norte-americanos, equipes de suporte
nutricional, médicos e outros profissionais de saude. Esta carta recomendava sete
formas de se prevenir e detectar precipitados de fosfato de calcio em NPT.
Paralelamente as publicagdes do FDA, trés organizagdes farmacéuticas tém, desde
entdo, determinando procedimentos minimos para o preparo de estéreis. Sao elas:
National Association of Boards of Pharmacy (NABP); American Society of Health-
System Pharmacists (ASHP); United States Pharmacopeia (USP) (FDA, 1994;
BUCHANAN et al., 1995; McKINNON, 1996; ASPEN, 1997). Em relagdo ao calcio e
ao fosforo, hoje em dia, dispomos de solugbes de calcio e fésforo organicos, o
gluconato de calcio e o glicerofosfato de sodio, respectivamente, permitindo que
estes dois eletrélitos sejam adicionados concomitantemente as preparagdes de NPT,
em grandes quantidades, sem que haja problemas de precipitacdo (ALWOOD &
KEARNEY, 1998). Além disso, o FDA (1994) e a ASPEN (1997) recomendam que a
infusdo de formulagbes de NPT sejam feitas através de equipos apropriados
acoplados a filtros de linha de 0,22 ym para formulagcées 2 em 1 e de 1,22 um para
formulagdes contendo emulsdes lipidicas (2 em 1). No entanto, o uso de filtros n&do
consiste de obrigatoriedade no Brasil para a pratica de NPT, além onerar por demais

o custo desta terapia (BRASIL, 1998).

Entretanto, uma segunda problematica teve que ser enfrentada: a adigdo de

oligoelementos e vitaminas na mesma bolsa. Hoje, estes nutrientes sdo adicionados



separadamente, sendo, portanto, fornecidos aos pacientes em dias alternados.
Sabe-se que esta ndo é a condigdo ideal, ja que os oligoelementos sdo co-fatores
das vitaminas, e logo, deveriam ser fornecidos num mesmo momento. Porém, ainda
nao se sabe quais as consequéncias que mistura destes dois nutrientes numa
mesma preparacdo pode ter na estabilidade final da preparacdo. Sabe-se, por
exemplo, que o cobre, presente nas solugdes de oligoelementos, funciona como um
catalisador para a oxidagédo do ascorbato, levando a produtos de degradagéo, como
os acidos trednico e oxalico. A tiamina, por sua vez é decomposta por agentes
oxidantes ou redutores, caso dos oligoelementos, formando o acido 4-amino-2-
metilpiramidina-5-metilsulfénico, substancia de carater fortemente acido. A maior
causa de instabilidade quimica em NPT é a oxidacdo de vitaminas (ALLWOOD,
2002). Os produtos desta degradagao séo geralmente acidos, podendo entdo estar
influenciando na estabilidade fisica final da emulsdo, com comprometimento final da
estrutura do agente emulsificante, que, como ja foi dito, assume carater aniénico. Na
pratica, prefere-se ainda ndo misturar vitaminas e oligoelementos numa mesma
preparacao. Entretanto, talvez devido a uma caréncia de informacdes certificadoras,
nao ha nenhuma recomendagéo formal para que estes dois nutrientes ndo estejam
presentes na mesma preparagdo (KFOURI, 1988; ASPEN, 1998; ALLWOOD &

KEARNEY, 1998; ALLWOOD, 2002).

No Brasil, a pratica da TNP esta regulamentada pela Portaria 272, publicada
em 8 de abril de 1998. Esta regulamentacédo estipula condi¢cdes minimas para
indicacdo, prescricdo, preparo e administracdo de uma nutricido parenteral,
obrigando, para o desenvolvimento de tais ag¢des, a participacdo de uma equipe

multiprofissional de terapia nutricional (EMTN), constituida por enfermeiro,



farmacéutico, médico e nutricionista. Ao farmacéutico, de acordo com as atribuicées
do Anexo | desta portaria, compete: realizar todas as operacdes inerentes ao
desenvolvimento, preparacao — avaliacdo farmacéutica, manipulacédo, controle de
qualidade, conservacao e transporte — da nutricdo parenteral, atendendo as Boas
Praticas de Preparagcédo de Nutricdo Parenteral (BPPNP), encontradas no Anexo I
do mesmo regulamento técnico. Ainda cabe ressaltar que, dentre as diversas
atribuicdes dos profissionais farmacéuticos, estdo a utilizacdo de técnicas preé-
estabelecidas de preparagao de nutrigdo parenteral que assegurem: compatibilidade
fisico-quimica, esterilidade, apirogenicidade e auséncia de particulas e a
determinacdo de um prazo de validade para cada nutrigdo parenteral padronizada,
com base em critérios rigidos de controle de qualidade. Em nossa realidade atual,
para cumprir com as exigéncias vigentes, n&do somente atendendo as
regulamentagdes, como também a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), os profissionais responsaveis pela pratica de TNP devem seguir a risca
as determinacdes sobre preparo farmacéutico de estéreis, descrito no capitulo 797

da Farmacopéia Americana (BRASIL, 1998; USP 28, 2005).

1.8.1.1. Controle microbiolégico em nutrigao parenteral

O controle microbiolégico em NPT esta baseado na garantia de qualidade do
processo de preparo. Segundo a USP 28, o preparo da nutricdo parenteral deve ser
feito em ambiente classificado, sob fluxo laminar, ou seja, area limpa, sujeita a

controles periddicos validados da contagem microbiolégica do ambiente de preparo



e do pessoal envolvido com o preparo e contagem de particulas do ambiente. Para
que se garanta que o produto final manipulado esta estéril, a USP 28 propde um
teste de enchimento de bolsas com meio de cultura, simulando as piores condigdes
de manipulagao, ainda em ambiente de trabalho, sob fluxo laminar e obedecendo a
técnica asséptica de manipulacdo. As bolsas que receberam meio de cultura devem
ser submetidas a analise microbiologica, devendo estar isentas de microoganismos

viaveis e pirogénio.

A Portaria 272 (BRASIL, 1998), exige que de cada se¢cdo de manipulagéo

sejam coletados Jir1 + 1, onde n = nimero de bolsas preparadas em uma segdo de

manipulagédo, de amostras para colocagcédo imediata em meio de cultura, seguida de
analise imediata. Além disso, esta portaria exige que seja coletada uma amostra
para contra-prova de cada bolsa preparada; a contra-prova deve ficar armazenada

sob refrigeracao, entre 2°C e 8°C, durante sete dias apds seu prazo de validade.

A empresa Nutriente, onde foram preparadas as formulacdes deste estudo,
entende cada preparagdo como uma preparagao individual, fazendo a coleta de
amostra em meio de cultura padronizado, de cada formulacido preparada

(NUTRIENTE — MANUAL TECNICO).

1.8.1.2. Temperatura de preparo, de acondicionamento, de transporte e de

infusao de NPT

As formulacdes de NPT devem ser preparadas sob temperatura controlada,

de no maximo 25°C, e serem acondicionadas e transportadas entre 2°C e 8°C. Para



serem infundidas, as preparagdes devem ser deixadas em repouso durante o tempo
necessario para atingirem a temperatura ambiente. Embora a infusdo seja feita a
temperatura ambiente, ndo se deve esquecer que a temperatura corpérea de um
individuo normal é 37°C. Além disso, um paciente que recebe NPT & um paciente
grave e pode estar com a temperatura corporea elevada. Os neonatos, muitas
vezes, estdo em fototerapia e isto pode elevar a temperatura ambiente (BRASIL,

1998; SFORZINI et al., 2001).

1.8.1.3. Prazo de validade de uma NPT manipulada

O prazo de validade sugerido para uma NPT manipulada, considerando que
esta consiste de uma preparagdo extemporanea, sdo 48 horas (ASPEN, 1998,

BRASIL, 1998, USP 28, 2005).

Este é um ponto que vem sendo amplamente discutido pelos profissionais da
area, ja que, devido a complexidade do procedimento e a todos os controles e
validagdes inerentes ao mesmo, as formulagdes de NPT possuem um custo final
elevado. Logo, se este prazo puder ser prorrogado, baseado em estudos cientificos
controlados, tanto pacientes, como as unidades hospitalares consumidoras serao

beneficiadas.

1.9. Metodologias utilizadas para determinagado da estabilidade das emulsées

lipidicas



As seguintes metodologias tém sido amplamente utilizadas para se
determinar a estabilidade de emulsdes lipidicas para uso parenteral e de misturas
nutritivas para nutricdo parenteral: determinagcao do pH, determinagdao do aspecto
sensorial — inspecgéo visual e a determinagcdo do tamanho e da distribuicdo das
goticulas lipidicas (TANNURI et al., 1992; FDA, 1994; McKINNON, 1996; PATHER
et al., 1995; BUCHANAN, 1995; DRISCOLL, 1995; ASPEN, 1997; DRISCOLL et al.,
1986, 1995, 1997, 2000, 2001a, 2001b , 2003, 2005; SFORZINI, 2001; USP PHARM

FORUM, 2004).

1.9.1. pH

O pH é a medida da atividade de um ion hidrogénio em meio aquoso,
podendo também ser utilizada numa emulsdo dleo/agua para a sua medida. Seu
valor representa a acidez ou alcalinidade da solugéo. E definido como o logaritmo do
inverso da concentragéo do ion hidrogénio na solugéo (PRISTA et al., 1995; USP 28,

2005).

A medida do pH pode ser realizada através de métodos colorimétricos, com
indicadores universais, ou de determinagdes potenciométricas; nesta ultima, o
equipamento, potencidmetro, deve ser aferido com solu¢des tampéo padronizadas

com valores de pH especificos.

1.9.2. Inspecgao visual



A desestabilizacdo macroscépica das emulsdes lipidicas pode ser avaliada
pela alteracdo da coloragcdo e pelas etapas visiveis de separagao de fases, a
formagado de creme, a coalescéncia e a separacéao efetiva de fases (PRISTA et al.,

1995; DRISCOLL, 1995; ASPEN, 1998).

1.9.3. Determinacao do tamanho das goticulas em emulsdes lipidicas

Em misturas nutritivas contendo emulsdes lipidicas - misturas 3 em 1 - uma
das formas de se avaliar a estabilidade da mistura € através da determinacdo do
tamanho e da distribuicdo dos globulos lipidicos (DRISCOLL, 1995, 1997, 2000,
2003, 2005; USP PHARM FORUM, 2004). O tamanho dos glébulos é critico devido
ao mecanismo de filtragdo sanguinea, pois globulos de gordura aumentados (> 5 u
m) podem obstruir os alvéolos pulmonares. As caracteristicas essenciais de
tamanho para emulsdes lipidicas para uso intravenoso incluem o diametro médio
das goticulas lipidicas e as faixas de variagao de didmetros distribuidos em torno do
diametro médio, expressas como desvio-padrao. Em particular, a quantidade de
globulos de gordura compreendendo os maiores diametros € de especial
importancia para a seguranga clinica da infusdo. Logo, a distribuicdo média dos
globulos lipidicos com diametros aumentados deve ser controlada dentro de limites
especificos. Estes limites estdo sendo propostos em um novo capitulo da
Farmacopéia Americana, denominado ‘Globule size distribution in lipid injectable
emulsions” (USP PHARM FORUM, 2004, DRISCOLL, 2005). O USP Forum esta
propondo dois meétodos para as determinagdes do diametro médio das goticulas
lipidicas e da distribuicdo das goticulas de tamanho aumentado, em emulsdes

lipidicas injetaveis. Estes métodos sao, respectivamente, o método de espalhamento



de luz, podendo ser usados o espalhamento de luz dindmico (DLS — “dynamic light
scattering”), também conhecido como espectroscopia de correlagdo de foton (PCS —
“photon correlation spectroscopy”) e o espalhamento de luz classico, baseado na
teoria de espalhamento de Mie (LINDNER e ZEMB, 1991; USP PHARM FORUM,
2004). O DLS é uma técnica baseada na analise rapida de flutuagbées temporais da
intensidade de um feixe de luz espalhado pelo movimento browniano de qualquer
particula, incluindo goticulas lipidicas, suspensas em um liquido. A intensidade é
medida num dado angulo (geralmente 90°) através de um detector adequado
(fotomultiplicador), que mede as flutuagdes rapidas de luz espalhada. Em contraste,
o espalhamento de luz classico, baseado na teoria de Mie, analisa a variagdo da
intensidade de luz espacial, ao invés da temporal, através da medi¢do do angulo de

espalhamento.

1.9.4. Determinagao do potencial Zeta

Como mencionado anteriormente, a estabilidade fisico-quimica das emulsdes
lipidicas intravenosas € atingida com o uso de uma mistura de fosfolipidios
originarios da lecitina do ovo como emulsificante, que se posicionam na interface
Oleo/agua. Esta maior estabilizagdo é resultante de uma carga negativa conferida a
superficie da goticula de 6leo. Esta carga eletrostatica de superficie da origem ao
chamado potencial zeta, que deve estar compreendido entre -30 e -50 mV,
assegurando assim estabilidade as goticulas (WASHINGTON, 1992; DRISCOLL,

2001; NETZ, 2002).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo central

Avaliar a influéncia de fatores que podem afetar a estabilidade de formulacdes
para nutricido parenteral neonatal, tais como o tipo de formulagdo e diferentes
temperaturas de armazenamento e a composi¢cdo relativa dos micronutrientes

(oligoelementos e vitaminas).

2.1.0bjetivos especificos
2.2.1. Empregar e avaliar a praticidade de metodologias encontradas na literatura
usadas para acompanhar a estabilidade de preparagcdes de Nutricdo Parenteral, no

que se refere especificamente ao tamanho das goticulas lipidicas nestas emulsoes.

2.2.2. Avaliar diferentes metodologias preconizadas na literatura para medicdo do

tamanho das goticulas lipidicas em emulsdes de NPT.

2.2.3. Realizar medidas fisico-quimicas complementares, indicadoras da

estabilidade das emulsdes de NPT, como pH, osmolaridade e potencial zeta.

2.2.4. Avaliar especificamente se oligoelementos e vitaminas, quando presentes

concomitantemente, alteram as caracteristicas fisico-quimicas das emulsdes de NPT

2.2.5. Avaliar a ocorréncia de alteragdes fisico-quimicas nas emulsées de NPT,
simulando as temperaturas que estas formulacbes podem estar submetidas:
temperatura de armazenamento (2°C a 8°C), temperatura ambiente (25°C) e

temperatura corporea (37°C).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Formulagoes

Todas as matérias-primas utilizadas na preparacdo das formulacbes de
nutricdo parenteral foram obtidas de laboratérios registrados no Ministério da Saude.
As matérias-primas foram adquiridas pela empresa Nutriente, seguindo manual de
procedimento operacional padrdo para aquisicdo de materiais desta empresa, de
acordo com a Portaria 272 (BRASIL, 1998). Todas as matérias-primas possuiam
laudo de analise emitido pelo fornecedor.

As formulagdes estudadas encontram-se na Tabela 6.

Para preparo e acondicionamento das formulagdes foram utilizados os

seguintes insumos:

* Solugdo de aminoacidos pediatricos a 10% com taurina (Primene®) —
Baxter Laboratorios, Brasil, lotes 0400105 e 0401009;

* Solucdo de glicose a 50%, Baxter Laboratérios, lotes PR41LO e
PR42W9;

» Emulséo lipidica a 20% TCL/TCM, Lipofundin®, Laboratérios BBraun,
lote 4222A182 (Tabela 7);

» Cloreto de sédio a 20%, Darrow Laboratorios, lotes 0418957, 0419152,

e 0419853;



* Gluconato de Calcio, Halex-Istar, lotes 733/02, 736/01, 727/01 e
730/01,

» Sulfato de magnésio, Darrow Laboratorios, 0418736, 0418735 e
0520199;

* Fosfato organico (Phocytan®), Aguettant, lote 449360-5;

* Solugao de oligoelementos para uso pediatrico, Ped-element®, Darrow
Laboratodrios, lotes 0418267 e 0419440 (tabela 8);

» Acetato de zinco, Laboratérios BBraun, lote 257130017-2;

e Complexo vitaminico liofilizado (MVI 12 opoplex), ICN Farmacéutica,
lotes 002/04 (tabela 9);

« Agua para injetaveis, Laboratérios Baxter, lotes PB00X3, PB00X4,

PBO1A1.

Tabela 6. Composicao das formulagées de nutri¢do parenteral estudadas

Matérias primas/ formulagdes NP1 NP2 NP3
Solugdo de aminoéacidos pediatricos com taurina a 10% 3 3 3
(g/Kg/dia)
Glicose 50% (mg/Kg/min) 6 6 6
Emulséo lipidica a 20% TCL/TCM (g/Kg/dia) 3 3 3
NaCl 20% (mEg/Kg/dia) 4 4 4
Gluconato de calcio (mg/Kg/dia) 300 300 300
Glicerofosfato de sédio (mEqg/Kg/dia) 1,1 1,1 1,1
Sulfato de magnésio (mEqg/Kg/dia) 0,25 0,25 0,25
Oligoelementos pediatricos 0 (20 pgem (20 ug em
(Cu, Cr, Zn, Mn) Cu/Kg/dia) Cu/Kg/dia
Sulfato de zinco (ug/Kg/dia) 0 350 350
Vitaminas 1mL/Kg/dia 0 1mL/Kg/dia

A, D, B1,B2,B3,B5,B6,B7,B9,B12,Ee C

Volume total (mL/Kg/dia) 100 100 100




Foram preparadas trés formulagdes, denominadas NP1, NP2 e NP3. A
composi¢do das formulagdes foi baseada nas recomendagdes mundiais de
fornecimento de nutrientes por via parenteral, para pediatria e na pratica clinica,
descritas no capitulo de introducédo desta dissertacao, tratando-se de formulacdes
rotineiramente prescritas. A composicdo das formulagcdes variou quanto a presenca
de vitaminas e oligelementos, concomitante ou ndo. A formulagdo NP3, contendo
ambos nutrientes, nao é rotineiramente preparada na pratica farmacéutica de NPT.
Ela foi planejada para o presente estudo, objetivando avaliar a influéncia da
presenca concomitante destes nutrientes na estabilidade final da mistura. A emulsao
escolhida, contendo TCL/TCM a 20%, foi selecionada para compor as formulagdes
ja que esta € mais prescrita na pratica clinica de NPT para neonatos e porque

apresenta maior estabilidade em formulagdes de NPT (DRISCOLL et al., 2003).

Tabela 7. Composicao e caracteristicas fisico-quimicas da EL a 20%, utilizada nas

formulagoes

Composigéao (g/L) Concentracéo
Glicerol 25,0
Triglicerideos de cadeia média 100
(TCM)

Fosfatideos de ovo 12,0
Oleo de soja 100
Oleato de sdodio 3,00
o - Tocoferol 0,20

Caracteristicas fisico-quimicas

Conteudo calérico (Kcal/lL) 1908
Osmolaridade (mOsml/L) 380
pH 6,5-8,5

Fonte: monografia do produto, laboratérios BBraun, 2005.

Tabela 8. Composicao da solucao de oligoelementos



Oligoelemento Concentragao

(mg/mL)
Cobre 0,100
Zinco 0,500
Manganés 0,010
Cromo 0,001

Fonte: bula do produto, Darrow Laboratérios.

Tabela 9. Composi¢cdao do complexo multivitaminico liofilizado.

Concentragiao
Vitamina em 5’mL,
apos

reconstituicao
A 3300 Ul
D 200 Ul
B, 3,6 mg
Bs 4 mg
E 10 UI
B 3 mg
Bs 40 mg
Bs 15 mg
Be 4 mg
C 100 mg
B7 60 ug
Bo 400 pg
[=2P 5ug

Fonte: bula do produto, ICN Farmacéutica.

3.1.2. Preparo das amostras e transporte

O preparo das formulagdes seguiu procedimento asséptico, sob fluxo laminar
em salas limpas, de acordo com os procedimentos de operagao padrao, validado da
empresa Nutriente e normas internacionais para o preparo (FDA, 1994; DRISCOLL
1995; ASPEN, 1998; USP 27, 2004) bem como da Portaria 272 (BRASIL, 1998). As
formulagcbes foram preparadas em bolsas de etilvinilacetato (bolsas EVA, Baxter
Laboratorios, lotes: PEO0803, PEO8H4 e PEO9H8) preconizadas para o

acondicionamento de NPT. Todas os nutrientes foram adicionados as bolsas



manualmente pelo injetor lateral das mesmas, através de seringas e agulhas. Para
atenuar possiveis incompatibilidades foi obedecida uma ordem de adicdo das
solucdes de acordo com as recomendacdes da Sociedade Americana para Nutricdo
Enteral e Parenteral (ASPEN) e do FDA (FDA, 1994; ASPEN, 1998).

De cada bolsa preparada, foi retirada amostragem de 5 mL, sendo esta
imediatamente adicionada a frasco contendo meio de cultura TSA/TSB (ver item

3.1.3.5), para acompanhamento da manutencéo da esterilidade das preparagoes.

Foram preparados 100 mL de cada formulagao e para cada bolsa preparada
foi calculado um peso tedrico, considerando-se as densidades de cada solugao
utilizada. Apds o preparo, cada bolsa foi pesada em balanga analitica, admitindo-se

uma variagao de = 5% para aceitabilidade, como preconizado pela USP 28 (2005).

Apos a pesagem, as bolsas foram embaladas em sacos plasticos,

acondicionadas em bolsas térmicas, contendo gelo e transportadas para o LabCQ.

3.1.3. Métodos para acompanhamento da estabilidade das formulagoes

Cada formulagao foi analisada quanto aos seguintes aspectos:
* Inspecgao visual;
* Determinacio do pH;
* Determinagao da osmolaridade;
* Determinagédo do indice de peréxido;

» Avaliagdo da manutencéo da esterilidade das preparagdes;



» Determinagado do tamanho das goticulas lipidicas
A. por Microscopia Optica (MO);
B. por Espalhamento de Luz Dinadmico (DLS — Dynamic Light
Scattering ou PCS — Photon Correlation Spectroscopy);

* Determinagao do Potencial Zeta.

Todas as analises foram realizadas em tempo Oh, 24h, 48h, 72h e sete dias
apos o preparo. Assim que as bolsas chegavam ao LabCQ, as amostras para o
tempo zero eram retiradas - cabe aqui mencionar que, para este estudo, nao foi
considerado o tempo que as amostras de NPT levavam para chegar ao LabCQ,
imediatamente apds serem produzidas na empresa Nutriente e tranportadas; este
tempo era de aproximadamente 45 minutos (assim, to ~ 45min.). Em seguida, as
bolsas eram armazenadas em trés temperaturas diferentes para as analises nos
tempos posteriores. Para cada formulagao, foram preparadas trés bolsas diferentes.
Desta forma, cada formulagao foi armazenada a 4°C £ 2°C, 25°C £ 2°C (temperatura
ambiente — bancada) e 37°C £ 3°C (temperatura corpoérea, simulando temperatura

de infusdo) e umidade relativa de 90 + 5%. As analises foram feitas em triplicata.

3.1.3.1. Inspecgao Visual

No presente estudo, as formulagbes estudadas foram inspecionadas

visualmente quanto a:

» Separacado de fases (caracterizada como formacdo de camada de

creme);



» Alteracio na coloracéo.

As analises foram realizadas para cada formulacdo, em todos os tempos e
temperaturas utilizados neste estudo. As alteracbes foram registradas através de
fotografia digital das bolsas (formulagdes no seu acondicionamento original). A

camada de creme formada foi medida com régua comum de 15 cm.

3.1.3.2. Determinagao do pH

O pH das trés formulagbes estudadas foi determinado em ftriplicata em todos
os tempos (zero, 24h, 48h, 72h e sete dias) e em todas as temperaturas de
armazenamento (4°C, 25°C e 37°C). Foi utilizado potencidmetro Metler Toledo MPC
227, calibrado com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0 (Merck). Para cada medida foi
retirada uma aliquota de 10 mL, a qual era colocada em pequeno frasco de vidro. A
determinacao do pH foi feita com insercdo de eletrodo de dupla ponte, imerso
diretamente na emulsdo. Apds as medidas, o eletrodo era lavado com detergente e

agua destilada.

3.1.3.3. Determinagao da osmolaridade/osmolalidade das solugoes

As osmolaridades tedéricas (mOsm/L de H,O:) das misturas de NPTs
analisadas neste estudo foram calculadas com base nas concentracbes dos
nutrientes adicionados as formulagdes e nas osmolaridades tedricas fornecidas pela

bula das solugdes utilizados no preparo das NPTs. As osmolalidades (mOsm/Kg de



H.O) foram medidas experimentalmente através de um microosmémetro da marca
Osmette, da Wescor, o qual determina a osmolalidade das solu¢des através de seu
ponto de congelamento. Posteriormente, as osmolalidades foram convertidas em
osmolaridades, utilizando a densidade das NPTs, que foi estimada através de um
picndmetro. A média de densidade das NPTs foi 1,04 a 24°C. Portanto, a
osmolaridade experimental (mOsm/L H;0 ) das formulagdes de NPT foi estimada
multiplicando-se o valor de osmolalidade obtido pela densidade das NPTs e
subtraida da concentragdo calculada, em g/mL dos solutos presentes na emulséo,
segundo a conversao demonstrada por Murty e colaboradores, demonstrada pela
equagao 2 abaixo (MARTIN et al., 1993). A concentracdo de solutos (macro e

micronutrientes) calculada para as NPTs foi de 0,2 g/mL.

Osmolaridade (mOsm/L H.0 ;) = osmolalidade x (1,04 — 0,2) (Equacao 2)

Antes de cada secado de medidas o equipamento foi calibrado com solucdes
de osmolalidades conhecidas de 100 mOsm/Kg de H,O, 290 mOsm/Kg de H.O e
1000 mOsm/Kg de H,0, constituidas por cloreto de sodio e conservante em agua. A
faixa de utilizagado do equipamento vai de 0 a 3000 mOsm/Kg de HO.

As medidas de osmolalidade foram realizadas no Laboratério de Fisico-

Quimica Bioldgica, do Instituto de Biofisica da UFRJ.

3.1.3.4. Determinacao do indice de peréxido

Foram colocados 5 mL de amostra de NPT em frasco tipo Erlenmeyer de 125
mL. Adicionou-se 30 mL de solugédo de acido acético-cloroférmio (3:2), agitando o

frasco até dissolugdo da amostra. Foi entdo adicionado 0,5 mL de solugao saturada



de iodeto de potassio. A solucéo foi deixada em repouso durante 1 minuto. Logo
apos foi adicionada goma de amido a 1%, esperando-se uma alteragdo na coloragéo
devido a oxidacao do iodeto a iodo, para entdo se proceder a titulagdo do iodo com

solucao de tiossulfato 0,01 N.

3.1.3.5. Avaliacao da manutencao da esterilidade das formulagées

A manutencdo da esterilidade das formulagcbes foi avaliada através de
acompanhamento do possivel crescimento de microorganismos apés adi¢cao de 5
mL de amostra de NPT, logo apds o preparo da mesma e ainda sob fluxo laminar,
em frasco disponibilizado contendo meios de cultura bifasicos, com 4 mL de agar
soja-tripticaseina estéril e solidificado na posi¢do inclinada e caldo de soja-
tripticaseina estéril (TSA/TSB), fornecido pelo laboratério de analises fisico-quimicas
e microbiolégicas Baktron, localizado na Fundac&o Bio-Rio, UFRJ, de acordo com

procedimento validado pela empresa Nutriente e pela Baktron.

Todos os frascos com meio de cultura foram mantidos em estufa a 37°C £
3°C durante todo o estudo. Para cada formulagado que seria submetida as diferentes

condi¢cbes de armazenamento foi coletada amostra em um frasco.

Cabe aqui mencionar que, segundo Ladeira e colaboradores (2005), podem
ser encontrados em formulagdes de NPT contaminadas principalmente os
microorganismos da familia Enterobacteriaceae, bem como outros menos comuns,

como Serratia marcescens e Klebsiella pneumoniae.



3.1.3.6. Determinagao do tamanho das goticulas lipidicas

A) Microscopia Optica (MO)

A microscopia é a forma direta e simples de se medir as goticulas lipidicas de
uma emulsdo. Embora seja um método comum, a MO permite a medi¢cdo do
tamanho dos globulos lipidicas e sua quantificagdo, agrupando assim os tamanhos
encontrados. A microscopia é sempre um método interessante, j4 que permite a
visualizacdo direta do aspecto real da emulsao através de uma filmadora que
permite o registro na forma de fotografia. O uso desta técnica tem sido facilitado pela
disponibilidade atual de modernos analisadores de imagens (PATHER et al., 1995).
A USP 28 indica a MO, além do método de extingdo de luz, para a contagem de

particulas em injetaveis.

No presente estudo, foi desenvolvido um método de preparo de amostra para
avaliacdo do tamanho das goticulas lipidicas em emulsdes de nutricdo parenteral

por MO.

A.1) Materiais e Equipamentos

* Microscopio optico Axoplan 2 da Zeiss com camera de video e
fotografica da marca JVC, modelo TK 1270, acoplada ao microscépio,
a um computador e a uma televisao;

* Lente objetiva para imersdo em o6leo, com aumento de 100x, Pan

Neofluar, da Zeiss, com abertura numérica de 1,30 e 0/ 0,17;



+ Oleo de imers&o da Zeiss;

» Software de analise de imagens acoplado ao microscopio: AnalySIS;
* Vacutainers — tubos a vacuo para o transporte das amostras;

* Pipetas volumétricas;

« Agua para injetaveis USP em ampolas;

* Tubos tipo eppendorf;

» Laminas e laminulas previamente lavadas com sabao desencrostante e

guardadas imersas em alcool P.A.

Para a coleta das imagens, foi utilizada lente objetiva, com aumento de 100x.

A.2) Determinagao do diluente da amostra e da diluigao adequada

Para o presente estudo, foram testadas diluicbes das amostras em
propilenoglicol em diversas concentragdes (10%, 20%, 30% 50% e 70% em agua) e
a fixacdo das amostras com tetroxido de 6smio a 1%, de acordo com Antunes
(2002). As tentativas ndo foram satisfatorias, uma vez que estas substéncias
alteraram a estrutura microscépica das emulsdes, provavelmente por reagirem com
alguns dos constituintes das mesmas. Resolveu-se entdo, adotar uma metodologia
semelhante ao de Pather e colaboradores (1995) e diluir as amostras em agua para

injetaveis, ja que este é o diluente original das misturas nutritivas.



A partir da escolha do diluente das amostras, varias diluigdes foram testadas,
para a escolha da que apresentasse melhores resultados, com fotografias de
microscopia mais nitidas e que permitissem a contagem das goticulas. O protocolo

para analise das amostras de NPT por MO esta descrito na Figura 2.

O volume de amostra a ser disposto sobre as laminas foi escolhido de forma a
reduzir a influéncia dos movimentos brownianos apresentados pelas emulsdes em
estudo e permitir a fotografia de uma imagem nitida. Apds serem testados varios
volumes, o de escolha foi uma gota de 5 pL, colocada sobre a lamina através de

pipeta automatica.

As dimensdes das laminulas utilizadas também foram de importancia
fundamental para a acuidade das imagens obtidas. Apds testes com trés laminulas
diferentes, foi adotada laminula com as dimensdes 18x18 mm. As outras laminulas
testadas possuiam dimensdes e espessura maiores, o que dificultava a disposicao
do filme sobre as laminas; quando era colocada uma pequena quantidade de
emulsdo diluida, esta espalhava-se muito pela laminula e secava antes da
observagcdo ao MO. Por outro lado, quando o volume era aumentado, de forma a
permitir correta disposicdo sobre a lamina, os movimentos brownianos nao

permitiam a visualizagdo da amostra.

Deve-se fazer uma consideragcao especial em relagcdo ao tratamento de
imagens obtidas por MO, realizado pelo software AnalySIS. Para que este possa ser

realizado, fornecendo dados como os diametros minimos, médios e maximos das



goticulas lipidicas, as imagens obtidas devem ser convertidas em escala de cinza e
posteriormente em sistema binario, ou seja, preto e branco. Desta forma, as

goticulas podem ser compreendidas pelo software, contadas e medidas.



Retirar 5 mL de amostra de cada bolsa de NPT com seringa e agulha
estéril através do injetor lateral;

U

Homogeneizar a amostra contida nos tubos por trés vezes, invertendo os
tubos de cima para baixo;

(=

Retirar 20 pL de amostra de NPT bem do centro do tubo e colocar em
eppendorf;

—

Adicionar 100 yL de agua para injetaveis USP;

(=

Homogeneizar cinco vezes com pipeta automatica;

—

Retirar aliquota de 5 L e dispor sobre lamina de vidro, posicionando
laminula delicadamente sobre a gota;

(=

Observar em aumento de 100x em microscopio 6ptico, imediatamente
apos o preparo da lamina, para evitar o ressecamento da amostra;

—

Coletar imagens para analise posterior.

Figura 2. Diagrama de preparo das amostras de NPT para determinagdo do tamanho
das goticulas lipidicas por MO.



B. Espalhamento de luz dinamico (DLS)

O espalhamento de luz dindmico estda baseado no comportamento de um
feixe de luz emitido por uma lampada de laser de hélio-neon, principalmente
produzido por particulas menores do que 1 pm suspensas em um meio, neste caso,
aquoso — emulsao o6leo/agua. A intensidade de espalhamento é tempo dependente
e, em parte, fungdo do tamanho das particulas, bem como de outros fatores fisicos.
Uma vez determinado o raio de espalhamento ou difusividade, o raio da particula
esférica pode ser calculado a partir da equacdo de Stokes-Einstein (LINDNER &

ZEMB, 1991; DRISCOLL et al. 1995):

R=kt/6mD (Equacéo 3)

Onde: R = raio (cm);
k = constante de Boltzmann;
t = temperatura absoluta (Kelvin -mantida constante);
n = viscosidade do diluente (poise - constante);
D = difusividade.

A lei de Stokes-Einstein é valida para particulas de tamanhos semelhantes. O
raio obtido através do seu calculo é denomidado raio hidrodinamico (R.), o qual é
geralmente muito proximo do raio geométrico da esfera. Através de R;, obtém-se o

didmetro hidrodindmico das particulas (Z médio).

Quando o feixe de laser encontra as particulas em suspensdo, a luz é
espalhada, podendo ser medida a intensidade e a frequéncia deste espalhamento,

sendo estas medidas convertidas para tamanho médio das particulas em



suspensado. Para que as medidas sejam validas, a dispersao analisada deve ser,
transparente, homogénea e as goticulas devem ter a superficie lisa. Caso a
suspensao contenha particulas irregulares ou de tamanhos muito grandes ou
pequenos demais, as medidas poderao ficar comprometidas, pois neste caso podera
haver fenbmenos como sedimentagao das particulas ou reflexdo da luz (LINDNER &

ZEMB, 1991).

Particulas com diametros na faixa entre 1 a 5000 nm podem ser medidas
através da técnica de DLS. Uma das caracteristicas fundamentais destas particulas
€ que elas estdo em constante movimento browniano. Este movimento provoca uma
alteracdo no padrao de luz espalhada pelas particulas, podendo ser detectado como
uma variagdo da intensidade, tempo dependente, através de um detector que
correlaciona estas alteragdes com formulas matematicas. Desta forma, o didmetro
médio das particulas ou goticulas em suspensdo, além dos calculos feito pela
equacao de Stokes-Einstein, pode ser calculado pela intensidade do espalhamento
(diametro médio pela intensidade). Além disso, utilizando as bases do espalhamento
de luz e a teoria de espalhamento de Raileigh, o volume das particulas suspensas
pode ser calculado, obtendo-se a partir deste o didmetro das goticulas (didmetro
médio pelo volume). No entanto, as formulas utilizadas pela teoria de Raileigh sdo
somente aplicadas a particulas de tamanho menor do que o comprimento de luz
utilizado pelo equipamento, neste caso, 633 nm (MALVERN INSTRUMENTS, sem

data).

Desta forma, as medidas feitas pelo DLS fornecem os didmetros das

particulas ou goticulas em suspensdo de trés formas diferentes: didmetro



hidrodindmico (Z meédio), didmetro médio pelo volume e didmetro médio pela
intensidade. Caso estes didmetros se assemelhem, pode-se dizer que tem-se uma
dispersdo homogénea com a maioria das goticulas com mesma forma e tamanho. A
Figura 3 exemplifica esquematicamente como o feixe de laser atravessa a disperséo
passando pela goticula que sera analisada pelo detector. A Figura 4 como as
flutuagbes do espalhamento de luz provocado pelas goticulas sdo detectadas pela

sua intensidade.

LENTE
FEIXE DE LUZ T
(LASER) _

v

PARTICULA

—

Figura 3. Principio da determinagcdao da distribuicdo do tamanho das goticulas pelo DLS
(adaptado de RAMALHO & OLIVEIRA, 1999).



Figura 4. Flutuagdes da luz espalhada utilizadas para medir a difusao. Em (a) é feita
uma demonstragao das goticulas dispersas provocando o espalhamento devido a sua
movimentacado difusional. Em (b) sdo demonstradas as flutuagées ocasionadas na
intensidade de luz em fungao do tempo, que podem ser medidas pelo detector e
convertidas em diametro (linha tracejada = intensidade média). (Adaptado de VAN
HOLDE, 1998)

B.1) Materiais e Equipamentos

* Equipamento: Zetasizer 3000 Hs, Malvern Instruments Ltda, que utiliza
como fonte de luz uma lampada de laser de hélio-neon;

» Software de analise integrado;

» Cubeta de acrilico;

 Agua destilada;



+ Balbdes volumétricos de 10 e 25 mL.

B.2) Procedimentos

Foram realizadas analises preliminares para se determinar as condigdes
ideais de trabalho. Os pontos criticos que devem ser definidos para que seja

garantida a confiabilidade das analises e a eficacia do método, sao:

» A escolha da concentracéo correta da amostra;

« Angulo de deteccdo de 90° e comprimento de onda para as leituras de
633 nm;

* A diluigdo da amostra; as amostras devem estar bem diluidas, pois o
laser deve atravessar a disperséo;

O diluente deve ser o mais proximo possivel da fase continua da
amostra — sempre que for possivel deve-se utilizar agua deionizada
como diluente;

A amostra deve ser diluida até que o tamanho de particulas medido
seja independente da concentragdo da amostra. Isto é geralmente
obtido quando o kCps (medida de concentragdo do equipamento;
counts per second) esta entre 10 e 500;

* A polidispersao - dispersividade da amostra no meio - deve ser menor
do que 0,7;

* O “mérit”, sinal de “background” do equipamento e que é dependente

da amostra, deve estar entre 5% e 90%;



« O “in range”, que designa a eficacia do experimento, deve ser
interpretado da seguinte forma: maior que 98% € excelente; maior que

95% é bom e maior que 85% esta razoavel.
Todos estes parametros foram cumpridos durante as analises. O “in range”

sempre se manteve maior que 95%.

O modo de analise escolhido foi o CONTIN que, segundo o manual do
equipamento (MALVERN INSTRUMENTS) e Lindner & Zemb (1991) € o modo mais

abrangente e que fornece os resultados mais confiaveis.

Deve-se fazer uma consideragao importante em relagao a diluicdo da amostra
da emulsdo de NPT, ja que a diluigdo é o ponto fundamental para que todos os
outros parametros sejam garantidos. A eficacia do método depende da limpidez e
transparéncia da emulsdo diluida, uma vez que o feixe de laser deve atravessar a
solugdo colocada em uma cubeta de acrilico. O integrador do equipamento
percebera os pontos de luz que passaram, fazendo uma varredura e convertendo,
através de uma equacao de Stokes-Einstein, a luz espalhada em média de tamanho

das goticulas.

No final de cada analise, os dados obtidos sado integrados por um software
acoplado ao equipamento. Como resultado, sdo fornecidas as médias de diametro
por intensidade, volume e o chamado “Z médio”, ou diametro hidrodindmico. O “Z
meédio” € a medida de didmetro recomendada pela norma internacional ISO 13320

(RAWLE, 2005).



O procedimento de preparo das amostras e subsequente leitura e integracao

dos dados esta resumido na Figura 5.

Retirar as amostras das bolsas EVA com seringas e agulhas estéreis,
através do injetor lateral;

|

Diluir as amostras em baldes volumétricos com agua destilada para
obter uma diluigao de 1:500
(kCps = 250 -350);

|

Inserir 3 mL de cada amostra diluida em cubeta de acrilico;

|

Proceder leitura e aguardar integragao do software.

Figura 5. Diagrama de preparo das amostras de NPT para determinagdao do tamanho
das goticulas lipidicas por DLS.

3.1.3.7. Determinagao do potencial Zeta

O potencial pode ser medido por uma técnica denominada microeletroforese.
Esta teoria envolve a medida da velocidade do deslocamento de particulas

individuais em suspensao.



A velocidade medida € proporcional a um campo elétrico aplicado,
introduzindo, entdo o conceito de mobilidade eletroforética, segundo a equagéao

abaixo.

V=uE (Equacéo 4)

Onde: V = velocidade;
He = mobilidade eletroforética;

E = campo elétrico aplicado.

A mobilidade é claramente a velocidade na unidade de campo elétrico e a
quantificacdo desta mobilidade, que pode ser medida diretamente, pode ser
associada ao potencial zeta através de consideragdes matematicas. A situacéo é
analoga a medigao de particulas pelo DLS, onde medimos o coeficiente de difuséo e
derivamos o tamanho da particula através da lei de Stokes-Einstein. No caso do
potencial zeta uma modificagdo desta lei é aplicada ao campo elétrico que é medido,
ja que este é modificado pelos ions que formam a camada na interface 6leo/agua,
onde se encontra o agente emulsificante, que mantém a estrutura da emulsao

através da distancia de cargas dos eletrélitos.

- Materiais e Equipamentos

* Equipamento: Zetasizer 3000 Hs, Malvern Instruments Ltda, utlizando a

célula microeletroforética do equipamento;

» Software de analise integrado;



« Agua destilada
» Baldes volumétricos;
e Amostras na mesma diluicdo do DLS;

» Seringas para injegao da amostra diluida na célula.

- Procedimentos:

De forma semelhante as medidas feitas por DLS, para se injetar a amostra na
célula microeletroforética, estas devem estar diluidas de forma a atingir o kcps
adequado. Portanto, a mesma metodologia de preparo das amostras para as
medidas por DLS foi utilizada para as medidas do potencial zeta. Como pode ser
visto nos materiais, o equipamento utilizado para as medi¢gdes do potencial zeta foi o
mesmo utilizado para o DLS (Zetasizer 3000), entretanto as medigdes sao feitas na
célula microeletroforética do equipamento, conforme exemplificado na Figura 6,
mostrada a seguir. As amostras foram injetadas no circuito com seringas de 5 mL.
Entre cada medida o circuito era lavado com agua destilada por 5 vezes, injetando
agua com a seringa. Para as medig¢bes, o circuito era entdo rinsado coma solugao a
ser medida antes de cada medig¢ao. No final de cada se¢ao de medidas o circuito era
lavado com agua destilada e alcool isopropilico, conforme recomendagdo do

fabricante.
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Figura 6. Esquema da célula microeletroforética presente no equipamento Zetasizer
3000 Hs, da Malvern.



4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1. Inspecao visual das formulagoes

A inspecéo visual de qualquer formulagdo parenteral seja ela uma solugao
transparente ou uma emulsdo opaca, € limitada por uma série de fatores. O mais
treinado olho humano, sem o auxilio de qualquer instrumento, € capaz de distinguir
particulas de aproximadamente 100 um de tamanho (SHAUFF & MOFFETT, 1990).
Entretanto, a acuidade visual é variavel, tanto entre pessoas como entre
observagbes da mesma pessoa, podendo ocasionar resultados falso-negativos.
Como a inspegéao visual € o método de garantia de qualidade mais rotineiramente
empregado, uma apreciagado cuidadosa da integridade fisica das NPTs é essencial

(SHAUFF & MOFFETT, 1990; DRISCOLL, 1995; ASPEN, 1998; USP 28).

Ha dois estagios da desestabilizacdo das emulsdes que podem ser
detectados a olho nu, a formacao de creme e a coalescéncia. O estagio terminal de
desestabilizacdo das emulsdes € a coalescéncia das goticulas, formando globulos
aumentados que podem variar entre 5 e 50 ym de tamanho, representando um

perigo clinico em potencial. Esta alteragdo escapa a detecc¢édo visual (ASPEN, 1998).

Na Tabela 10, podem ser observadas as alteracdes perceptiveis a olho nu
nas formulagdes NP1, NP2 e NP3 durante o periodo de analise das amostras. As
observacoes foram realizadas no tempo zero, apds 24h, 48h, 72h e sete dias apds o
preparo, em todas as temperaturas de armazenamento. Cada bolsa armazenada em

temperatura diferente foi analisada individualmente. Para a inspe¢ao da separagao



de fases, cuidou-se para se mexer 0 minimo possivel na bolsa, de modo que a emulsdo

nao sofresse homogeneizagcao antes da observagdo, o que poderia conduzir a uma

interpretagao errbnea.

Tabela 10. Inspecgao visual das formulagées NP1, NP2 e NP3 durante o periodo de

estudo, em todas as temperaturas (T°C) de armazenamento.

Formulagoes NP1 NP2 NP3
T = Separagao de ~ . Separagao de = Separagao de
Tempo (°C) Coloragao Fases Coloragao Fases Coloragao Fases
4 S/A nao S/A nao S/A nao
Oh 25 S/A nao S/A nao S/A nao
37 S/A nao S/A nao S/A nao
4 S/A nao S/A nao S/A nao
24h 25 A néo A néo A néo
37 A nao A nao A nao
4 S/A nao S/A nao S/A nao
48h 25 A 0,17 cm creme A 0,1 cm creme A 0,17 cm creme
37 A 0,1 cm creme A 0,1 cm creme A 0,1 cm creme
4 S/A nao S/A nao S/A nao
25 A 0,2 cm creme A 0,2 cm creme A 0,2 cm creme
72h 0,2 cm creme; 0,2 cm creme; 0,2 cm creme;
inicio de inicio de inicio de
37 A separagao de A separagao de A separagéao de
fases - fases - fases -
reversivel reversivel reversivel
4 S/A nao S/A nao S/A nao
25 A 0,2 cm creme A 0,2 cm creme A 0,2 cm creme
7 dias
0,2 cm creme; 0,2 cm creme; 0,2 cm creme;
inicio de inicio de inicio de
37 A separagao de A separagéao de A separagao de
fases - fases - fases -
reversivel reversivel reversivel

S/A = sem alteragao; A = alterado.



A Figura 7 mostra as fotos representativas das bolsas com as formulagdes
NP1, NP2 e NP3 no tempo zero, permitindo a comparacdo das alteragdes de
coloragao ocorridas em 48h e em sete dias apds o preparo, nas temperaturas de

armazenamento do estudo.

Devido a subjetividade nas alteragdes de coloragao, nao foi dada graduagéao
as mesmas. Optou-se, portanto, a apenas caracterizar a coloragao das formulacoes

quando esta apresentou-se diferenciada da coloracéo inicial.
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Figura 7. Fotos representativas de NP1, NP2 e NP3, nos tempos zero, 48h e 7 dias.



O estagio inicial de quebra da emulsédo que constitui a NPT é a formagao de
camada de creme, a qual ocorre quase imediatamente apdés a mesma ser misturada
com outros constituintes quimicos, como eletrdlitos e vitaminas, por exemplo. A
presenca da camada de creme é visivel na superficie da emulsdo de NPT como uma
banda translucida separada do restante da dispersdo. Embora as goticulas lipidicas
na camada de creme estejam desestabilizadas, as identidades individuais das
goticulas estdo geralmente preservadas. Uma emulsdo de NPT com camada de
creme deve ser uma consequéncia esperada da formulacdo farmacéutica e é
geralmente segura para a administragdo em pacientes, uma vez que leve agitacéo

propicia homogeneizagao (DRISCOLL, 1995).

Como pode ser visto na tabela 10, a partir de 48h, as formulagcbes que
estavam a temperatura de 25°C, bem como as que forma mantidas em estufa a
37°C apresentaram formacao de camada de creme de 0,1 cm, reversivel apds leve
agitacdo. Considerando a afirmativa de Driscoll (1995) citada acima, bem como os
resultados deste trabalho no que tange o tamanho das goticulas lipidicas, as quais
se mantiveram inalteradas durante o estudo (ver itens 4.6 e 4.7 e Figuras 20, 21 e
22 ), pode-se dizer que a formacdo de camada de creme n&o alterou a
microestrutura das emulsbées de NPT estudadas. Deve-se ressaltar que na
temperatura preconizada para o armazenamento das NPTs (2°C a 8°C) nao foi
notada nem mesmo formagdo de camada de creme em nenhuma das formulacdes

em nenhum dos tempos deste estudo.

Em relacdo as alteragdes na coloragao, estas puderam ser observadas ja nas

primeiras 24h do estudo, tanto nas formulagdes armazenadas a 25°C, como nas



armazenadas a 37°C. Estas alteragbes se manifestaram sob forma de
escurecimento da emulsdo, que pode ser observado na Figura 7. Entretanto, ndo foi
conferida graduacdo a este escurecimento. Cabe ressaltar que estas alteragdes
ocorreram até um certo ponto, que foi de 72h; apds este tempo, o escurecimento
nao mais progrediu. Contudo, ndo se notou diferenga perceptivel de alteragéo visual
entre as trés formulacdes estudadas. As alteracbes na coloracdo também néo
resultaram em diferengas nos tamanhos das goticulas medidos pela MO e pelo DLS.
Provavelmente, estas alteragdes podem ter ocorrido devido a ocorréncia de reacao
de Maillard e a degradagédo das vitaminas, cuja estabilidade ndo foi objeto deste

estudo.

4.2. Osmolaridade das formulagoes

Nas solugdes bioldgicas, sé muito raramente as concentragées dos solutos
sdo maiores que alguns poucos décimos de mol, de modo que sempre existe um
numero maior de moléculas de agua que de soluto (EISENBERG e CROTHERS,
1979, SCHAUF e MOFFETT, 1993). Isto também ¢é valido para as misturas de

nutricdo parenteral.

Devido a sua importancia, em situacbes que envolvam as propriedades
coligativas da agua, o numero de particulas dissolvidas em uma solugéo é definido
como osmolaridade, que pode ser descrita como o numero de particulas em um litro
de solugao. Para qualquer composto a osmolaridade € o produto da molaridade pelo

numero de particulas em que esse composto se dissocia (ANSEL, et al., 1999):



Osmolaridade = (Molaridade) x (NUmero de particulas dissolvidos por molécula)

Os néo-eletrdlitos, caso dos aminoacidos, glicose e lipidios da solu¢cdo de NPT, se
dissolvem na agua, mas nao se dissociam. Conseqlentemente, o numero de particulas
dissolvidas é igual ao numero de moléculas desse composto que entraram na solugdo.
Portanto, para estes compostos, a osmolaridade e a molaridade sao iguais (ANSEL et al.,

1999).

A osmolaridade tedrica calculada das formulacdes foi 875 mOsm/L de H.O. Este
valor pdde ser considerado igual para todas as formulagdes, uma vez que as concentragdes
dos macronutrientes e dos eletrdélitos, os quais influenciam predominantemente no calculo,
sdo equivalentes nas trés formulacgdes. As osmolalidades medidas (mOsm/Kg H.O) das
formulagdes foram convertidas em osmolaridades (ver item 3.1.3.3), fornecendo valores em

torno de 900 mOsm/L, conforme apresentado na Tabela 12.

Tabela 12. Valores médios de osmolalidade e de osmolaridade para NP1, NP2 e NP3.

Formulacdo mOsm/Kg H.O +dp
NP1 1029 + 29
NP2 1009 + 14
NP3 1020 + 32

A osmolaridade das formulagbes para uso intravenoso tem importancia crucial, visto
que ela vai determinar o local de acesso para a infusao - central ou periférico — e até mesmo

se a formulagao podera ou nao ser preparada nas concentragdes desejadas.



As osmolaridades encontradas estdo condizentes com a indicacdo de até 1200 mOsm para
infusdo em acesso venoso central em pacientes pediatricos, para as formulagdes NP1, NP2

e NP3 (ver item 1.4.1 do capitulo de Introdugcéo —pag. 34).

4.3. Indice de peréxido

Através do método utilizado ndo se detectou formacdo de peréxido em nenhuma das
formulagdes estudadas, apés 72h de armazenamento, mesmo nas formulagdes mantidas
em 37 £ 3°C e em todas as que apresentaram escurecimento e formacdo de camada de
creme. Outros métodos devem ser testados para que se possa estabelecer se ocorre ou nao

peroxidacao.

4.4. Variagao do Ph

A Tabela 12 mostra a variagdo de pH das trés formulagdes estudadas durante os

sete dias de analise para todos os tempos e temperaturas avaliados.



Tabela 12. Variagao do pH das formulag¢des estudadas, em todas as temperaturas de

armazenamento, ao longo de 7 dias.

Tempo 4°C 25°C 37°C
(dias) valor medido * dp valor medido * dp valor medido * dp
FORMULACAO NP1
0 5,80 + 0,51 5,82 £ 0,53 5,81+0,49
1 5,80 £ 0,52 5,75 + 0,50 5,74 + 0,48
2 5,78 + 0,54 5,75+ 0,52 5,70 £ 0,47
3 5,80 + 0,54 5,77 £ 0,52 5,68 + 0,45
7 6,13+ 0,11 5,85+0,16 5,93 £ 0,07
FORMULACAO NP2
0 5,48 £ 0,50 5,48 + 0,49 5,48 + 0,47
1 5,46 + 0,54 5,47 + 0,52 5,48 + 0,48
2 5,47 + 0,50 5,45+ 0,51 5,47 + 0,48
3 5,46 £ 0,48 5,44 £ 0,52 5,49 £ 0,45
7 5,73 £ 0,46 5,60 £ 0,42 5,71+0,44
FORMULACAO NP3
0 5,49 £ 0,51 5,48 £ 0,51 5,49 £ 0,49
1 5,45+ 0,49 5,44 £ 0,49 5,46 £ 0,49
2 5,47 £ 0,49 5,45+ 0,49 5,45+ 0,45
3 5,45 £+ 0,54 5,46 £ 0,54 5,42 £ 0,41
7 5,71+0,42 5,62 + 0,42 5,65 + 0,41

(n = 3, média + dp).

O pH das formulagbes estudadas se manteve dentro da faixa preconizada,
para NP1, NP2 e NP3, como pode ser conferido na tabela 12. Mesmo o pH da
formulacdo que poderia apresentar problemas de compatibilidade — no caso NP3,

nao mostrou variagao no pH ao longo do estudo.

Ja foi visto que a concentracdo dos macronutrientes pode afetar a
estabilidade das NPTs (KFOURI, 1988; KEARNEY et al., 1998; ALLWOOD &
KEARNEY, 1998). Concentracbes muito baixas de aminoacidos podem resultar
numa emulsdo menos estavel devido a diminuicdo do efeito tamponante dos
mesmos. Dos macronutrientes de grande volume, somente os aminoacidos
possuem efeito tamponante que influencia no pH final das formulagcbes de NPT.

Com aminoacidos em quantidades suficientes, o pH da mistura final de



aproximadamente 5,0 é atingido. Um pH final menor que 5,0 é desestabilizador da
emulsdo. (DRISCOLL, 1995; DRISCOLL et al., 1995; LEE et al., 2003). Todas as
emulsdes lipidicas intravenosas encontradas no mercado para uso em formulagdes
de NPTs, possuem um pH padronizado que esta entre 6,0 e 9,0, o que mantém a
carga superficial das goticulas. Emulsbées com valores de pH menores tém
rapidamente o potencial zeta reduzido, o que compromete a estabilidade das

mesmas (DRISCOLL, 2001).

4.5. Avaliagao da manutencgao da esterilidade das formulagoes

Conforme descrito no item 3.1.3.5, do capitulo de Materiais e Métodos, foi
inoculada aliquota de cada formulacdo preparada para armazenamento em cada

tempo e temperatura em frasco contendo meio de cultura TSA/TSB.

Nao foi detectado, em nenhuma das formulagdes, crescimento microbiano

apos sete dias de armazenamento em estufa a 37 + 3°C.

Este resultado ja era esperado, ja que a metodologia de preparo asséptico
das NPTs segue as normas de preparo validadas da empresa Nutriente, que se
baseiam nas recomendacbes da Sociedade Americana de Nutricdo Parenteral e
Enteral (ASPEN) e da Farmacopéia Americana para o preparo de injetaveis

(ASPEN, 1998; USP 28, 2005).



A Figura 8 representa os frascos de -cultura contendo NPT apods
armazenamento durante sete dias em estufa. Durante os sete dias de estudo, em
todas as temperaturas avaliadas, péde ser observado que ndo houve crescimento

em nenhum dos frascos contendo NPT inoculada.

Figura 8. Frascos com meio de cultura TSA/T SB, contendo NP1, NP2 e NP3 inoculadas
dispostas em colunas, para verificagdo de crescimento microbiano; as frascos foram mantidos a
37 £ 3°C durante 7 dias.

4.6. Determinacao do potencial zeta



As figuras 9, 10 e 11 representam os resultados obtidos direto do
equipamento de potencial zeta, demonstrando como sio fornecidos os resultados
brutos pelo mesmo. Para cada medida, apds integracédo com o software acoplado, o
equipamento fornece a média do potencial zeta e um grafico demonstrando a faixa
deste potencial que foi utilizada para fornecer tal média.
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Figura 9. Variagao do potencial zeta em NP1, no tempo 0.
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Figura 10. Variagao do potencial zeta em NP1, Figura 11. Variagao do potencial zeta a

4°C em 48h. NP1, a 4°C em 7 dias.



As Figuras 12, 13 e 14 mostram, respectivamente, as variagdes das médias
obtidas de potencial zeta para NP1, NP2 e NP3, a 4°C, 25°C e 37°C ao longo dos
sete dias de estudo. Os resultados foram considerados estatisticamente iguais apés

aplicacao do test t-student (p > 0,05), demostrando que o potencial zeta ndo variou.

Como era esperado, o potencial zeta medido, que depende diretamente do
pH das formulagbes também ndo se alterou, mantendo-se dentro da faixa
preconizada para estabilidade das emulsdées de NPT, que deve estar compreendido
entre =30 e =50 mV, segundo Driscoll (2001) e sendo mais um fator que denotou a

estabilidade das formulacdes estudadas para os tempos e temperaturas avaliados.
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Figura 12. Variagdo do potencial zeta médio em NP1, ao longo dos 7 dias de estudo, nas
temperaturas4°C (A), 25°C (B) e 37°C (C) (n=3; média = dp).
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Figura 13. Variagdo do potencial zeta médio em NP2, ao longo dos 7 dias de estudo, nas
temperaturas4°C (A), 25°C (B) e 37°C (C) (n=3; média = dp).
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Figura 14. Variagéo potencial zeta médio em NP3, ao longo dos 7 dias de estudo, nas
temperaturas 4°C (A), 25°C (B) e 37°C (C) (n=3; média = dp).



4.6. Determinagao do tamanho das goticulas lipidicas por DLS e por MO

Diversos pontos sado fundamentais na estabilidade das misturas totais de
nutrientes. A esterilidade e a homogeneidade da dispersédo final tem recebido
atengao especial nos ultimos anos, ja que alteragcdes nestes dois aspectos podem
ser letais. A dispersao final deve ser formulada de forma que as goticulas lipidicas
individuais estejam preservadas e que estas ndo aumentem de tamanho chegando a
dimensdes potencialmente perigosas para os pacientes que recebem esta terapia
(FDA, 1994; DRISCOLL, 1995; ASPEN, 1998). Apds os incidentes de 1994 (FDA,
1994; McKINNON, 1996), foram escritos procedimentos assépticos para a
manipulagdo de NPT que garantem que estas sejam preparacdes estéreis (FDA,
1994; USP 28, 2005). A USP 28 traz um capitulo especifico para o preparo de
formulacdes farmacéuticas estéreis. Neste capitulo as NPTs sao classificadas como
preparagdes estéreis de médio risco e devem ser submetidas a uma rotina de
preparo estabelecida pela Farmacopéia Americana para que sua esterilidade seja
garantida (USP 28, 2005). Estes procedimentos foram os adotados para a produg¢ao
das formulacdes estudadas neste trabalho, demonstrando sua fundamental
importancia ja que a esterilidade das mesmas foi mantida durante os sete dias do

estudo.

A seguir sdo apresentados os dados de distribuicdo média de didmetro das
goticulas lipidicas, por espalhamento de luz dindmico — DLS. Primeiramente, os
dados estédo apresentados de forma representativa, demonstrando como s&o obtidos

diretamente do equipamento. Em seguida, serdo apresentados os dados gerais



trabalhados em tabelas e graficos, com todas as médias das medidas de diametros
obtidos em todos os tempos e temperaturas do estudo.

A Figura 15 representa as medidas de DLS para a EL a 20% (ver item 3.1.1. e
Tabela 7) utilizada para o preparo das formulagdes. A EL, foi diluida na mesma
proporcdo que as formulagdes NP1, NP2 e NP3, para esta analise. A tabela 15

mostra as médias dos didmetros médios obtidos por DLS para a EL a 20%.
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Figura 15. Grafico representativo da medida formecida pelo equipamento da
média de distribuicdo do diametro médio encontrado na primeira analise da EL a 20%
por DLS.

Tabela 13. Diametro hidrodinamico (Z médio) e respectiva dispersao para a
EL a 20%, obtidos por DLS.

Medida Z médio + dp*
1 281,7 £6,3
2 272,3+5,2
3 2745+ 6,7

*n = 3; média £ dp



A Figura 16, mostra a distribuicdo dos didmetros das goticulas encontrada na

primeira medida da EL por DLS, onde foi mantida escala normal para o tamanho das

goticulas.
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Figura 16. Representagao da primeira leitura feita pelo detector de DLS da primeira
analise da EL a 20%.

Em seguida, sao apresentados, na Figura 17, os graficos fornecidos pelo
equipamento de DLS, diretamente apds leitura das amostras e integracédo, onde se
visualiza a distribuigcdo dos diametros médios das goticulas medidas em NP1, NP2 e

NP3 no tempo zero e em sete dias, na temperatura de 25°C.
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Figura 17. Representagcao da distribuicao do diametro médio das goticulas em NP1 a
25°C no tempo 0 (A) e 7 dias (B), em NP2 a 25°C no tempo 0 (C) e 7 dias (D) e em NP3 a
25°C no tempo 0 (E) e 7 dias (F); Obs: leia-se no titulo da ordenada “% in class”.



As Tabelas 14, 15 e 16 resumem os valores do didmetro hidrodinamico ( Z
médio), do didmetro por intensidade e do didmetro por volume, obtidos apds 3
medidas no equipamento, das formulagdes NP1, NP2 e NP3, armazenadas em 3

temperaturas distintas, em todos os tempos do estudo.

Tabela 14. Didmetro médio das goticulas lipidicas pelo raio hidrodindmico (Z médio),

pela intensidade e pelo volume, em NP1.

T Z médio Dié_metro-médio - Diametro médio -
Tempo (°C) (nm) dp (+/-) intensidade dp (+/-) volume dp (+/-)
(nm) (nm)
4 266,30 11,74 290,03 47,29 303,90 61,14
Oh 25 272,73 1,68 274,67 23,71 298,50 56,65
37 272,80 12,76 273,70 13,85 285,90 22,96
4 270,03 1,55 271,03 8,75 303,10 33,42
24h 25 277,13 13,22 271,83 6,47 287,67 26,10
37 272,57 2,15 266,40 11,46 273,23 16,32
4 270,87 9,88 269,40 15,78 275,80 19,11
48h 25 276,60 13,69 274,83 9,74 283,83 9,35
37 277,80 9,96 269,67 0,87 274,83 3,16
4 281,67 16,21 285,20 16,69 308,70 15,87
72h 25 280,97 14,19 268,30 8,32 271,13 10,82

37 278,10 2,33 266,97 16,14 288,23 51,76




4 271,37 2,90 270,83 8,74 277,53 10,51
7dias 25 272,16 4,39 273,77 8,06 292,73 28,28
37 277,57 5,70 271,50 10,52 288,03 24,48

(n =3; média + dp).



Tabela 15. Didmetro médio das goticulas lipidicas pelo raio hidrodindmico (Z médio),
pela intensidade e pelo volume na formulagao NP2.

T Z médio Dié_metro_médio - Diametro médio -

Tempo (°C) (nm) dp (+/-) intensidade dp (+/-) volume dp (+/-)
(nm) (nm)

4 266,70 3,75 280,97 16,84 314,40 34,55
Oh 25 273,40 2,83 280,33 12,10 310,93 33,52
37 271,80 11,76 270,40 18,30 297,43 37,67
4 266,20 3,91 262,50 16,08 267,13 19,68
24h 25 268,70 3,33 267,90 13,38 296,17 39,22
37 266,70 0,25 268,43 2,17 280,67 12,19
4 277,90 4,67 268,50 30,49 283,43 53,78
48h 25 266,30 3,31 266,70 27,28 272,63 33,74
37 272,80 0,78 262,43 21,23 280,30 46,92
4 274,80 7,27 261,67 7,43 264,87 9,86
72h 25 285,40 3,46 285,03 36,95 310,53 73,69
37 270,30 1,71 271,33 5,02 287,87 21,46
4 265,40 3,04 256,90 13,86 267,33 30,75
7 dias 25 270,70 4,15 273,47 2,39 284,53 15,60
37 281,13 14,57 263,97 14,26 281,97 43,18

(n = 3; média £ dp).

Tabela 16. Diametro médio das goticulas lipidicas pelo raio hidrodindmico (Z médio),
pela intensidade e pelo volume na formulagao NP3.

T Z médio Dié_metro_médio - Didmetro médio -
Tempo o dp (+/-) intensidade dp (+/-) volume dp (+/-)
(°C) (nm) (nm) (nm)
4 271,57 6,62 268,87 16,29 290,57 45,85
25 269,83 5,00 271,97 5,73 290,57 26,25
Oh 37 272,63 3,43 265,63 9,13 275,60 18,70
4 269,27 1,17 274,43 1,01 320,00 6,07
25 270,60 0,26 264,73 7,40 269,80 11,26
24h 37 267,87 4,05 273,87 4,76 300,93 29,26
4 277,33 0,78 279,33 14,52 286,87 18,77
25 271,13 3,31 271,67 4,67 278,80 5,44
48h 37 270,60 4,01 274,27 4,17 293,80 21,48
4 270,53 4,79 274,00 4,45 281,40 5,03
25 269,37 3,64 263,47 13,32 266,23 16,32
72h 37 270,30 2,91 259,27 11,98 262,70 15,07
4 270,57 0,55 271,70 5,96 293,40 30,95
25 270,43 2,06 267,97 12,96 301,30 41,59
7 dias 37 271,80 1,85 269,83 7,22 274,83 11,12

(n = 3; média £ dp).



Das Tabelas 14, 15 e 16, apresentadas anteriormente, foram extraidos os
valores de didmetro hidrodindmico médio (Z médio) das medidas, representados

graficamente nas Figuras 18, 19 e 20.
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Figura 18. Distribuicao de Z médio em NP1, em todos os tempos e temperaturas do estudo.
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Figura 19. Distribuicao de Z médio em NP2, em todos os tempos e temperaturas do estudo.
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Figura 20. Distribuigcao de Z médio em NP3, em todos os tempos e temperaturas do estudo.

Os métodos de analise do tamanho de particulas, como o DLS séo capazes
de detectar uma extensa faixa de didmetros de goticulas lipidicas (0,010 - 150 pm)
(DRISCOLL et al., 1995; RAWLE, 2005). Os resultados obtidos pelo DLS com as
formulacbes deste estudo mostram que n&o houve variagdo no diametro
hidrodinAmico das goticulas lipidicas para as trés formulagdes em todos os tempos e
temperaturas do estudo. A distribuicdo dos didametros das goticulas lipidicas
medidos por DLS estédo representados pela Figura 17 e podem ser conferidos nas
Tabelas 14, 15 e 16, bem como pelas Figuras 18, 19 e 20, apresentada acima. O
outro dado obtido das Tabelas 14, 15 e 16 foram os didmetros calculados a partir do
volume e da intensidade de aparecimento. Nota-se que estes didametros encontram-
se muito préximos dos valores de Z médio, comprovando o que sera visto adiante

pela MO, ou seja, a homogeneidade das formulagoes.



Driscoll e colaboradore (1995), analisaram trinta e quatro formulag¢des
diferentes por DLS, no tempo 0 e 30h apds o preparo. A variagao de didametro entre
os dois tempos foi de £ 0,01 pm. Os valores de didmetro hidrodinamico obtidos no

presente trabalho foram semelhantes aos encontrados por Driscoll em seu trabalho.

O DLS esta sendo proposto como método para determinacao da distribuicéo
de tamanho de goticulas em emulsdes lipidicas injetaveis, pelo Pharmacopeial

Forum que ira levar a uma mudanga na nova edigao da USP (DRISCOLL, 2005).

A grande limitagdo do DLS estda em mostrar goticulas de tamanhos diferentes
da média, pois os calculos feitos quando o laser atravessa a amostra sao baseados
nos movimentos brownianos. Logo, trata-se de um método eficaz para se mostrar a
homogeneidade da emulsdo, porém falho quanto a quantificagdo de valores
extremos de didmetros das goticulas. Esta limitagdo n&o esta presente na
microscopia, que permite avaliar o percentual de goticulas de cada tamanho
presentes em cada fotomicroscopia. Porém, a MO possui uma outra limitagao, que é
o reduzido volume de amostra para cada leitura, propiciando a perda de alguma
informagéo sobre o tamanho das goticulas. Mesmo assim, nos experimentos de MO
realizados neste estudo, foram observados percentuais de goticulas maiores que 1
Mm, que ndo seriam percebidos pelo DLS. Os percentuais encontrados na MO, bem
como algumas fotografias das NPTs podem ser vistas nas Figuras 22, 23 e 24. As
variagdes dos diametros minimo, médio e maximo das goticulas de NP1, NP2 e NP3
estdo apresentadas nas Figuras 25, 26 e 27, a partir das quais pode-se observar

que os diametros avaliados encontram-se dentro de uma média de tamanho



semelhante, porém com algumas goticulas fugindo a média e encontrando-se com

didmetros aumentados.



As analises de MO sao apresentadas a seguir de forma a expor os valores
médios dos diametros minimos, maximos e médios, encontrados em cada
fotomicroscopia realizada. As Tabelas 17, 18 e 19 mostram, entdo, os resultados
obtidos apds analise da foto de MO de um campo representativo de cada uma das
formulagcdes NP1, NP2 e NP3, em todos os tempos e temperaturas do estudo,
apresentando para cada formulacdo, em cada situagdo definida. O ensaio foi

realizado em duplicata, em dias diferentes.

Tabela 17. Valores médios para os didmetros minimo, médio, e maximo obtidos por

MO para a formulacao NP1, em todos os tempos e temperaturas do estudo.

Tempo T°C ] _Diémetro ) D.iémetro ] Piémetro
minimo (um) * dp médio (um) * dp maximo (um) * dp

Oh 25 0,63 +0,17 0,81 +0,27 0,91+ 0,31
4 0,44 + 0,15 0,59 + 0,23 0,66 + 0,27

24h 25 0,54 + 0,17 0,66 + 0,21 0,73+0,24
40 0,66 + 0,22 0,80 + 0,27 0,88 + 0,31

4 0,64 + 0,46 0,87 £ 0,11 0,98 + 0,46

48h 25 0,91 +0,37 0,40 £ 0,25 0,91 +0,37
40 0,58 + 0,23 0,80 + 0,36 0,91+ 0,41

4 0,62 + 0,21 0,75+ 0,25 0,84 + 0,28

7dias 25 0,45+0,14 0,56 + 0,17 0,62 + 0,19
40 0,48 + 0,37 0,48 + 0,37 0,63+0,42




Tabela 18. Valores médios obtidos para os didametros minimo, médio, e maximo obtidos por

MO para a formulagao NP2, em todos os tempos e temperaturas do estudo.

Tempo T°C . .Diémetro ’ D.iémetro ' .Diémetro
minimo (um) * dp médio (um) * dp maximo (um) * dp

Oh 25 0,60 £ 0,22 0,76 £ 0,32 0,86 + 0,37
4 0,61+0,22 0,74 £ 0,29 0,81 +0,32

24h 25 0,64 £ 0,27 0,80 £ 0,34 0,89 +£ 0,38
40 0,59 £ 0,21 0,73 £0,27 0,81 0,301

4 0,70 £ 0,32 0,95 £ 0,45 1,07 £ 0,51

48h 25 0,69 + 0,26 0,81 +0,32 0,88 £ 0,35
40 0,51 +0,20 0,63 £ 0,24 0,71+0,27

4 0,54 £ 0,17 0,62+0,18 0,68 £ 0,19

7 dias 25 0,51+£0,18 0,65 0,24 0,72 £0,27
40 0,41+0,13 0,54 £ 0,19 0,61+0,22

Tabela 19. Valores médios obtidos para os diametros minimo, médio, e maximo obtidos por

MO para a formulagao NP3, em todos os tempos e temperaturas do estudo.

Média Diametro Média do Diametro Média do Diametro

Tempo T*°C min (um) = dp médio (pm) * dp max (um) * dp
Oh 25 0,45+0,13 0,58 +0,19 0,64 + 0,22
4 0,56 + 0,22 0,76 + 0,33 0,86 + 0,38
24h 25 0,59 + 0,24 0,79 + 0,33 0,89 + 0,38
40 0,78 +0,37 1,03 £ 0,53 1,15 + 0,61
4 0,50+0,16 0,60+0,18 0,66 + 0,20
48h 25 0,54 +0,19 0,65 + 0,24 0,72 £ 0,26
40 0,62 + 0,30 0,88 + 0,45 0,99 + 0,51
4 0,41+0,12 0,52 + 0,17 0,57 £0,19
7dias 25 0,52 +0,18 0,61+0,19 0,67 + 0,21
40 0,52+0,18 0,64 + 0,21 0,71+0,23




Dos resultados fornecidos pelas fotomicroscopias e pelo software AnalySIS,
confirma-se o que ja havia sido visto pelo DLS, ou seja, as formulagbes de NPT
analisadas apresentaram-se estaveis em relacdo ao tamanho das goticulas e a
homogeneidade da dispersdo, em todos os tempos e temperaturas do estudo.
Entretanto, a MO nos permite uma caracterizagcdo melhor das goticulas de maior
didmetro. O percentual de goticulas encontradas em cada diametro, pode ser visto
nas Figuras 22, 23 e 24, apresentadas a seguir, que correlacionam as
fotomicroscopias com os didmetros maximos em seu respectivo campo analisado.
Driscoll e colaboradores (2003), demonstraram através de microscopia eletrénica,
que trés formulagdes para uso pediatrico e neonatal, que possuiam como fase
lipidica uma emulsédo a base de TCL/TCM a 20%, mantiveram a microestrutura das
goticulas lipidicas inalterada durante as 48h do estudo (DRISCOLL et al., 2003).
Cabe aqui lembrar que, em 1994, Neves em dissertagdo de Mestrado mediu o
didmetro de goticulas lipidicas em oito formulagdes de nutricdo parenteral diferentes.
Para diluigdo das amostras foi empregado propilenoglicol a 75% (NEVES, 1994).
Pather e colaboradores, em seu artigo publicado em 1995, descrevem uma
metodologia de analise de nutricdo parenteral em MO utilizando como diluente agua
deionizada. Antunes (2002) utilizou microscopia eletrbnica para determinar o
temanho das goticulas lipidicas em amostras de NPT, as quais foram fixadas com
tetréxido de ésmio a 1%. O presente estudo encontrou resultados mais adequados
com diluicbes em agua destilada, semelhantes as realizadas por Pather e

colaboradores (1995).



A seguir, apresentam-se figuras mostrando a distribuicdo das populagbes de
goticulas lipidicas NP1, NP2 e NP3 a 0 e 72h, obtidas a partir de valores contados

através das fotomicroscopias.
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Figura 24. Distribuicao dos diametros médios, minimos e maximos em NP1 no tempo 0
(A) e em 72h na temperatura de 4°C (B), 25°C (C) e 40°C (D).
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Figura 25. Distribuicdo dos diametros médios, minimos e maximos em NP2 no tempo 0
(A) e em 72h na temperatura de 4°C (B), 25°C (C) e 40°C (D).



w
[=}

>

g
[S)

©

o
3}

Diametro da Microesfera Lipidica (4 m)
(¢,

o
=]

0 100 200 300 400 500 600 700
N©. de Goticulas Medidas

Diam Medio
Diam Max
Diam Min

Figura 26. Distribuicao dos diametros médios, minimos e maximos em NP3 no tempo 0

Diametro da Microesfera Lipidica (4 m)

Diametro da Microesfera Lipidica (4 m)

»w
[=]

N
&
\

N
=)
,

N©. de Goticulas Medidas

3,0

€
=
@
2
R=)
2
3
©
©
2
o 1,5
o
Q
=
)
°
o
=
@
£
«
(=]

2,5

2,0

0,5

0,0

100

200 300 400 500 600
NO. de Goticulas Medidas

3,0

2,54

2,0 A

NO. de Goticulas Medidas

(A) e em 72h na temperatura de 4°C (B), 25°C (C) e 40°C (D).



Diametro maximo =
2,66 um

Diametro maximo =
100 - 2,88 pm A

75

i . . AL B 50
: : i e 2 25 .
O ; ' 01 ; ;

Oatlpm 1a2pm 2a5pm >5pm
Diametro maximo de goticulas (um)

* de gaticulas

33 Diédmetro maximo =
X ; 100 - * B
2 FOSAI 1,97 um
D 4 w 75
A . o
o 2y aoite =
TG 1 2 50
' oty [
' e (=]
a0 irs - L 254
¢ : DN O RPE 0
) AT 1A : Oalym 1a2pm 2a5pm  >5pm
1 - Didmetro maximo da goticulas (um)
. C
100 4
n
M
= 754
2
2 50
=
5 25
07 T T T 1
Oaipm 1a2pm 2a5pm >5pum
Diametro maximo das goticulas (um)

Figura 21. Fotomicroscopias e % de diametros maximos em NP1 a 25°C, nos tempos 0
(A), 48h (B) e 7 dias (C) ap6s o preparo.
*O percentual de goticulas entre 1 e 2 um foi muito baixo e ndo esta expresso em C.

Diameat




Diametro maximo =
2,88 um

A
100
n
2 =2 75
a
! .2
G 50
(=]
/ o =
At : w 25
: 0
. Oa1 1a2 2a5 >5
v : Diametro maximo das goticulas (pUm)

e e e L e e Diametro maximo =

* de goticulas

B ' i 0at 1a2 2a5 >5
2 : B Di 4o chgotiL
. Diametro maximo =
. 2,15 pm
2 “u
- ] . 1m C
of 75
e E 50
O =
o 25
. - z
0 i K. ]
b Oa1t 1a2 2a5 >5
Diametro maximo das goticulas

Figura 22. Fotomicroscopias e % de didmetros maximos em NP2 a 25°C, nos tempos 0 (A),

48h (B) e 7 dias (C) apés o preparo.



Diametro maximo =

1,97 um
7 100
|

E 75

=1

2

= 50

(=]

-

" 25

0 [
Oat 1a2 2a5 >5
Diametro maximo das goticulas

Diametro maximo =

3,01 um
A i 100 4
& 75
=1
£ 2
T 50
(=]}
L1
=
= 25 4
ol [
] Oa1 1a2 2a5 >5
: Diametro maximo das goticulas
whatis et Cn e el e R Diametro maximo =
e < lii e ; ot 1,98 pm
- o oy -
- : . . - “ 1m,
. "
3 - " 5w : 75 4
(o}
. 8 iiiniant i
. ‘ . 5 2 50|
. Y. 5
. B =]
b . & 25 -
by £ -
_ 2%y i 0
ls ‘ : ; e o el Oa1 1a2 2a5 >5
: .. . o B v ' . Diametro méximo das goticulas

Figura 23. Fotomicroscopias e % de diametros maximos em NP3 a 25°C, nos

tempos 0 (A), 48h (B) e 7 dias (C) apds o preparo



Além dos didametros, o software de MO utilizado forneceu também medidas
como forma da goticula, a tendéncia a esfericidade e o didmetro de Ferret, um
didmetro calculado a partir de tangentes externas as goticulas, sendo um pouco

maior que o didmetro maximo.

Estes parametros também n&o apresentaram alteragéo significativa durante o
estudo. As goticulas ndo foram consideradas esferas perfeitas, porém, isto ja era
esperado devido as interagdes sofridas pela agdo do solvente (solvatagdo). Apesar

de exceder o didmetro maximo, o didmetro de Ferret ndo apresentou nenhum resultado

médio acima de 5 um.

Sendo assim, pode-se confirmar a estabilidade das emulsdes de NPT
estudadas quanto ao tamanho das goticulas, visto que, apos analises dos
percentuais para cada diametro, ndo foram encontrados, em nenhuma das
formulagdes estudadas, para nenhum tempo ou temperatura do estudo, percentuais
maiores que 0,4% de goticulas maiores que 5 pm. Logo, pode-se afirmar que,
quanto ao tamanho das goticulas lipidicas e a homogeneidade da dispersao todas
as formulagdes estudadas — NP1, NP2 e NP3 — foram estaveis nas condigbes do
trabalho, independentemente da presenga de oligoelementos ou vitaminas ser

concomitante ou nao.

No entanto, comparando-se os dois métodos de analise de tamanho de
goticulas, foi observada uma variagdo nos diametros médios obtidos por DLS e por
MO, apesar de nao terem sido encontrados diametros médios maiores que 1 um por

nenhum dos métodos. As goticulas medidas por MO apresentaram um diametro



meédio na faixa de 600 nm, enquanto as medidas pelo DLS se apresentaram na faixa
de 300 nm. Esta variacdo provavelmente ocorreu devido a dois fatos.
Primeiramente, o tratamento das imagens obtidas pela MO, feito pelo software
AnalySIS, superestima os didmetros das goticulas durante a transformagdo da
imagem para sistema binario, quando ocorre a formagdo de uma sombra ao redor
das goticulas. Além disso, quando as laminas de MO eram visualizadas ao
microscopio, eram observados dois campos, em dois planos diferentes. Um dos
planos, o que foi contado, apresentava as goticulas fixadas a lamina, tendo sido este
o utilizado para a contagem. O outro plano apresentava as goticulas em movimento
browniano, n&o permitido a contagem das mesmas. Como este movimento é

caracteristico de goticulas menores, este plano foi desconsiderado.

A MO também permitiu a caracterizagao das goticulas de maior didmetro que
apareciam nas fotos. Desta forma, foram detectadas goticulas na faixa de 2 ym , 3

Mm, 5 ym e até 10 uym.

Lewis, em 1993, em seu artigo sobre a justificativa do uso de filtro de linha de
1,2 ym para a infusdo de misturas totais de nutrientes, lembrou que a ocluséo de
cateteres por emulsdes de NPT 3 em 1 € muito maior do que pelas formulagdes 2
em 1, que ndo contém lipidios. Outros autores demonstraram que a obstrucdo de
cateteres foi significativamente maior em pacientes recebendo NPT 3 em 1, em
contraste com aqueles que recebiam emulséo lipidica separadamente (LEWIS,

1993).



Contrario ao que se esperava, como pode ser observado no presente
trabalho, ndo foram encontradas diferengas na estabilidade das formulacdes
estudadas. A presencga de oligoelementos e vitaminas numa mesma formulagéo,
como encontrado em NP3, ndo afetou nenhum dos aspectos de estabilidade
analisados neste estudo. Logo, em relagdo aos meétodos estudados, todas as
formulacdes estudadas apresentaram-se estaveis para todos os tempos e
temperaturas do estudo. Mesmo a alteracbes de coloragao foram semelhantes para

as trés formulagdes.

Ambos os meétodos, DLS e MO, mostraram-se uteis para a analise do
tamanho das goticulas em emulsdes 3 em 1 de NPT. Entretanto, eles podem ser
considerados métodos complementares entre si, analisando faixas de goticulas de
tamanhos diferentes. Aparentemente o DLS caracteriza a dispersdo como um todo,
permitindo avaliar se esta € ou ndo homogénea e se apresenta a maioria das
goticulas dispersas na mesma faixa de 1 a 5000 nm, enquanto a MO permite a
visualizagdo da emulsdo, com a observagado de goticulas de tamanho aumentado.
Os dados obtidos pela MO, evidenciando, mesmo em pequeno percentual de
diametros maiores que 2 um, nos levam a concluir que o uso de filtros a infusdo de

formulagdées 3 em 1 de NPT deve ser aconselhado.



4.7. DISCUSSAO FINAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

Nas ultimas décadas, muitos estudos clinicos foram realizados avaliando a
eficacia da utilizacdo de NPT como parte fundamental de um suporte nutricional
(MARIAN, 1993; WOLFE & MATHIESEN, 1997; SOUBA, 1997; KLEIN et al., 1997;
SATYANARAYANA & KLEIN, 1998; TOIGO et al., 2000). Porém, poucos estudos
tém sido realizados no que tange a estabilidade fisico-quimica das formulagcbes de
NPT, principalmente no Brasil. Sendo assim, trabalhos neste sentido poderao trazer
maior seguranca e eficacia clinica aos pacientes e profissionais envolvidos com esta

terapia.

A terapia nutricional esta progredindo rapidamente para atender as demandas
de nutrrientes precisamente definidas para células individuais e, na verdade,
representa a pratica da bioquimica clinica. A importancia bioquimica de vitaminas e
oligoelementos esta bem estabelecida na atualidade tais como suas funcgbes
antioxidantes, como componentes essenciais de muitas enzimas e seu papel

emergente na biologia molecular (HARDY & ALLWOOD, 2000).

As interagdes entre micro e macronutrientes podem afetar sua disponibilidade
e funcdo. Sob condi¢gdes anaerdbicas e pH adequado, por exemplo, a vitamina C
pode reduzir o cobre da forma cuprica para a forma cuprosa. Nao se sabe se isso
afeta a utilizagao do cobre, uma vez infundido, mas se observa a precipitacao de
sulfeto de cobre em certas misturas de NPT, contendo um outro antioxidante, o

aminoacido cisteina (HARDY & ALLWOOQOD, 2000).



A NPT deve ser completa, ja que se propde a mimetizar a ingestdo normal de
nutrientes, isso significa que todos os substratos necessarios (aminoacidos,
carboidratos, lipidios, agua, eletrdlitos, vitaminas e oligoelementos) devem ser
suplementados em quantidades diarias recomendadas (CARPENTIER, 2004;

FURST, 2004; SOBOTKA et al., 2004; SHENKIN, 2004).

No Brasil, na pratica, em algumas unidades de preparo de NPT, sejam elas
unidades hospitalares ou empresas prestadoras de servicos, ainda se evita a
mistura de oligoelementos e vitaminas numa mesma formulagdo pediatrica, devido
as possiveis interagcbes que estas duas classes de nutrientes podem apresentar.
Portanto, estes nutrientes tém sido, muitas vezes, administrados em dias alternados
ou em bolsas separadas, preparando-se assim duas bolsas diarias. Primeiramente,
a administragdo em dias alternados n&o estda mimetizando a nutrigdo normal de um
individuo, ja que todos os nutrientes deveriam ser ingeridos simultaneamente de
uma forma balanceada. Outrossim, a administragdo de duas bolsas diarias aumenta
a manipulacdo do cateter, aumentando assim as chances de contaminagao do

mesmo (ALLWOOD, 2002; PERTKICKIEVICZ et al., 2004).

O presente trabalho teve a preocupacdo de avaliar especificamente se a
presenga de oligoelementos e vitaminas concomitante numa formulagdo de NPT
alterou sua estabilidade fisico-quimica quanto ao tamanho de goticulas, quando
comparada a mesma formulacdo contendo vitaminas e oligoelementos
separadamente. De forma interessante, o tempo e a temperatura de estocagem nao
influenciaram este critério de estabilidade das misturas, bem como a presenca de

oligoelementos.



A recomendagao técnica publicada pela ASPEN (1998) postula que o aporte
de energia, proteinas, fluidos, eletrélitos, vitaminas, oligoelementos e outras
medicacdes contidas na NPT, devem ser revistos para todas as prescrigdes,
garantido assim que uma formulagdo completa e balanceada esteja sendo provida.
Além disso, a ASPEN (1998) recomenda que todos os componentes de uma NPT
devem ser avaliados quanto a dose e quanto a problemas potenciais de
compatibilidade e estabilidade. A ASPEN recomenda também que cada formulacao
preparada de NPT seja inspecionada quanto a sinais de presenca de particula,
contaminagdo e/ou separagao de fases (ASPEN, 1998). No entanto, n&do existe
nenhuma obrigatoriedade em se fazer analises fisico-quimicas das formulag¢des de

NPT comercializadas.

Alguns estudos ja citados neste trabalho demonstraram a preocupag¢do em se
avaliar a estabilidade fisico-quimica de NPT, contendo todos os nutrientes
necessarios para a manutencao do estado nutricional em uma sé bolsa. Porém, nem
todos estes estudos se preocuparam em avaliar formulagdes contendo
oligoelementos e vitaminas concomitantemente. Além disso, os estudos realizados
estdo, na maioria das vezes, concentrados em um numero pequeno de autores e a

grande maioria dos estudos tem sido realizada nos Estados Unidos.

O presente trabalho demonstrou que, independentemente da presenca de
oligoelementos e vitaminas concomitantes, todas as trés formulacdes avaliadas
(NP1, NP2 e NP3) demonstraram alteracées semelhantes quanto ao aspecto visual.

Isto pode ser conferido na Tabela 10 e na Figura 7. Apds 24h foi notado



escurecimento de todas as formulagdes em relagdo ao tempo zero, com excegao
das formulagdes mantidas a 4°C. Como ja foi mencionado, este escurecimento
provavelmente se deve a reacdo de Maillard (ASPEN, 1998). As formulagdes
estudadas comecgaram a apresentar formacdo de camada de creme a partir de 48h
de armazenamento. As formulagdes armazenadas a 4°C ndo mostraram formacéao
de camada de creme. Nao houve separacao efetiva de fases durante os 7 dias de
estudo em nenhuma das temperaturas. Este resultado pode ser comparado ao de
Driscoll e colaboradores (1995) e ao de Lee e colaboradores (2003). Porém, nestes
dois estudos foram avaliadas formulacées de NPT para adultos, nas quais o volume
€ muito maior que nas pediatricas. Portanto, foi de fundamental importancia
demonstrar que, mesmo nas formulagdes pediatricas estudadas, contendo uma
concentracao relativa de nutrientes muito maior e um volume final muito menor que

formulagdes para adultos, ndo foi caracterizada separagao efetiva de fases.

Como ja havia sido apontado por Driscoll (1995), as alteragdes visuais e as
variacbes no pH, mostradas na tabela 12, ndo foram relevantes para mostrarem
interdependéncia. Lee (2003) também demonstrou que ndo houve variagdo do pH

em suas formulag¢des estudadas.

A carga superficial das goticulas — traduzida pela medida do potencial zeta —
também teve sua importéncia conferida por Driscoll e colaboradores (2001), mas
também em uma formulagcéo que ndo continha oligoelementos ou vitaminas. Driscoll
apresentou uma comparagao entre o potencial zeta e o pH das preparacgoes,
apontando que valores de pH muito baixos, rapidamente reduzem o potencial zeta

das formulagbes, comprometendo sua estabilidade. Segundo Driscoll e



colaboradores (2001), o potencial zeta de emulsdes lipidicas intravenosas deve
estar compreendido entre —30 e —50 mV. De forma interessante as trés formulacdes
deste estudo se mantiveram nesta faixa, demonstrando que a mistura dos nutrientes
a emulsao lipidica ndo afetou sobremaneira sua estabilidade tanto no que diz
respeito ao pH, quanto ao potencial zeta. Parece que determinacgdes fisico-quimicas
mais simples, como a medida do potencial zeta, ndo tem sido consideradas nos
ultimos anos, no entanto esta medida nos revela a distdncia das cargas entre o
emulsificante e as goticulas de Oleo. Portanto, ele pode sim ser considerado
fundamental para o controle de qualidade destas formulagdes, ja que traduz a
eficacia do agente emulsificante perante as alteragdes promovidas pela mistura de

nutrientes.

O tempo e a temperatura de estocagem nao exerceram influéncia sobre o
potencial zeta. Isto pdde ao longo do estudo ser confirmado pelos métodos de MO e
DLS, que demonstraram que também ndo houve alteracdo no tamanho das
goticulas lipidicas durante o estudo. O DLS mostrou que as trés formulagdes,
inclusive a que continha oligoelementos e vitaminas juntos, mantiveram-se
homogéneas quanto ao tamanho das goticulas lipicas. A MO mostrou principalmente
que nao foram encontradas goticulas acima de 5 ym em percentual superior a 0,4%

(DRISCOLL et al., 2001; DRISCOLL, 2005).

Embora o Pharmacopeial Forum (2004) esteja indicando somente o LO os
meétodos de difragcdo a laser, como o DLS, para determinacado de estabilidade de
emulsdes lipidicas intravenosas, a propria Farmacopéia Americana indica para a

determinacao de particulas em injetaveis, além do LO, a microscopia 6ptica (MO). A



Farmacopéia Britdnica também indica estes dois testes para determinacdo de
particulas subvisiveis e a Européia indica somente a MO. (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 1997; BRITISH PHARMACOPOEIA, 2004; PHARM FORUM,
2004; DRISCOLL, 2005). Os métodos de difracdo a laser e de microscopia tém se
mostrado mais acessiveis, visto que ha uma quantidade mundialmente maior e mais
abrangente de publicagdes utilizando estes métodos para determinagdo da
qualidade de emulsdes lipidicas em NPT. A inspecao visual, a determinac¢ao do pH e
do potencial zeta constituem métodos mais simples e complementares, fornecendo
informagdes nem sempre conclusivas, mas muitas vezes fundamentais para um
estudo mais detalhado (PATHER, 1995; PORCELLI et al., 1998; SFORZINI et al.,

2001; LEE et al., 2003; PERTKIEWICZ et al., 2004).

Também nao foi detectada contaminagdo microbioldgica, revalidando assim o
método utilizado pela empresa Nutriente. Uma possivel contaminacdo estaria
influenciando no pH das formulag¢des e no tamanho das goticulas lipidicas analisado
por MO, visto que microorganismos poderiam ser confundidos com goticulas de

tamanho aumentado.

Nao foi detectada formacado de perdoxidos em nenhuma das formulagdes. O
nivel recomendado de peréxidos em emulsdes intravenosas é 0,5 mEq/L. E
importante o controle desses niveis, ja que os perdxidos sdo responsaveis por

inumeros danos oxidativos celulares (LEE, 2003).

O presente estudo mostrou que, independentemente da temperatura de

armazenamento (4°C, 25°C e 37°C) e do tempo de estocagem entre zero e sete dias



os parametros avaliados, a saber, pH, indice de perdxido, potencial zeta, aspecto
visual e o tamanho das goticulas lipidicas mantiveram-se inalterados e dentro dos
limites preconizados pela literatura. Portanto, as formulacbes estudadas foram

consideradas estaveis em relacdo aos parametros estudados.

Através das analises realizadas por MO sugere-se que seja utilizado filtro 1,2
pm para a infusdo, visto que goticulas de tamanho aumentado podem ser
encontradas independentemente do tempo ou da temperatura de armazenagem. A
utilizagdo do filtro vem sendo internacionalmente aconselhada desde a publicacao
do “FDA Safety Alert” em 1994. No Brasil, a utilizagdo de filtro ndo é obrigatéria e
seu uso é bastante limitado, principalmente devido ao elevado custo (FDA, 1994;
BUCHANAN, et al.,1995; ASPEN, 1998; BRASIL, 1998; ALLEN, 2000;

PERTKIEWICZ et al., 2004).

E importante ressaltar que os dados obtidos no trabalho confirmam a
estabilidade fisico-quimica quanto aos parametros avaliados e a inocuidade quanto
a homogeneidade das formulagdes, ao tamanho de goticulas e a manutengdo da
esterilidade. Porém, estes dados ndo garantem que os pacientes estejam recebendo
férmulas nutricionalmente adequadas ou que estas estejam sendo assimiladas de
forma eficaz pelos pacientes. Para que isso seja alcancado, faz-se necessario um
acompanhamento do perfil metabdlico dos pacientes durante a terapia de NPT,
avaliando especificamente os marcadores bioquimicos nutricionais. Além disso, para
se garantir uma real estabilidade quimica das formulagdes s&o necessarios estudos

quimicos mais detalhados, principalmente no que diz respeito ao escurecimento das



emulsbes e a concentragdo das vitaminas ao longo do tempo e sob variadas

temperaturas (ALLWOQOD, 1998; ALLISON, 2004).



5. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que:

 Os métodos utilizados mostraram-se Uteis para uma analise qualitativa de

emulsdes de NPT, no que tange o tamanho das goticulas lipidicas;

» A presengca de oligoelementos e vitaminas, concomitante ou nado, nao

promoveu alteragao na microestrutura fisica das emulsoes;

» As diferentes temperaturas utilizadas para armazenamento neste estudo nao
influenciaram na microestrutura fisica das emulsées de NPT em questao.
Entretanto, houve alteragao fisica visual, notada com o escurecimento das

mesmas e formagao de camada de creme;

* As condi¢gbes de armazenamento ja preconizadas nas normas técnicas, entre
2°C e 8°C, mostraram-se ideais, pois preservam todas as caracteristicas

iniciais das misturas em até 7 dias;

« Em relagdo ao tamanho das goticulas lipidicas e a homogeneidade das
emulsdes estudadas e também em relacdo a manutencado da esterilidade,
poderiamos sugerir um prazo de validade de pelo menos 96h para as
formulagdes estudadas. Entretanto, para se determinar um prazo de validade

seguro para tais misturas, sdo necessarios mais estudos, principalmente

relacionados a estabilidade quimica das mesmas;



* Devido a detecgao de goticulas de didametro maximo maior que 2 pym pela MO
nas emulsdes de NPT estudadas, independentemente do tempo e
temperatura de armazenamento, aconselha-se a utilizagdo de filtro de linha

acoplado ao equipo de infusdo no paciente.
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