UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Centro de Ciéncias da Saude
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas

Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas FAIEIII!‘II{\%IA

T 1903

Dissertacdo de Mestrado

Construcdo de uma camara de fotoestabilidade, estudo da
fotodegradacéo da vitamina A e da acdo antioxidante do polifosfato de
sodio em misturas de nutricdo parenteral.

Clayton Anderson de Azevedo Filho

Recife — PE Brasil
Agosto / 2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Centro de Ciéncias da Saude
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas

Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas FAIEIII!‘II{\%IA

T 1903

Construcdo de uma camara de fotoestabilidade, estudo da
fotodegradacéo da vitamina A e da agdo antioxidante do polifosfato de
sodio em misturas de nutricdo parenteral.

Clayton Anderson de Azevedo Filho

Dissertacdo  apresentada ao
Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas da UFPE
como parte dos requisitos para a
obtencdo do Grau de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas

Orientadora: Profé Dr2 Beate Saegesser Santos

Recife — PE Brasil
Agosto / 2008



Azevedo Filho, Clayton Anderson de

Construcdo de uma céamara de fotoestabilidade,
estudo da fotodegradacdo da vitamina A e da acao
antioxidante do polifosfato de sdédio em misturas de
nutricdo parenteral / Clayton Anderson de Azevedo Filho.
— Recife : O Autor, 2008.

xv, 107 folhas : il., fig., tab.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de
Pernambuco. CCS. Ciéncias Farmacéuticas, 2008.
Inclui bibliografia e anexos.
1. NutricBo parenteral. 2. Fotoestabilidade -

Vitamina A. 3. Polifosfato de soédio. |. Titulo.

612.392.9 CDU (2.ed.) UFPE
613.28 CDD (22.ed.) CCS2009-099



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

Recife, 29 de agosto de 2008.

Dissertacio de Mestrado defendida e APROVADA, por decisdo
unidnime, em 29 de agosto de 2008 e cuja Banca Examinadora foi
constituida pelos seguintes professores:

PRESIDENTE E EXAMINADOR INTERNO: Profa. Dra. Beate
Saegesser Santos (Dept® de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Pernambuco - UFPE).

Assinatura:

EXAMINADOR INTERNO: Prof. Dr. Pedro José Rolim Neto
(Dept® de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE)

e S L.

. A \
Assinatura:  ———____ e
T

EXAMINADOR EXTERNO: Prof. Dr. José Almiro Paixdo (Dept®
Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE).

{ T !
Assinatura: ;/O( @ 01 AMAR M @W




O presente trabalho foi desenvolvido pelo Nucleo de Pesquisas em Nutricdo
Parenteral (NP2) localizado no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCFar) do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e
realizado no Laboratério de Biofisica Quimica do Departamento de Biofisica
(CCS/UFPE) e no Laboratério de Optica N&o Linear e Optoeletronica localizado no
Departamento de Fisica (DF) do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza

(CCEN/UFPE).



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais Clayton Anderson de Azevedo e Léa Costa de
Azevedo que me deram todo o incentivo e por terem sonhado por este momento e que

hoje compartilham comigo.

A minha namorada Mirtes Gongalves Barbosa da Silva que esteve presente em todos 0s
momentos, principalmente os mais dificeis, dando-me apoio e equilibrio emocional para

seguir em frente.



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A Prof. Dra. Beate Saegesser Santos pela disposicdo em me orientar e por ter abragcado a
idéia deste trabalho juntamente comigo, dando toda a oportunidade de crescer. Obrigado
pelos incentivos e palavras amigas nos momentos dificeis. Um exemplo de
profissionalismo, competéncia e seguranca, e estas virtudes permanecerdo comigo

sempre!



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter por ter me dado saude, sabedoria e perseveranca para concluir este
trabalho, me acompanhado em mais uma etapa da minha vida, e colocado tantas pessoas

importantes em meu caminho;

Aos meus irmaos Laerson, Carmem e Ana Léa, e familiares por todo apoio e pelas

palavras de incentivo;

Ao meu amigo Daniel Filgueiras Gomes pela grande contribuicdo para a realizacdo
deste trabalho, pelo apoio em todas as horas, por sua cooperacdo e disponibilidade, e

também a sua esposa Maria José que tanto nos apoiou neste trabalho;

Aos alunos Rayana Muniz, Albérico Duarte, Verdnica Alves e Jodo Paulo Guedes, do
Nucleo de Pesquisas em Nutricdo Parenteral do DCFar/UFPE, pela contribuicdo e

dedicacéo a este trabalho;

Ao Prof. Dr. Waldeciro Colaco por gentilmente ceder o radibmetro e se colocado a

disposicdo como um colaborador deste trabalho;

Ao Prof. Dr. Cid Araujo por ceder o espectrofotdmetro e aos seus alunos Luiz Arturo,
Euclides, Tamara, Marcos André e Ernesto Valdéz pela ajudo com o uso do

Espectrofotbmetro;



As secretérias do Programa de P6s-Graduagio em Ciéncias Farmacéuticas Maria da
Conceicdo Barros e Margarete Valdevino, e a secretéaria do Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas Fatima por todo o apoio técnico prestado.

Aos Professores. Dr. José Almiro, Dra. Adriana Fontes e Dra. Patricia Farias pelos

esclarecimentos, disponibilidade e pelo apoio dado durante todo este trabalho.

Aos meus amigos do Laboratdrio de Biofisica Quimica Claudilene, Aluizio, Denise,
Rafael, Breno, Cynthia, Kilmara, Rosana e Rebeca que puderam compartilhar comigo

muitos bons momentos durante a realizacdo deste trabalho;

Aos meus amigos José de Arimatea, Jodo Roberto, Daniele Lorddo, Julio Cesar,
Catarine Cavalcanti, Frederico Menezes, Sarah Ximenes, Jussara Diniz, Braulio Cesar,
Caueh Jovino, Adley Antonini, Emmanuela Paiva e Marianne Lima, por todo apoio,

incentivo e pelo companheirismo;

Aos funcionarios da Central Analitica do DQF/UFPE Ricardo Oliveira e Eliete
Vasconcelos e as alunas do Laboratério de Saneamento Ambiental do CTG/UFPE,

Luiza Feitosa e Poliana Maria pela cooperacdo com este trabalho;

Aos Farmacéuticos Demdsthenes Marques (HC/UFPE) e Jean Batista (HUOC/UPE), do
Nucleo de Pesquisas em Nutricdo Parenteral, a Profa. Dra. lvone Souza (DCFar/UFPE)
e 0 aluno do DCFar Sérgio NObrega pelo apoio técnico e intelectual dado a esta

pesquisa;



Aos meus grandes amigos Josué Santiago, Efraim Sales, Flavio Azevedo, Tibério Sales,
Thiago Sales, Henrique Randau, Claudio Damasceno e Robinson Costa, por todo apoio
dado durante a realizacéo deste trabalho;

A FACEPE, Propesq e CNPq pelo apoio financeiro;

E finalmente a todos que de certa forma me ajudaram a chegar até aqui.

Muito Obrigado!

Vi



“Muitos dos fracassos desta vida estdo concentrados
nas pessoas que desistiram por ndao saberem que
estavam muito perto da linha de chegada”.

Thomas Alva Edison

vii


http://www.pensador.info/autor/Thomas_Alva_Edison/

Sumario

Capitulo I — Apresentag@o € ODjJEtiVOS.........ccoveiriiiiiiece e 01
N o1 11T o Uov: T J PSSR 02
1.2 ODJELIVOS. ...ttt et ettt ettt 04
1.2.1 ODJELIVO GEIAl....c.eecveeeieiiee et 04
1.2.2 ODbjetivos €SPECITICOS. ......covieireieriiie et 04
Capitulo 11 — Revisao Bibliografica...........ccceieviiiciiiececece e 05
2.1. Histdrico evolutivo: preocupacdo com a estabilidade de medicamentos............ 06
2.2. Metaestabilidade de SiStemas qUIMICOS. ........ceurerrineriine e 08
2.3. Estudos de estabilidade de mediCamentos..........c.cooerireeirieiniece e 10
2.4. Estudos de fotoestabilidade de medicamentos............ocevevererenencne s 11
2.4.1. Principios basicos para testes de fotoestabilidade de medicamentos... 12
2.4.1.1. FOtOreagao direta.........cccerverereirieniinesiise e 14
2.4.1.2. FOtOreagao iNAIreta.........ccooververueriere i 14
2.4.1.3. Fotoreagdes aut0-SENSIVEIS. .........cureririeirine st 15
2.4.2. ACHINOMELIIA. 1. .veeeeieeie e sttt e et se e e e e enee e ereesraeneanes 16
2.4.2.1. ACtINOMELIOS FISICOS.....ueivieeiieie e 16
2.4.2.2. ACtINOMELIOS QUIMICOS. ....ovevieeerie et 18
2.4.3. Camaras de fotoestabilidade............cccooveevinieriiicceee e 19
2.4.3.1. Mapeamento da Superficie de Exposi¢édo 21
2.4.3.2. “ICH Harmonised Tripartite Guideline: Photostability 22
Testing of New Drug Susbtances and Products Q1B”..................
2.5. Estabilidade de misturas de nutricdo parenteral............cccccooveveviveiiesienies s, 24
2.5.1. Processos Fotoinduzidos em Nutricéo Parenteral..............c.cccccvevrinnnn. 25
2.5.2. Fotodegradacao da vitamina A.........cccceeeveieeiieeie s 28
2.5.3. Agentes antioxidantes €M NP...........cccoceeieiii i, 31
2.6. Uso do polifosfato de sodio como agente antioxidante..............cceevvevvevievensnennn. 32
Capitulo 11 — Materiais € MELOUOS. .......c.ccveviiieieeie e e 35
3.1 MateriaiS a8 ESTUAD......c.uieeiieieiie ettt 36
3.2 EQUIpamentos ULIHZAAOS. .........ccveveieiie et 38
3.3 Delineamento eXperimental...........cccccoeeieiiiiiieccecce e 39
3.4 Construcao da camara de fotoestabilidade.............ccccoeceviviiecie i, 39
3.5 Mapeamento da superficie de eXPOSICAD.........cccvvvvereerieiiereie e 40
3.6 Medidas da poténcia UV e iluminancia no bercario e UTI neonatal do Hospital
das CliNicas de PErNAMDUCO.............c.oceveeeereersrceesesestesesesees s ensesensnses s ssessnse e 41
3.7 Preparacao e estabilidade de emulsfes de vitamina A...........cccocovevevieciiecveeeenne. 41
3.8 Determinacdo das concentracdes da vitamina A através de espectroscopia de
absorcao eletrdnica N0 UV € VISIVEL ...........coueuevieeeieeeeee et 41

3.9 Preparacdo das misturas de nutricdo parenteral, determinacdo da cinética de

100 L TR TSR U 42
Capitulo IV — Resultados € DISCUSSAOD...........ceevueiueaieiieieeieeieesiesree e se e esaesreee 43
4.1 Construgdo da Camara de Fotoestabilidade.............ccooeevivieiiiieeiiiiciesceccie e 44

4.2 Mapeamento da superficie de exposicdo e determinagdo do tempo de
BXPOSICAD ... v et veeees e tesees s tsees s tnees et s e st en e se st es et en et en et es et et n st 48



4.3 Medidas da poténcia UV e da iluminancia do bercério no Hospital das Clinicas
08 PEIMAMDUCO. .......c.ceceviiceceeeet et ee ettt s e es et ss ettt es s et et anennenas 55
4.4 Preparacdo e caracterizacdo fisico-quimica das microemulsdes de vitamina A.. 57

4.5 Determinacdo das concentracfes da vitamina A através de espectroscopia de

absorcao eletrdnica N0 UV € VISIVEL..........c.cvvueveueeeeeeeeeeece e e 59
4.6 Estudo da fotodegradacdo da vitamina A e ac¢do antioxidante do polifosfato de

s6dio em misturas para NULFGAD PAreNteral.............co.coeveeveueeeeeeres e e ee e 60
Capitulo V — Conclusdes € Perspectivas..........ccceeeeiieiinisiesere e 67
5.1 CONCIUSDES. ....cveeiieieeie ettt sttt sttt sr e e et enaesreesnen e nrens 68
5.2 PEISPECLIVAS. .....veeve ittt ettt ettt sb ettt en e 69
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oooiininineeneieeseeseiee s 71
ANEXOS. ... et a e e e e e e nrae e nraeennnae s 82
ANEXO A e et a e ae e 83
ANEXO A1l: Tabela de composicao da solucdo de aminoacidos pediatricos 10%.

Formula similar a0 AMINOPEA® 10%0.......cccverveireirieeire e 83
ANEXO A2: Tabela contendo as vitaminas e seus respectivos valores de Ingestdo

Diaria Recomendada (IDR).........ooeuiiiiiiiie it 83
ANEXO B: Especificagdes técnicas da camara de fotoestabilidade desenvolvida

pelo Nucleo de Pesquisas em Nutricdo Parenteral/UFPE..............ccccocvvviiviieciennnn, 84
ANEXO C: Defini¢des importantes em fotometria e radiometria...........ccceverernne 84
ANEXO D: Artigo Cientifico Submetido ao International Journal of

Pharmaceutics (Qualis A INternacional)...........cccccveveiiiiiiircie e 85



Lista de figuras

Figura 2.1 — Actindmetros fisicos: luximetro (esquerda) e radidmetro (direita)........
Figura 2.2 - a) Espectro de emissdo do ultravioleta proximo, entre 300 e 400 nm.
b) Espectro de emissdo da luz visivel, entre 400 e 700 nm [Fonte: TANNESEN,

Figura 2.4 — Céamara de fotoestabilidade modelo 65460 comercializada pela
CARON™ [Fonte: Www.caronproducts.COMY.......uivueruiererirrririenieeiesiesseeseeie e
Figura 2.5 — Espectro de distribuicdo de poténcia relativa das lampadas 1D65,
branca fria e ultravioleta e outros tipos de lampadas [Fonte: Piechock & Thoma,

Figura 2.6 — Espectro de distribuicdo completo do UV e visivel de uma lampada de
arco de xenonio utilizada em camaras de fotoestabilidade. ...........cc.ccocevcrieiiiiinnnnee
Figura 2.7 — Estrutura molecular de uma cadeia de polifosfato [PO3-]n, comn =9
[retirada de PEREIRA, 2007]......cooioiiieiiieie et
Figura 4.1 — Visdo interna da versdo preliminar da camara de fotoestabilidade,
contendo seis lampadas BF e duas lampadas UV..........ccccceoviiiininincnnccnen
Figura 4.2 — Compartimento contendo as instalagbes elétricas da camara de
fotoestabilidade, trés reatores eletronicos para lampadas BF e um reator para duas
JAMPAAS UV ... e bttt et
Figura 4.3 — Esquema representativo da lei do inverso do quadrado. Intensidade
por unidade de area varia inversamente proporcional ao quadrado da distancia de
um ponto da fonte de HUMINACAD. .........cccevveviiir e
Figura 4.4 — Viséo geral da camara de fotoestabilidade construida pelo Nucleo de
Pesquisas em NULFCE0 Parenteral............cccceiieriiiiiiiiir e
Figura 4.5 — Delineamento da area util na superficie de exposicdo das amostras
dentro da camara de fotoestabilidade.............ccocoviiiiiiiiiiiii
Figura 4.6 — llustracdo da posicdo dos detectores do radidmetro e luximetro nos
pontos demarcados na camara de fotoestabilidade.............cccoceeveviiiiiii i
Figura 4.7 — Mapas de intensidade bidimensionais da iluminancia monitorada no
interior da cAmara de fotoestabilidade para as lampadas (a) branca fria; (b) UV; (c)
UV+BF e da irradiancia observada para (d) BF; (e) UV; e (f) UV+BF....................
Figura 4.8 — Mapas de intensidade tridimensionais da iluminancia monitorada no
interior da cAmara de fotoestabilidade para as lampadas (a) branca fria; (b) UV; (c)
UV+BF e da irradiancia observada para (d) BF; (e) UV; e (f) UV+BF.....................
Figura 4.9 — Localizacdo de uma incubadora préximo a janela na UTI neonatal do
Hospital das Clinicas da UFPE.............ccooiiiiiii e
Figura 4.10 — Espectro de absorc¢do eletrénica de microemulsdo de vitamina A........
Figura 4.11 — Regressdo linear da vitamina A microemulsionada................c.cccoee.....
Figura 4.12 — Exposicao das formulaces de NP na camara de fotoestabilidade.......
Figura 4.13 — Espectros de absorcdo da vitamina A (linha tracejada) e da mistura
para NP contendo vitamina A (linha cheia). A seta evidencia 0 comprimento de
onda (326 nm) monitorado durante o experimento de fotodegradacao......................
Figura 4.14 — Perfil de fotodegradacdo acelerada da Vitamina A sob acdo das
lampadas UV (m) e BF () sob um tempo equivalente a 10 h de exposi¢ao na sala
de UTI neonatal do Hospital das CliniCas.............cooeeveiieiiiiecie e
Figura 4.15 — Cinética de degradacdo da vitamina A em formulagdes com e sem
PoliP (a) usando luz visivel e (b) usando Uz UV..........ccccoevviieie e,

17
19

20

21

22

32

44

45

47

47

49

50

51

52

55

58

59
61

62

62



Lista de tabelas

Tabela 2.1 — Tipos de Estabilidade a serem previstas em sistemas de uso
L2 L = To =T o o USSP

Tabela 3.1 — Produtos utilizados no preparo dos sistemas estudados.............cccccceue.
Tabela 3.2 — Componentes utilizados nos experimentos de fotodegradagéo e suas
FESPECLIVAS CONCENIIAGOES. ... ecvieeeetiie ettt ettt eeenes
Tabela 3.3 — Equipamentos utilizados nas analises das preparacfes estudadas.........
Tabela 4.1 — Medidas da temperatura, luminosidade média e poténcia UV da
montagem preliminar e final da camara de fotoestabilidade.............ccccoovviveirrnnnnn.
Tabela 4.2 — Valores médios das irradiancias e das iluminancias dos 16 pontos
criticos do bercario e UTI neonatal do HC/UFPE...........ccooe i,
Tabela 4.3 — Formulagdo da microemulsdo de vitamina A utilizada neste estudo.....
Tabela 4.4 — Pardmetros que definem a fung&o da reta de regressdo y = a + bx........

Xi

11
36

37
38

48
56

57
60



Lista de Abreviaturas, siglas e simbolos

NP — nutri¢do parenteral

UV - ultravioleta

PoliP — polifosfato de sodio

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Vis — visivel

nm — nandmetros

PO,* — fons fosfato

[NaPOgs]n — formula empirica do polifosfato de sodio
n — grau de polimerizacéo

UTI — Unidade de Terapia Intensiva

FDA — Food and Drug Administration

WHO - World Health Organization

ICH - Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Registro de Produtos Farmacéuticos
para Uso em Seres Humanos

REM - radiacdo eletromagnética

ISO — International Organization for Standartization
IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry
NPT — nutricdo parenteral total

EVA — etinil-vinil-acetato

H,0, — radicais perdxidos

TCM - triglicerideos de cadeia média

DNA — &cido desoxirribonucléico

pH — potencial hidrogenidnico

Xii



BF — branca fria

EPIs — Equipamentos de protegéo individual
UV-Vis — ultravioleta e visivel
HC — Hospital das Clinicas

I, — fluxo de fotons

A — comprimento de onda

¢b(\) — campo quantico

&), — absortividade molar

0, — oxigénio molecular singleto
hv — radiagéo eletromagnética

cm — centimetros

°C — graus centigrados

n=23,14
h — hora
W — watt

PS80 — polisorbato 80
[Jg — micrograma
CJW — microwatt
Ca™" — fon calcio
Mg™* — fon magnésio
UVA — ultravioleta A

UVB — ultravioleta B

Xiii



Resumo

A incidéncia direta ou indireta da luz visivel e ultravioleta nas preparagdes de
nutricdo parenteral induz a fotodegradacdo de seus componentes, dentre eles as
vitaminas. H& diversos estudos que relatam a fotossensibilidade das vitaminas,
principalmente a vitamina A, que desempenha um importante papel na viséo,
crescimento e manutencdo dos tecidos, e no sistema imunoldgico. H& poucas opcoes de
substancias utilizadas como antioxidantes e que consigam suprimir a taxa de
fotodegradacdo de componentes da NP. Também estudos de fotoestabilidade de
misturas de NP sob condic¢Ges controladas de exposi¢do a radiacdo sdo escassos.

O Nucleo de Pesquisas em Nutricdo Parenteral/lUFPE desenvolveu uma camara
de fotoestabilidade a fim de verificar a influéncia da luz na regido ultravioleta (UVA e
UVB) (290-390 nm) e na regido da luz visivel (400-700 nm) sobre os componentes das
misturas de NP e a acdo antioxidante do polifosfato de sédio (PoliP), com n=9-12, um
polimero inorgénico utilizado como conservante em alimentos. A cémara de
fotoestabilidade foi construida de acordo com os padrGes adotados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), constituida de uma lampada UV, com
méaximo de emissdo entre 350 e 370 nm, e duas lampadas Branca Fria emitindo a luz
visivel, mapeada por radiometria e calibrada por actinometria quimica. Microemulsdes
de vitamina A (palmitato de retinila) foram preparadas em solucdo aquosa, em pH
controlado, e a caracterizacdo realizada através da determinacdo de tamanho de
particulas. Foram construidas as curvas-padrdo de cada uma delas atraves de
espectroscopia de absorcdo eletronica UV-Vis. Misturas de NP sem aminoacidos e
lipideos foram preparadas contendo estas vitaminas, e divididas em dois grupos; um
grupo contendo PoliP e o outro fosfato de potéssio, e colocadas na camara de
fotoestabilidade, acompanhando a taxa de fotodegradacéo.

Verificou-se a necessidade de se realizar um modelo reduzido de plano de
estudo de fotoestabilidade, uma vez que as doses minimas de luz UV e visivel
recomendadas pela ANVISA poderiam comprometer os resultados. Sob estas
condicdes, os resultados evidenciaram que ap6s a simulacdo de 10 h de incidéncia de
luz UV houve degradacdo de mais de 85% da vitamina A enguanto que para a
degradacdo sob luz branca fria observou-se um valor de 50%. O PoliP demonstrou ter
acdo antioxidante suprimindo a taxa fotodegradativa desta vitamina sob luz UV mas nao
sob luz visivel, mostrando-se um candidato potencial para uso em formulagdes para
nutricdo parenteral.

Palavras-chave: fotoestabilidade, nutri¢do parenteral, polifosfato, vitamina A.
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Abstract

The incidence of direct and indirect ultraviolet and visible light in admixtures of
parenteral nutrition induce the photodegradation of its compounds, such as vitamins.
There are various reports about the photosensitivity of vitamins, especially of vitamin
A, which is known to perform an important role on vision, growth and restoration of
tissues and in the immunologic system. There are only a few options for substances
used as antioxidants that are able to suppress the photodegradation rate of the
components of the parenteral nutrition (PN). Also, photostability studies of admixtures
of NP under controlled conditions of exposure to radiation are scarce.

The Laboratory of Parenteral Nutrition / UFPE developed a photostability
chamber to study the influence of UV (UVA and UVB) (290-390 nm) and visible light
(400-700 nm) over the components of PN admixtures and the antioxidant activity of
sodium polyphosphate (PolyP), with n=9-12, an inorganic polymer used as a
preservative in foods. The chamber was built in accordance with the National Agency of
Sanitary Vigilance (ANVISA). It consists of an UV fluorescent lamp having a spectral
distribution from 320 nm to 400 nm with a maximum energy emission between 350 nm
and 370 nm, and two cool white fluorescent lamps, mapped by radiometry and
calibrated by chemical actinometry, respectively. Oil/water microemulsions containing
vitamin A (retinyl palmitate), with control of pH, and characterization was held
measuring the particles size. It was made the standard curve of this vitamin through
spectroscopy of electronic absorption UV-Vis. Admixtures of NP without amino acids
and lipids were prepared containing vitamin A, into two groups, one group with PolyP
and a second group containing potassium phosphate, and placed in the photostability
chamber, monitoring the photodegradation rate.

Since the minimum doses of UV and visible light recommended by ICH could
compromise the results it was necessary to perform a reduced photodegradation
experiment. Under these conditions, the results showed that after 10h of UV exposition
the 85% of vitamin A had degraded while using the visible light the degradation rate
observed was of 50%. The PolyP showed antioxidant activity for the UV light but not
for the visible light, demonstrating its use as a potential antioxidant candidate for use in
PN admixtures.

Keywords: photostability, parenteral nutrition, polyphosphate, vitamin A.
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APRESENTACAO E OBJETIVOS

CAPITULO |

1.1 Apresentacio

O preparo de misturas para Nutricdo Parenteral (NP) inevitavelmente forma
sistemas que sdo bem menos estdveis que seus constituintes individuais. Durante a
preparacgdo, conservacdo e administracdo dessas misturas ha a possibilidade de ocorrer
incompatibilidades entre as substancias presentes, com formacéo de precipitados e/ou a
ocorréncia de degradacdes e alteraces fisicas e quimicas [ALLWOOD & KEARNEY,
1998].

Durante a administracdo lenta e continua das misturas de nutrigdo parenteral, as
bolsas de infusdo ficam por um longo tempo expostas a luz, e embora todas as
vitaminas estejam propensas a degradar em funcéo desta exposicao, o retinol (vitamina
A) é a mais sensivel a fotdlise [ALWOOD, 1998; EDWARDS, 2001]. Existem varios
estudos mostrando a degradacéo foto-induzida de vitaminas nas misturas de NP, porém
sO mais recentemente estudos mais sistematicos vém sendo mostrados por diferentes
grupos de pesquisa. Todos esses estudos mostraram que a fotodegradacgéo da vitamina A
em formulacdes de nutricdo parenteral é influenciada por diversos fatores, tais como
intensidade da luz do dia, proximidade da bolsa em relacdo a fonte de emissao de luz e o
uso de dispositivos de protecao contra a luz.

Com o intuito de minimizar a fotodegradacdo, vém-se buscando novos
antioxidantes biocompativeis para uso nas formulac6es para NP, uma vez que ha poucas
alternativas. Comumente sdo utilizados como antioxidantes nas emulsdes lipidicas e
solucdes de aminoacidos, respectivamente, a vitamina E e o metabissulfito de sddio
(NazS,0s) [BRAWLEY, 1998; PIRONI, 1998].

Recentemente, o uso de polifosfato de sodio [NaPOs]n (20<n<100) foi

patenteado como agente antioxidante em formulagdes farmacéuticas de uso geral,
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incluindo as formulagcdes parenterais [KIM, 2004]. O polifosfato € um polimero
inorganico pertencente ao grupo dos fosfatos condensados, constituidos por unidades
basicas de fons ortofosfato (PO,*). Em sucos de frutas, os polifosfatos sdo utilizados
principalmente para estabilizar vitamina C por apresentarem esta capacidade
antioxidante [HOURANT, 2004].

Com tal promissora possibilidade de se utilizar este polianion também como
fonte de fésforo, € interessante que se comprove sua capacidade antioxidante nestas
mesmas formulacGes de NP. Desta forma, torna-se necessario um estudo sistematico
que possa, por um lado quantificar o grau de degradacéo fotoinduzida, tanto da vitamina
A, como as demais vitaminas, aminoacidos e lipideos, e por outro lado, quantificar a

acdo antioxidante do polifosfato de sodio neste tipo de formulagdes.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

v' Investigar a contribuicdo do polifosfato de sdédio, com n=9-12, como agente
antioxidante na fotodegradacdo da vitamina A (na forma de palmitato de
retinila), em preparagfes de nutricdo parenteral, sob condigdes controladas de

exposicédo de luz visivel e UV.

1.2.2 Objetivos especificos

v' Construir uma camara de fotoestabilidade que atenda aos requisitos
recomendados na opcao 2 estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) na RE n° 1 de 29 de Julho de 2005;

v" Monitorar a fotodegradacdo da vitamina A (na forma de palmitato de retinila),
sob condicGes controladas de exposicédo a luz visivel e UV;

v Verificar a potencial acdo antioxidante do polifosfato de sodio (n=9-12) em
misturas de nutricdo parenteral, expostas sob condi¢cdes controladas de emissao

de luz UV e visivel, contendo a vitamina A (palmitato de retinila).
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2.1. Histdrico evolutivo: preocupacdo com a estabilidade de medicamentos

A partir da década de 50, com as publica¢cdes de Leon Lachman e Jack Cooperas
intituladas “A Comprehensive Pharmaceutical Stability Testing Laboratory — Part 1 e
“Physical Layout of Laboratory of Facilities Available For Stability Testing” que
surgiram as primeiras preocupacOes de se realizar sistemas de testes acelerados, sob
condi¢cdes controladas, de estabilidade de farmacos e medicamentos que pudessem
imitar da mais fidedigna forma possivel as condi¢Ges as quais medicamentos em
processos de producdo ou produtos acabados [PIECHOCK & THOMA, 2007].

A primeira proposta de guia para testes de estabilidade data de 1970. Esta foi
revisada e publicada pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1982 e 1983,
respectivamente. Em 1984, esta guia foi colocada em consulta para diversos segmentos
da industria farmacéutica e finalmente regulamentada em 1985, porém néo tinha forca
de lei, mas sim, continha procedimentos e recomendagdes com vistas ao prazo de
validade e estabilidade de produtos farmacéuticos. Até a década de 80 as metodologias
de avaliacdo da estabilidade seguiam principios técnicos e cientificos sem interferéncias
de atos regulatérios de autoridades sanitarias [LEITE, 2005].

Os Estados Unidos da América (EUA), Japdo, Alemanha, Franca e Inglaterra
elaboraram guias com a finalidade de realizar estudos de estabilidade e, assim, autorizar
a comercializacdo de produtos farmacéuticos. No entanto, essas guias apresentavam
diferencas nos contetdos, adequando-0s as necessidades das industrias do préprio pais,
0 que era uma situacdo inconveniente uma vez que seria necessario realizar testes,
muitas vezes distintos, para registrar o mesmo produto em cada pais [ICH, 2007,
LEITE, 2005].

A Comunidade Européia (atual Unido Européia) na década de 1980 foi pioneira

em implantar a harmonizagdo de requisitos regulamentares e avangou para 0
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desenvolvimento de um mercado Unico de produtos farmacéuticos. O sucesso alcangado
na Europa demonstrou que a harmonizacdo era viavel. Ao mesmo tempo, havia
discussdes bilaterais entre a Europa, o Japdo e os EUA sobre as possibilidades de
harmonizacdo. Foi, no entanto, na Organizacdo Mundial de Saude (OMS) durante a
Conferéncia Internacional de Autoridades Reguladoras de Medicamentos (WHO
International Conference of Drug Regulatory Authorities - ICDRA), em Paris, em 1989,
onde foram discutidos planos de acdo especificos que comecaram a materializar-se.
Pouco depois, as autoridades juntaram-se a Federacdo Internacional de Industrias
Farmacéuticas e Associacdes (International Federation of Pharmaceutical Manufactures
& Associations — IFPMAS) para discutir numa junta regulatoria da industria sobre a
harmonizagdo internacional, e foi concebido o guia intitulado “Guidance for Industry
Q1B Photostability Testing of New Drug Substances and Products” [ICH, 2007].

As autoridades regulatérias da Europa, do Japdo e dos EUA e entidades
representantes das industrias farmacéuticas criaram, em 1990, um Comité Internacional
de Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Registro de Produtos Farmacéuticos para
Uso em Seres Humanos (designado de ICH). Os objetivos dessa harmonizacdo sdo o
uso econdmico de recursos humanos, animais e materiais, e a promog¢do do avango no
desenvolvimento e disponibilidade global de novos medicamentos, mantendo a
qualidade, seguranca e eficacia [PIECHOCK & THOMA, 2007].

No Brasil, as primeiras preocupacdes legais quanto a estabilidade foram
mencionados na Lei n° 6.360, de 23 de setembro de 1976 [BRASIL, 1976]. E apenas em
abril de 2002, foi publicado um “Guia para a Realiza¢do de Estudos de Estabilidade”.
Em 2004, a resolucdo RE n.° 398 instituiu novo guia, com a mesma finalidade, que tem
como referéncia os “guidelines” de qualidade editados pelo ICH relativo a

requerimentos técnicos para registro de medicamentos para uso humano. Uma terceira
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guia foi publicada na RE n° 01 de 29 de julho de 2005, elaborada com o propésito,
dentre outros, de adequar as condigdes de armazenamento de medicamentos para
conduzir os estudos de estabilidade e fotoestabilidade de acordo com as condicGes

climaticas do pais [BRASIL, 2005].

2.2. Metaestabilidade de sistemas quimicos

Um estado de equilibrio estavel é alcancado quando um sistema adquire a
configuragdo termodindmica de menor energia livre. Assim, existem estados de
equilibrio que ndo sé@o estaveis e podem ser permanentemente alterados em funcdo do
tempo quando influenciados por fatores internos e/ou externos. Estes sdo chamados de
metaestaveis. Um sistema termodinamico estd em uma condi¢@o ou estado metaestavel
se toda mudanca isotérmica pequena de qualquer de suas variaveis termodinamicas
resulta em um aumento na sua energia livre, enquanto alteracGes isotérmicas grandes
nestas variaveis podem levar a um estado com menor energia livre [COLLARES,
2002].

A idéia de metaestabilidade, por definicdo, requer que, ao longo de todas as
possiveis rotas entre o estado metaestavel e estavel de um sistema termodinamico, haja
estados de maior energia livre que o estado metaestavel. Estes estados intermediarios
representam barreiras de energia livre, impedindo a transformacéo espontanea do estado
metaestavel para o estado de maior estabilidade do sistema, promovendo mudancas
indesejaveis como separacdo de fases, precipitacdo, oxidacdo, etc. [COLLARES, 2002].

Os objetos comuns da experimentacdo quimica ndo sao particulas individuais de
qualquer tipo, mas sistemas mais complexos que podem conter sélidos, liquidos ou
gases. As experiéncias realizadas nesses sistemas medem as suas propriedades, sendo

estas, atributos que permitem descrevé-los de modo completo, o que define o estado dos
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sistemas. Neste ponto surge a idéia de previsibilidade. Espera-se que, uma vez medidas
e conhecidas as propriedades de um sistema quimico, adquira-se a capacidade de
predizer o comportamento de um segundo sistema quimico que tenha 0 mesmo conjunto
de propriedades, a partir do conhecimento prévio do primeiro deles [MOORE, 1976].

Freqlientemente, consideram-se situacdes em que séo feitas observacgdes quanto
a um periodo de tempo, situacdes essas influenciadas por efeitos aleatdrios, ndo sé em
um Unico instante, mas por toda sequiéncia ou intervalo de tempo considerado. Essa
situacdo é denominada um processo estocastico [KROGER, 2003].

Em termos gerais, um processo estocastico € um fendmeno que varia em algum
grau, de forma imprevisivel, a medida que o tempo passa. A imprevisibilidade, nesse
caso, implica que se observou uma seqiiéncia de eventos num determinado intervalo de
tempo em diversas ocasifes diferentes, sob condi¢es presumivelmente "idénticas",
sendo o resultado, observacdes diferentes. Assim, a probabilidade aparece, mas ndo no
sentido de que cada resultado de uma experiéncia aleatéria num sistema quimico
determine somente uma Unica resposta. Pelo contrario, espera-se que a experiéncia
aleatoria determine o comportamento do sistema para uma sequéncia ou intervalo de
tempo inteiro. Isto €, o resultado da experiéncia aleatéria € uma funcédo, e ndo apenas
um Gnico valor [KROGER, 2003].

Sistemas quimicos podem sofrer mudancas nas propriedades mecanicas,
variacOes de temperatura, estado de agregacdo e reacdes quimicas. Quando um sistema
ndo apresenta nenhuma tendéncia de mudar suas propriedades com o tempo, diz-se que
0 mesmo atingiu um estado de equilibrio. A condicdo de um sistema em equilibrio é
reprodutivel e pode ser definida por um conjunto de propriedades, que sdo as funcoes de
estado, isto é, que ndo dependem da histéria dos sistemas antes que 0s mesmos tenham

atingido o equilibrio [MOORE, 1976].
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2.3. Estudos de estabilidade de medicamentos

A estabilidade é um importante pardmetro para avaliar a qualidade, seguranca e
eficacia exigidas para o registro sanitario de produtos farmacéuticos. A determinacdo
deste parametro fundamenta-se ndo apenas no cumprimento de exigéncias legais, mas,
também, na preocupacdo com a saude publica, uma vez que a instabilidade pode estar
relacionada a perda do efeito terapéutico ou a exposicdo do consumidor aos efeitos
toxicos de produtos de degradacdo. Varios paises publicaram diretrizes para a avaliagcdo
da estabilidade farmacéutica. No Brasil, os estudos de estabilidade devem ser
conduzidos segundo a Guia para Realizacdo de Estudos de Estabilidade, publicada na
Resolucéo - RE n.° 01, de 29 de julho de 2005 [LEITE, 2005; BRASIL, 2005].

O objetivo dos testes de estabilidade é fornecer provas de ensaio sobre 0 modo
como a qualidade de um farmaco ou medicamento varia com o tempo sob a influéncia
de uma variedade de fatores ambientais como temperatura, umidade e da luz, e
relacionar com os produtos outros fatores que possam influenciar nesta estabilidade, por
exemplo, as propriedades fisicas e quimicas dos componentes, a forma farmacéutica, o
processo de fabricacdo, a natureza e propriedades dos materiais para recipientes e
embalagens. Sendo assim, a estabilidade de todos os componentes do medicamento
deve ser levada em consideracdo, ja que a interacdo de todos estes elementos afeta a
eventual estabilidade do produto [WHO, 1996].

Como resultados dos ensaios de estabilidade, pode ser sugerida a reelaboragédo
dos testes, ou estabelecido o prazo de validade dos produtos farmacéuticos, alem de
serem recomendados as condi¢cdes de armazenamento [BRASIL, 2005].

ANSEL e colaboradores (2000) define estabilidade de farmacos e medicamentos
como a extensdo em que estes retém, dentro dos limites especificados e dentro do seu

prazo de validade, as mesmas propriedades e caracteristicas que possuiam na ocasido
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em que foram fabricados. Entende-se por prazo de validade o periodo de tempo
compreendido entre a fabricacdo do produto farmacéutico até aquele que sua poténcia
ndo seja inferior a 90%, desde que os produtos de degradacdo estejam todos
seguramente identificados e previamente reconhecidos seus efeitos e que a qualidade do
produto esteja dentro do especificado [ANSEL, 2000].

Existem cinco importantes tipos de estabilidade que devem ser determinadas, tal

como apresentado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Tipos de Estabilidade a serem previstas em sistemas de uso farmacéutico.

Tipos de Condicdo a manter dentro dos limites especificados durante o prazo de validade do

Estabilidade  produto farmacéutico.

Quimica A integridade quimica e a poténcia (doseamento e impurezas/produtos de degradagéo),
indicadas na embalagem.

Fisica As propriedades fisicas originais, incluindo aparéncia, palatabilidade, uniformidade,
dissolucdo, dispersibilidade, entre outras.

Terapéutica A esterilidade ou resisténcia ao crescimento microbioldgico e a eficacia dos agentes
antimicrobianos, quando presentes.

Terapéutica O efeito terapéutico deve permanecer inalterado.

Toxicolégica  N&o deve ocorrer aumento da toxicidade.

2.4. Estudos de fotoestabilidade de medicamentos

Estudos de fotoestabilidade sdo conduzidos a fim de quantificar a extensdo pelas
quais as reacdes induzidas pela luz afetam as formulagdes dos medicamentos. Em
alguns casos, determinar os mecanismos de fotoreacGes dos farmacos e de outros
componentes que compunham o produto avaliado [PIECHOCK & THOMA, 2007].

Para o registro de produtos no Brasil, podera ser necessaria a comprovacao da
fotoestabilidade em adigdo aos testes de estabilidade de produtos farmacéuticos. A RE -
01/2005 reporta as recomendag0Oes para realizacdo desses estudos. A ndo apresentacao

do estudo de fotoestabilidade deve ser justificada tecnicamente com bases em

11
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evidéncias cientificas de que os componentes do produto ndo sofrem fotodegradacéo ou

que a embalagem primaria ndo permite a passagem de luz [BRASIL, 2005].

2.4.1. Principios basicos para testes de fotoestabilidade de medicamentos

Medicamentos sdo expostos a uma variedade de fontes de emissdo de radiacdo
eletromagnética (REM) durante o processo de fabricacdo, embalagem, distribuicdo, e
nos locais de venda nas farmacias, e nos locais de utilizagdo. As fontes de iluminagéo
sdo as mais variadas, desde iluminagdes artificiais como lampadas de vapor de Hg,
incandescentes, fluorescentes, a iluminacdo natural pela luz solar filtrada e luz solar
direta [TONNESEN, 2004; PIECHOCK & THOMA, 2007].

Na rotina de testes de fotoestabilidade, medicamentos s&o iluminados com
extremo cuidado em condicBes controladas a fim de se determinar se eles sdo
fotoestaveis e quantificar a extensdo da fotodegradacdo de medicamentos que mostram
certa sensibilidade a luz [T@NNESEN, 2004; PIECHOCK & THOMA, 2007].

A fotodegradacdo de medicamentos pode conduzir a perda de principios ativos e
assim a perda na sua eficiéncia, além de formar subprodutos ou intermediarios toxicos
de vida curta (p.ex., radicais livres) [LAVOIE, 2004; PIECHOCK & THOMA, 2007].

A primeira lei da fotoquimica, proposta por Grottus em 1817 e Draper em 1843,
estabelece que apenas radiacBes que sao absorvidas por moléculas podem ser efetivas na
promocdo de mudancas fotoquimicas nesta molécula. Muito embora, medicamentos que
absorvem radiagdo eletromagnética nem sempre sofrem fotodegradacdo [TONNESEN,
2004].

Considerando a seguinte descricdo de absorcao de fétons (hv) ultravioleta (UV)
e visivel por farmacos:

F+hv > F*

12
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Onde F é o farmaco, hv € a radiacdo eletromagnética (REM) com certa energia,
frequéncia e comprimento de onda, F* é o farmaco em um estado eletronicamente
excitado. Assim, estes farmacos excitados podem dissipar a energia absorvida de varias
maneiras.

Para solucOes diluidas que exibem baixa absorbancia (A < 0,12), a relacdo que

expressa a degradacdo do farmaco é dada a seguir:

A
-d[F]/dt = -K[F] = -2,303b[F]f¢);Ikskdx

1

Onde [F] e a concentracdo molar do farmaco, k € a constante da cinética de primeira
ordem (s?), b é o0 caminho optico (cm), ¢, é 0 campo quantico da fotoreagdo, I, é o
fluxo de fotons (einstein L™'s™), e ¢, é a absortividade molar da farmaco (M*cm™). Os
limites da integral (51 «;2) sdo escolhidos de modo a englobar todo o comprimento de
onda de interesse (p.ex., 290-400 nm). O campo quantico da reacdo pode ser definido
como o numero de moléculas que participam da fotoreacdo dividido pelo nimero de
fotons absorvidos.

Nos casos em que as solugcbes apresentam alta absorbancia (A > 1,3):

A

-d[F]/dt = -k = -Iiﬁmdx

1
Neste caso, k é a constante da cinética de ordem zero (s™). Examinado as equacdes aqui
apresentadas percebe-se que o campo quéantico, o fluxo de fotons, e a absortividade
molar sdo todas dependentes de A. A taxa de fotodegradacdo ¢, assim, diretamente
proporcional ao campo quéntico e o fluxo de foétons que vém das fontes de iluminagéo e

atingem as amostras sobre todo A absorvido para o qual o campo quantico da fotoreagdo
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ndo € nulo. O valor de I, é obtido por actinometria [T@ANNESEN, 2004; KUHN, 2004;

PIECHOCK & THOMA, 2007].

2.4.1.1. Fotoreacao direta
Fotoreacdo direta refere-se a uma situacdo em que os farmacos que absorvem

REM UV ou visivel resultam na perda deste farmaco e a formacéo de produtos:

F+hv->F*

F* - produto

F* = F + calor (conversao interna)
F* = F + h(J” (fluorescéncia)

F* > F + h[]”" (fosforescéncia)

F*+ M > F + M* (transferéncia de energia)

Onde F € o farmaco, h(] ¢ a radiagdo eletromagnética (REM) com certa energia,
frequéncia e comprimento de onda, F* é o farmaco em um estado eletronicamente
excitado, hv’ e hv’’ sdo fotons emitidos via fluorescéncia e fosforescéncia,
respectivamente, M é uma molécula aceptora, e M* é a molécula aceptora no estado
eletronicamente excitado apos receber energia do farmaco [KUHN, 2004; TANNESEN,

2004; PIECHOCK & THOMA, 2007].

2.4.1.2. Fotoreacao indireta
No caso de fotoreagdes indiretas, ndo o farmaco, mas outro componente da

formulacédo (p.ex., excipientes ou impurezas) absorve REM UV ou visivel resultando na
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formacdo de uma ou mais espécies reagentes as quais reagem com os farmacos como
indicado a seguir:

RC-CR + hJ - RC-CR*

RC-CR* - RC- +-CR

RC-CR* + 0, > RC-CR + 'O,

RC- + O, 2 RCOO

'0, + D > produtos

RCOO- + D -> produtos

Aqui, RC-CR é uma molécula organica presente como aditivo ou impureza no
medicamento e que absorve REM UV ou visivel. Em alguns casos, a RC-CR pode
sofrer fotolise produzindo RC-, uma espécie de radical livre que pode combinar com
oxigénio molecular (O) produzindo radicais alcoxil (RCOQ) que podem reagir e assim
degradar alguns farmacos. Em outros casos, a energia pode ser transferida de um estado
eletronicamente excitado (RC-CR*) para o oxigénio molecular produzindo oxigénio
molecular singleto (*O,), uma espécie reativa seletiva que pode reagir e degradar alguns
farmacos. O grau com que certos farmacos estdo suscetiveis a sofrer reacdes com
radicais peroxil e oxigénio molecular singleto é dependente da estrutura molecular do
farmaco, da composicdo da formulacdo, e das condicGes sobre as quais ele € exposto a

REM [KUHN, 2004; TONNESEN, 2004; PIECHOCK & THOMA, 2007].

2.4.1.3. Fotoreac0es auto-sensiveis

Alternativamente, os farmacos podem, em certos casos, sofrer auto-
sensibilizacdo:
F+hv->F*

F*+0, > F+'0,

15
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'0, + F > produtos
Neste caso, o farmaco eletronicamente excitado (F*) transfere energia para a
molécula de oxigénio produzindo *O, com quem pode, em determinadas situacdes,

reagir e degradar o farmaco [T@NNESEN, 2004; PIECHOCK & THOMA, 2007].

2.4.2. Actinometria

A actinometria permite a determinacdo do fluxo de fotons (I,) ou “dose de luz”
em que 0s medicamentos sdo expostos durante os ensaios de fotoestabilidade, quer por
um meio instrumental, com o uso de radibmetro espectral, em radiometria, ou por
métodos quimicos [KUHN, 2004; TANNESEN, 2004].

De acordo com o “Glossario de termos usados em fotoquimica”
(Recomendacbes IUPAC, 1996) um actinbmetro € um sistema quimico ou dispositivo
fisico em que o niumero de fétons num feixe absorvido em um espaco definido pode ser

integralmente determinado [KUHN, 2004].

2.4.2.1. Actindmetros fisicos

Existem dois principais tipos de detectores como forma de medidas
instrumentais empregadas: detectores térmicos que convertem energia radiante em calor
(bolometros e termistores), e dispositivos fotoelétricos que convertem energia radiante
em corrente elétrica (fototubos, células fotovoltaicas, luximetros e radibmetros
espectrais). Uma grande variedade destes aparelhos estd disponivel no mercado
[TONNESEN, 2004], na Figura 2.1 podem ser observados exemplos de detectores para

luz visivel e ultravioleta.
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Figura 2.1 — Actindmetros fisicos: luximetro (esquerda) e radiémetro (direita).

A radiometria é feita a partir de dispositivos fotoelétricos que convertem energia
eletromagnética em corrente elétrica. O aparelho consiste de um detector UV ou visivel
com filtro que permite a passagem de comprimentos de onda bem definidos para o

sensor (Figuras 2.2. ae b).

2.00 4
(@) of )
1.00
0.50 - 08 |-
.

0.25 0.6 [~
0.10 f

04 -

02 -
0.01 : = : : N 0.0 | | L | L | L |

300 340 380 nm 400 500 600 700 800
WAVELENGTH (nm) WAVELENGTH (nm)

Figura 2.2 - a) Espectro de emisséo do ultravioleta préximo, entre 300 e 400 nm. b) Espectro de
emisséo da luz visivel, entre 400 e 700 nm [Fonte: TONNESEN, 2004].

Para medidas da luz visivel, recomenda-se 0 uso de um luximetro, devidamente
calibrado uma vez que o luximetro é um aparelho que mede a intensidade da luz visivel
percebida pelo olho humano, em outras palavras, mede a intensidade de uma
iluminacdo, ou a ilumindncia, ndo sendo sensivel, portanto, a outros tipos de fonte de

emissédo [TONNESEN, 2004; PIECHOCK & THOMA, 2007].
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Radidmetros UV podem ser calibrados para dar uma medicdo absoluta da
irradiancia para um determinado tipo de fonte, por exemplo, lampadas de xenbnio ou
fluorescentes de um tipo particular. Estes radidmetros podem proporcionar um meio
simples de medicéao de nivel da irradiancia em toda a area da amostra, mas é necessario
realizar calibracdes esporadicas uma vez que as medidas podem mudar com o tempo de
vida de uma determinada fonte.

Até o momento, ainda ndo foi estabelecido nenhum filtro UV internacionalmente
padronizado. Isto significa que medidores de diferentes fabricantes podem ndo medir a
mesma fracdo de irradiancia a partir de uma determinada fonte [T@NNESEN, 2004;

PIECHOCK & THOMA, 2007].

2.4.2.2. Actinbmetros quimicos

Um actinbmetro quimico ou dosimetro € um sistema quimico (fluido, gas,
solido, ou um ambiente heterogéneo) que se submete a reacGes induzidas pela luz (em
determinados comprimentos de onda (A), no qual um campo quantico - ¢(A) - é
precisamente conhecido [KUHN, 2004].

Os principios da actinometria estdo bem estabelecidos, mas ainda ndo estdo bem
estabelecidos os sistemas sensiveis apenas a radiacdo ultravioleta [T@NNESEN, 2004].
O cloridrato de quinina monohidratado foi originalmente proposta pelo Japanese
National Institute of Health Sciences e Japanese Pharmaceutical Manufacturer’s
Association [YOSHIOKA, 1994]. Na concentracdo recomendada (2%), a solucdo de
quinina tem uma absorbancia > 2 entre 320 a 367 nm, de modo que a irradiancia UV
acima deste intervalo pode ser determinada utilizando este sistema [YOSHIOKA, 1994;

ICH, 1996; TONNESEN, 2004; PIECHOCK & THOMA, 2007].
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O sal monocloridrato de quinina diidratada, alcaldide extraido da planta
Cinchona officinalis (Figura 2.3), foi selecionado como padréo actinométrico para o UV
por ter suficiente solubilidade e relativo baixo custo, e por ser comercialmente viavel

[YOSHIOKA, 1994; SIMOES, 2004].

Cinchona officinalis HO

\ ",

CH,0

Figura 2.3 - Cinchona officinalis e o alcaldide quinina.

Recomenda-se 0 uso de cubetas de quartzo ou ampolas de vidro para a exposi¢cdo
da solucdo de quinina a fim de que seja feito a calibracdo por actinometria quimica.
Antes de serem realizadas as medidas, faz-se necessario verificar se esses recipientes

estdo isentos de vestigios de acido, base, sais e tampao [ICH, 1996].

2.4.3. Camaras de fotoestabilidade

O design das camaras de fotoestabilidade comumente encontrado na Europa e
América é do tipo exposicdo plano horizontal, sem rotacdo. Considerando que a
irradiagdo é homogénea na &rea da superficie de exposicdo é importante determinar

precisamente a intensidade de irradiagcdo recebida pelas amostras quando dispostas na

19



REVISAO BIBLIOGRAFICA

CAPITULO I

area de exposi¢do [PIECHOCK & THOMA, 2007]. A Figura 2.4 ilustra um modelo

comercial desenvolvido pelo fabricante CARON™,

Figura 2.4 — Camara de fotoestabilidade modelo 65460 comercializada pela CARON™
[Fonte: www.caronproducts.com]

Duas opc¢oes de sistemas de lampadas foram sugeridas para a montagem das
camaras de fotoestabilidade. A natureza das lampadas fica a critério de escolha dos
fabricantes, desde que atenda aos requisitos estabelecidos. No caso, a opcdo 1
recomenda o uso de lampadas fluorescentes, de xenénio ou hal6genas, combinando
emissdo ultravioleta e visivel (similar a emissdo da lampada D65/ID65), e a opgédo 2
montada com uma lampada branca fluorescente fria, padrdo I1SO 10977 (1993) e
lampada fluorescente ultravioleta proximo com espectro de 320 nm a 400 nm, e
méaximo de emissdo entre 350 e 370 nm [PIECHOCK & THOMA, 2007; ICH, 1996,
BRASIL, 2005]. A Figura 2.5 mostra os espectros de distribuicdo de ldmpadas

fluorescentes brancas fria, ultravioleta e padrdo D65 e 1D65.
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Figura 2.5 — Espectro de distribuicdo de poténcia relativa das lampadas 1D65, branca fria e
ultravioleta e outros tipos de lampadas [Fonte: Piechock & Thoma, 2007].

2.4.3.1. Mapeamento da Superficie de Exposi¢cao

O mapeamento da superficie de exposicdo da camara para qualificar e
quantificar a iluminacdo é o mais importante passo para realizacdo dos testes de
fotoestabilidade. Dois métodos, anteriormente citados, sdo comumente utilizados para
realizacdo do mapeamento: por actinometria quimica com o uso da quinina e por
radiometria, com o uso combinado de fotdmetro/radidmetro, conforme recomendado
pelo ICH (1996). O método mais confiavel de mapeamento de camara de
fotoestabilidade é com um espectro-radidmetro equipado com uma esfera de integracédo
[ICH, 1996; LABSPHERE, 2008].

Apenas um radidmetro pode mostrar os efeitos, isolados ou combinados, sobre
os diferentes componentes de uma camara, tais como refletores, filtros, extensdo da
lampada, envelhecimento da lampada, combinacdo de iluminagédo, refracdo, reflexdo,
etc. O gréfico de distribuicdo de poténcia espectral das varias lampadas citadas no

guideline do ICH da clara evidéncia de que elas ndo sdo comparaveis [PIECHOCK &
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THOMA, 2007; ICH, 1996]. A Figura 2.6 mostra o espectro de distribuicdo completo
do UV e visivel de uma lampada de arco de xenénio utilizadas e cémaras de

fotoestabilidade.

A

400 500 600 700
Wavelenght (nm)

Figura 2.6 — Espectro de distribuicdo completo do UV e visivel de uma lampada de arco de xendnio
utilizada em cdmaras de fotoestabilidade.

2.4.3.2. “ICH Harmonised Tripartite Guideline: Photostability Testing of New Drug
Susbtances and Products Q1B”

O Guideline Q1B que padroniza os testes de fotoestabilidade de medicamentos
para a industria farmacéutica teve sua primeira publicagdo em 1996, com o “ICH
Harmonised Tripartite Guideline: Photostability Testing of New Drug Susbtances and
Products Q1B” (Guideline Q1B), adotado pela ANVISA na RE n° 398 de 12 de
novembro de 2004, que determinou a Guia de Publicacdo de Estudos de Estabilidade, a
qual foi revogada pela RE n° 01 de 29 de Julho de 2005. De acordo com a Guideline
Q1B as caracteristicas intrinsecas da fotoestabilidade de substancias ativas e produtos
farmacéuticos devem ser avaliadas para demonstrar que a exposicdo a luz ndo resulta

em mudancas inaceitaveis. A Guideline Q1B foi concebido para testar a fotoestabilidade
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do produto até a venda, e ndo menciona testes durante a administracdo, porém, segundo
a recomendacdo técnica da ANVISA, é apropriado testar certos produtos como infusées
liquidas e cremes topicos a fim de garantir a fotoestabilidade durante o uso. Para isso,
modelos reduzidos de planos de estudos de fotoestabilidade podem ser elaborados [ICH,
1996; BRASIL, 2005; LEITE, 2005]. Segundo o Guideline Q1B existem dois tipos de

estudos de fotoestabilidade:

I. Degradacdo Forcada: tem como objetivo obter informacbes a respeito da
fotoestabilidade intrinseca da molécula e, portanto, pode ser comparado a um
teste de estresse. Sdo testes que fazem parte do desenvolvimento da
metodologia analitica, desenvolvimento da formulacdo, validacdo da
especificidade e sdo conduzidos com 0s principios ativos para entender as
vias de fotodegradacéo;

Il. Comprobatdrio: esse estudo é conduzido com o produto final; pode ser
entendido como um teste de estabilidade acelerado. Nessa etapa é muito
importante que o estado fisico-quimico da amostra esteja de acordo com a
forma como ele é comercializado. Fornece informacbes a respeito de
precaucdes especiais a serem adotadas durante o manuseio, a embalagem e a
rotulagem dos produtos farmacéuticos. As amostras devem ser expostas a
iluminacdo integrada total de ndo menos que 1,2 milhdes de Lux.hora e a
uma energia UV proxima de ndo menos que 200 W.hora/m?, permitindo

comparacdo direta entre substancia e produto.

Segundo a recomendacdo técnica da ANVISA o teste de fotoestabilidade tem

como objetivo demonstrar que a exposi¢do a luz ndo resulta em alterac6es significantes
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no produto. A recomendacdo é de que se proteja o produto de forma a evitar
subprodutos de degradacdo pela luz, porém, caso a presenca seja inevitavel, a
quantidade dessas impurezas ndo deve comprometer a qualidade do produto [ICH,
1996; BRASIL, 2005; GONCALVES, 2008].

Em alguns produtos onde tem sido demonstrado que a embalagem priméria é
completamente fotoprotetora, tais como tubos de aluminio ou enlatados, os testes ndo
precisam ser realizados desde que estejam tecnicamente justificados demonstrando que
0s componentes da formulacdo ndo apresentam problemas de fotoestabilidade, o que
isenta 0 produto ao teste [LEITE, 2005; GONCALVES, 2008].

Os resultados obtidos da analise de amostras expostas devem ser avaliados tanto
individualmente como parte de um conjunto de resultados de estabilidade. Esses estudos
combinados, por exemplo, resultados de estudo de estabilidade de longa duracdo
somados aos resultados de fotoestabilidade, fornecem a informacgdo necessaria para
avaliar se a data de validade proposta é aceitavel ou se deve ser reduzida

[GONCALVES, 2008].

2.5. Estabilidade de misturas de nutricdo parenteral

Misturas de nutricdo parenteral (NP) sdo solugbes ou emulsbes, compostas de
carboidratos, aminoacidos, lipidios, vitaminas, oligoelementos e minerais, estéreis e
apirogénicas, acondicionadas em recipiente de vidro ou plastico, destinadas a pacientes
em regime hospitalar, ambulatorial ou domiciliar. A administracdo da NP geralmente
requer um acesso venoso central a fim de fornecer nutrientes em grandes concentracoes,
0 que ndo € possivel através de veias periféricas [BRASIL, 1998; ANSEL et al., 2000].

Podem ser classificadas como NP 2-em-1, constituida por glicose, aminoécidos e
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eletrdlitos, e as misturas 3-em-1, na qual é adicionada a emulsdo lipidica [BRASIL,
1998; ANTUNES, 2004].

S&@o preparacdes extemporaneas que podem conter acima de 40 diferentes
componentes, podendo desenvolver uma variedade de interacfes fisico-quimicas
[DRISCOLL et al., 1986; ANTUNES, 2004]. Segundo a American Society of Health-
Systems Pharmacists (ASPH), preparagdes extemporaneas sdo preparacoes
farmacéuticas que ndo seguem aos critérios padronizados de compéndios oficiais, mas
sdo preparadas de acordo com as necessidades especificas do paciente [ASPH, 2008;
SANTELL & KAMALICH, 1996]. Apresentacdes de NP disponiveis comercialmente
muitas vezes ndo atendem as necessidades dos pacientes, com isso farmacias
institucionais, principalmente as hospitalares, se véem obrigadas, muitas vezes, por uma
necessidade premente, a manipular este tipo de preparacdo a fim de atender a demanda
[WAITZBERG, 2002; SEVERINO et al., 2007].

Uma das dificuldades enfrentadas nesses tipos de preparaces é a falta de
informacBes imediatas sobre a estabilidade de um componente quando associado a
formulacdo [WAITZBERG, 2002; ANSEL et al., 2000]. A avaliacdo da estabilidade
nesses casos deve ser ainda mais criteriosa, levando-se em consideracdo a auséncia ou
presenca de particulas suspensas, mudancas de coloracdo, aspecto fisico da EL quando
esta se faz presente, esterilidade e luminosidade que possam alterar de alguma maneira

as caracteristicas fisico-quimicas dessas preparacées [BRASIL, 2005; WAITZBERG,

2002; BRASIL, 1998].

2.5.1. Processos Fotoinduzidos em Nutrigdo Parenteral
Um dos problemas negligenciados na aplicagdo da nutricdo parenteral total

(NPT) é a degradacéao devido a fotoxidagdo de alguns de seus componentes [CHYTIL,
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1996]. Misturas de NP, ao serem irradiadas com UV, tornam-se um local de reagGes
entre oxigénio e elétrons doadores, resultando na geracdo de peréxidos os quais sdo
considerados como elementos chave para a toxicidade de células [CHESSEX, 2002] e
dentre 0s componentes susceptiveis a degradacdo fotoinduzida e presentes em
formulacgdes utilizadas em NPT encontram-se as vitaminas, 0s aminoacidos e a emulsdo
lipidica [ALWOOD & KEARNEY, 1998, ALWOOD & MARTIN, 2000; BATHIA et
al., 1992].

Ha diversos relatos de processos de fotodegradacdo de vitaminas em
formulagdes para NP, principalmente sob irradiacdo UV, mostrando que, por exemplo,
existe uma intensa degradacdo das vitaminas A, E, K e B,. Estudos também
demonstram que existem fatores cruzados e intrinsecos evidenciando
incompatibilidades entre os constituintes das formula¢fes que podem induzir tambem
processos foto-oxidativos [ALWOOD & MARTIN, 2000; ALWOOD & KEARNEY,
1998; STEINDAL, 2006; BLANCO et al., 2000].

Apesar dos estudos abrangerem um conjunto bastante amplo e disperso de
condicBes experimentais, os resultados apontam para uma degradacdo fotoinduzida
méaxima para compostos expostos indiretamente a luz do dia, mesmo acondicionados
em bolsas de etil-vinil-acetato (EVA) multilaminadas comumente empregadas em NP
[LAVOIE et al., 1997; DUPERTUIS et al, 2002].

Relata-se ainda a presenca de subprodutos toxicos nas misturas relacionados a
derivados de fotodegradacdo da Vitamina C, que em presenca de alguns cétions
divalentes, geram intermediarios que podem reagir com outros componentes presentes
no meio formando potenciais formadores de radicais peroxidos (H,O,), nocivos a saude

[LAVOIE et al., 2004].
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Estudos de fotodegradacdo de aminoécidos [SOUZA, 2005; ALWOOD, 1998;
EDWARDS, 2001] em misturas nutricionais parenterais em experimentos controlados,
evidenciam que certos aminoacidos nas NP sdo mais susceptiveis a instabilidade, no que
diz respeito a fotodegradacdo [ASPEN, 2002]. Em estudos realizados em infusGes
parenterais contendo aminoacidos foi relatada fotoxidacdo do triptéfano, da histidina e
da metionina pela acéo da luz visivel [EDWARDS, 2001].

Além da reducdo da concentracdo dos componentes na NP, outro problema
decorrente das reagdes induzidas por fotodegradacdo é a formacdo de precipitados,
como é o caso da dimerizagéo da cisteina [SALJOUGHIAN, 2003; SHULMAN, 2000],
ou da degradacdo da tiamina (vitamina B), que incorre na formacgédo de precipitados. A
precipitacdo da tiamina é causada, em particular, pela sua reducdo induzida pelo
metabissulfito de sodio, substancia utilizada como antioxidante em solu¢des comerciais
de aminoécidos, induzida pela luz UV [SCHEINER, 1981].

Os lipideos sdo fornecidos na forma de emulsdes lipidicas 6leo/agua. As mais
comuns sdo compostas por: triglicerideos de cadeia longa, provenientes do éleo de soja,
girassol, peixe ou oliva; fosfolipidios (lecitina), provenientes da gema do ovo, como
agente emulsificante; e glicerol para ajuste ao pH fisiologico e da tonicidade
[ARIZMENDI, 2002]. Existem emulsbes lipidicas as quais sdo incorporados
triglicerideos de cadeia média (TCM) e acidos graxos de cadeia curta, essenciais para a
manutencéo da capacidade absortiva do intestino [FURST, 1998; WAITZBERG, 2002].

Esses sistemas podem apresentar outros constituintes isolados que representam
potenciais fontes de oxidantes. Pelo fato dos lipideos infundidos nas misturas de NP
estarem contaminados por perdxidos, acredita-se que, quase sempre, essas emulsdes sao
as maiores fontes de oxidantes das misturas de NP. Muito embora, outros nutrientes

possam promover a peroxidacdo, exemplificando além de aminoécidos, vitaminas,
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tragcos de minerais ou aditivos usados como estabilizantes [PICAUD et al., 2004;
CHESSEX et al., 2002].

A peroxidacdo lipidica constitui a principal causa de deterioragdo dos corpos
graxos (lipidios e matérias graxas) principais constituintes das emulsdes lipidicas.
Afastados do seu contexto de protecdo natural, os corpos graxos sofrem, no decurso de
processos de transformagdo, armazenamento e exposicdo a luz ultravioleta e luz visivel,
alteracdes oxidativas, as quais tem, como principal conseqiiéncia, a modificacdo de sua
composicdo quimica [PICAUD et al., 2004; CHESSEX et al., 2002; SILVA et al.,
1998].

O estudo da instabilidade de vitaminas, aminoacidos e emulsbes lipidicas
decorrente da fotodegradacao constitui uma area de intensa investigacdo cientifica com
muitas questdes ainda a serem resolvidas [ASPEN, 1998]. Dentre os fatores que
contribuem para a importancia desse estudo ressalta-se a necessidade de controle e
prevencdo destes processos em misturas utilizadas em nutricdo parenteral, nas quais se

faz necessario um rigoroso controle quimico de qualidade.

2.5.2. Fotodegradacao da vitamina A

As vitaminas estdo envolvidas na utilizacdo de substratos energéticos, atuando
como co-fatores de enzimas no metabolismo intermediario e na sintese protéica, assim
como no sistema imunoldgico [ARIZMENDI et al., 2002]. A deficiéncia destes
compostos no organismo induz o surgimento das doencas de caréncia; ja 0 excesso pode
causar efeitos toxicos [WAITZBERG, 2002; PAIXAO & STAMFORD, 2004].

As vitaminas (ANEXO A2) sdo classificadas em [WAITZBERG, 2002; PAIXAO &

STAMFORD, 2004]:
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I. HidrossolGveis - Tiamina (B,); riboflavina (B,); niacina (Bj3); acido
pantoténico (Bs); piridoxina (Bs); biotina (B7); é&cido folico (By);
cianocobalamina (B12) e acido ascorbico (C).
I. Lipossoluveis - Retinol (A); calciferol (D); tocoferol (E); fitomenadiona

(Ky).

Quimicamente, a vitamina A pode ser qualquer um dos varios retindides inter-
relacionados que exibem a atividade bioldgica do retinol. As formas naturais da
vitamina A incluem retinol, alfa, beta e gama caroteno e criptoxantina. Dentro do
organismo, existe na forma de retinol, éster retinil, retinal e acido retinoico [TEE, 1992;
BALL, 1988]. E encontrada nas plantas ainda como carotendides, principalmente
betacaroteno, e quando presente na alimentacdo é transformada em retinol e absorvida
no intestino na forma de quilomicrons [TEE, 1992; LEHNINGER et al., 1993].

A vitamina A desempenha importante papel no crescimento e diferenciacao
celular, no crescimento e reparacdo nas celulas dos ossos, dentes e cartilagens, e na
manutencdo da integridade do epitélio do sistema respiratorio. Também esta envolvida
na formacdo de pigmentos fotossensiveis na retina e no desenvolvimento do sistema
imunolodgico [TEE, 1992; LEHNINGER et al., 1993].

Durante a administracdo lenta e continua das misturas de NP, as bolsas de
infusdes ficam por um longo tempo expostas a luz. Embora todas as vitaminas estejam
propensas a degradar em funcdo desta exposicdo, retinol (vitamina A), tocoferol
(vitamina E), riboflavina (vitamina B12) e acido ascorbico (vitamina C) sdo as mais
sensiveis a fotolise [ALWOOD et al., 1998; EDWARDS & SILVA, 2001; DROTT et
al., 1991]. Existem vérios estudos mostrando a degradacdo foto-induzida de vitaminas

nas misturas de NP, porém s6 mais recentemente estudos mais sistematicos vém sendo

29



REVISAO BIBLIOGRAFICA

CAPITULO Il

mostrados por diferentes grupos de pesquisa [ALWOOD, 1982; GILLIS, 1983,
RIGGLE, 1986; SHENAI, 1981; THOMAS, 1991; MANNING, 1992; ALWOOD,
1986; ALWOOD, 2000; CARLOTTI, 2002; HAAS, 2002]. Alwood e Martin relatam
perdas da vitamina A durante simula¢des de infusdes de misturas de NP expostas em
bolsas & luz do dia a uma ilumin&ncia numa escala entre 2000 - 4000 Lux [ALWOOD
& MARTIN, 2000]. Haas e colaboradores também simularam infusfes de NP contendo
vitamina A e registraram as perdas num periodo de 24h. As condicbes de iluminagdo
registrada no local da bomba de infusdo e conectores foi entre 1000 - 1600 Lux durante
um dia de sol no verdo, e entre 200 - 600 Lux & noite sob luz artificial, na unidade de
cuidados intensivos. Eles também monitoraram a degradacdo da vitamina durante a
fototerapia em luz azul (espectro de emissdo entre 410 e 450 — 460 nm, iluminancia
entre 9,000 — 11,000 Lux) [HAAS et al., 2002].

Carlotti e colaboradores desenvolveram um estudo mais sistematico da
fotodegradacgdo da vitamina A com controle da luz irradiada, porém, solubilizadas em
meios organicos [CARLOTTI et al., 2002]. Todos esses estudos mostraram que a
fotodegradacdo da vitamina A em formulacGes de nutricdo parenteral, ou em outros
meios, € influenciada por diversos fatores, tais como intensidade da luz do dia,
proximidade desta em relacdo a fonte de emissdo de luz e o uso de dispositivos de
protecdo contra a luz (por exemplo, capas poliméricas opacas). No caso da fonte de
iluminacdo ambiente for artificial composta de lampadas brancas fluorescente fria, a
taxa de degradacéo é descrita como insignificante, uma vez que a taxa de emissao de luz
UV é diminuta, mas ainda assim pode ocorrer fotodegradacdo, especialmente com a

vitamina A.
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2.5.3. Agentes antioxidantes em NP

Sabendo-se que tanto os componentes constituintes como as misturas nutritivas
sd0 susceptiveis a processos oxidativos torna-se necessario efetivar metodologias de
prevencdo para estes tipos de processos. Uma das formas utilizadas para minimizar a
oxidacdo de tais nutrientes é a adicdo de agentes quimicos internos capazes de suprimir
estes processos, chamados de antioxidantes [ANSEL et al., 2000; KIM et al., 2004].

Os agentes antioxidantes atualmente utilizados sdo divididos em trés classes:

1) Agentes antioxidantes artificialmente sintetizados tais como o BHT (terc-
butilhidroxitolueno) e BHA (terc-butilhidroxianisol);

2) Agentes antioxidantes naturais tais como o a-Tocoferol, Vitamina C,
carotenoide, flavonoides, taninos, riboflavina, FMN (flavina mononucleotideo) e FAD
(flavina dinucleotideo);

3) Enzimas antioxidantes tais como SOD (superoxido dismutase).

Ha poucos estudos sistematicos que abordam o uso de agentes antioxidantes em
formulagdes para nutricdo parenteral. Menciona-se que as proprias vitaminas de uma
forma geral desempenham este papel quando adicionadas as formulacdes de NP.
Comumente sdo utilizados como agentes antioxidantes nas emulsbes lipidicas e
solucdes de aminoacidos, respectivamente, a vitamina E e o metabissulfito de sodio
(NazS,0s) [BRAWLEY et al., 1998; PIRONI et. al., 1998].

Ainda assim, o metabissulfito apresenta efeitos locais vasoreativos [LAVOIE &
CHESSEX, 1983] e pode desencadear reacdes de hipersensibilidade em pacientes
sensiveis a esta substancia quimica. Além disso, relata-se que os sulfitos de uma forma
geral reagem espontaneamente com oxigénio para formar radicais livres inorganicos

[BRAWLEY et al., 1998]. Apesar de ser comercializado amplamente seu uso em NP
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ainda é cogitado, principalmente por ter sido relatada sua incompatibilidade com a

Vitamina B, [SCHEINER et al., 1981].

2.6. Uso do polifosfato de sédio como agente antioxidante

Recentemente, o uso de polifosfato de sodio [NaPOs]n (20<n<100) foi
patenteado como agente antioxidante em formulagGes farmacéuticas de uso geral,
incluindo as formulagdes parenterais [KIM et al., 2004]. Nesta patente relata-se que
polifosfatos contendo de 20 a 100 mondmeros de fosfato sdo capazes de diminuir a
oxidacdo do DNA causada por radicais livres gerados pela radiacdo UV, de modo que
preparacdes farmacéuticas contendo esse polimero tenham atividade antioxidante [KIM
et al., 2004]. Embora sugira o uso em NP, o referido trabalho ndo mostra evidéncias
conclusivas.

Por outro lado, desde 2004 o Nucleo de Pesquisas em Nutricdo Parenteral
(NP?) sediado no Depto. Ciéncias Farmacéuticas da UFPE vem utilizando com sucesso
0 [NaPOs],, com n entre 9 e 12 (Figura 2.7), como fonte alternativa de fésforo em
formulacdes para NP [Pereira, 2007] em substituicdo ao fosfato de potassio, fonte
inorganica mais economicamente viavel no mercado atualmente, visando uma melhor

estabilidade fisico-quimica de interacéo entre Ca?* e fosfato.

Figura 2.7 — Estrutura molecular de uma cadeia de polifosfato [PO3],, com n = 9 [retirada de
PEREIRA, 2007]

O polifosfato é um polimero inorganico pertencente ao grupo dos fosfatos

condensados, constituidos por unidades basicas de fons ortofosfato (PO,¥). A sua
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estrutura pode ser representada por [POs7],, onde o n, ou grau de polimerizacdo, pode
assumir valores de 2 a 300, quando obtidos sinteticamente. Contudo, na natureza pode-
se encontrar polifosfatos cujo n atinge valores da ordem de 10° [KULAEV, 2004]. A
habilidade dos polifosfatos em prevenir a precipitacdo ou dissolver precipitados de
metais alcalinos terrosos é conhecida desde o inicio das pesquisas com estes compostos
[VAN WAZER & CALLIS, 1958]. O fendmeno é atribuido a formagdo de complexos
sollveis relativamente estdveis entre o metal e o fosfato [VAN WAZER &
CAMPANELLA, 1950].

Os polifosfatos possuem também muitas aplicag6es na industria alimenticia. Sao
bastante utilizados em carnes por promoverem um aumento do pH, a retencédo de agua e
a abertura das estruturas das proteinas [UNAL et al., 2006]. Desta forma, mantém a
maciez e suculéncia de carnes cozidas, melhoram a textura e homogeneidade de carnes
em conserva, reduz a rancidez oxidativa, estabilizam a cor da cura e melhoram a
qualidade microbiologica, embora possam ndo ser considerados conservantes
[HOURANT, 2004].

Em sucos de frutas, os polifosfatos séo utilizados principalmente para estabilizar
vitamina C por apresentarem capacidade antioxidante. Alguns polifosfatos sdo
adicionados em determinadas bebidas energéticas como suplementos nutricionais dos
minerais fosforo, potassio ou calcio [HOURANT, 2004].

Na producdo de queijos processados, apresentam as seguintes funcées: controle
de pH (propriedade tamponante); trocador idnico na fusdo do queijo; promotor da
emulsificacdo por intumescer a caseina [HOURANT, 2004; MIZUNO & LUCEY,
2005].

Ainda na industria alimenticia, os polifosfatos sdo utilizados no processamento

de ovos, leites, cereais, 6leos e gorduras devido a capacidade tamponante, antioxidante e
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estabilizante de um modo geral. Os polifosfatos também inibem as degradacgdes
microbioldgicas e enzimaticas destes alimentos [HOURANT, 2004].

Na industria farmacéutica, os polifosfatos vém sendo utilizados na producéo de
cosméticos. Nesses produtos, sdo usados como agente quelante e para ajustes e
tamponamento de pH, mas principalmente devido a sua atividade antioxidante e
bactericida. Alguns produtos cosméticos contendo polifosfatos sdo: 6leos, sabonetes e
sais de banho; maquiagens; locdes hidratantes; preparacgdes para corpo e méaos [KIM et
al., 2004; LANIGAN, 2001]. Diversos produtos utilizados na higiene bucal, como
dentrificios, possuem polifosfatos em sua composi¢do, onde atuam na remocdo de
calculos dentarios [WHITE & GERLACH, 2000].

Recentemente foram realizados estudos sobre a estabilidade fisico-quimica do
polifosfato de sddio [Na(PO)s]s em formulagdes 2-em-1 contendo Ca®*. O conjunto de
dados obtidos indica que, do ponto de vista fisico-quimico, este polieletrolito pode ser
utilizado de forma definitiva como fonte alternativa de fosforo na composicdo de
formulagdes de nutricdo parenteral [PEREIRA, 2007].

Com tal promissora possibilidade de se utilizar este polianion como fonte de
fosforo € também interessante estudar o potencial antioxidante nestas mesmas
formulagdes. Desta forma, torna-se necessario um estudo sistematico que possa, por um
lado quantificar o grau de degradacdo fotoinduzida, tanto da vitamina A, como as
demais lipossoliveis e hidrossoluveis, aminoacidos e lipideos, e por outro lado,

quantificar o poder antioxidante do polifosfato de sodio neste tipo de formulacGes.
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Os produtos utilizados no preparo dos sistemas estudados na presente pesquisa

encontram-se listados com suas respectivas especificagdes na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Produtos utilizados no preparo dos sistemas estudados

PRODUTO

Agua estéril para
injetaveis
Polifosfato de sddio
Solucdo injetavel de
aminoéacidos de uso
pediatrico
(Aminoped®)

Solucdo injetavel de
Cloreto de Potéssio

Solucéo Injetavel de
Cloreto de Sddio

Solucdo injetavel de
Glicose

Solucdo injetavel de
Fosfato de Potassio

Solugéo injetavel de
Oligoelementos de
uso pediatrico (Ped-
Element®)

Solucgéo injetavel de
Sulfato de Magnésio

Palmitato de
Retinol

Polisorbato 80
Manitol

H,O

(NaPO3),

ANEXO Al

KCI

NaCl

C6H12()6

K;HPO,/
KH,PO,

Zn?*
cu®

Mn?*
crt

MgSO4

CSBHBOOZ

C6H1406

96% m/m

10% m/v

19,1% m/v

20% m/v

50% m/v

2 mEg/mL
(1,2 mmol/mL)

0,125 g/mL
2,5.10-2 g/mL

2,5.10-3 g/mL
2,5.10-4 g/mL

1m Eg/mL

1.800.000 Ul/g

P.S.
P.A.

FORMULA CONCENTRACAO APRESENTACAO

Ampola 1000 mL
Sal em pé

Frasco-ampola 1000
mL

Ampola 10 mL

Ampola 10 mL

Ampola 10 mL

Ampola 10 mL

Ampola 4 mL

Ampola 10 mL

Ampolalg

Frasco 1 Kg
Frasco 500 g

FABRICANTE

Fresenius-Kabi
Laboratérios Ltda.

Aldrich Co.

Fresenius-Kabi
Laboratérios Ltda.

Isofarma
Industrial
Farmacéutica
Ltda.
Isofarma
Industrial
Farmacéutica
Ltda.
Samtec
Biotecnologia

Darrow
Laboratérios S.A.

Darrow
Laboratérios S.A.

Darrow
Laboratérios S.A.

Sigma

Vetec
CRQ
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A Tabela 3.2 descreve as quantidades de componentes nas formulagdes de nutrigdo

parenteral utilizadas no estudo de fotodegradacéo acelerada da vitamina A.

Tabela 3.2 — Componentes utilizados nos experimentos de fotodegradacéo e suas respectivas

concentracdes.
COMPONENTE QUANTIDADE
Glicose 26,20 mL
Cloreto de potéssio 0,80 mL
Cloreto de s6dio 0,60 mL
Sulfato de magnésio 0,30 mL
Gluconato de calcio 4,00 mL
Fosfato de potéssio 1,00 mL
Polifosfato de sédio (20 mM) 6,00 mL
Emulsédo de vitamina A (120C0g/mL) 5,12 mL
Oligoelementos 0,40 mL
Agua q.s.p. 100,00 mL

37



MATERIAIS E METODOS

3.2 Equipamentos utilizados

CAPITULO IlI

A Tabela 3.3 apresenta as especificagdes dos equipamentos utilizados nos

procedimentos experimentais.

Tabela 3.3 — Equipamentos utilizados nas analises das preparacdes estudadas.

EQUIPAMENTO
Espectrofotdmetro de absorgéo

eletronica UV-Visivel

pHmetro digital

Camara de fotoestabilidade

Medidor de tamanho de particulas

Balanca analitica

Multimetro

Luximetro

Radiémetro

Ponta termopar
Software Scilab

Software Origin

FABRICANTE

Beckman

PHTEK

NP2/UFPE

Microtec

Shimadzu

Minipa

Minipa

Instrutherm

Minipa

Scilab
OriginLab

Corporation

MODELO

DU7500

PHS-3B

BCD1.0

S3500

AY220

ET-1400

MLM-
1011

MRU-201

MTKO1

CARACTERISTICAS
Escala de comprimento
de onda de 190-800 nm
pH de 0.00 a 14.00 pH,
mV de -1999 a +1999
mV e temperatura de O
a 100°C
Opcédo 2 ICH
Software Microtec Flex
10.4.3
Digital, Funcéo
Windows™ Direct
Display LCD 2000
contagens e funcdo
Data-Hold
Display LCD 3 %
digitos com leitura
maxima de 1999,
indicagdo x10 e x100
Display LCD de 3 1/2
digitos, escala de 1.999
uw/em? a  19.990
uw/cmgz, resposta
espectral na faixa de
290 a 390 nm
Medida de -40°C
204°C

V4.1.2

V7.0
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3.3 Delineamento experimental

Os estudos que envolvem a quantificagdo do palmitato de retinol (Vitamina A)
foram realizados através da técnica de espectroscopia de absorcdo eletrdnica no
ultravioleta e visivel [BALL, 1988]. A taxa de fotodegradacdo desta vitamina foi
determinada através de um modelo reduzido de plano de estudo de fotoestabilidade
acelerada, realizado numa camara de fotoestabilidade desenvolvida pelo Nucleo de
Pesquisas em Nutricdo Parenteral/UFPE, de acordo com a opcdo 2 determinada pela
Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Registro de Produtos Farmacéuticos (ICH) e
a Food and Drugs Administration (FDA) [ICH, 1996] os quais sdo adotados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [BRASIL, 2005], simulando as
condicdes de iluminancia e irradiancia medidas no bercario e UTI Neonatal do Hospital

das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.

3.4 Construcao da camara de fotoestabilidade

Para a construcdo da camara de fotoestabilidade, varios parametros foram
levados em consideracdo, dentre eles destacaram-se: (i) as lampadas utilizadas como
fonte de luz; (ii) a disponibilidade de materiais e (iii) mao-de-obra especializada para a
execucdo do projeto.

Com relacdo a fonte de luz, a escolha das lampadas atendeu aos critérios
estabelecidos pela Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Registro de Produtos
Farmacéuticos (ICH) e a Food and Drugs Administration (FDA) [ICH, 1996;
PIECHOCK & THOMA, 2007], adotados também pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) [BRASIL, 2005]. Foram escolhidas as lampadas que melhor
atenderam as exigéncias dos Orgdos regulatorios acima citados, levando-se em

consideracdo custo, dimensfes e poténcia. Foram utilizadas duas lampadas brancas
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fluorescente fria (OSRAM — Germany) e uma lampada ultravioleta (Philips — Holland)
conectadas a reatores eletronicos especificos para cada tipo de Iampada, acionados de
forma independente por botdes de acionamento localizados no painel.

O modelo construido foi montado a partir de moldes em madeira, revestido
externamente por férmica e internamente por laminas de aluminio.

Toda a parte elétrica foi feita no seu compartimento superior e protegido por
uma tampa na qual foram instalados dois exaustores. Outros dois exaustores mais
potentes foram colocados na parte de trds da camara a fim de promover a troca do ar
ambiente com o compartimento interno para manter a temperatura constante.

Um fio Termopar®, conectado a um multimetro (Minipa®), foi colocado no
interior da camara, na parte inferior central a fim de se monitorar a temperatura neste

ponto, local onde ficaram expostas as amostras.

3.5 Mapeamento da superficie de exposi¢cao

As medidas da irradidncia e da iluminancia foram feitas utilizando-se um
radibmetro e um luximetro, respectivamente, conforme especificados na Tabela 3.2.

Para fazer o mapeamento, foi necessario definir, primeiramente, a area de
trabalho na superficie de exposicdo. Foram medidas as intensidades da lampada UV e
BF ligadas em conjunto e individualmente, registrando-se a intensidade detectada pelos
luximetro e radidmetro em cada situacao.

Por medida de seguranca, e por se tratar de um modelo prototipo, foram
utilizados equipamentos de protecdo individual (EPIs) com a finalidade de proteger o

operador, principalmente, dos raios UV.
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3.6 Medidas da poténcia UV e iluminancia no bercario e UTI neonatal do Hospital
das Clinicas de Pernambuco
Realizaram-se medidas da intensidade e poténcia luminosa da luz incidida,
utilizando-se, respectivamente, o luximetro e o radidmetro, em 16 pontos proximos as
janelas (locais onde estdo situados os sistemas de gases e onde ficardo confinados as

incubadoras), entre 8:00 e 18:00h, com intervalo médio entre as leituras de duas horas.

3.7 Preparacao e caracterizagdo de emulsdes de vitamina A

Realizou-se um levantamento de acordo com Blanco e colaboradores (2000) e
classificagdo segundo Ansel (2000) dos excipientes comumente utilizados e suas
respectivas concentracfes nas preparacdes de emulsdes de vitaminas lipossoliveis
comercialmente disponiveis [BLANCO et al., 2000; ANSEL, 2000].

A estabilidade das emulsdes da vitamina foi observada quando em repouso apos
a preparacdo. Além disso, foi determinado, em triplicata, o tamanho médio das
emulsdes formadas através de um medidor de tamanho de particulas e observado o
perfil de absor¢do através da técnica de espectroscopia de absorcéo eletrénica UV-Vis.
Também foi verificado o pH de cada preparacdo. Os equipamentos utilizados

encontram-se descritos na Tabela 3.3.

3.8 Determinacdo das concentracdes da vitamina A atraves de espectroscopia de
absorcéao eletrénica no UV e visivel

Através da técnica de espectroscopia de absor¢do eletronica no UV-Vis foram
preparadas curvas padrdo da vitamina A, em concentracfes pré-determinadas,
utilizando-se como valor de referéncia as recomendacdes da Organizacdo Mundial de

Saude (WHO) [WHO, 1996], a fim de se obter o ajuste da reta de regressao linear e,
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conseqlentemente, os valores das concentragdes da vitamina A nas misturas de nutricdo

parenteral.

3.9 Preparagdo das misturas de nutricdo parenteral, determinacdo da cinética de
degradacdo da vitamina A e estudo do efeito antioxidante do polifosfato de sodio.

A primeira etapa foi determinar os espectros de absorcdo de cada componente da
mistura separadamente, em concentra¢des usualmente utilizadas.

A partir dos dados disponiveis foram formuladas nutricdes parenterais contendo
glicose, eletrdlitos, oligoelementos e a emulsdo com a vitamina A, conforme descritos
na Tabela 3.1 e colocadas na camara de fotoestabilidade, em frascos-ampola de vidro,
lacrados com tampa de borracha.

A partir do mapeamento da superficie de exposicdo e das medidas de
iluminancia e irradiancia no bercario e UTI neonatal do Hospital das Clinicas/UFPE,
determinou-se o tempo equivalente de exposicdo das amostras para cada tipo de fonte
de luz.

A partir das curvas padrdo da vitamina A determinadas anteriormente, foi
observado o perfil da cinética de fotodegradacdo desta vitamina quando adicionada as

misturas de NP, na presenca e auséncia do polifosfato de sddio.
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CAPITULO IV

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nesta

dissertagéo.

4.1 Construcdo da Camara de Fotoestabilidade

Foi escolhido o modelo de exposi¢do de amostras no plano horizontal, o qual é
adotado na maioria dos paises da Europa e América [T@ONNESEN, 2004].

A armacdo estrutural do equipamento foi feita de madeira compensada e
formica, pelo fato de ser um material ndo condutor e de baixo custo, além de ndo
influenciar nos processos de degradacdo promovidos pelo equipamento.

As dimensdes da camara foram estipuladas pela quantidade e comprimento das
lampadas, distancia destas em relacdo ao suporte das amostras e distancia de separagédo
entre as lampadas. A principio, oito lAmpadas compunham o equipamento, sendo seis
do tipo branca fria e duas do tipo UV. A Figura 4.1 apresenta uma visao geral da parte

interna na versao preliminar.

Figura 4.1 — Visdo interna da verséo preliminar da camara de fotoestabilidade, contendo
seis lampadas BF e duas lampadas UV.

As instalacOes elétricas foram feitas na regido superior do equipamento (Figura

4.2). Foram utilizados para a montagem do sistema elétrico de acionamento das
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lampadas um reator eletrénico multivolt de 80 W com acoplamento para duas lampadas
UV e trés reatores eletrénicos multivolt de 58 W com acoplamento para duas lampadas

brancas frias (BF).

Figura 4.2 — Compartimento contendo as instalac@es elétricas da camara de
fotoestabilidade, trés reatores eletronicos para lampadas BF e um reator para duas lampadas UV.

Os dispositivos complementares instalados ao sistema elétrico permitem que
sejam realizadas as seguintes operagdes: acionamento elétrico geral do equipamento,
acionamento do sistema de exaustao (botéo liga/desliga), acionamento independente das
lampadas branca fria e ultravioleta, e chave de desligamento das lampadas.

Por medidas de seguranca, um interruptor foi colocado em contato com a tampa
a fim de que quando esta for levantada, enquanto as lampadas estiverem ligadas, todo o
sistema elétrico é automaticamente desligado, com excecdo dos exaustores.

Para garantir que o equipamento ndo volte a funcionar caso ocorra uma subita
falta e refornecimento de energia, um sistema de relés foi desenvolvido para garantir
que a camara sera efetivamente desligada e ndo mais volte a religar. Caso haja amostras
em exposi¢do o experimento é cessado e devera ser novamente realizado.

Todo o compartimento interno da camara foi forrado com folhas de aluminio,

conforme recomendado por Turner (1998) [TURNER, 1998 apud PIECHOCK &
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THOMA, 2007, p.90], formando uma superficie refletora, garantindo espalhamento
continuo e homogéneo da luz por toda a &rea de exposicdo, e aumentando a eficiéncia
da camara [PIECHOCK & THOMA, 2007].

A distancia entre as fontes de irradiacdo e a superficie de exposicdo, onde se
localizam as amostras, foi de 15 cm. Uma vez que a poténcia e a luminosidade sdo
fixas, a distancia passa a ser relevante para 0 mapeamento da superficie de exposicao e,
conseqlientemente, a determinacao do tempo de exposicao.

Um fio Termopar®, conectado a um multimetro (Minipa®), foi colocado na parte
inferior interna, mais precisamente no centro da camara, a fim de monitorar a
temperatura na superficie de exposi¢do onde ficam as amostras. Quatro exaustores no
total foram instalados a fim de promover a circulacdo do ar, tanto na parte elétrica como
na area de exposicdo, promovendo a passagem do ar no ambiente externo para o interno
e vice versa. A camara de fotoestabilidade € dependente da temperatura e umidade do
ambiente externo.

A posicdo, forma e tamanho das fontes de irradiacdo tém influéncia diretamente
na distribuicdo da luz, na poténcia irradiada e nos niveis de iluminacdo. Porém, a
distancia entre uma fonte de iluminacdo e um fotodetector (ou da superficie de
exposicdo), deve ser sempre levada em consideracdo, uma vez que, 0S niveis de
iluminacdo que partem desta fonte e chegam a uma determinada area decaem na relacéo
do inverso do quadrado da distancia a medida que esta aumenta entre esses dois pontos,

como estabelecido na lei do inverso quadrado (Figura 4.3) [CAMPINI, 2005].
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F"c}/r}te de Luz
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Figura 4.3 — Esquema representativo da lei do inverso do quadrado. Intensidade por
unidade de area varia inversamente proporcional ao quadrado da distancia de um ponto da fonte
de iluminacdo.

Um espaco excedente na parte inferior da cadmara pode ser usado para guardar
todo o material constantemente utilizado durante os ensaios, como: lampadas novas,
suportes, fios, etc. Na parte inferior externa estdo situados os rodizios necessarios para 0

deslocamento do equipamento. Pode-se ter uma visdo geral do equipamento construido

na Figura 4.4.

Figura 4.4 — Visdo geral da camara de fotoestabilidade construida pelo Nicleo de Pesquisas
em Nutrigdo Parenteral.
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Medidas preliminares realizadas com a primeira montagem indicaram niveis
altos da temperatura, luminosidade e poténcia na superficie de exposi¢cdo. Portanto, fez-
se necessario reduzir o numero de lampadas de seis para duas brancas fluorescentes
frias e de duas para uma lampada UV, o que refletiu, consequentemente, na diminui¢ao
da temperatura.

A montagem final da cAmara de fotoestabilidade construida de acordo com a
opgdo 2 do guia intitulado “ICH HARMONISED TRIPARTITE GUIDELINE” [ICH,
1996], e adotado pela ANVISA, contém uma lampada UV, com espectro distribuido
entre 320 nm e 400 nm, e emissdo maxima de energia entre 350 e 370 nm, e duas
lampadas fluorescentes brancas frias, similar a 1SO 10977 (1993), como fonte de
emissao de luz visivel (400 — 700 nm).

A Tabela 4.1 compara os resultados obtidos das medidas da temperatura,
luminosidade e poténcia, respectivamente, realizadas no ponto central da montagem
preliminar e final.

Tabela 4.1 — Medidas da temperatura, luminosidade média e poténcia UV da montagem
preliminar e final da cAmara de fotoestabilidade.

Montagem Preliminar ‘ 40 ‘ 370.000 ’ 3.060
Montagem Final ‘ 28 ‘ 14. 472 ’ 1.416

No ANEXO C encontra-se uma tabela com as especifica¢fes técnicas da camara
de fotoestabilidade desenvolvida pelo Nucleo de Pesquisas em Nutricdo

Parenteral/UFPE ap0s as devidas modificacdes e pronta para uso.

4.2 Mapeamento da superficie de exposi¢éo e determinacdo do tempo de exposi¢éo
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Alguns conceitos aplicados a fotometria e radiometria sdo imprescindiveis para
uma melhor compreensao sobre 0 mapeamento da superficie de exposicdo, e podem ser
encontrados no ANEXO C.

Fixadas as condicOes experimentais, foi delineada uma area Util de trabalho na
camara de fotoestabilidade, conforme mostra a Figura 4.5. Assim, a partir de linhas
paralelas e transversais desenhadas na superficie de exposicdo foram determinados 30
pontos nos quais foram fixados os detectores do luximetro e do radiémetro (Figura 4.6),
acionando-se em seguida as lampadas. Dessa forma, foram medidas as intensidades das
lampadas UV e BF ligadas em conjunto ou individualmente e registradas as

intensidades detectadas aparelhos em cada situacao.

Figura 4.5 — Delineamento da area Gtil na superficie de exposi¢do das amostras dentro da cAmara
de fotoestabilidade.
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Figura 4.6 — llustracéo da posicdo dos detectores do radiémetro e luximetro nos pontos demarcados
na cAmara de fotoestabilidade.

Utilizando-se o software Scilab v4.1.2 for windows, foram feitos os tratamentos
estatisticos adequados e gerados os graficos bi e tri-dimensionais evidenciando a
superficie de exposicdo das amostras. Assim, foram gerados os graficos da iluminancia
das lampadas: BF, UV e BF + UV, e da irradiancia de cada fonte ligadas isoladas e em

conjunto. Os mapas podem ser conferidos nas Figuras 4.7 —4.8.
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Figura 4.7 — Mapas de intensidade bidimensionais da iluminéncia monitorada no interior da
camara de fotoestabilidade para as lampadas (a) branca fria; (b) UV; (c) UV+BF e da irradiancia
observada para (d) BF; (e) UV; e (f) UV+BF.
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Figura 4.8 — Mapas de intensidade tridimensionais da iluminancia monitorada no interior da
camara de fotoestabilidade para as lampadas (a) branca fria; (b) UV; (c) UV+BF e da irradiancia

observada para (d) BF; (e) UV; e (f) UV+BF.
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A camara de fotoestabilidade desenvolvida utiliza uma lampada fluorescente
com poténcia descrita pelo fabricante de 22 W de poténcia ultravioleta emitida, e duas
lampadas BF de 5.200 lumens emitidos. Assim, foi calculada a irradiancia e iluminancia

tedrica para a luz ultravioleta e visivel, respectivamente:

Irradiancia UV na amostra

Poténcia =22 W

Distancia aproximada radial do centro da lampada UV para a amostra = 0,18 m
Largura da lampada (L) =1,5m

Area da Superficie da Lampada = 2arL = 0,18.7.1,5 = 1,7 m?

Irradiancia calculada na amostra = 22 W /1,7 m* = 12,9 W/m? ou 1.290 pW/cm?

Iluminancia na amostra

Lumens = 5.200

Distancia aproximada radial do centro de uma lampada BF para a amostra = 0,18 m
Largura da lampada (L) =1.5m

A=2mrL = 1,7 m?

lluminancia calculada na amostra = 5.200 lumens/ 1,7 m* ~ 3060 Lux/lampada

Apesar de serem utilizadas abordagens distintas para o célculo da irradiancia, o0s
resultados se mostram bastante convergentes, tornando-os altamente confiaveis. Ainda
assim, € necessario a determinacdo da irradiancia por actinometria quimica como um
resultado confirmativo.

Os resultados tedricos e 0s experimentais de medidas de iluminancia apresentam

boa correlacdo, possuindo a mesma ordem de grandeza. Diferengas sdo esperadas pois,
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sdo utilizadas duas ldmpadas na cdmara, portanto, o ponto de medida ndo é na superficie
das lampadas e, além disso, as paredes da camara sdo refletoras 0 que muda a
distribuicdo da luz.

A intensidade da fonte de fotons € a maior variavel e depende bastante da
natureza da lampada (formato e tempo de uso). Estes fatores, com respeito as amostras,
irdo determinar a dose incidente que as amostras irdo receber.

A partir dos resultados experimentais, foram calculados os tempos de exposicao
para cada fonte de emissdo. De acordo com a ANVISA, a dose de luz UV minima
recomendada para testes de fotoestabilidade é de 200 W h / m?, e de luz visivel
1.200.000 Lux h. O célculo da equivaléncia em tempo necessario para duas fontes
de radiacdo com irradiancias ou iluminancias diferentes produzirem a mesma dose é

feito através de uma simples “regra de trés”:

Ri.ti=Rs. 1, 9R1.t1:Dose1

Onde R; € a irradiancia ou iluminancia pré-estabelecida, e t; € o tempo conhecido; R, €
a irradiancia ou iluminancia maxima da camara, e t, € o tempo equivalente. Assim, para
o calculo do tempo minimo de exposicdo, a partir da dose recomendada pela ANVISA,
temos:

1) Para a emissdo maxima da lampada UV:

Dose ANVISA = 20.000 pW h.cm™

Irradiancia UV da camara = 1.416pW.cm™

20.000 pW h.cm™/ 1.416puW.cm™ = 14h 7min.
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2) Para a emissdo maxima das lampadas BF:
Dose ANVISA = 1.200.000 Lux
lluminancia da lampada BF da cAmara = 12.290puW.cm™

1.200.000 Lux h/14.472 Lux = 82h 55min (~ 4 dias).

4.3 Medidas da poténcia UV e da iluminancia do bercario no Hospital das Clinicas
da UFPE

Antes de se iniciarem as medidas de iluminancia e irradiancia, foi feito um
reconhecimento do bercario e UTI neonatal, e determinada a localizacdo das
incubadoras. Verificou-se que dos 21 pontos de distribuicdo de oxigénio e ar medicinal
existentes, e que no caso representam a capacidade total de leitos dos dois locais, sendo
6 na UTI neonatal e 15 no bercario, 16 estavam situados préximos as janelas. Estes
foram denominados criticos, uma vez que ha uma maior intensidade luminosa nesses

locais (exemplificado na Figura 4.9).

Figura 4.9 — Localiza¢do de uma incubadora proximo a janela na UT 1 neonatal do Hospital das
Clinicas da UFPE.

As janelas s@o revestidas por uma pelicula a fim de minimizar a intensidade
luminosa para dentro do bergario e UTI neonatal, porém percebeu-se também que as
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peliculas ndo eram uniformes, ja que foram detectadas falhas em algumas delas e
verificado diferencas das intensidades entre elas.

A Tabela 4.2 indica a média das irradiancias e iluminancias dos 16 pontos
escolhidos, medidas a cada duas horas por um periodo de 10h, e a dose nas diferentes

situacOes (janela aberta e janela fechada).

Tabela 4.2 — Valores médios das irradiancias e das iluminancias dos 16 pontos criticos do bercario e
UTI neonatal do HC/UFPE.

MEDIA HORARIO HORARIO HORARIO HORARIO HORARIO HORARIO DOSE
08:00 10:00 12:00 14:00 16:00 18:00
Janela Aberta (LUX) 6.558,7 6.188,6 5.050,5 3.432,0 1.323,7 248,6 22.802,2
Janela Fechada (LUX) 251,9 240,1 204,1 161,7 64,7 259,3 1.182,0
Janela Aberta (RAD) 105,5 94,1 88,2 66,8 17,7 0,03 372,5
Janela Fechada (RAD) 11,6 9,4 8,3 6,0 1,7 0,04 37,1

As medidas com as janelas abertas representam a situacdo mais critica em que as
bolsas contendo a NP podem estar sujeitas. Dez horas representam um tempo de medida
que equivale a quase o tempo total em que estas infusdo podem ser administradas,
recomendadas entre 12 e 24h.

As misturas de nutricdo parenteral sdo administradas em ambientes bem
especificos, p.ex. enfermarias e UTIs de hospitais, ou na propria casa do paciente home
parenteral nutrition (HPN), isso diversifica muito as condi¢es de exposicdo. As
medidas no hospital se fizeram necessarias uma vez que a literatura ndo tras referéncias
de intensidades de poténcias similares as condi¢fes encontradas. Estas medidas servirdo
como referéncia para o célculo do tempo de exposicdo equivalente na camara de

fotoestabilidade.
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4.4 Preparacao e caracterizacao fisico-quimica das microemulsdes de vitamina A

A principio, foram escolhidos os excipientes comumente empregados na
preparagdo de emulsdes de vitaminas. Para o presente trabalho, foi escolhido o
polisorbato 80 (PS80) e estimada a concentracdo suficiente para dissolver a vitamina A.
Verificou-se que outros excipientes também sdo adicionados as formulagdes
viabilizadas comercialmente, porém estas na forma de pé liofilizado. Estes excipientes
sdo 0 manitol e o polisorbato 20. Este ultimo, muitas vezes, ndo é adicionado as
formulagcdes uma vez que tem a mesma finalidade do PS80 e concentracdo bem inferior.
A funcdo do polisorbato 20 é de dar mais estabilidade as emulsées formadas [ANSEL,
2000; ROWE, 2005].

A formulacdo da emulsdo de vitamina A pode ser vista na Tabela 4.3. A
seguinte ordem de adicdo foi seguida: em um béquer dissolveu-se o manitol sob
aquecimento em um pouco de agua, num outro béquer misturou-se a vitamina A e 0
PS80. Apos diminuir um pouco mais a temperatura da solucdo de manitol, esta foi
vertida pouco a pouco, e sob constante agitacdo, no béquer contendo a mistura PS80 e
vitamina A. A preparacao foi colocada em um baldo volumétrico e completado o
volume com agua estéril para injetaveis. Apds esta etapa, o baldo foi recoberto em folha
de aluminio a fim de protegé-lo da luz. Toda a preparacdo da emulsdo foi conduzida

num ambiente com pouca luz.

Tabela 4.3 — Formulagéo da microemulséo de vitamina A utilizada neste estudo.

Manitol 7.5
Polisorbato 80 1,16
Vitamina A 0,24

Agua estéril injetavel g.s.p. 100

Preparadas as emulsdes, as quais foram colocadas como preparagdes estoque, na

concentracdo de 2.400 pg/mL, as mesmas foram caracterizadas, em triplicata, através de
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um analisador de tamanho de particulas e por espectroscopia de absor¢do eletrénica
UV-Vis, realizando-se varios espectros de suas dilui¢cbes. Os equipamentos utilizados
encontram-se descritos na Tabela 3.2 do Capitulo 3.

Através da analise de tamanho de particulas observou-se uma distribuicdo
bimodal com 70% das particulas com tamanho médio de 50 um e 20% com tamanho de
aproximadamente 5 pum. Os 10% restante estdo distribuidos entre esta faixa ou um
pouco acima dela, pressupondo serem particulas dispersas oriundas de impurezas
contidas nas matérias primas ou vidrarias.

Foram realizados espectros de absorcdo eletronica de diluicdes a partir das
preparacdes estoque de vitamina A, primeiramente uma preparacdo intermediaria de
concentracdo 120 pg/mL, e diluices entre 1 — 12 pg/mL a fim de verificar o perfil de
absorcdo desta substancia, comprimento de onda e intensidade maxima de absorcéo, e
concentracdes ideais para determinacdo da curva padrdo. Um espectro representativo

pode ser observado na Figura 4.11.
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Figura 4.10 — Espectro de absorcéo eletronica de microemulséo de vitamina A.

A escolha das concentragdes nesta escala assemelha-se a concentragdo diéria

recomendada para administragdo nas misturas de NP, que pode chegar a, no maximo, 6
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pmg/mL. Na preparagdo da curva-padrédo foram verificados dois pontos acima e dois
abaixo deste valor. O comprimento de onda no qual foi monitorada a intensidade

maxima de absorcao foi [ =326 nm [BALL, 1988]

4.5 Determinacgdo das concentracfes da vitamina A através de espectroscopia de
absorcao eletrénica no UV e visivel

Uma vez caracterizadas as microemulsdes de vitamina A formadas e
determinada a regido de trabalho, o passo seguinte foi preparar a curva padrdo desta
vitamina, conforme ilustrado na Figura 4.12. As concentragdes utilizadas variaram entre
1 — 12 pg/mL. Os parametros que definem a funcdo da reta de regressédo (y = a + bx)

podem ser vistos na Tabela 4.4.

1,0

R’ = 0,9997
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Figura 4.11 — Regresséo linear da vitamina A microemulsionada.
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Tabela 4.4 — Parametros que definem a funcéo da reta de regressdo y = a + bx.

PARAMETRO VALOR ERRO
a 0,01685 0,00441
b 0,06263 0,00058

4.6 Estudo da fotodegradacéo da vitamina A e acdo antioxidante do polifosfato de
sodio em misturas para nutricdo parenteral

Espectros isolados de cada componente basico da mistura de nutrigdo parenteral,
dentro da faixa de concentragcdo maxima recomendada, foram obtidos isoladamente e
comparados com as regides de absorcdo da vitamina A e verificou-se que 0s
aminodacidos sdo potenciais interferentes nestas misturas uma vez que absorvem a luz
ultravioleta na mesma regido da vitamina A nas concentra¢des recomendadas. Por isso,
foram preparadas misturas de nutricdo parenteral sem aminoacidos.

As emulsdes lipidicas, apesar de fazerem parte da composicdo basica das
preparacdes de NP, foram excluidas das preparacGes, uma vez que a técnica de
espectroscopia de absor¢do na regido do UV e visivel € dependente de um meio
opticamente transparente, e a emulsdo tornaria 0 meio opticamente opaco.

Preparou-se, a partir de uma formulacdo comumente utilizada pelos hospitais
publicos para recém-nascidos, uma mistura de nutricdo parenteral utilizando o0s
componentes descritos na Tabela 3.2. Esta formulacdo foi dividida em dois grupos, o
primeiro com o polifosfato em sua composicao, substituindo o fosfato de potéassio, e o
outro grupo sem o polifosfato e utilizando o fosfato de potassio a fim de se investigar a
acdo antioxidante deste polidnion na formulacdo de NP contendo a vitamina A. As

formulagdes com e sem o PoliP foram preparadas e colocadas em frascos-ampola
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vedados com uma tampa de borracha e expostas na camara de fotoestabilidade, como

mostra a Figura 4.13.

Figura 4.12 — Exposicéo das formulacdes de NP na cAmara de fotoestabilidade.

Com os dados obtidos das medidas de iluminancia e irradiancia no bercario e
UTI neonatal do HC/UFPE, calculou-se o tempo de exposicao equivalente a dose nos
pontos criticos na situacdo de maior intensidade, ou seja, a dose quando as janelas estdo
abertas. Obteve-se para a fonte de radiacdo UV um tempo de exposicdo de 15 minutos,
e para as lampadas BF, uma hora e trinta minutos de exposi¢cdo. Assim, uma hora de
exposicdo a radiacdo no bercario e UTI neonatal equivale a 1,5 minutos na luz UV e 15
minutos de exposi¢do a luz visivel na cdmara de fotoestabilidade.

Apos a exposigdo, tanto a radiagdo UV como visivel, foram obtidos os espectros
de cada preparacdo e medida a intensidade maxima em [J = 326 nm, correspondente a
absorcdo méxima da vitamina A. Na Figura 4.14 sdo mostrados 0s espectros de

vitamina A microemulsionada e na formulagdo para nutricdo parenteral.
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Figura 4.13 — Espectros de absor¢cdo da vitamina A (linha tracejada) e da mistura para NP
contendo vitamina A (linha cheia). A seta evidencia 0 comprimento de onda (326 hm) monitorado
durante o experimento de fotodegradacao.

O perfil fotodegradativo da vitamina A sob a acdo de ambas as lampadas esta

descrito na Figura 4.15.
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Figura 4.14 — Perfil de fotodegradacao acelerada da Vitamina A sob acdo das lampadas UV (m) e
BF () sob um tempo equivalente a 10 h de exposi¢do na sala de UTI neonatal do Hospital das
Clinicas.

Através do perfil degradativo observa-se que, num mesmo tempo de

equivaléncia de exposi¢do da mistura contendo a vitamina A, a luz UV promove uma
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maior extensdo de degradacdo (Figura 4.15). Ap6s 15 min de degradagdo na cAmara a
quantidade reminiscente de vitamina A foi de 14%. Este valor esta proximo aos valores
observados na literatura para experimentos degradativos sob a acdo da luz solar indireta
[ALWOOD & MARTIN, 2000; CARLOTTI et al., 2002]. J& a acdo da luz branca fria
foi menos expressiva, mas ainda muito acima dos valores esperados e reportados na
literatura. Ap6s o tempo de exposicdo apenas 50% da concentracdo original foi
observada na mistura. A regido espectral da lampada BF (fornecida pelo fabricante) é de
400 a 700 nm, regido onde a vitamina A ndo absorve (Figura 4.14). Isto mostra que
outro fator esta relacionado ao desaparecimento da vitamina A no sistema. Revendo 0s
mapas de intensidade de irradiancia para esta lampada descritos nas Figuras 4.7(d) e
4.8(d) observa-se que existe (na distancia lida pelo radibmetro na camara) uma
quantidade diferente de zero na leitura da radiacdo UV para a lampada BF. Calculando a
dose media de luz UV que foi produzida e submetida no sistema em estudo observa-se
um valor de dose = 36,50 W.h".cm™. Esta dose, embora pequena, aparenta contribuir
como potencial fonte fotodegradativa. Observa-se na literatura que a luz branca fria
sempre se apresenta como uma fonte de luz que ndo contribui para efeito de
fotodegradacdo da vitamina A. Duas hipoOteses podem ser formuladas observando-se
que ainda assim ocorreu a degradacdo continua da vitamina no meio. A primeira
envolve efeitos de potencializadores de absorcdo na regido do visivel por efeitos nao
lineares de absorcdo de luz. Esta possibilidade resta ainda a ser confirmada através de
experimentos utilizando Optica ndo linear, 0 que transcende o escopo deste trabalho. A
outra hipotese é de que a fonte de luz branca também possa estar contribuindo com luz
na regido do UV. De fato, apesar do fabricante anunciar auséncia de emissdo luminosa
na regido do ultravioleta, observa-se leitura positiva nesta regido. A proximidade da

amostra da fonte de luz também é um pardmetro a ser considerado. Neste caso, uma
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distancia de 15 cm promove a degradagédo por parte da luz BF, mas como mostrado na
Figura 4.3 a intensidade de luz diminui com o inverso do quadrado da distancia,
sugerindo que o percentual de degradacdo também varia com esse parametro. Neste
caso, torna-se necessario também um estudo posterior para avaliar esta correlacdo.

Com relacdo ao efeito antioxidante do polifosfato algumas consideragdes podem
ser feitas. A Figura 4.16 mostra a cinética de degradacao da vitamina A em que o PoliP
se faz presente ou ausente nas misturas de NP. A Figura 4.16(a) mostra o decaimento da

concentracdo na exposic¢do a luz visivel durante 1h e 30 minutos, e a Figura 4.16(b)

quando exposta a luz UV, durante 15 minutos.
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Figura 4.15 — Cinética de degradacéo da vitamina A em formulagfes com e sem PoliP (a) usando
luz visivel e (b) usando luz UV.
Através da analise dos graficos, verifica-se que a vitamina A quando exposta a
luz visivel tem uma perda de aproximadamente 50%, tanto nas formulacGes em que o
polifosfato se faz presente ou ndo, a diferenca no perfil fotodegradativo € minima. A
analise deste perfil sugere que o polifosfato ndo atua como antioxidante sob ac&o direta
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da luz branca. O sutil acréscimo de estabilidade pode-se dever a acdo do polifosfato sob
a atuacdo da luz UV residual apresentada pela lampada.

O perfil fotodegradativo da vitamina A nas formulagdes expostas a luz UV sdo
diferentes. Aproximadamente, 68% da vitamina é degradada na presenca do polifosfato
de sddio, enquanto que 85% se degrada na auséncia deste polianion, uma diferenca de
15%. Neste caso surge uma visivel atuacdo do PoliP na interferéncia da acédo
fotoquimica da luz. Além disso, sugere-se uma possivel relacdo concentracao-
dependente no perfil fotodegradativo da vitamina A com PoliP. Isto se deve ao fato de
ambos perfis resultarem num declive reduzido em tempos prolongados de iluminacgéo.

A acgdo antioxidante do polifosfato foi mencionada pela primeira vez na
literatura por Watts [WATTS, 1950] que mencionou o efeito sinergistico do
hexametafosfato, [NaPOsz]n com n = 5-15, em sistemas alimenticios agua/oleo. Mais
tarde, uma capacidade antioxidante foi mencionada por KIM (2004) exemplificando sua
acdo na diminuicdo da oxidacdo do DNA causada por radicais livres gerados pela
radiacdo UV [KIM et al., 2004]. Dentre as diversas possiveis explicacfes para a acéo
do polifosfato pode-se sugerir a seguinte, que leva em consideracdo a capacidade
quelante deste polianion. As gotas de 6leo microemulsionadas contendo vitamina A
apresentam polisorbato em sua superficie. Este agente surfactante neutro possui um
grande numero de hidroxilas em cadeias ramificadas, as quais penetram a interface
aquosa. Esta cobertura rica em hidroxilas é razoavelmente polar e capaz de atrair os
cations presentes na formulagdo (Ca**, Mg?* e oligoelementos). Uma vez adicionado o
polifosfato no meio, este ira interagir naturalmente através de sua acdo sequestrante,
com o0s cations proximos a superficie das microgoticulas, criando uma estrutura
supramolecular ao redor da gota. E razodvel pensar-se que a proximidade destes

polieletrolitos na superficie das gotas pode atuas como antioxidante de duas formas: a
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primeira delas é interferindo na absorcédo de luz UVB (regido de absor¢do do polifosfato
[PEREIRA, 2007]) e a segunda é criando uma camada negativa, repelindo a
aproximacdo dos possiveis radicais perdxidos, que formados através da atuacéo da luz
UV no meio, podem participar como agentes de acdo oxidativa sobre a vitamina A.

Estas hipoteses deverdo ser esclarecidas na continuidade deste trabalho.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

CAPITULO V

5.1 Conclusdes

1. Em relacdo a caAmara de fotoestabilidade desenvolvida pelo Nucleo de Pesquisas
em Nutricdo parenteral/UFPE pode-se observar que:

v' Foi seguramente projetada a fim de oferecer pouco ou nenhum risco nem
ao operador nem ao laboratério, uma vez que dispde de mecanismos de
desligamento caso haja uma eventual abertura da tampa enquanto as
lampadas estiverem ligadas e na falta de energia o equipamento ndo é
mais acionado, prevenindo, desta forma, curto-circuito ou incéndio;

v’ Representou uma forma econdmica para estudos de fotoestabilidade, com
baixo custo de manutencdo, uma vez que, todas as pecas podem ser
facilmente encontrados no mercado;

v Atendeu de forma eficiente aos critérios estabelecidos na opgdo 2 do
ICH, o que foi confirmado a partir do mapeamento da superficie de
exposicéo.

2. Através da radiometria e fotometria foi possivel obter uma estimativa da dose as
quais as misturas de nutricdo parenteral podem ser expostas nos locais de
aplicacao.

3. A Vitamina A (palmitato de retinila) foi microemulsionada, e caracterizada
guanto a seu espectro de absorcdo no UV-vis, observando-se uma banda
caracteristica em [] = 326 nm. O tamanho médio das gotas emulsionadas para os
sistemas mostrou-se na faixa de 5 — 50 [Om;

4. Foram obtidos os pardmetros de ajuste do modelo de regressdo em relacéo a aos
espectros da vitamina A, confirmando assim a sua linearidade;

5. Os resultados obtidos com a exposicdo da vitamina A, mostram:
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v Que ap6s uma sessao de luz submetida as emulsdes, equivalente a luz UV e BF,
a vitamina A sofreu um decréscimo em sua concentracdo de 85% e 50%
respectivamente;

v Que o uso do polifosfato de sédio com grau de polimerizacdo de 9 diminuiu em
15% a fotodegradacdo da vitamina A induzida por UV, no entanto ndo
apresentou efeito antioxidante no processo induzido pela luz visivel.

v' A eficiéncia da camara para estudos de fotoestabilidade de medicamentos
expostos a radiacdo UV e visivel, tomando como modelo o perfil

fotodegradativo da vitamina A;

5.2 Perspectivas

Os resultados obtidos relacionados a fotoestabilidade das misturas para NP
contendo nutrientes fotossensiveis sdo muito importantes para o controle de qualidade
destes sistemas, principalmente para garantir a acao terapéutica destes nutrientes e 0 uso
seguro das formulacBes. Os resultados deste estudo deverdo ser veiculados aos
farmacéuticos responsaveis por esta area em hospitais da rede pablica e privada para
gue possam garantir um melhor controle de qualidade do produto formulado.

Esta dissertacdo tem um carater inovador no que apresenta o polifosfato de sddio
(n = 9-12) como agente antioxidante em formulacGes para NP. Sugere-se que 0
polifosfato podera ser utilizado como um novo produto que, a0 mesmo tempo servira
como fonte de fésforo na nutricdo parenteral e atuara como antioxidante. Espera-se com
isto consolidar o campo da pesquisa na area e aproximar o setor cientifico ao setor de

aplicacdo direta do resultado cientifico.

69



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

CAPITULO V

Novos experimentos serdo realizados a fim de se obter mais informagdes com
relagdo ao perfil fotodegradativo de outras vitaminas e aminoécidos e o efeito da luz
sobre emulsdes lipidicas, bem como identificar os derivados formados a partir da
exposicao a luz de cada um destes componentes.

Por fim, com relagdo a utilizacdo da camara de fotoestabilidade, este dispositivo
permitird a consolidacdo no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE de uma
area importante do controle de qualidade de insumos farmacéuticos, adaptando as novas

recomendagdes descritas na Resolucdo RE 01 [BRASIL, 2005].
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ANEXO A — Tabelas de composicGes de insumos farmacéuticos utilizados neste
trabalho.

Al: Tabela de composicao da solugdo de amino&cidos pediatricos 10%. Férmula similar
ao Aminoped® 10%.

AMINOACIDO QUANTIDADE

L-Isoleucina 6,40 g
L-Leucina 10,759
L-Lisina 7,099
L-Metionina 4,62 g
L-Cisteina 0,389
L-Fenilalanina 4,57 g
L-Treonina 515¢
L-Triptofano 1,839
L-Valina 7,09 ¢
L-Arginina 6,40 g
L-Histidina 4,14 g
Acido aminoacético 4,14 g
L-Alanina 7,16 g
L-Serina 9,039
L-Prolina 16,199
L-Tirosina 549 ¢
L-Acido malico 4,83 g
Teor total de nitrogénio 14,43 g

Volume total 1000 mL

Osmolaridade tedrica 848 mOsm/L
pH 5,7-6,3

A2: Tabela contendo as vitaminas e seus respectivos valores de Ingestao Diaria
Recomendada (IDR).

A Ul 2.300 3.300
Tiamina (B1) mg 1,2 3
Riboflavina (B2) mg 1,4 3,6
Nicotinamida (B3) mg 17 40
Acido pantoténico (B5) mg 5 15
Piridoxina (B6) mg 1 4
Biotina (B7) mg 20 60
Acido félico (B9) mg 140 400
Cianocobalamina (B12) mg 1 5
Acido ascorbico (C) mg 80 100
D mg 400 200
E mg 7,0 10
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ANEXO B: EspecificagOes técnicas da cdmara de fotoestabilidade desenvolvida pelo
Nucleo de Pesquisas em Nutricdo Parenteral/UFPE.

LAMPADA TIPO UVA

LAMPADA TIPO VISIVEL

IRRADIANCIA MAXIMA DA LUZ UV
ILUMINANCIA MAXIMA DA LUZ VISIVEL
TEMPO REQUERIDO PARA ALCANGAR AS
RECOMENDAGOES ICH DE 200 W.h/M?

TEMPO REQUERIDO PARA ALCANCAR AS
RECOMENDACOES ICH DE 1.200.000 LUX.h

TEMPERATURA MAXIMA ALCANCADA
ESCALA DE UMIDADE
TAMANHO DA SUPERFICIE DE EXPOSICAO

AREA UTIL TOTAL DA SUPERFICIE DE
EXPOSICAO

DIMENSAO INTERNA

DIMENSAO EXTERNA

ESPECIFICACOES ELETRICAS

FLUORESCENTE, UV PROXIMO (LUZ
NEGRA)
FLUORESCENTE, BRANCA FRIA (1SO 10977)

1.416 pW/cm?
14. 472 Lux
14h 07min 05seg

82h 55min 7seg

28°C
DEPENDENTE DA UMIDADE AMBIENTE
1,5m

42,3X124,4cm (DISTANCIA X
COMPRIMENTO)
15X52,3X156,4 cm (ALTURA X DISTANCIA X
COMPRIMENTO)
63,5X158,8X159,4 cm (ALTURA X DISTANCIA
X COMPRIMENTO)

196 Wiatts; 220 Volts; 0,89 Amper

ANEXO C: Defini¢bes importantes em fotometria e radiometria.

Fluxo radiante e fluxo luminoso

Este termo refere-se a emissdo radiante total de uma fonte de luz expressa em

watts (radiométrico) e a emissao luminosa total em lumens (fotométrico), estas as mais

basicas unidades de fluxo dptico. A taxa com que o fluxo flui é chamada de energia

radiante ou energia luminosa,
respectivamente.

Intensidade radiante e luminosa

expressa em Watt.segundo ou

limen.segundo,

O fluxo emitido de uma fonte pontual por unidade de angulo solido

(sterradiano), numa dada direcdo. Para a intensidade radiante as unidades de medida

utilizadas sdo watt/sterradiano (Wsr™), ou lumens por sterradiano (Im sr* = candela).
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Irradiancia e iluminéancia

Irradiancia ou iluminancia refere-se a poténcia por unidade de area para ambas
as intensidades, radiante ou luminosa. Este tipo de medida é dependente da distancia.
No sistema internacional (SI) as unidades destas medidas sdo expressas em watt por
metro quadrado, para irradiancia, e limen por metro quadrado para iluminéancia, ou Lux.
Radiancia e luminancia

Refere-se a intensidade radiante ou luminosa de uma fonte projetada em uma
superficie. A intensidade € dividida pela area de uma fonte de projecdo na superficie. As
unidades de medida no Sl sdo watt por sterradiano por metro quadrado (W sr* m?) e
candela por metro quadrado (cd m? = Im sr* m?).
Dose
Entende-se por dose como a energia oriunda de uma fonte de radiacdo que é depositada
e absorvida por um determinado objeto. Porém, em testes de fotoestabilidade é comum
utilizar a palavra dose, na realidade, para denominar uma densidade de energia, num
dado intervalo de tempo, incidida sob um corpo, ou seja, energia multiplicada pelo
tempo sobre area, ja que tanto a luz visivel e a ultravioleta praticamente ndo tém

capacidade de penetracdo nos corpos (Figura Al).

RADIAGAO REFLEXAO
A & {
| ABSORGAO
¥ ¥ ¥
TRANSMISSAO

Figura Al — Interagdo da luz com a matéria. A luz incidente é a soma de trés componentes: a luz
refletida, absorvida e transmitida.
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Abstract

We report here a systematic investigation of the photodegradation of retinyl palmitate
(vitamin A) in PN neonatal formulations in an accelerated study using a photostability
chamber. We also evaluate the antioxidant action of sodium polyphosphate within the
PN formulations containing vitamin A. The results show that by performing a model
study using an UV lamp the relative amount of vitamin A remaining in the after
simulating a 10 h incidence of daylight was 14%. After simulating a 10 h period of cool

white light, the vitamin A in the same PN composition suffered a 50% degradation. The
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addition of a fixed amount of sodium polyphosphate showed a decrease in the
photodegradation of vitamin A under UV light exposition, but did not show any
influence under the cool white light illumination. These findings are discussed in terms

of a possible synergistic antioxidant process in the microemulsions.

Keywords: photostability, vitamin A, parenteral, polyphosphate, antioxidant

1. Introduction

Parenteral Nutrition (PN) admixtures are one of the most complex
pharmaceutical formulations prepared by the pharmacist on a daily basis. Its intravenous
delivery to the central circulation requires continuous monitoring concerning its
sterility, compatibility and physico-chemical stability. The PN formulation represents a
complex mixture of aqueos solutions of amino acids, dextrose, electrolytes, vitamins
and trace elements. Due to the high concentration of the ingredients, serious and
sometimes fatal injuries can occur to patients if there are errors in compounding and
delivering this type of intravenous therapy. Preterm neonates are a higher risk class that
requires a careful care during IV infusion. Their particular need to supply nutritive
elements which are necessary to achieve an adequate maturing of their organs and
systems is evident. Thus an adequate supply of vitamins is of great relevance, since they
have low body stores at birth (about 50% of adult levels), high growing rate and
development and a poor antioxidant defense system [Brandt et al., 1978; Dju et al.,
1952; Haas et al., 2002]. For example, vitamin A plays an important role in the growth
and differentiation of cells and maintains the integrity of the respiratory epithelium.
Also, it is involved in the formation of photosensitive pigment in the retina and in the

development of the reproductive function and immunocompetence [Leaf et al., 2004].
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Vitamin E is important as an antioxidant in cell membranes, preventing peroxidation of
polyunsaturated fatty acids. Several authors reported on the importance of the
administration of vitamins A and E to very premature infants, showing that this
procedure has been associated with lower incidence and less severity of
bronchopulmonary dysplasia, retinopathy of prematurity and intracranial hemorrhage
[Johnson et al, 1989, Johnson et al. 1995; Papagaroufalis et al, 1991; Shenai et al, 1987;
Speer et al, 1984]. Vitamin D in its active form, 1,25-dihydroxyvitamin D promotes
bone mineralization by increasing absorption of calcium and phosphorus from the
intestine [Leaf et al. 2004]. During the use of PN bags in neonatal nurseries the small
volumes of infusates are administered continuously at low flow rates, which end up
resulting in a high exposure time of the formulation to light and to the surface of the
tubing material. Although all the vitamins are prone to degrade under light exposure,
retinol (vitamin A), [I-tocopherol (vitamin E) and riboflavin (vitamin B1) are the most
light-sensitive to photolysis [Alwood et al, 1998; Edwards et al. 2001; Drott et al.
1991]. Up to date there are several reports showing that photo-induced degradation
occur, but only recently more systematic studies were reported by different research
groups [Alwood et al. 1982; Gillis et al. 1983; Riggle et al. 1986; Shenai et al. 1981;
Thomas et al. 1991; Manning and Washington, 1992; Alwood et al. 1986; Alwood et al.
2000; Carlotti et al. 2002; Haas et al. 2002]. Alwood and Martin in PN recorded the
vitamin A losses during simulated infusion of PN admixtures exposing the bags to
daylight and the light dose was taken as an average value of 2,000 — 4,000 lux [Alwood
et al. 2000]. Haas and colaborators also simulated the PN infusions containing vitamin
A at low rates during a 24 h period of time. The illumination at the site of the infusion
pump and the tubing material was 1,000 — 1,600 Lux during a sunny day in summer and

200 — 600 Lux at night under the artificial lighting conditions of the intensive care unit
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[Haas et al., 2002]. They also monitored the degradation during blue phototherapy
(lamp spectral region: 410 and 450 — 460 nm, light dose: 9,000 — 11,000 Lux). Carlotti
and colaborators performed a more systematic study on the photodegradation of vitamin
A in different media using light controled procedures but not related to parenteral
infusions [Carlotti et al., 2002]. All these studies show that the photodegradation of the
vitamins in PN formulations are influenced by several different factors, such as the
intensity of daylight, the proximity of the bag to the light source and the use of light
protection devices. If the light source is an indoor cool white fluorescent lamp the
photodegradation rate is described as insignificant, but still occurs, especially for
vitamin A. All these different ambient conditions make the collection of reproducible
results a hard task reforcing the need for more systematic studies that may be applied in
a more general sense.

The purpose of this report is dual. First of all, we describe a controlled
photodegradation experiment, performed for a neonatal PN formulation containing
vitamins A inside a photostability chamber, which was used to simulate the real ambient
light dose that would be used upon the PN bag in a neonatal nursery facility.

The second goal of the present study is to investigate the antioxidant capacity of
sodium polyphosphate - [NaPOs]n - (PolyP) in vitamin A containing PN formulations.
This inorganic polyanion (Figure 1) is used in a great variety of applications ranging
from paint and sequestering agents in environmental sciences to the use as a food
preservative. Inorganic polyphosphates which may be found in all living systems
(bacteria, fungi, protozoa, plants, and mammals) are responsible for a varied number of
biological functions (Kornberg et al., 1999). In microorganisms, PolyP acts as a
reservoir of energy and phosphate anions, as a chelator of metals (e.g., Mg?* and Ca?"),

as a buffer against alkali, and, in physiologic adjustments to growth, development,
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stress, and deprivation (Kulaev and Kulakovskaya, 2000). Physico-chemical studies
prove that hydrolysis of the P-O-P bond in linear PolyP liberates an equivalent of
energy of ca. 10 kcal/mol (Kulaev et al., 2004), i.e. the same amount of energy as is
liberated in the hydrolysis of the terminal phosphoric anhydride bonds in the adenosine
5’-triphosphate (ATP) molecule.
Insert Figure 1
The application of PolyP in food as antioxidants and masking agents further
supports its safe use. Obeying the indicated concentration limits, the reports of the
United States Food and Drug Administration (FDA), World Health Organization
(WHO) and European Union (UE) consider that the use of PolyP in foods and
pharmaceutical products does not offer significant risks to human health [Lanigan,
2001; Weiner et al, 2001] Recently Kim reported the pharmaceutical antioxidant
activity of polyphosphates with chain lengths of 25-80 [Kim et al., 2004]. In the report
it was mentioned that UV radiation induced damage in bacterial DNA was greatly
reduced when using polyphosphate in the culture media. We have recently applied
sodium polyphosphate as a phosphorus source in 2-1 PN formulations and in the present
study we used polyphosphate chains with n = 9 combined with 2-1 vitamin A and D
containing PN formulations in the investigation of its antioxidation capacity in
controlled experiments using a photostability chamber.

2. Materials and Methods

2.1 Materials

The following reagents were used without further purification: Retinyl palmitate
(1,800,000 USP units/g — Vitamin A); Cholecalciferol (Sigma-Aldrich, Vitamin D);
KCI (10% w/v) and NaCl (20% w/v) (Isofarma); Glucose (50% w/v, Samtec);

Oligoelements solution Ped-Element® (Zn** 0.125 g/mL; Cu®** 2.5x10? g/mL; Mn*
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2.5x10% g/mL; Cr** 2.x.10"g/mL, Darrow); Calcium gluconate (10 %, Ariston);
MgSO, (1 mEg/mL, Darrow); K;HPO4/KH,PO, (2 mEg/mL) (Darrow); Sodium
Polyphosphate 96% Aldrich; Polysorbate 80 (P.S. VETEC); Mannitol (P.A. CRQ);
Sterile water (ABL); Chinin hydrochlorid dihydrat (90%, Aldrich). The neonatal PN
formulation used in this study was prepared based on a standardized compostition used
in our neonatal care unit for a premature newborn weighing 1Kg. Due to the
interference of the amino acid solution and the lipid emulsion on the electronic
absorption spectra of vitamin A in the mixtures these components were not added and
were substituted by the same volume in water. The final formulations had the following
composition: glucose 26.0 mL; KCI 0.8 mL; NaCl 0.6 mL; Calcium gluconate 4.0 mL;
MgSQO, 0.3 mL; KH(PO4), 1.0 mL or sodium polyphosphate (20 mM) 6.0 mL; Vitamin
A (96 Ug/mL) emulsion, 5.12 mL; oligoelements 0.4 mL and pure water q.s.p. 100 mL.
Vitamins A and D show a very low solubility in water so that they were prepared in the
presence of polysorbate 80 (1.16% wi/v) and mannitol (7.5% w/m) as surfactants [ref].
This mixture results in a micro emulsion system which was characterized by light
scattering measurements (Particle Size Analyzer Microtec S3500, using Microtec
software Flex 10.4.3). The concentration range used was 1-12.3 [Jg/mL for vitamin A.
The mixtures were kept at pH 6.8 (regulated with NaOH(ag) when needed). All the
solutions were exposed to light inside the photostability chamber in closed borosilicate
glass vials (absorption threshold < 300 nm) using aliquots of 10 mL. We choose to
proceed with the photodegradaton monitoring in the glass vials instead of the PN bags
due to the fact that some vitamin A losses have been described to occur due to
interaction of the vitamin with the the bag polymeric material by adsorption [Henton et

al. 1990; Drott et al. 1991].
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2.2 Methods

The photodegradation was induced in a validated non-commercial photostability
chamber using well controlled light exposure conditions. Chinin hydrochlorid dihydrat
in 2% (w/v) solution was used as the internal chemical actinometer in order to
determine the light dose inside the chamber [Yoshioka et al., 1994]. This chamber
applied the criteria established by the International Conference on Harmonization of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) and
the Food and Drugs Administration (FDA) [ICH, 1996; Piechock and Thoma, 2007],
also adopted by the Brazilian National Sanitary Agency where the present study was
performed. The lamps where used so as to cover the visible and near ultraviolet (UV)
spectral range by using a cool light fluorescent lamp (CWL) (400 — 700 nm, with a
light output similar to that specified in 1SO 10977) and an UV lamp (320 — 400 nm,
with a maximum energy emission between 350 and 370 nm [ICH, 1996]). Following the
requirements of the ICH and the FDA the UV dose recommended for photostability
tests is 200 Wh/m? or 20,000 uWh/cm?, where dose in the case of visible and UV light
sources, means the energy density per area unit. The photostability chamber applied in
the present study utilizes a CLEO Performance 80WR (Philips) fluorescent lamp
resulting 22 W of UV power. Taking into account the total dimensions of the lamp, its
surface is equivalent to 1,791 cm?, so the calculated density is 22 W / 1791 cm? which
results approximately 12,290 mW/cm? of power density. In order to estimate the time
equivalence for this radiation source to produce the FDA required dose it is necessary to
relate both rates as follows: FDA Recommended Dose / Emitted lamp power = 20,000
uWh/cm? / 12,290 pW/cm? = 1,62 h or 1 h 37 min. Applying the same relations to the
cool white light source L58W/840 Lumilux (OSRAM) we calculate a time equivalence

of 82 h 55 min. All these calculations are in agreement with the photodegradation tests
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applied by Carlotti et al for vitamin A in ethanolic solutions [Carlotti et al. 2002]. In the
present study we have applied a reduced stability plan model which is preferably used
for very light sensitive pharmaceutical components [Tonnesen, 2004]. The exposure
time of the samples inside the photostability chamber used in the present study was
determined by deriving the amount of daylight and of commercial halogen lamp light
(i.e. the total incident dose) that was exposed to PN formulations in a neonatal unit of a
local public hospital. The light dose was measured at different distances from the light
sources (daylight open window and indoor halogen lamps) using a radiometer
(CESCON MRU-201, spectral sensitivity: 290 — 390 nm) and a Digital Lux Meter
(Minipa MLM-1011, with spectral sensitivity: 400 - 700 nm). The samples were kept in
a distance of 17 cm from the light source. The photodegradation process of the vitamins
was monitored by the decrease of their concentration using electronic absorption
spectroscopy (DU 7500 Beckman Spectrophotometer). Standard curves were obtained
for solutions of vitamin A in the concentration range covering their required daily
amount. The absorption maximum for the analysis of vitamin A was 326 nm. All the
measurements were performed in triplicate and the average data were taken as the final
result. In order to determine the polyphosphate antioxidant action the formulations
where photodegraded with and without an amount of sodium polyphosphate determined
elsewhere (data not shown) so that the final formulation presents itself stable against
phase separation. The polymerization degree of the polyphosphate chain (n) was
determined by using the relation described by Greenfield and Clift (Greenfield and
Clift, 1974) applied to the 3P NMR spectra obtained with a Varian spectrometer (300

MHz, Field =7 T).
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3. Results and Discussion

3.1 Photodegradation of vitamin A (Retinyl palmitate)
Figure 2 shows a representative spectral band profile of aqueous solutions containing
vitamin A and its aqueous mixture with all the components of the PN formulation
including vitamin D.  The absorption spectra of vitamin A employing o/w
microemulsions show peak maxima at 324 nm which agree with the results of fat-
soluble vitamins dissolved in ethanol and isopropanol media [Ball et al, 1988]. In the
PN mixture the vitamin wavelength maxima show a small red shift of about 5 nm which
does not alter the overall photodegradation analysis. This is considered very
advantageous so that electronic absorption spectrophotometry may be applied to
monitore the photodegradation directly in the presence of the other PN components.

Insert Figure 2
The photoinduced degradation process of vitamin A was monitored in the mixture with
an initial concentration of 4,92 [lg/mL. The relative concentration (%) against time
curves obtained under CWL and under UV light are shown in Figure 3.

Insert Figure 3
As expected, the UV induced photodegradation is far more pronounced that the one
observed using the cool white lamp. The curve that best fits the UV degradation curve
shows a first order exponential decay with a half-life of 3.78 min (R=0.9792).
Regarding the behavior of vitamin A under CWL illumination some observations must
be considered. First of all, the measurements of light dose in the photostability chamber
show the following correlation with the light dose in the neonatal unit: 15 min of UV =
10 h of ambient sunlight while 90 min of the CWL = 10 h of the indoor fluorescent
light. At 15 min of UV illumination the remaining concentration of vitamin A was

approximately 14% of the original concentration in the formulation, while after 90 min
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of CWL approximately 50% of vitamin A remained in the mixture. These values show
that the extention of the degradation may be far greater than it was thought, specialy
considering the degradation observed in the visible region, that is, under cool white light
illumination. Taking into account these findings, we performed a thourough mapping of
the light intensities inside the photostability chamber. The light intensities were
registered using the radiometer and the luximeter.

Figure 4 shows the intensity maps of the lamps used in the photostability chamber
obtained with a radiometer. The level curves for the radiometer measurements (290 —
390 nm) indicate a peak value of 653 () W/em? (average 607+50 1 W/em?) for the cool
white lamp while 14,613+500 W/em? (average 14,166+490 1 W/cm?) for the UV lamp.
For the measurements performed with a luximeter in the chamber, the average peak
value for the UV lamp is 3,060+61 Lux while for the CWL the average value is
14,472+97 Lux. All these values represent the average of ten measurements performed
for each curve level.

Examining the photodegradation curves shown in Figure 3 we notice that even though
there is a far greater stability of the vitamin under the fluorescent lamp some perceptible
degradation is still observed. This finding contrasts with the data reported by Alwood et
al (Alwood et al. 1982) which stated that artificial light had no detectable effect on the
Vitamin A photostability. We measured the light output of the CWL lamp using a
radiometer and a luximeter. The results point to the fact that although the spectral range
of the characteristic CWL is in the visible range (400-700 nm), where no absorption
from the sample is expected to occur (as depicted in Figure 3), there is still some
amount of UV radiation coupled to the output of the CWL lamp. The measurements
performed using a radiometer (which detects 290-390 nm) inside the photostability

chamber and also the measurements performed in the neonatal unit showed that the
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readings where different from zero. In fact, UV radiation measured for the CWL inside
the chamber was not expected and even though the values observed are very small, its
accumulated effect (for instance in a 10h period of PN formulation administration) on
the vitamin A is appreciable. These findings corroborate the constant use of a light
protection device on the PN bag.

Insert Figure 4

3.2 Antioxidant action of Polyphosphate

The analysis of the *'P NMR spectra of the polyphosphate ion aqueous solution shows
as average polymerization degree of n = 9. In Figure 5 we observe the influence of
polyphosphate in the photodegradation curves of vitamin A. Under the UV light the
original concentration of vitamin A decreased to a value of approximately 30% after 15
min and the decay curve was best fitted by a second order exponential decay curve
(R=0.995) (Figure 5(a)). The extension of the photodegradation observed under CWL
did not altered significantly as may be observed in Figure 5(b).

Insert Figure 5

The spectral behavior observed in Figures 5(a) and 5(b) suggests that the polyphosphate
interferes in the photodegradation kinetics of vitamin A. The synergistic antioxidant
action of polyphosphates (especially hexametaphosphate i.e. [NaPOs]n with n = 5-15)
was first observed by Betty Watts in the late forties [Watts, 1950]. She described the
antioxidant effective activity of polyphosphates in aqueous fat systems. Taking into
account the most probable chemical interactions of PolyP in the present microemulsions
there are some possible mechanisms that can be applied to explain its photo-antioxidant
action. One of these possibilities takes into account the chelating capacity of this

polyelectrolyte to metal cations. First of all, the polysorbate coated microemulsion
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droplets would attract the Ca®*, Mg?* and oligoelement ions present in the PN mixture
via the hydroxyl groups pointing out of them. By adding polyphosphate to this system,
the polyeletrolytes would be expected to form complex-type interactions with the
droplet-surface ions. So, creating a supramolecular complex structure, the
polyphosphate, which absorbs in the UVB region (threshold < 320 nm) may decrease
the light action inside the microparticles. A thorough picture of the antioxidant process
still remains to be discussed elsewhere. Still, comparing the curves obtained with and
without polyphosphate under CWL illumination it is observed that there is barely any
significant change in the photodegradation curves suggesting no antioxidant action. This

reinforces the idea of its action in the UV region.

4. Conclusion

The photodegradation studies performed on neonatal PN formulations containing
vitamin A using a photostability chamber showed that the photo induced degradation
may be able to simulate an actual incident light dose. In the present report a model type
study simulating a 10 h daylight incidence on the PN bag showed a 86% degradation
rate while simulating an artificial lighting the observed degradation was of 50%. This
last result was discussed showing that although cool white light is supposed to emit
light in the visible region (400 — 700 nm) the radiometer measurements showed a UV
light dose which would be responsible for an accumulating degradation effect. In this
study the antioxidant action of sodium polyphosphate was observed for a fixed amount
when irradiating the PN formulations containing vitamin A with UV lamp pointing to
its potential as a synergistic antioxidant. This action was although not observed for the
photodegradation experiment using a cool white lamp. This suggests that the

antioxidant action may result from the polyphoaphate UV absorption capacity.
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Figure Captions

Figure 1 — Chemical structure of the polyphosphate anion with n = 9.

Figure 2 — Electronic absorption spectra of Vitamin A and D and the mixture of vitamin
A and D in a parenteral nutrition formulation. The cool white lamp (CWL) and the
ultraviolet (UV) radiation region of the lamps used in the photostability chamber are

also depicted.

Figure 3 - Time photodegradation profile of Vitamin A in a PN formulation performed

in a photostability chamber under UV and cool white lamp illumination (CWL).

Figure 4 — Map intensity of the light power density of (a) CWL and (b) UV lamps

measured with a radiometer in the UVA and UVB region (290 — 390 nm).

Figure 5 - Time photodegradation profile of Vitamin A in a PN formulation with and
without polyphosphate performed in the photostability chamber. Illumination of (a) UV

light and (b) CWL.
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210 1 - -
T Vitamin A
N 1 . .
c:é ; ---Vitamin D
~—1,5 1 - Mixture A + D
q) 'l II ll
&) P
C 1
© 104
¥e! \ uv CWL
8 \
& 051 \\
<
0,0 I\ 1 T T 1
200 300 400 500 600 700

Wavelength (nm)

104



Figure 3
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Figure 4
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Figure 5

—u— Without PolyP
100+ — e With PolyP
804 |
S |
< | !
=% .
=
@
S 40/ "%,
Z \ \.\.\ o ®
l/.\. o
20+ \l—l
. "
_ -
(a) T
O T T T T
5 10 15

—=— Without PolyP
100*'\_ — e With PolyP
\
o
80 - e
8
\.
60 e
e
.\.}=i.¥.
401
20 -
| (b)
O T T T T T T T T T T T
0O 20 40 60 80 100

107



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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